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Titre : Dispositif intégré microfluidique pour la qualification de Vésicules Extracellulaires : mise au

point de calibrants biomimétiques et de biopuces d'immunocapture
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Le projet ANR MADNESS a pour objectif de proposer une solution analytique de tri et de qualification de vésicules
extracellulaires (EVs) contenues dans un milieu biologique complexe. La these a porté sur le développement d’un
module d’'immunocapture des EVs dénommé module NanoBioAnalytique (module NBA) ainsi que sur la mise en
place d’un panel de calibrants internes de nature synthétique (appelés NPs) permettant de certifier les
performances. Le module NanoBioAnalytique (ou NBA) est une solution miniaturisée d’'immunocapture des EVs
qui sera positionnée en aval du module de tri, dans la solution globale MADNESS, il a pour ambition de suppléer
les phases d'immunocapture dans des équipements de biodétection comme I'imagerie SPR. Une détermination
des parameétres fluidiques a été menée par simulation des écoulements sur Comsol® et vérifiée par des tests
microfluidiques (détermination des gammes de pression a appliquer, de la correspondance avec les débits). La
fonctionnalité de lI'immunocapture a pu étre validée au travers de différents modeles biomimétiques
microparticulaires (mimant les EVs) : des particules de 140 et 480 nm de diametre ont été biofonctionnalisées,
avec deux protéines standard, la caséine (CAS) et I'ovalbumine (OVA). Les particules résultantes dénommées
NP140-CAS / NP140-OVA et NP480-OVA seront utilisées comme calibrants internes lors des processus
d’immunocapture. Les protocoles de préparation incluant les caractérisations biochimiques et biophysiques ont
été validés et servent a la préparation de modéles de NPs pour I’ensemble de la chaine préparatoire et analytique
de la solution MADNESS. Les parameétres de biodétection en termes de gamme dynamique et de limite de
détection ont été déterminés en solution tampon (entre 107 et 10° particules par ml pour I’ensemble des
calibrants). La validation de leur efficacité a été faite en échantillon complexe par mélange des NPs a des EVs
plasmatiques. De cette fagcon, nous avons pu établir I'absence de réactions croisées sur les spots
d’immunocapture ainsi que la capacité a pouvoir les utiliser indifféremment dans des milieux soit idéaux (tampon)
soit présentant une certaine complexité biologique (plasma). Une derniére étape a pu étre franchie dans le projet
MADNESS avec une premiere configuration de couplage entre le dispositif de tri (développé en paralléle au LAAS)
et le module NBA. En dépit de conditions expérimentales limites (débit, durée, concentration), le module a montré
une bonne efficacité de fonctionnement (sensibilité et spécificité) dans des milieux de complexité croissante
contribuant ainsi a une solution MADNESS performante en plasma humain. Les travaux ont été valorisés a travers
la présentation de plusieurs communications scientifiques (poster et communication orale) dans des conférences

nationales et internationales et la publication d’un article dans une revue a comité de lecture.




Title: Integrated microfluidic device for EVs qualification: development of calibration particles and

immuno-biochips

Keywords: EVs, Immunocapture microsystem, Biomimetic nanoparticles, Quantitative microscopy,
Microfluidics, AFM, SPRi

The aim of the MADNESS project is to define an analytical solution to sort and qualify extracellular vesicles
(EVs), contained in almost all biological fluids. This thesis has focused on the development of a device
devoted to the immune-capture of EVs called NBA module and on the development of several internal

synthetic calibration particles (called nanoparticles, NPs) which certified the performances of this module.

The NanoBioAnalytical module (NBA module) is a miniaturized way of immunocapture of EVs which will be
the last part of the global MADNESS analytical solution. Its ambition is to replace the immunocapture phase
in instrumentation of biodetection as SPRi. The fluidic settings were determined by using the Comsol®
software to do simulations of flow and to confirm it by microfluidic tests (determination of flow rate in
correspondence to the range of applied pressure). The immunocapture part has been validated by using
different biomimetics NPs (mimicking EVs): particles of 140 nm and 480 nm in diameter were
biofunctionalized with 2 standard proteins: casein (CAS) and ovalbumin (OVA). The resulting NPs called
NP140-CAS/NP140-OVA and NP480-OVA were used as internal calibration particles during immunocapture
process. The NPs preparation protocols including biochemical and biophysical characterizations have been
validated and are used for all preparatory and analytical processes of the global MADNESS solution. The
biodetection settings in terms of dynamic range and limit of detection were determined in buffer conditions
(between 107 to 10° particles per ml for all calibration particles). The validation of their immunocapture has
been made in complex samples by spiking natural EVs. In this way, we made sure that there is no cross-
contamination between immunocapture spots, then making possible to use it indifferently in a controlled

buffer medium or in a biological one.

The last part has been reached in the MADNESS project by coupling, in a first configuration, the sorting
device (developed by LAAS-CNRS institute) and the NBA module. Despite limited experimental conditions
(flow rate, time, NPs concentration), the module shows a good accuracy of functioning (sensibility and
specificity) in more and more complex biological environments contributing to enable using the MADNESS

solution in human plasma.

The work has been valued by several scientific communications (poster and oral) in different national and

international conferences and the publication of an article in a peer reviewed journal.
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Introduction

Les cancers et les maladies cardiovasculaires sont les causes principales de mortalité chez
I’'Homme? avec un fort impact économique et social® La recherche s’investit fortement pour trouver
des solutions a travers des systémes thérapeutiques ainsi que des outils de diagnostiques simples avec
des résultats fiables et permettant ainsi d’intervenir a un stade plus précoce de la maladie. La
recherche a permis d’obtenir des avancées majeures et de trouver des candidats biomarqueurs
prometteurs® qui serviront a la détection rapide de ces maladies : Citons par exemple les cellules
tumorales circulantes, certaines protéines solubles*® et plus récemment les vésicules extracellulaires’
(EVs). Les EVs sont les plus récentes cibles biologiques considérées comme candidats-biomarqueurs.
La découverte de ces particules biologiques fut d’'une importance capitale, car ce sont des particules
clés dans les mécanismes pathologiques de nombreuses maladies, mais leurs utilisations pour des
études cliniques nécessitent des techniques hautement sensibles, sélectives et discriminantes en
particulier pour la détection de sous-populations informatives. En effet, parmi les EVs, certaines sous-
populations spécifiques sont d’un intérét particulier, pour la détection, mais aussi le suivi de
pathologies®. La détection de ces sous-populations spécifique est un enjeu biomédical capital, car

pouvant potentiellement aider au diagnostic précoce de pathologies.

Pour répondre a cet enjeu, notre groupe a mis en place une méthodologie analytique et
instrumentale dénommée « plateforme NanoBioAnalityque » (NBA), qui permet d'immunocapturer
sélectivement les sous populations d’EVs puis de les caractériser d’un point de vue métrologique,
moléculaire et spectroscopique. Cette méthode est basée sur le couplage entre biodétection (par la
technique de résonance des plasmons de surface couplée a I'imagerie (SPRi)), la caractérisation
métrologique et morphomécanique (par microscopie a force atomique (AFM)) et la signature
protéomique de ces EVs (par spectrométrie de masse®). En effet, avec la technique SPRi, nous pouvons
immunocapturer, en temps réel et sans marquage, ces nanobiovésicules via des cibles « antigénes »
présentes a leurs surfaces a I'aide d’anticorps adéquats greffés sur une puce d’or. La puce d’or en
guestion est ensuite analysée par AFM, pour caractériser d’un point de vue métrologique et
morphomeécanique les éléments piégés a la surface de chaque emplacement d’anticorps, appelée
« spot ». La technique a permis de réaliser I'analyse d’échantillons complexes de vésicules
extracellulaires collectés aupres de I'EFS, d’échantillons regus de nos partenaires internationaux

(Suisse, Taiwan) ou dans le cadre de collaborations locales et nationales.

Avant son analyse, il est parfois nécessaire de prétraiter un échantillon biologique contenant des

EVs. En effet, a cause de la complexité de I’échantillon biologique, une approche préanalytique peut
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étre envisagée pour éliminer des composants du milieu pouvant perturber I'analyse des EVs ou pour
enrichir en EV I'échantillon d’intérét. Dans le cadre du projet MADNESS (a generic Microfluidic

Approach for Deciphering Nanoscale biovesiclES propertieS, https://anr.fr/Projet-ANR-17-CE09-0025),

financé par I’ANR, I'objectif réside dans le développement d’une solution microfluidique composée
d’un module de tri par la taille des EVs (développé par nos collegues de Toulouse), placé en amont
d’un module miniaturisé de capture sous flux des sous-populations d’EVs triées (la partie centrale de
cette these). Cette solution MADNESS a pour objectif de diviser I’échantillon complexe en fractions
définies selon la taille, de récupérer et de caractériser ces fractions. Cette approche permet d’intégrer
une étape de prétraitement de I’échantillon qui va limiter les effets matrice ce qui contribuera a un
meilleur dosage des EVs par une amélioration du rapport signal/bruit et un gain en sensibilité. Une
puce d’or constitue le coeur de notre solution MADNESS, dont la conception, fabrication et
fonctionnalisation chimique sont réalisées par notre équipe en salle blanche de la plateforme

MIMENTO.

Dans ce projet MADNESS, mon projet de these consiste en la réalisation, le dimensionnement
et les étapes de modélisation du module de capture miniaturisé (que nous nommerons module NBA,
car c’est un module transposé de la plateforme NBA) accompagné par du développement de particules
calibrantes. La réalisation en salle blanche comprendra plusieurs étapes dont la création des masques,
le développement de la cellule fluidique, la découpe et le packaging. Une fois le systeme développé, il
a été testé et caractérisé en termes d’écoulements fluidiques. En effet, contrairement au systéme
commercial SPRi Horiba®, notre systéme n’est pas controlé en débit, mais en pression a l'aide d’un
contrbleur de pression de la compagnie Fluigent® (le contréleur MFCS). Notre premier travail a donc
été de déterminer les correspondances « pression appliquée/débits effectifs obtenus ». Ceci a permis
de comparer les résultats d'immunocapture entre les deux techniques de capture, avec une capture
sur des puces équivalentes. Afin de valider les étapes d'immunocapture, nous avons développé un jeu
de calibrants biomimétiques constitués de particules, biofonctionnalisées par des protéines cibles,
couvrant la gamme de taille de celle des EVs (50 nm jusqu’a plusieurs microns). Ces particules ont été
qualifiées en taille, en concentration et en taux de couverture protéique. Par la suite, elles ont été
injectées dans I'appareil commercial de référence SPRi et dans le module de capture pour étre piégées
sur une puce d’or via des anticorps spécifiques. Les résultats de cette immunocapture permettront de
valider les lots biofonctionnalisés et la comparaison entre les deux techniques va nous permettre de
déterminer I'efficacité d'immunocapture de notre module nouvellement développé par rapport a la
référence. Ces puces ont été analysées par microscopie de fluorescence et par AFM pour permettre
une caractérisation fine des homogénéités de capture a I'échelle des spots et des familles de spots,

ainsi qu’une détermination des densités surfaciques en nanoparticules. Nous avons déterminé les
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gammes dynamiques et les limites de détection pour les différents calibrants dans des conditions
idéales. Nous avons également corrélé les réponses en SPRi aux densités surfaciques sur puce pour ces
différentes tailles et concentrations de nanoparticules biofonctionnalisées. Nous avons éprouvé notre
module de capture en injectant ces particules biofonctionnalisées, mélangées dans diverses
proportions, dans des milieux de complexité biologique croissante. Ceci nous a permis de montrer la
stabilité physico-chimique des particules fonctionnalisées et de mettre en avant les différences

observées lorsque les échantillons étaient injectés dans des milieux plus complexes.

Enfin, nous avons testé la solution globale MADNESS. Cela consiste a connecter le module de
tri par filtration hydrodynamique et le module de capture, puis a I'éprouver vis-a-vis d’'un mélange de
particules calibrants dans différentes conditions. Cette étape a été réalisée dans les 6 derniers mois de
la these, car plusieurs obstacles de salle blanche ont d{i étre résolus pour obtenir un dispositif de tri
de qualité et qui répond aux cahiers des charges en termes de volume collecté, seuil de coupure (rayon

critique) et efficacité de séparation.
J'ai pu réaliser 'ensemble de ce travail a I'institut Femto-ST pendant plus de 3 ans de these.
L’'ensemble de ces résultats est présenté dans ce manuscrit comme décrit ci-dessous :

Le premier chapitre décrit un état de I'art sur les EVs et les techniques usuelles de
prétraitement et de caractérisation utilisées en mettant I'accent sur les difficultés pour isoler, trier et
concentrer ces particules a partir d’'un milieu complexe. A partir de ce travail d’analyse, nous avons
déterminé les besoins préanalytiques et nous présenterons les deux techniques d’isolement que nous
avons contribué a développer: un tri de particules selon la taille, par filtration hydrodynamique
(développé entierement au LAAS-CNRS a Toulouse), et un tri de particules selon la taille et la densité,
par ondes acoustiques de surface (développé en partenariat avec nos collaborateurs a Besangon pour

lequel j'ai participé aux phases de conceptions, de mise en place et de tests expérimentaux).

Le second chapitre est consacré au développement et a la caractérisation de particules de
calibration. Le choix des particules et le protocole de biofonctionnalisation de particules de 140 nm,
480 nm et 920 nm de diametre seront décrits. Le protocole de préparation de ces particules est le fruit
de plusieurs mois de développement et d’ajustement méthodologiques, ceci afin de limiter les
phénomeénes liés a I'agrégation, aux interactions non spécifiques et a I'efficacité de capture. La partie
caractérisation des lots de particules a travers la TRPS, un dosage UBCA, la SPRi, I’AFM et la microscopie
serviront de base pour les expériences de capture et de tri. L'ensemble des expériences et validations
que j'ai réalisées ont permis d’utiliser ces particules qualifiées par les différents collegues du projet,
mais également pour des utilisateurs ayant besoin de caractériser leurs dispositifs (a la fois a Toulouse,

a Besancon, et a Dijon).
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Le chapitre 3 présente la conception et la fabrication du module microfluidique
d’'immunocapture (qui sera basé sur une étude de I'écoulement du flux et de l'influence de la
géomeétrie) dénommé module NBA. Aprés une phase de caractérisation microfluidique correspondant
a la vérification de I'étanchéité et a la détermination des débits selon la pression appliquée, les
particules de calibration ont pu étre injectées, dans des concentrations et proportions variées,
notamment pour déterminer la gamme dynamique et la limite de détection. Les injections ont été
réalisées selon une complexité croissante d’échantillons biologiques, afin d’évaluer I'effet matrice

biologique sur les performances de capture de la solution MADNESS.

Le dernier chapitre correspond a la réalisation de la solution globale MADNESS avec la
connexion des modules de tri par filtration hydrodynamique et le module NBA. Nous décrirons les
résultats obtenus, aprés avoir déterminé les conditions de fonctionnement du dispositif de tri et
notamment de la résolution de problématiques, tels que I'injection a trés faible débit et la méthode
de connexion des deux dispositifs. Les résultats présentés sont le fruit d’expériences réalisées en co-
injectant les calibrants bifonctionnalisés de tailles différentes additionnés a des solutions biologiques

de complexité croissante (jusqu’a I'injection de plasma sanguin).

L'objectif de notre projet est de disposer d’un outil analytique modulable, facile d’utilisation,
rapide, transportable et qui puisse étre distribué a grande échelle afin de caractériser les sous-

populations d’EVs d’intérét.

La figure introductive présente la chronologie d’avancement des différentes étapes de la these et les

principales taches réalisées :

Oct 2017 Oct 2018 Oct 2019 Oct 2020 Oct 2021

P )

Le module NBA S © o9

varodymamiaue. Premireversion < oo
hydrodynamique

Le module de tri par onde _ ® @ @

acoustiques

Les calibrants ‘ développement/batchs de NPs en routine ‘
Les tests de calibrants en SPRI _
Les tests en solution MADNESS .

Figure introductive : Les différentes tdches du développement de la solution MADNESS
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Chapitre 1 : Le tri de vésicules extracellulaires

1.1 les vésicules extracellulaires

Les vésicules extracellulaires sont des vésicules biologiques qui sont issues de toutes les
cellules eucaryotes ou procaryotes?®. Elles ont été considérées comme des débris cellulaires pendant
plus d’'un demi-siecle. En effet, les premiers signes de leur présence ont été décrits par Chargaff et
West en 1947 (EVs plaquettaires)!! puis par Wolf en 1967 (sous le nom : platelet dust)*2. A priori, leurs
roles ne semblaient pas d’une importance majeure lors des premieres descriptions. En effet, ces
vésicules ont été considérées comme des débris cellulaires pendant plus de 50 ans. Cependant leur
importance et leur participation dans de nombreuses pathologies®? ont été découverts durant les deux
derniéres décennies grace a I’évolution des outils analytiques et des découvertes récentes sur leurs
contenues®® (présence d’ARNm). Ceci a permis de mettre en lumiére ces vésicules qui ont un role
crucial dans les communications cellulaires et dans différents processus patho/physiologiques. Ces
vésicules sont libérées dans le milieu extracellulaire, puis circulent a I'aide des biofluides corporels tels
que le sang, la salive, les urines, le LCRY. Les EVs sont analysées a partir des matrices biologiques
extrémement complexes comprenant des protéines solubles, des virus, des lipoprotéines, des
cellules... Elles sont majoritairement sphériques et délimitées par une bicouche lipidique. Leur taille
minimale est estimée a environ 30 nm et peut aller jusqu’a plusieurs microns pour les plus grandes. La
membrane lipidique intégre de trés nombreuses protéines transmembranaires (spécifiques pour
certaines) de la cellule d’origine. Les EVs contiennent des protéines hydrosolubles, des sucres, des
brins d’ADN, des ARN”*® provenant de la cellule & partir de laquelle elles ont été produites et peuvent

délivrer ce contenu de fagon spécifique a des cellules cibles pour induire une réponse précise.

Une description communément acceptée des EVs est représentée sur la figure 1.1 :
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Figure 1.1. Représentation schématique des vésicules extracellulaires?’

Leurs réles sont d’assurer la communication intercellulaire en transportant leur contenu, qui
est protégé par la membrane vésiculaire de toutes les voies de dégradations jusqu’a la délivrance dans
la cellule héte. Cest la découverte d’ARN dans ces vésicules'® et la compréhension de leurs
interventions dans diverses situations physiopathologiques telles que la coagulation, I'inflammation,
les cancers, les maladies cardiovasculaires, la maladie d’Alzheimer et I'obésité!” qui a lancé la voie vers
une multitude d’études et d’analyses de ces nano-objets. Comme le montre la figure 1.2, les EVs sont

toujours d’actualité avec une quantité de publications qui augmente fortement depuis 20 ans.
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MISEV 2018 2
il
©
MISEV 2014 L2
o)
>
o
2007 : découverte de Q@
la présence d’ARN II o
il £
O------...ll 'C‘) 2
2002 2022

Fig. 1.2. Evolution du nombre de publications contenant le terme « extracellular vesicles » dans le titre

(Source Pubmed 2022 : pic a 6484 en 2021).
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Leurs utilisations comme potentiels biomarqueurs ou encore dans le cadre de la thérapie
génique sont attendues comme une évolution importante. En effet, leurs implications dans différentes
pathologies sont désormais avérées'® et la possibilité que certaines sous-populations de vésicules
soient présentes uniquement lorsque le patient est malade® pourrait étre utilisée pour réaliser des
diagnostiques précoces?! et dans le cadre de la médecine de précision. Il est & noter que d’autres
applications sont possibles, car elles peuvent également servir de vecteur thérapeutique, en les
chargeant d’un principe actif qui agirait avec une grande biodisponibilité?? (par la protection de la
bicouche lipidique et l'intégration facilitée). Cette application n’entre pas dans nos activités

(caractérisation et détection), mais correspond a une part importante de I'utilisation des EVs.

L'hétérogénéité en propriétés des EVs en termes de forme, de taille, de densité, de biogenése,
d’origine et de contenu intra vésiculaire (cargo) est la caractéristique la plus importante et la plus
contraignante. Une cellule peut générer différentes sous-populations d’EVs, utilisant des modes de
libération (biogenése) variés et de contenu d’une tres grande richesse moléculaire et
macromoléculaire?. Cette richesse de nature, de composition et de fonction permet une présence trés
forte dans beaucoup de processus, mais rend encore difficile et délicate leur analyse fine. Leur capacité
d’internalisation (par cellular uptake) rend leur demi-vie dans les biofluides trés réduite. C’'est une
information de grand intérét, mais labile, ce qui accentue les défis analytiques et la possibilité de les
valider en tant que biomarqueurs. De plus, il est admis qu’elles vont étre stimulées et libérées en
fonction des conditions du milieu, de I'état de santé de la personne, du sexe, de la condition physique,
de I'dge, de I’environnement?*. Ces EVs sont pourtant au coeur de ce que I'on appelle les biopsies dites
« liquides »?°. Dans cet ensemble complexe, I'enjeu est de pouvoir distinguer les sous-populations
d’EVs présentes dans un fluide (étude qualitative et/ou quantitative) et de déterminer les protéines
ou les éléments d’intéréts spécifiquement liés a la maladie. Nous pouvons observer dans la figure 1.3
diverses implications des EVs dans le cadre de cancer?® : les EVs interviennent dans la propagation des
tumeurs, dans les métastases et notamment a la résistance aux médicaments (les médicaments qui
doivent agir sur les cellules cancéreuses vont reconnaitre les EVs et non la cellule cible). Il est donc
évident qu’il est nécessaire de comprendre et d’analyser les EVs pour pouvoir intervenir dans ces

maladies.
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Fig. 1.3. Présentation des différentes possibilités de participations des vésicules extracellulaires dans le

contexte du cancer : résistance aux médicaments, métastase, favorisent la progression de la tumeur,

et le transfert de matériel génétique?®.

La présence des EVs au coeur de la recherche médicale autour des cancers n’est pas anodine : les
EVs participent activement a la propagation du cancer en transportant le matériel génétique,
favorisent les niches métastatiques, ce qui va contribuer a mettre en place une résistance aux
médicaments. Elles vont permettre de transmettre I'information génétique (via I’ARN et I’ADN),
propager le cancer et préparer I’'environnement de la cellule. Dans le cadre de la maladie d’ Alzheimer
ou de la maladie de Parkinson, elles participent a la propagation de protéines pathogéniques (protéine
tau). Dans chacune de ces maladies, la machinerie des EVs est utilisée de fagon a entrainer un
déréglement chez le patient. Il est primordial de tenir compte de ces vésicules dans les mécanismes de
la maladie pour mettre en place une approche thérapeutique adéquate. Un autre exemple concernant
les EVs qui participent activement dans des situations pathologiques est décrit dans le cas des maladies
cardiovasculaires?’. Nous ne rentrerons pas dans les détails biologiques, qui sont largement décrits
dans la littérature?® et qui dépassent notre simple introduction au domaine. Les EVs sont présentes
trés tot dans les maladies décrites??° (Cancer, la maladie d’Alzheimer, la maladie de parkinson, les
maladies cardiovasculaires, I'obésité) ce qui signifie qu’une détection précoce permettrait d’appliquer
des traitements mieux ciblés. Il serait tres dommageable de ne pas pouvoir les utiliser pour des raisons
de méthodologies et de manque d’étape de prétraitement efficace. Beaucoup de chercheurs
travaillent aux développements de nouveaux moyens pour les analyser (suivi thérapeutique
personnalisé et tests compagnons) et pouvoir comprendre leur fonctionnement pour pallier les

difficultés rencontrées.
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Etant donné que les EVs circulent dans les fluides corporels pour atteindre leurs cibles, il est
théoriquement possible de réaliser des biopsies liquides pour une détection pertinente. En effet ces
biopsies sont moins pénibles que les biopsies chirurgicales classiques, effectuées trop tardivement et
invasives®® , qui peuvent entrainer des dégats majeurs chez le patient. Une biopsie liquide
(préléevement de fluides tel que le sang) est une technique qui permettrait dans certaines situations
pathologiques de détecter les signes de pathologie a un stade précoce 3%, & partir d’un faible volume
d’échantillon (de I'ordre de la centaine de pl). Cependant, le diagnostic de nombreuses maladies basé
sur une biopsie liquide n’est pas réalisable a des stades précoces par manque de marqueurs. Une
exploitation des EVs en tant que biomarqueurs ne limiterait plus les médecins a observer les signes
cliniques (douleur, destruction d’organes, détérioration avancée de la santé, déreglement) pour
déclencher une intervention. La recherche de protéines d’intéréts et d’ARN présent dans les EVs lors
d’une pathologie est devenue un enjeu majeur pour les chercheurs et les médecins32. Pour cela, il
faudrait pouvoir distinguer, dans chaque cas pathologique, les sous-populations d’EVs qui sont
présentes (étude qualitative et/ou quantitative) ou qui apparaissent, pour déterminer les protéines ou
les éléments d’intéréts spécifiquement liés a la maladie qui sont présents dans les EVs. Nous
comprenons 13, I'intérét de nombreuses équipes, a développer une technologie novatrice pour les
explorer. Mais il y existe de fortes limitations pour atteindre cet objectif : comment isoler, analyser et
exploiter les EVs a partir de biofluides complexes3® en sachant que les EVs font partie des éléments de
tailles nanométriques, tels que les virus, les lipoprotéines, les protéines solubles, c’est-a-dire les plus
petits éléments de ces solutions. Leur isolement total n’est pas considéré comme réalisable avec les
technologies actuelles, les recommandations actuelles tendent a préconiser la mise en place de phases
d’enrichissement en EVs tout en préservant leur intégrité. Les équipes de recherche travaillent sur les
protéines qui sont présentées a la surface des EVs afin de comprendre leurs modes de fonctionnement
et de pouvoir les isoler. Sans preuve nous ne pouvons pas généraliser leurs influences, mais il est
imaginable de considérer que leurs roles sont bien plus vastes et, jusqu’a preuve du contraire, elles
pourraient intervenir dans toutes les maladies existantes et nouvelles (exemple avec le covid 193%).
Cette vaste participation dans les pathologies, mais également dans les phénomeénes physiologiques
classiques (croissance, réparation tissulaire®®, régénération®®) exige de nombreuses études pour
permettre une compréhension claire des effets des EVs dans toutes ces conditions. Pour pouvoir
dégager des fonctions clés des EVs, il faut pouvoir s’appuyer sur des techniques fiables et performantes
en amont des phases analytiques qui soient sensibles et précises pour leur caractérisation. Par

divergences de méthodologies, les croisements d’études sont difficilement envisageables.

Pour guider, comprendre et développer une analyse fiable sur les différents réles des EVs, la

communauté internationale spécialisée dans ce domaine, I'« ISEV » (International Society for
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Extracellular Vesicles, créé en 2012%’), a mis en place une premiére version de recommandations et de

83839 afin de permettre d’étudier, de caractériser et de

protocoles en 2014 suivie d’'une seconde en 201
manipuler les EVs dans les meilleures conditions qui soient et de facon uniforme quelque soient les
laboratoires. La nomenclature a été modifiée plusieurs fois, pour actuellement opter pour une
description basée sur les principes de la séparation par centrifugation différentielle et conduisant aux
termes petites, moyennes et grandes vésicules extracellulaires. Les deux nomenclatures
recommandées seront présentées dans la sous-partie suivante. La premiére nomenclature a été mise
en place dans les premiéres recommandations et reste malgré tout trés présente dans les publications.
Elle est basée sur leur biogeneése et sur leurs tailles. Elle classifie 3 grandes sous-populations qui sont

présentées dans la partie suivante. Le mode de libération des 3 grandes sous populations initiales

(Exosomes, microparticules et corps apoptotique) est décrit dans la figure 1.4 :

xosomes

) ‘
) ‘

Microvesicles

Apoptotic bodies

Fig. 1.4. Description des différentes voies de biogenése des EVs tirés d’une représentation de la société

Everzom™.

- Les exosomes ont une taille allant de 30 a 150 nm de diamétre. Ce sont les éléments les plus
petits et ils sont formés dans les corps multivesiculaires (MVBs) endosomaux puis libérés
guand les MVBs fusionnent avec la membrane plasmique. Un ensemble de protéines d’origine
endosomale sont présentes sur leurs surfaces ou associé a la membrane des MVBs (CD9, CD63,
CD81, ALIX, TSG101, MHC, ESCRT) *!, Leur densité est comprise entre 1,13 et 1,19 g/ml. La
définition qui est communément acceptée pour les exosomes est adaptée de celle décrite par
Johnston et al* : «des vésicules de 30 a 100 nm qui sont libérées, aprés culture in vitro de
réticulocytes, par la fusion entre la membrane plasmique et les MVBs. Les exosomes ont été
collectées et isolées apres une étape de centrifugation a 100 000g pendant 90 min ». Dans les
années 90, d’autres groupes ont montré leurs libérations a partir d’autres cellules. Cette sous-

population serait trés importante dans le cadre des cancers. Leur mécanisme de libération
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n’est pas encore totalement élucidé, mais est communément accepté comme décrit dans la
figure 1.4.

- Les microvésicules*® ont une taille allant de 100 nm environ jusqu’a 1pum de diamétre. Elles
sont libérées par invagination et bourgeonnement directement au niveau de la membrane
plasmique. Ces vésicules sont impliquées dans la coagulation et l'inflammation. Les
microvésicules sont généralement collectées aprés une étape de centrifugation a 10 000-20
000g. Leur densité est comprise entre 1,10 et 1,20 g/ml

- Les corps apoptotigues® ont une taille allant de quelques centaines de nanométres a plusieurs

microns de diameétre et sont libérés lorsque la cellule entre en apoptose, permettant une
sauvegarde partielle ou totale des informations de la cellule. Les corps apoptotiques sont

récupérés par une centrifugation a 1 000-2 000 g. Leur densité est comprise entre 1,18 et 1,26

g/ml

Une synthése des propriétés des différentes sous-populations d’EVs peut étre retrouvée dans

différentes revues et articles, nous pourrions les résumer dans la Table 1.1 :

Exosome Microvésicules Corps apoptotique
Taille (nm) ~30-150 ~100-1 000 ~500-5 000
Bourgeonnement S R
. . Libéré apres
Biogenese Exocytose de la membrane .
. I'apoptose
plasmique

Tab 1.1: présentation de différentes propriétés des sous-populations d’EVs** de la premiére

nomenclature.

Cette dénomination en sous-populations, dépendante de la biogenése et de la taille, a cependant
été revue selon le prisme de leur préparation. La communauté ISEV recommande plutét de classifier
de small, medium et large EVs®® sur la base de leurs séparations par centrifugation différentielle et de

leurs densités, comme le montre le tableau 1.2 :

SEV mEV IEV
Centrifugation (g) 100 000 10 000 1000
Densité (g/ml) 1,13-1,19 1,10-1,20 1,16-1,28

Tab 1.2: présentation de différentes propriétés des sous-populations d’EVs** de la seconde

nomenclature.

Les avancées méthodologiques et instrumentales permettent de découvrir de nouveaux objets
nanovésiculaires qui ne rentrent dans aucune des deux nomenclatures tel que les exoméres®

(vésicules sans membranes ayant une taille inférieure a 50 nm). Il s’agit de nouvelle population
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découverte grace a la mise en place de méthodes ayant une meilleure sensibilité pour détecter les

populations d’EVs et notamment celle de petites tailles.

Pour pouvoir analyser les EVs, un ensemble de techniques de caractérisation biochimique, de

caractérisation en solution et d’analyse microscopique est généralement employé. Les techniques sont

choisies sur la base des propriétés connues des EVs, des problématiques a résoudre et de la possibilité
des techniques pour y répondre. Pour cela, les techniques analytiques permettant d’analyser les
particules de tailles submicrométriques, telles que les liposomes, les virus, les nanoparticules
organiques ou inorganiques sont utilisées, ainsi que les techniques de caractérisation les plus

performantes :

- La cytométrie en flux*® est une technique optique permettant une détection rapide des
particules. L’échantillon est injecté dans un canal fluidique et traverse un faisceau laser. La
déviation de ce faisceau laser va étre a la fois axiale et orthogonale. L'intensité de ces
déviations sera proportionnelle a 'indice de réfraction, la morphologie et la taille de la
particule analysée. De plus, I'ajout d’un anticorps fluorescent peut permettre une détection
qui soit phénotypique. La limite principale de cette méthode concerne la limite basse de
détection en taille qui est de 200 nm pour les appareils les plus récents, sinon de 300 voire 500
nm pour les instruments conventionnels.

- Le western blot*’ permet de détecter et de quantifier les protéines d’un échantillon. Pour cela,
les protéines sont injectées dans la membrane polymérique et I'application d’un courant
électrique permet de les faire migrer verticalement selon leur taille. Les protéines sont ensuite
transférées sur une seconde membrane, généralement en nitrocellulose et incubées avec un
anticorps primaire. Dans une derniéere phase, elles sont incubées avec un anticorps secondaire
pour étre révélées par colorimétrie, luminescence ou fluorescence.

- Les tests ELISA*® sont des tests de dosage immuno-enzymatique permettant également de
détecter la présence d’une protéine. Les anticorps spécifiques sont fixés dans un puits afin de
réagir avec |'analyte. En paralléle, une seconde solution avec des anticorps secondaires est
injectée. Cette seconde solution va venir établir une interaction de type « sandwich ».
L'intensité de la réaction permettra de quantifier la présence en EVs dans la solution. Les
problématiques sont les mémes que pour le western blot, a savoir la dépendance aux anticorps
et une quantification relative.

- Les dosages protéiques (tel que le dosage uBCA)* vont permettre de déterminer la quantité
des protéines constituant les EVs. La technique est basée sur une réaction colorimétrique
spécifique des protéines et une détection par spectroscopie visible. A titre d’exemple, dans le

chapitre 2, nous pourrons déterminer la quantité de protéines qui recouvre les particules que
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nous aurons fonctionnalisées grace a ce dosage protéique. Dans le cadre des EVs, nous
pouvons déterminer la quantité de protéine présente en solution. La limite basse de la
technique permet de détecter une concentration a 1 pg/ml et peut aller jusqu’a plusieurs
mg/ml. Le désavantage majeur de cette technique est I'impossibilité de déterminer I'origine
des protéines présentes dans I’échantillon analysé.

La NTA® et la DLS®! sont des techniques optiques basées sur I'analyse des mouvements
browniens (d’aprés la loi de Stockes-Einstein) lors de I’émission d’un faisceau laser qui va
interagir avec les particules. Les particules sont animées d’un mouvement propre qui peut étre
caractérisé lorsqu’il rencontre ce faisceau laser et qu’il le dévie. La détection de cette déviation
permet de remonter a la taille des particules. Dans ce contexte, la température et les
conditions de viscosité vont exercer une influence importante sur la mesure. La NTA est limitée
a une analyse de taille maximale de 1 um et est trés sensible aux petites tailles. La
concentration minimale qui peut-&tre détecter est de I'ordre de 107 particules par ml (part/ml).
La DLS est performante dans un milieu homogéne, mais beaucoup plus limité dans un milieu
hétérogéne sous peine de fausser totalement le résultat de I'analyse. La DLS n’est pas
guantitative pour le moment.

La TRPS>? est une technique basée sur I'effet Coulter permettant de déterminer la taille et la
concentration de particules apres le passage de celles-ci de fagon individuelle au travers d’un
nanopore. Ce passage va entrainer une perturbation du courant électrique préétabli, avec une
variation d’intensité du courant qui sera proportionnelle a la taille du nano-objet et dont la
fréquence (nombre de pics d’intensité) est corrélée a la concentration en NPs. Les limitations
de cette technique concernent l'utilisation du nanopore qui conditionne I'analyse a une
gamme de taille, ne permettant pas |'analyse d’échantillon polydispersé. Les risques de
colmatage sont élevés pour des échantillons biologiques complexes et un nanopore donné ne
fournit gu’une vision parcellaire de la gamme de taille des EVs de I’échantillon. La
concentration détectable varie avec le nanopore utilisé, mais la valeur la plus faible détectable
est de 108 part/ml.

La SPR>? permet de suivre en temps réel, les interactions biomoléculaires se produisant au
voisinage de la surface d’'une puce d’or biofonctionnalisée. Cette interprétation se fait au
moyen de |'analyse des plasmons de surface qui peuvent étre utilisés pour analyser les
cinétiques et les niveaux d’interaction entre analyte et ligand greffé sur la puce. Une
explication détaillée de la méthode se trouve dans le chapitre 2. La limitation principale de la
technique est I'impossibilité de déterminer les formes et la taille des objets capturés en temps

réel sans analyses post capture complémentaire (pour un échantillon biologique
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conventionnel). La concentration la plus faible détectable avec le systeme SPRiplex 11® que
nous utilisons est de 10°® part/ml.

Les techniques de microscopie électronique (SEM, TEM, cryo-TEM)>* permettent de visualiser
la surface d’un objet avec une résolution nanométrique. Pour cela, un faisceau d’électrons est
envoyé vers la surface et les électrons vont interagir avec la matiere. La zone qui est choisie
doit étre représentative de I’échantillon, afin de limiter le nombre d’images a réaliser. Une fois
gue les électrons ont interagi avec la surface, différents types de radiations vont avoir lieu et
notamment I'émission d’électrons secondaires qui vont étre détectés. Dans le cas des
particules, il est possible de les caractériser une fois qu’elles sont déposées ou piégées sur un
support. Dans ces techniques, il faut travailler sous vide, donc cela entraine une dégradation
de I’échantillon.

Les techniques de microscopie a sonde locale (STM, AFM)>>® correspondent a I'utilisation
d’un cantilever (poutre souple terminée par une pointe trés fine) qui sonde et/ou scanne la
surface d’un échantillon afin de reconstruire la cartographie/la topographie de la surface avec
une résolution atomique. Cette méthode fonctionne en air (pression atmosphérique) et aussi
en milieu liquide, ce qui est un avantage majeur par rapport a la microscopie électronique.
L'AFM rend possible une caractérisation métrologique et morpho-mécanique, dans les 3
dimensions et avec une trés bonne résolution, des objets présents en surface d’un substrat.
La spectrométrie de masse®’ est une méthode de caractérisation de la matiére qui repose sur
la détermination de la masse moléculaire, et donc de l'identification moléculaire. Les
composés sont mis en phase gaz et transformés en ions afin de pouvoir se déplacer a I'aide
d’un champ électrique ou magnétique. Ainsi, les composés peuvent étre détectés intact ou
sous forme de fragments. Le détecteur permet d’obtenir des spectres déterminant des valeurs
de masse/charge caractéristiques de chaque espéce présentent dans la solution initiale. Dans
le cadre des EVs, la spectrométrie de masse est trés employée afin de réaliser des expériences
de protéomique ou lipidomique. La encore, la limite principale est de pouvoir déterminer les

protéines qui sont d’origine uniquement vésiculaire.
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Le tableau 1.3 permet de faire une synthese des techniques décrites ci-dessus avec notamment la

présentation des avantages et des inconvénients de ces techniques.

Méthode Avantages Inconvénients
. . . . Ne permet pas de discriminer les EVs des
Détection multiparamétrique des .
. . : autres constituants sans marquages
particules de petite taille e . ,
. . spécifiques des sous-populations d’EVs/
NTA (taille/phénotype/forme) - ) , . . .
, . . amélioration nécessaire de la calibration/
Détection des particules e o \
e pas de quantification fiable a cause de
individuellement . . .
I'influence de la calibration
. . . Aucune information fiable avec un
Détection des particules , . N .
DLS . s échantillon hétérogene en taille/pas de
submicrométriques e ..
guantification
EC Détection des particules Pas d'analyse sous les 300 nm sans
individuellement équipement extrémement couteux
Pas de discrimination entre les particules
TRPS Quantification et qualification par la détectées de méme taille/ risque de
taille colmatages/ analyse limités par la taille
propre de chaque nanopore
Pas de distinction entre les protéines
BCA Détermination de la concentration hydrosolubles et celles provenant des EVs a
protéique en solution cause de l'influence des étapes de
prétraitement
. Pas d'anticorps spécifique des sous-
WwB Réalisation de phénotypage . .
P ypag populations d'EVs fiable
e . I Pas de distinction des protéines libres de
ELISA Qualification et de quantification P
celles provenant des EVs
SPR Détection sans marquage et en temps Besoin de détection complémentaire pour
réel discriminer les sous-populations d’EVs
, L , . Appareil couteux, temps de préparation
TEM/SEM Détection a tres hautes résolutions PP Iongp prep
, L , . Appareil couteux, besoin d’un substrat,
STM/AFM Détection a tres hautes résolutions PP ,
Temps d’analyse long
. S . Appareil couteux, ne permet pas une
Détermination de la composition o
MS P discrimination entre les EVs et les autres

protéique et lipidique

constituants

Tab 1.3 présentation des caractéristiques des principales techniques (liste non exhaustive) de

caractérisation des EVs.

Les résultats issus des techniques de caractérisation sont influencés par toutes les étapes de

prétraitement qui présentent un certain nombre de limitations (faible rendement, résolution de

séparation limitée, faible sensibilité, colmatage, dilution et dégradation de I'échantillon). Le projet
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MADNESS se trouve dans la continuité d’une précédente thése de notre groupe qui a mis en place une
plateforme biophysique® composée des trois techniques que sont la SPRi, ’AFM et la spectrométrie de

masse.

Lorsqu’il s’agit d’isoler les différentes sous-populations d’EVs®, il est difficile de se trouver
exclusivement en présence d’une seule sous-population purifiée: des petites microvésicules coexistent
souvent dans les fractions enrichies en exosomes, de grosses microvésicules coexistent aussi souvent
avec des corps apoptotiques, et les exosomes contaminent les échantillons de microvésicules. Les EVs
sont des particules biologiques dont la plupart des sous-populations ont des tailles qui se chevauchent.
Leur analyse discriminante est fortement compromise par la difficulté de les isoler/enrichir. Ce
probléme peut étre généralisé a toutes les nanoparticules se trouvant dans un milieu complexe. En
effet avec des tailles inférieures a la limite de détection des microscopes optiques et sous la limite des
cytometres a flux classiques (sous les 200 nm), il n’existe que trés peu de techniques pour les visualiser
et les détecter. De plus, a cette échelle, I'effet matrice biologique est trés important masquant

potentiellement les analytes par la présence de tous les autres constituants.

1.2 Méthodes usuelles de tri, d’isolation et de purification des EVs

Les approches les plus employées pour le prétraitement des solutions contenant les EVs
utilisent la technique de centrifugation®. S’en suivent des techniques de filtration sur membrane, de
séparation par la taille avec la chromatographie d’exclusion stérique, le développement de kits de

précipitations ou encore des méthodes basées sur I'immunocapture®.

1.2.1 Centrifugation

L'ultracentrifugation est aujourd’hui la technique la plus utilisée, car les EVs présentent
différentes densités. L'ultracentrifugation®® permet de séparer les EVs des autres constituants, mais
également les sous-populations entre elles, en fonction de la densité et de la vitesse de rotation. En
effet, a partir de la vitesse de rotation choisie et la durée de I'expérience, les composés pourront se
retrouver dans le culot ou le surnageant, ce qui permettra en théorie, une séparation plus aisée. Dans
une premiére approche, les 3 types de sous-catégories d’EVs ont été séparés. Les vitesses appliquées

sont de 2 000g (grandes vésicules/fraction 2K), 10 000g (vésicules de tailles moyennes/fractions 10 K)
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et 100 000g (collection des vésicules de petites tailles, encore appelé fraction 100 K)°%, comme le
montre la figure 1.5. La technique de centrifugation sur gradient (sucrose ou iodixanol)® est une
méthode séparative alternative entrainant I’élimination de plus de contaminants. Cette technique est
longue et I'efficacité n’est pas suffisante (il reste de la co-isolation de lipoprotéines et de protéines
solubles). Les rendements et la spécificité sont également assez faibles, car les virus peuvent aussi étre

co-isolés®,

Il existe d’autres alternatives a la centrifugation, et notamment I'emploi de kits de
précipitation®®, permettant aux particules de réagir avec des solutions telles que des PEGs
(Polyéthylene glycol), pour les piéger. Une solution de lavage élimine les contaminants et en fin
d’expérience, les particules d’intéréts sont éluées avec une solution pour laquelle les composés ont
une affinité plus grande. La technique est simple et facile d’emploi. Il existe des kits spécifiqguement
développés pour les EVs (Exoquick®, Exoprep®). Cependant, ces kits ne permettent pas d’enrichir les
fractions en EVs et de les garder intacts suffisamment, car I’échantillon peut étre dégradé lors de la

phase d’élution. La présence de contaminants est également souvent observée.

Vésicules

0
échantillon [y — ) || e petites
tailles

1000-2000¢g 10000-20000g 100000g

Ii' <

Vésicules de grandes Vésicules de
tailles taille moyennes

Fig.1.5. Présentation schématique des étapes d’isolements des sous-populations de vésicules
extracellulaires par centrifugation différentielle. Les fractions ainsi obtenues sont appelées grandes
vésicules (ou fraction 2K), vésicules de tailles moyennes (ou fractions 10 k) et enfin petites vésicules (ou

fraction 100K).

1.2.2 Filtration

Des membranes comprenant des pores de tailles connues sont utilisées pour la séparation par

filtration®2, comme le montre la figure 1.6. Le choix de la membrane, les volumes injectés et les débits
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vontinfluencer I’expérience. Cette technique présente plusieurs limites avec les EVs : ne séparer qu’en
fonction de la taille ne permet pas un isolement spécifique, car tous les éléments qui se trouvent dans
une certaine gamme de taille vont se comporter de la méme fagon. De plus, les EVs sont connues pour
étre déformables. Elles peuvent ainsi traverser la membrane alors que leur taille est bien supérieure a
celle des pores. Le seul critére de taille n’est pas suffisant pour séparer et enrichir I’échantillon et donc
atteindre de hautes valeurs de rendement. Il a été démontré que des lipoprotéines et divers éléments
de taille proche de celle des EVs sont généralement co-isolés. La microfiltration ou encore les
techniques basées sur le fractionnement par couplage flux fractionnement (FFF, A4F) sont des

alternatives intéressantes.

/“A 1000nm 500 kD MWCO 200 nm
Biofluid e —

Fig. 1.6. Présentation schématique des étapes d’isolements des sous-populations de vésicules

extracellulaires par filtration ©

1.2.3 la chromatographie d’exclusion stérique (SEC)

La SEC®* (Size Exclusion Chromatography) permet de séparer des particules selon leur taille au
sein d’une colonne constituée de billes poreuses, selon le principe de tamisage moléculaire, présenté
sur la figure 1.7. Une phase stationnaire composée de billes poreuses a base de polymeres va retarder
le passage de petits éléments, alors que les éléments dont le volume hydrodynamique est supérieur a
celui des pores de ces billes seront exclus. Il n’y a pas d’interaction entre I’échantillon et la phase
stationnaire, ce qui signifie que la séparation se fait exclusivement par la taille. Les différentes fractions
sont ensuite analysées (spectroscopie UV et visible) afin d’en déterminer le contenu. La technique est
employée afin de séparer les EVs des autres constituants tels que les protéines ou les autres
constituants macromoléculaires. Selon les conditions d’expériences, les choix de la colonne, du volume
de la phase stationnaire ainsi que la nature de la phase mobile auront un impact sur la séparation de

I’échantillon a purifier. La technique ne permet pas de discriminer les sous-populations de vésicules.
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Fig. 1.7. Présentation schématique de la chromatographie d’exclusion stérique®pouvant étre appliquée
aux EVs : les particules de grandes tailles sortiront en premier et suivront les particules par tailles

décroissantes.

1.2.4 Immunocapture sur colonne ou sur billes

Une derniere approche consiste a utiliser un autre type de colonne, basée cette fois-ci sur le
principe de l'affinité et reposant sur les interactions biochimiques (récepteurs biologiques ou
synthétiques/cibles), comme le montre la figure 1.8. L’échantillon va réagir spécifiquement avec des
ligands (anticorps par exemple) greffés sur la phase stationnaire, permettant dans un premier temps
de piéger les analytes et sans interagir avec le reste de la solution. Par la suite, une solution d’élution
va permettre de récupérer les analytes et ainsi d’obtenir une fraction qui soit plus pure en échantillon
d’intérét. La technique est sensible au choix de I'anticorps et de la spécificité d’interaction de celui-ci

avec I'analyte qu’il faudra isoler.
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Fig 1.8. Présentation schématique de la chromatographie d’affinité appliquée aux EVs®® avec
I’élimination des composés non désirés pour I'analyse dans un premier temps, puis collection des EVs

avec la solution d’élution.
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1.2.5 Comparaisons des techniques

Certaines équipes ont comparé les techniques citées ci-dessus

67,68

et ont clairement montré

leurs limites en matiere de sélectivité, de taux d’enrichissement et de pureté avec des valeurs tres

faibles pour la plupart des techniques comme le montre le tableau 1.4. Entreprendre des études de

fonctionnalité et d’exploration des EVs devient trés problématique si la premiére étape de

prétraitement n’est pas satisfaisante. Le tableau 1.4 présente les avantages et les inconvénients des

méthodes usuelles.

Centrifugation différentielle

Chromatographie

Chromatographie

d’exclusion i Filtration
(CD) et sur gradient (CG) L. d’affinité
stérique
. ... ... |Densité et taille (CD)/densité . .
Spécificité (CD)/ Taille Marqueur Taille
(CG)
Temps >4h 1h <1lh <1lh
CD 'fechnlque la plus Tres spécifique EVs peut &tre
utilisée/ CG permet une Structure des EVs pour une sous .
Avantages , . ) . ) , concentrée par
séparation plus efficace des reste intact population donnée filtration
EVs que CD d'EVs
Possible

Inconvénients

Contamination, agrégation
et fusion peuvent affecter
les fonctions des EVs

Possible
contamination et
dilution des EVs

Ne conviens pas
pour de grands
volumes/
dégradation de
I’échantillon lors de
la phase d’élution

dégradation des
grosses vésicules
et des cellules,
possible adhésion
des EVs sur le
filtre. Nécessité
de coupler a

d’autres
techniques
R
endement/ 5-65% 40-75% 42-49% 80%
Récupération
Pureté + + +++ +
Volume Plusieurs ml Faible 1,5 ml 1ml

Tab 1.4 Présentation des différentes caractéristiques des techniques usuelles de prétraitement de

I’échantillon issu de la thése de Sameh Obeid®.
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1.3 Systemes innovants de séparation des EVs

Face aux problématiques rencontrées et a la limitation des approches conventionnelles, des
méthodes innovantes basées sur des principes de nanostructurations et de microfluidiques ont vu le

jour et apparaissent comme une des alternatives trés prometteuses.

Nous allons décrire de facon non exhaustive quelques-uns des dispositifs de type
microsysteme qui permettent de séparer et d’enrichir les EVs en fonction de la taille. Les techniques
sont notamment basées sur 'isolement de particules a I'aide de microfiltres, de nanopilliers, de
nanofibres, par la modification des propriétés du fluide, |"électrophorése, le déplacement latéral
déterministe, la filtration hydrodynamique et les ondes acoustiques. Il existe de nombreuses
techniques permettant de trier les particules submicrométriques telles que les liposomes, les virus, les
particules organiques et inorganiques. Une grande partie de ces techniques telles que les extractions
liquides/liquide (avec différent solvant organique), les cartouches SPE (solid phase extraction), les
cartouches SPME (solid phase microextraction) ou encore les cartouches MIP (molecularly imprinted
polymer) ont rencontré de fortes incompatibilités de solvant, de stabilité et de dégradation lorsqu’il
s’agit d’échantillon contenant des EVs. Nous présenterons ici, les méthodes de tri par la taille qui sont
reconnus par la communauté des EVs (mentionnées dans de nombreuses revues®®%%-73) pour avoir une
influence sur le prétraitement innovant des échantillons biologiques contenant les EVs. A partir de ces

informations, nous présenterons les dispositifs qui ont été développés avec nos partenaires.

Méthode de filtration innovante

Le premier modeéle décrit dans cette partie est le dispositif EXOTIC 7* (Exosome Total Isolation
Chip)- Il repose sur le principe de la microfiltration : il s’agit de réaliser les expériences de filtration,
mais dans des canaux micrométriques. Les EVs sont concentrés entre les différents filtres et les
éléments de plus grandes ou de plus petites tailles sont séparés en amont ou en aval de ces filtres. La
mise en place d’un réseau de filtres avec des tamis de tailles différentes permet d’isoler les sous-
populations d’EVs dans des chambres bien définies et ainsi de collecter différentes fractions. Dans
cette approche, I'idée est de limiter les risques de bouchage en injectant un volume faible avec des
débits de I'ordre de plusieurs dizaines de pl/min et des pores de dimensions nanométriques (quelques
dizaines de nm). Liu et al. (2017) ont traité un échantillon comprenant des EVs a un débit de 83 pl/min
a travers I'ensemble de filtres interconnectés comme le montre la figure 1.9. Chaque filtre présente
une porosité particuliére, allant de 200 nm jusqu’a 30 nm, avec des pas de I'ordre de quelques dizaines
de nm. Chaque zone entre les filtres, appelée chambre de collection, permet la récupération des

fractions de tailles connues. Pour un volume de départ de 5 ml, il est possible de récupérer 200 pul de
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filtrats. La principale limitation est que les EVs sont des entités déformables et peuvent donc traverser
une membrane qui a une taille proche de la sienne. Dans ce contexte, il est judicieux de se poser la

guestion si la différence de 20 nm entre deux filtres, par exemple, est suffisante.

a 200 nm 100 nm 80 nm

50 nm 30 nm
— - O~ =
| e
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EVs > 200 200>EVs>100 100>EVs>80 80>EVs>50 50>EVs>30
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B

Fig. 1.9. A : schéma de principe du systeme de filtres en série. « The Exosome Total Isolation Chip » (Liu

et al’*) B°: image réelle du dispositif.

17> ont

En tenant compte du risque de présence des EVs dans les différents filtres , Liang et a
développé une technique basée uniquement sur une double membrane qui est intégrée dans le
dispositif microfluidique : une en entrée et I'autre en sortie d’'un canal microfluidique. Le filtre en
entrée a une taille de 200 nm (empéchant I’entrée des éléments de grandes tailles) et celui en sortie a
30 nm (permet I’élimination uniquement des protéines solubles ainsi que les objets de petites tailles).
Ces filtres isolent ainsi tous les éléments qui sont compris dans cette gamme de taille dans une
chambre sans distinction intermédiaire. Une solution de 8ml injectée a un débit de 40 pl/min pendant
3h est nécessaire afin d’obtenir un tri efficace. La fraction d’EVs (165 pl) collecté est constituée
d’éléments de taille comprise entre 30 et 200 nm comme le montre la figure 1.10. Chacun de ces

systemes de filtres améliore la filtration, mais ne résout pas totalement les problémes de co-isolation

et de risque de bouchage.
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Sample chamber Waste chamber

Isolation chamber

Fig. 1.10. Systeme de piégeage a I'aide de filtres précis de 200nm et 30 nm de porosité, d’aprés « An
integrated double-filtration microfluidic device for isolation, enrichment and quantification of urinary

extracellular vesicles for detection of bladder cancer » (Liang et al”>).

La filtration électrocinétique est une méthode qui permet de limiter les problemes de
bouchage ou colmatage observés avec les techniques de filtration seules en intégrant une approche
électrique. En effet, les EVs ont une charge de surface négative et I'ajout d’un champ électrique peut
s’avérer pertinent pour améliorer les conditions de tri. Marczak et al”® ont développé un systéme avec
une déplétion en ion contrélée par un champ électrique transversal et conduisant ainsi les particules
chargées dans une direction particuliere afin de les isoler. Le systéme est réalisé dans un gel d’agarose,
il ne nécessite que 100 pl de solution avec un écoulement de I’échantillon a un débit de 2,5 pl/min. Le
systeme permet d’isoler les particules de 60 a 130 nm. La figure 1.11 présente le schéma de
fonctionnement du dispositif. D’autres groupes réalisent un tri d’EVs a partir du principe
électrocinétique avec des microarrays : le systéme ACE chip’’,a I'aide d’'un champ électrique non

uniforme, controle la trajectoire des particules.

Syringe Pump Fluorescently-Labeled [] lon-Selective Fluorescently
L | Exosomes Y Membrane Labeled Exosome

. Electric
Buffer I Agarose Gel Buffer . Field Driven
7 (@) Migration

lon-selective
Membrane

<— Electrodes —> Pressure

Driven Flow
Fig. 1.11. Présentation du dispositif développé par Marczak et al’® afin de conduire les EVs dans une

sortie préférentielle pour les collecter indépendamment des autres composés.

Une autre approche de filtration repose sur I'utilisation d’'une puce microfluidique contenant
des micropilliers” fonctionnalisés et des nanofibres transverses qui vont piéger les EVs. Les
micropilliers ont été fabriqués en PDMS. Chaque pilier a un diametre de 2,6 um et une hauteur de 22

um. Ceci va empécher les cellules de rentrer dans la « forét de piliers » espacés de 900 nm et la gravure
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des fibres orthogonales, espacées de 30-200 nm va permettre de piéger les EVs et éliminer les
protéines solubles inférieures a 30 nm. L’astuce de ce systeme repose sur le fait que les nanopilliers
seront dégradés avec une solution de lavage, permettant ainsi la libération des particules suivies par
une immunocapture avec les anticorps anti-CD63. Le systéme est testé dans un premier temps a un
débit de 10 pl/min pour un volume de 100 pl, avec des liposomes de 80 nm. Dans ce cas présent, les
rendements obtenus sont de 60%, supérieurs aux valeurs moyennes obtenues par centrifugation. Puis
dans une seconde étape, ce sont des solutions contenant des EVs qui sont injectées. Pour comprendre

le fonctionnement du dispositif, la figure 1.12 décrit les micropilliers et le mode de filtrations.
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Fig. 1.12. Image issue de « Ciliated micropillars for the microfluidic-based isolation of nanoscale lipid

vesicles » (Wang et al’®) présentant le principe d’isolement d’EV's avec un réseau de nanopilliers (a é c :

image des nanofibres et des nanopilliers).

Approche viscoélastique

En microfluidique, la viscosité, entre autres parametres, prend une part importante dans les
forces qui vontinfluencer le déplacement des particules. Il est possible de modifier la trajectoire d’une
particule en changeant les propriétés d’un fluide, par exemple en ajoutant un polymeére qui vaimpacter
le déplacement latéral et la diffusion de la particule. La méthode sera réalisée par I'emploi de forces
viscoélastiques. Cette technique est une méthode simple et sans marquage. Ceci a été décrit dans
I'article de Liu et al”: le poly-(oxyethylene) est ajouté a la solution pour modifier la trajectoire des EVs.
Dans cette étude, 0,1 % de la solution de PEO est ajouté au tampon, ce qui modifie ses propriétés
visco-élastiques et déplace les petites particules, de taille inférieure a 200 nm vers les parois du canal
microfluidique alors que les autres (>200 nm) sont maintenues au centre, comme le montre la figure
1.13. De cette fagon un seuil de séparation peut étre établi aussi dénommé seuil de coupure de

I’échantillon (ici 200nm) avec un débit de 3ul/min et un volume injecté de 100 pl. Contrairement aux
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techniques usuelles décrites ci-dessus, les rendements et la pureté sont supérieurs a 80 %. En dépit de
ces performances accrues, les auteurs suggerent qu’il est nécessaire de coupler cette technique a un
module complémentaire (par immunocapture potentiellement) afin d’étre davantage discriminant
entre les sous-populations de vésicules. Ceci montre que la solution MADNESS proposée est cohérente

avec les exigences de la communauté travaillant sur les EVs.

Fig. 1.13. Image issue de « Field-Free Isolation of Exosomes from Extracellular Vesicles by Microfluidic
Viscoelastic Flows » (Liu et al’®) montrant I'influence et la modification de I’écoulement de particules

fluorescentes en présence d’un fluide aux propriétés viscoélastiques particulieres.

Déplacement déterministe latéral

La technique DLD (deterministic lateral displacement) permet de réaliser une bifurcation
asymétrique, en placant des obstacles micrométriques (qui sont rectangulaires dans I'exemple ci-
aprés®) le long de la trajectoire de I’échantillon. Les particules vont &tre perturbées a la rencontre de
chaque obstacle et vont étre forcées de changer la trajectoire d’écoulement selon leur diametre. Ce
déplacement, dans des conditions de vitesse et de pression inchangées, va dépendre des
caractéristiques telles que la taille, la densité et la compressibilité de la particule. La forme, le
positionnement le long du canal et la quantité d’obstacles ainsi que la géométrie du canal vont induire
des déplacements et des fractionnements des particules. En effet, I'espacement entre les obstacles
rectangulaires développés par Huang et al a une valeur de 8 um entre le centre de 2 obstacles (avec
un écart de 1,6um). La séparation est permise entre des particules de 400 nm et de 1,03 um de
diametre selon les conditions de débit. Il est possible en ajoutant différentes structures de séparer les
analytes avec différents seuils de coupure, c’est-a-dire que les géométries des dispositifs peuvent étre
modifiées lors de la conception pour s’adapter au seuil de coupure nécessaire pour récolter des
fractions de différentes tailles. Le développement de la technique DLD, et notamment la nanoDLD pour

les EVs est entrepris pour permettre de réaliser différentes opérations sur les vésicules (sur une méme
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8182) comme le tri ou I’enrichissement. Les petites particules vont se déplacer selon un mode dit

puce
zigzag alors que les grandes particules se déplaceront par choc. Différentes études ont montré
I'utilisation de cette technique dans le cadre des EVs®8384 Nous présenterons ci-dessous, dans la

figure 1.14, un exemple de tri schématique réalisé par cette méthode.

Transverse

Axial R

Flow

Zigzag Bumping
[ ]

Fig. 1.14. Image issue de «Nanoscale lateral displacement arrays for the separation of exosomes and
colloids down to 20 nm® » montrant les variations de déplacement de particules selon la présence ou
non d’obstacle. En rouge mouvement d’une particule de petite taille qui va sortir a gauche (mode

zigzag) et en bleu grande particule qui va sortir a droite a partir de la méme origine (mode choc).

Filtration hydrodynamique

Dans le projet MADNESS, nos partenaires ont réalisé un dispositif de tri passif, sans obstacle,

8586 qui est décrit pour la premiére fois en 2005 et

basé sur le principe de la filtration hydrodynamique
repose sur un déplacement de particules au niveau de la paroi de la canalisation principale vers une
canalisation secondaire selon une séparation par la taille. Le systéme est composé d’un canal principal
relié a plusieurs canaux secondaires. Dans le canal principal, I’échantillon composé de différentes
particules va se déplacer avec un écoulement laminaire. Les particules se positionnent de fagon
homogene dans le canal. Au niveau de la paroi, une particule incompressible aura une distance
constante entre le bord du canal et son centre. Au niveau de la jonction entre le canal principal et un
canal latéral une fraction du fluide va s’écouler. Le flux étant laminaire, la fraction de fluide qui va étre
déviée dans la (ou les) canalisation(s) secondaire(s) définit une ligne séparatrice. Les particules dont le
rayon sera inférieur a la valeur « Paroi/ligne séparatrice » migreront dans le canal latéral (cette valeur
est appelée seuil de coupure ou rayon critique Rc). La figure 1.15 présente un exemple du tri de

particules de différentes tailles. Ce tri sera dépendant de la géométrie du canal et des conditions

fluidiques.
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Fig. 1.15. Présentation du principe de la filtration décrit par Yamada et Seki ®. Les schémas de A a C
présentent I’écoulement du fluide et I’aspiration des particules qui ont un rayon inférieur aux rayons de

coupure.

L'objectif de ce systéeme passif est de fractionner I’échantillon et de collecter les particules dans
une gamme de taille bien définie. Ce systeme peut s’opérer pour des cellules, des nanoparticules, des
lipoprotéines et des vésicules en ajustant les parametres dimensionnels des canaux de la puce. La puce
microfluidique peut étre optimisée en ajoutant différents seuils de coupure sur un méme canal
principal ou en utilisant différentes puces avec chacune une valeur de coupure différente qui méneront
a différentes sorties. Chacune de ces sorties collectera les particules dans une gamme de taille connue
et maitrisée, induisant la séparation de sous-populations en plus de I’élimination des composés de
taille supérieure. A notre connaissance, cette technique n’a pas été envisagée dans le cadre des EVs et

nous présenterons dans la prochaine sous partie les dispositifs réalisés par nos partenaires a Toulouse.

Onde acoustigue de surface

Une autre technique passive qui ne dégrade pas les particules est le tri par I'application des
ondes acoustiques de surface. Cette approche acousto-fluidique repose sur le principe suivant : un
échantillon complexe en particules hétérogénes est injecté dans un canal microfluidique en
écoulement laminaire. La perturbation des particules permet leur tri. Afin de les perturber, des
transducteurs interdigités (IDTs) sont ajoutés de part et autres du canal comme le montre la figure
1.16. La présence de ces IDTs sur un matériau piézoélectrique (niobate de lithium par exemple) permet

de transformer un signal électrique en ondes acoustiques de surface.
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Fig. 1.16. Schéma d’un transducteur interdigital (IDT) permettant de transformer un courant électrique

en ondes acoustiques de surface a I'aide d’un matériau piézoélectrique.

L'influence de ces ondes va déplacer latéralement certaines particules selon la longueur
d’onde appliquée, qui est définie par les espacements entre les électrodes des IDTs. Les particules
seront séparées selon leur contraste acoustique : les particules de tailles, densités et compressibilités
importantes seront piégées au sein des ventres générés par les ondes alors que les éléments de
densités plus faibles se retrouveront au sein des noeuds®” ® de I'onde se propageant transversalement

dans le canal.

Lee et al 8 ont été les premiers a réaliser un dispositif viable et montrant des performances de
tri entre EVs. Wu et al® ont développé un systéme avec deux d’IDTs en série afin d’éliminer les
contaminants de grandes tailles avec le premier (les grandes particules sont guidées vers la sortie) puis
de permettre la séparation entre les sous-populations d’EVs avec les fractions qui sont restées dans le
canal. Il est également possible de définir une géométrie particuliére en positionnant les IDTs de
maniére décalée par rapport au canal microfluidique et ainsi obtenir un tri plus efficace en couplant le

systéme avec des propriétés viscoélastiques différentes®. L’équipe de Taller et al°?

a développé un
systeme microfluidique basé sur des ondes acoustiques couplées a une colonne échangeuse d’ions et
la diélectrophorese afin de lyser et isoler les EVs puis permettre I'analyse des miRNA. Toutes ces
techniques utilisent des ondes acoustiques et ont montré des résultats de séparation et de taux de
rendement supérieurs a de techniques comme la centrifugation (voir tableau 1.6, p48). Une équipe de
notre département de recherche au sein de l'institut a également développé un dispositif de tri
acoustique, auquel j'ai participé, en particulier lors des expériences de tri de nanoparticules. Cette

partie sera présentée a la page 44 dans la section présentant ce dispositif de tri par onde acoustique

dont le schéma de principe est illustré en figure 1.17.
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Fig. 1.17. Image issue de «tunable Separation of Nanoparticles in a Continuous Flow Using Standing
Surface Acoustic Wave » (Chaalane et al °2) montrant le principe du tri de particules par onde

acoustique de surface (A) et une photo du dispositif (B)

Une approche basée uniquement sur un seul principe physique n’est pas suffisante, car la
séparation ne permet pas d’obtenir une fraction qui ne contient que les analytes recherchés. En effet,
si la taille seule est le parametre de tri, des particules de différentes origines et de différentes familles
vont étre co-isolées. Pour limiter ce probleme, il faut complexifier la méthode de prétraitement et il
est nécessaire de coupler plusieurs méthodes afin de fiabiliser la séparation des nanoparticules
d’intéréts avec les autres composés de la matrice biologique. C'est pourquoi dans notre projet, nous
avons réalisé deux dispositifs de tri, I'un basé sur la filtration hydrodynamique et I'autre sur les ondes
acoustiques. L'objectif final est de coupler ces dispositifs de tri a notre module NBA afin de trier et

d’'immunocapturer les EVs issues de différents échantillons biologiques.
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1.3.1 Tri par filtration hydrodynamique

La premiére partie du projet MADNESS consiste a mettre en place une étape de prétraitement
de I’échantillon par tri de particules selon leurs tailles ce qui permettrait de fiabiliser les analyses de
notre plateforme miniaturisée en limitant les effets matrices et en piégeant des particules qui sont
dans une solution moins complexe que lorsqu’ils sont extraits du corps humain. Ce type de puce a été
mise en place avec nos collaborateurs du LAAS-CNRS (Toulouse), dans le cadre des travaux réalisés par
Lyne Pillemont®. Le dispositif est concu en PDMS avec plusieurs modéles (allant de 1 & 100 canaux
latéraux). Ce dispositif est passif, il est congu avec les technologies de la salle blanche du LAAS et est
basé sur la filtration hydrodynamique®® que nous avons évoquée dans la section précédente a la page
36. Brievement, il s’agit d’un dispositif avec une canalisation principale et des canalisations secondaires
qui auront des dimensions et une géométrie particuliere qui permettra le passage uniquement de
particules dont le rayon est inférieur a une valeur critique (Rc = rayon critique). Ce dispositif va nous
permettre de récupérer un échantillon dans lequel les cellules et toutes les particules ayant une valeur
supérieure aux rayons critiques vont rester dans le canal principal. Les solutions récupérées
comprendront une fraction avec des particules dont la taille se situe dans une certaine gamme (de
qguelques nm a la valeur RC). Plusieurs dispositifs ont été développés, basés sur des simulations
numeériques. La réalisation des dispositifs n’a pu étre réussie que par le déblocage des verrous de
fabrication en salle blanche (le collage de plusieurs couches sans détérioration, la réalisation des
entrées et sorties manuellement). Des étapes de réflexions sur I'intérét de I'augmentation du nombre
de canaux latéraux ont eu lieu, ce qui a permis d’augmenter le volume qui sera récupéré dans la voie
secondaire. Le choix des dimensions des canaux latéraux a conduit a la modification du rayon critique.
Les dimensions sont trés petites dans les voies secondaires, ce qui induit des débits faibles. Au cours
de cette partie du projet MADNESS, I'objectif est d’optimiser aux maximums le nombre de voies
secondaires et la géométrie pour permettre un tri efficace et des conditions de travail adaptées aux
objectifs de I'interconnexion avec le module NBA. Comme on peut le voir sur la figure 1.18, le systeme
réalisé a été complexifié (I'un avec 10 canalisations secondaires et le second avec 100 canalisations
latérales). Les caractéristiques du dispositif final qui contient 100 canaux latéraux, celui que nous avons

utilisé pour le couplage du chapitre 4, sont également présentées dans le tableau en figure 1.18.
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Chip 10 channels

Chip 100 channels

Entrée _ | —

principale

NS R Thaan e

| Sortie latérale

\
Entrée buffer

Sortie principale

c Rayon de coupure 350 nm
Parametre | Nombre de canalisation secondaire 100

dispositif | Largeur de canalisation principale 100 pm

100 Hauteur de canalisation principale 300 um

canalisations | L ongueur de canalisation principale (entrée) 413 um

secondaires | | 5oy eyr de canalisation principale (longueur de sortie) 600 um

Fig. 1.18. A° puces de tri par filtration hydrodynamique comprenant 2 modéles de canalisations

latérales (avec 10 ou 100 canaux latéraux). B° présentation du masque du dispositif de tri avec 100

canaux. C : Tableau présentant les caractéristiques du dispositif @ 100 canaux latéraux. Figure issue de

la thése de Lyne Pillemont®.

Les dispositifs de tri peuvent avoir des géométries modulables afin d’atteindre le seuil de

coupure souhaité. La quantité de canaux latéraux peut étre modifiée et optimisée afin d’augmenter le

rendement de fractionnement et obtenir ainsi un volume suffisant en sortie pour des analyses et des

caractérisations biochimiques et biophysiques. Pour permettre de visualiser le tri en temps réel, a

I'aide de la fluorescence, la puce est enfermée dans un support avec une fenétre d’ouverture.

L’écoulement est réalisé grace a un contréleur en pression commercialisé par la société Fluigent®. La

figure 1.19 présente le banc expérimental permettant la réalisation d’une expérience de tri.
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Fig. 1.19. Banc expérimental permettant de réaliser et de suivre I'expérience de tri (image issue de la

thése de L.Pillemont®®)

Pour valider le tri, nos partenaires ont eu besoin d’utiliser un modeéle simple, qui puisse étre
suivi et contenant des particules dont les tailles se situent autour de la valeur de rayon critique (rayon
critique de 350 nm, soit un diametre de 700nm). Nous avons décidé d’utiliser un jeu de particules
calibrant de différentes dimensions (480 et 920 nm de diametre) comme premiere expérience
concrete de tri (les caractéristiques de ces particules seront présentées dans le chapitre 2). Ces
dernieres ont été injectées initialement dans le dispositif comprenant 10 canaux latéraux et ayant une
géométrie garantissant un seuil de coupure avec un rayon critique de 350 nm (soit un diametre de 700
nm). La pression de départ est de 1 bar et doit étre constante pour ne pas modifier les débits et donc
les conditions de tri. L’échantillon est injecté & 108 particules/ml. Les résultats sont observés en temps
réel par microscopie a fluorescence et montrent clairement que seules les particules ayant une taille
inférieure a cette valeur de seuil de coupure, les particules de 480 nm, sont capables d’entrer dans les

canaux latéraux au niveau de la jonction (figure 1.20).
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CANALISATION SECONDAIRE

Fig. 1.20. Image de microscopie présentant le tri de particules de 480 et 920 nm dans le dispositif de tri

avec 10 canaux latéraux dont les caractéristiques sont présentées dans le tableau 1.5.

L'image de la figure 1.20 montre que le tri de particules, en respectant le seuil de coupure,
peut étre effectué avec des particules submicrométriques ayant des tailles se situant au-dessus et en
dessous de la valeur seuil (RC=350 nm, diametre 700 nm). Le tri est réalisé en optimisant les conditions
de pression aux différentes entrées, en lien avec le débit. Le choix de la géométrie des canaux, défini
par simulation numérique, permettra de modifier la valeur de coupure. Au cours de ces travaux?, Lyne
Pillemont a modifié les dimensions du canal principal et des canaux secondaires afin que la puce de
petite dimension puisse contenir tous les canaux et que la filtration soit améliorée au maximum®. Le
tableau 1.5 montre I’évolution des dimensions des canaux selon le nombre de canalisations latérales.
Chaque canal latéral se succede le long de la canalisation principale. La canalisation L1 est la premiere
et la plus éloignée de la sortie (donc celle qui aura la longueur la plus grande) alors que la derniére, la
L100 sera la plus courte, car la plus proche de la sortie latérale. Les optimisations ont également permis
d’augmenter les débits (atteignant 0,037 pl/s pour la derniére version) ce qui permet de collecter 35
ul d’échantillon fractionné en 15 minutes en théorie contre 3h40 min pour les premiéeres versions du

dispositif.

I http://www.theses.fr/2021TOU30168
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1 canalisation

10 canalisations

100 canalisations

RC=350 nm secondaire secondaires secondaires
lisati
Canalisation |, 14360 1m 100*300 pm 100*110 um
principale

Canalisation

Section 10*100um

Section 10*100 um
(L1=30,20 cm/ L10=

Section 10*5 um
(L1=7,59 cm/

secondaire (L1=4,72 cm)

4,72 cm) L100=0,12 cm)

Débit
théorique
(pression de
1 bar)

Temps pour
récupérer
35ul
Tab. 1.5. Présentation des dimensions des canaux latéraux dans différents cas (w : largeur, h : hauteur,

0,00256 pl/s 0,023 ulL/s 0,037 pl/s

3h40 20 min 15 min

L : longueur).

Cette premiéere preuve de concept montre |'efficacité du tri pour des tailles de particules
submicrométriques. Pour la suite des expériences, d’autres puces ont été fabriquées en salle blanche
pour avoir un seuil de coupure adapté a nos particules calibrantes d’intéréts, décrites dans le chapitre
2, dont I'objectif est de diminuer les temps d’expériences et pour collecter un volume d’échantillon
qui soit suffisamment important pour étre injecté dans le module NBA. Les prochains modeles de
dispositifs de tri montreront a la fois I’'optimisation du dispositif et également les moyens mis en place
pour la connexion du dispositif de tri avec le module d'immunocapture développé durant ma théese. La
caractérisation du tri a été réalisée en TRPS par suivi de la concentration entre la solution injectée et

les concentrations des différentes fractions collectées.

Le dispositif mis en place est simple d’utilisation, a usage unique, permettant de fractionner
un échantillon et pouvant étre facilement couplé a un dispositif complémentaire, comme dans notre
cas, pour permettre de réaliser le piégeage de particules d’intéréts parmi celles qui ont été triées, pour

permettre un criblage important.

1.3.2 Tri par ondes acoustiques de surface stationnaire

En complément du dispositif de tri par filtration hydrodynamique, nous avons réalisé une
étape de prétraitement basée sur une autre approche. Parmi tous les dispositifs existants et décrits
dans la littérature, le tri de particules par onde acoustique stationnaire de surface a montré son intérét
dans différentes études comme nous I'avons présenté dans les méthodes innovantes (méthode

passive, efficacité de séparation)®”5°.
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Nous avons développé et optimisé un dispositif microfluidique utilisant les ondes acoustiques
stationnaires de surface, pour lequel j’ai participé aux développements (simulation et salle blanche) et
participé a toutes les expériences. Ce travail n’a pu aboutir que grace a nos collaborateurs Amar
Chaalane, Rabah Zeggari, Abdelkrim Khelif et Mahmoud Addouche que j'ai accompagnés tout au long
du projet. Ce dispositif utilise des ondes de surface d’'une fréquence de 40 MHz, choisie sur la base de
simulations réalisées par nos collegues et corrélées par la littérature. Les dimensions du canal
microfluidique sont de 40um x 40um x 10mm (largeur, hauteur, longueur). Le systeme est composé
de trois entrées et de trois sorties (une des entrées permet d’injecter I’échantillon et les deux autres
permettent d’injecter le tampon de course), les différentes sorties récoltent chacune des fractions
triées : soit une fraction comprenant les particules a récupérer soit le reste de la solution. La figure

1.21 présente le schéma du dispositif ainsi que le dispositif développé.
A B

Niobate de lithium
Canal microfluidique

entrée sortie

30 mm

- IDTs IDTs capot en verre

Couche de verre comportant

le systeme microfluidique

Couche de niobate de
lithium comportant les IDTs

Fig. 1.21. Présentation du masque du dispositif en A° mais également une image réelle de la puce
avant packaging en B°, présentation schématique du collage entre la couche de verre et celle de

lithium de niobate en C° et image réelle aprés packaging du dispositif en D°.

La premiere étape, apres la fabrication, est la caractérisation du dispositif en analysant le signal
électrique correspondant au passage de I'onde traversant orthogonalement le canal, comme le montre
la figure 1.22 autour de la valeur de 40MHz (valeur utilisée pour le dispositif) dans différentes

conditions (en présence ou non de liquide).
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Fig. 1. 22. Caractérisations électriques du dispositif acoustique selon différentes conditions (en présence

ou absence de liquide, puce avec ou sans son support). L’analyse se fait autour de la valeur de 40 MHz.

Apres la validation des paramétres électriques, la seconde étape consiste a injecter un tampon
de course (PBS 1X) afin de déterminer les conditions d’écoulements fluidiques adéquates (pression
d’entrée, étanchéité fluidique, amortissement et/ou perturbation de propagation de I'onde). Les
premiers résultats nous ont montré que notre gamme de pression en entrée se situe entre 5 et 20

mbar. Ces expériences ont pu étre réalisées a I'aide du banc expérimental présenté en figure 1.23.

Microscope  Dispositif acoustique  Principaux éléments de génération et de contréle des ondes

Fig. 1.23. Présentation du banc expérimental permettant I'observation et la réalisation de tri de

particules par onde acoustique de surface.

Afin d’évaluer I'influence des ondes acoustiques sur les particules, notre premiéere expérience

a consisté a injecter des particules fluorescentes de 480 nm de diameétre et de les détecter avec un
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microscope a fluorescence AXIO de la compagnie ZEISS pour déterminer les paramétres acoustiques
(phase, puissance) adaptés aux expériences de tri. La figure 1.24 présente les premiers résultats qui

permettent d’influencer la trajectoire de ces particules et de les guider vers les différentes sorties.

SAW OFF N ON

Fig. 1.24. Présentation d’une expérience de déviation des particules de 480 nm vers une sortie sans
utilisation des ondes acoustiques a 40 MHz en A° ou avec les ondes acoustiques en B° (avec différents

paramétres de puissance).

A partir de ces résultats, nous démontrons I'impact des ondes acoustiques stationnaires sur
des particules de 480 nm de diametre et la capacité du dispositif a collecter ces particules précisément

dans I'une des sorties.

Bilan des techniques innovantes

Sur la base de la recherche bibliographique de méthodes innovantes de tri par la taille, nous
avons pu mettre en évidence les techniques les plus performantes dans le cadre du prétraitement
d’échantillons complexe comprenant les EVs. L'objectif de ce travail est de pouvoir réaliser un dispositif
de tri qui soit innovant et qui répond aux cahiers des charges des besoins analytiques des EVs : éliminer
le plus de contaminants (cellules, larges vésicules) et permettre de réaliser des étapes
d’'immunocapture avec un échantillon qui soit simplifié. Les techniques utilisées pour séparer
I’échantillon selon la taille reposent sur les principes de microfiltration simples, microfiltrations
couplées a un champ électrique ou avec des nanopilliers, les effets viscoélastiques, le déplacement
latéral déterministe, les ondes acoustiques et |a filtration hydrodynamique. Comme nous avons pu le
voir dans les deux dernieres parties, nous avons développé (avec nos partenaires) des dispositifs qui
sont basés sur la filtration hydrodynamique et les ondes acoustiques de surface. Le tableau 1.6

récapitule les propriétés de chacun de ces dispositifs innovants :
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/présence
d’obstacle
Manque de
Séparation Séparation par spécificité,
. viscoélastique p P besoin de
Liu et al, 2017 (79) , 3 100 93% taille sous les . <200
en présence de 200 nm couplera
PEO (0,1%) d'autres
techniques
Tri de particule Méthode
en exploitant passive, . .
Lee e::;’) 2015 les ondes 15 10 80% séparation par Ll(t:)cr:gr?er;f:e <200
acoustiques de taille, densité et P
surface biocompatible
Méthode Modulable
Filtration Tri passif selon 35 Proche de passive, Volume selon la
hydrodynamique le seuil de 2 . séparation par collecté en géométrie
(15 min) 100%
(LAAS) coupure 0 taille, densité et | sortie faible | (objectif final
biocompatible 100 nm)
Tri par onde T;Ld:xpfc:;('cl::!ce Mae:;?/ze Modulable
acoustique de les Endes 2a NA A i Zrationl ar Lithographie selon les
surface . 20 déterminer . P . p complexe parametres
(FEMTO-ST) acoustiques de taille, densité et apbliqués
surface biocompatible ppiia

Tab. 1.6. Bilan des caractéristiques des méthodes de séparation de particules (NA non communiqué).
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Les avancées de ces dispositifs sont tres importantes :

Les débits permettent de réaliser des expériences rapides (en moins d’une heure)

- Letri entre sous-populations d’EVs est un objectif réalisable

- Les technologies permettent d’observer des rendements de tri importants par rapport aux
méthodes usuelles (proche de 100 %, rendement déterminé par calcul du rapport entre la
concentration finale et la concentration initiale)

- Les volumes d’échantillons sont faibles (quelques pl de solution initiale a diluer), mais

suffisants pour réaliser les expériences sans perdre le matériel biologique précieux

Toutes ces techniques montrent des avancées significatives. Néanmoins, il est important de
préciser le besoin de coupler ces étapes de prétraitement avec un module complémentaire de
piégeage pour mettre en avant les caractéristiques des particules triées et de retrouver des
informations utiles sur les EVs, notamment |la possibilité de détecter des sous-populations informatives
de pathologies. En effet, basés sur les recommandations de la société ISEV, plusieurs dispositifs
intégrés couplant plusieurs opérations ont été développés. Jeong et al® ont couplé le tri magnétique
avec une détection électrochimique, Karabacak et al®® ont couplé deux méthodes de séparations
basées sur la DLD et la magnétophorése. Enfin, Taller et al°? ont développé un dispositif de tri par onde
acoustique couplé a une lyse permettant de caractériser le cargo moléculaire comme le montre la

figure 1.25:

@®exosome
\released RNA

SAW e "
transdu ttered S
rans cer SCatte o« ’ \

wave S «
7 /10‘) ’

piezoelectric substrate

“ony
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TRI PAR ONDES

TRI MAGNETIQUE + TRI PA,R DEPLACEMENT ACOUSTIQUES+ LYSE
DETECTION PAR DETERMINISTE
ELCTRCOHIMIE LATERALE +
MAGNETOPHORESE+

Fig. 1.25. Présentation des approches innovantes couplant plusieurs opérations dans un méme
dispositif intégré. En A° couplage entre le tri magnétique et la détection par électrochimie. En B°

couplage entre la DLD et la magnétophorése et en C° couplage entre les ondes acoustiques et la lyse.

49



Sur la base de ces recommandations, dans le cadre du projet MADNESS, nous avons couplé le
dispositif basé sur la filtration hydrodynamique et un module d’immunocapture (solution MADNESS

du chapitre 4), comme le montre la figure 1.26 :

Tri et immunocapture

|_
P
w
O
)
|
L
Dispositif de tri, Module NBA
Lyne Pillemont, Daniel Guneysu,
LAAS-CNRS, FEMTO-ST,
Toulouse Besancon

Fig. 1.26. Présentation de I'approche microfluidique couplant une étape de tri par taille et un module

d’immunocapture (https://anr.fr/Projet-ANR-17-CE09-0025)
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Conclusion.

Des techniques de caractérisation telles que la cytométrie en flux, la NTA, I’AFM, la SPRi, la
microscopie électronique ont été utilisées pour caractériser les EVs, qui sont de potentiels futurs
biomarqueurs de nombreuses pathologies. Chacune de ces techniques est malheureusement
influencée par I’échantillon de départ et le mode d’isolement des EVs. Il n’existe pas de technique
idéale pour isoler les EVs, a la fois avec une forte sensibilité et une forte sélectivité.
L'ultracentrifugation, les techniques de filtration, la technique de chromatographie d’exclusion
stérique et les techniques de chromatographie d’affinité ont été utilisées et toutes ont présenté des
limitations importantes. Des techniques innovantes de séparation ont été mises en place pour pallier
les méthodes existantes. Ces techniques ingénieuses, telles que le tri acoustique, la filtration, la DLD
et la filtration hydrodynamique ont montré des performances réelles. Pour valider les méthodes, il faut
gu’elles soient confrontées a tout un ensemble d’échantillons, et que ces techniques soient

reproductibles entre les laboratoires.

Avec nos partenaires, nous avons développé deux dispositifs de tri de particules qui répondent
aux exigences de séparation et d’enrichissement des échantillons en EVs. Un tri par filtration
hydrodynamique (projet MADNESS réalisé a Toulouse, dans le cadre de la thése de Lyne Pillemont®)
et un tri par ondes acoustiques de surface (réalisé a Besancon avec |'aide de nos collégues)®®. Nous
avons montré que le tri de particules était efficace pour le tri par filtration hydrodynamique, avec des
particules synthétiques biofonctionnalisées que nous décrirons dans le chapitre 2, et nous avons pu
montrer une preuve de concept de tri par acoustofluidique. En effet, le dispositif de tri par onde
acoustique est capable de modifier la trajectoire d’'une particule de 480 nm vers une sortie déterminée
en modifiant les parametres de I'onde acoustique. Le dispositif de tri par filtration hydrodynamique
est lui capable de trier des particules de 920 nm et de 480 nm, en permettant la collection en sortie
latérale d’une fraction contenant exclusivement les particules de 480 nm. Ces techniques séparatives
sont basées sur des paramétres physiques telles que la dimension, le volume hydrodynamique ... ce
qui n’est pas suffisante pour la caractérisation des particules recherchées. Le couplage a un module de
piégeage sélectif pourra grandement augmenter la spécificité. Pour prouver que le tri et
I'immunocapture sont efficaces, plusieurs modeles de particules biofonctionnalisées ont été
développés dans le cadre de cette thése et ont servi a la fois de calibrant et de modéle biomimétique

(Chapitre Il) pour valider tous les dispositifs du projet.
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Chapitre 2 : Développement de calibrants biomimétiques
submicrométriques.

Dans la plupart des processus analytiques, I'utilisation de contrbles et/ou de calibrants
internes est nécessaire afin de certifier I'exactitude et la précision des mesures®’. Dans ce travail,
consistant a développer un module d’immunocapture dépourvu d’éléments de transduction
permettant des mesures en temps réel, il apparait nécessaire de développer des calibrants mimant les
vésicules extracellulaires. Nous avons utilisé différents jeux de particules synthétiques et procédé a

leurs bio-fonctionnalisations.

En effet, les particules submicrométriques ont pris une place importante dans les applications
biomédicales, notamment dans le réle de systeme de délivrance du médicament, de diagnostic, dans
des processus d'immunocapture et d’imagerie médicale®®. Notre travail portera sur I'utilisation de ces
particules dans les microsystémes et le domaine médical. En effet, pour qualifier les performances de
notre module de capture, en termes de gamme dynamique, de limite de détection, et de spécificité de
capture, il nous faut mettre en place un modele. Pour cela, les candidats idéaux sont des particules qui
ont des tailles inférieures aux micromeétres : leurs dimensions submicrométriques ainsi que leurs
propriétés (réactivité, modification de surface, charge) permettent la création de matériaux inédits
pour les manier dans des applications nouvelles. De plus ces particules, synthétiques présentant des
formes et des tailles qui sont maitrisées, se trouvent dans la gamme des tailles des particules

biologiques visées dans notre étude.

La communauté scientifique travaillant dans le domaine des EVs ne dispose pas de nombreux
modeles de substitution, méme si beaucoup de groupes travaillent sur le développement de ce type
de modéle (nous pouvons par exemple citer les travaux d’An Hendrix? qui développent des EVs
recombinants, qui sont totalement maitrisés et qui sont co-injectés dans la solution d’intérét pour
servir de matériel de référence, figure 2.1). Pour la mise au point de méthodes préanalytiques et
analytiques, ceci engendre des limites et des difficultés pour la validation de méthodes génériques tant
le matériel biologique initial peut varier d’'une étude a une autre. La mise en place de projet majeur
(METVES 11)1% qui vise en partie & mettre en place le modeéle idéal et a le diffuser est déja en cours
d’élaboration. Mais le choix et la validation finale du/des modéles ne se fera qu’aprés une étude

compléte et extrémement longue.
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Fig. 2.1. Présentations des différents modéles de substitutions en cours d’élaboration. En A° EVs

recombinant, en B° particules synthétiques du projet METVES Il et en C° calibrant TRPS.

Cette absence de matériel de référence dans le domaine des EVs nous a poussés a développer
nos propres calibrants qui seront additionnés a I’échantillon biologique et piégés sur la biopuce selon
des procédés de bioreconnaissances équivalents aux EVs. Ces calibrants serviront de
substituts/modeéles de premiére approche pour déterminer les conditions de fonctionnement du
dispositif de capture puis comme calibrants internes de la mesure. Les parametres physico-
biochimiques de ces particules ainsi que leur dosage permettront d’évaluer avec précision les
performances analytiques d’immunocapture du module par rapport aux gold standard de notre
laboratoire (la technique SPRi). La simplicité des modeéles conjuguée a leurs stabilités en solution
permettra, lors des phases de développement, de limiter le caractére « variabilité du vivant » des EVs.
Dans notre projet, nous réaliserons la bio-ingénierie de plusieurs particules de diameétres allant de 140
a 920 nm, grace a leur bio- fonctionnalisation par des protéines modeles (ovalbumine - ou OVA et
caséine - ou CAS) afin de permettre leurs immunocaptures par les anticorps (anti-OVA et anti-CAS). II
faut rappeler que dans des travaux précédents du groupe® ont été développés des calibrants de type
particules virales de 50 nm et des particules synthétiques de 920 nm biofonctionnalisées. Ici, nous
avons utilisé des particules dont la taille se trouve entre ces deux valeurs, qui sont fonctionnalisables

grace a la présence de fonctions chimiques terminales libres et qui ont une disponibilité importante.

Afin de caractériser ces particules qui ont des tailles inférieures aux microns, un ensemble de
techniques sensibles, résolutives et a la pointe de la technologie sont actuellement disponibles. Nous
décrirons dans ce chapitre, les techniques qui seront utilisées dans nos expériences de qualification de

ces particules.

La partie principale de ce chapitre concernera la présentation des données issues de la

biofonctionnalisation des particules :

- Le protocole de fonctionnalisation détaillé, les problématiques rencontrées, son évolution

ainsi que l'accent sur les étapes clés
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- La caractérisation en taille et en concentration des différents lots de particules
biofonctionnalisées (par TRPS et dosage protéique),

- Les expériences d'immunocapture sur biopuce pour déterminer les interactions avec les
anticorps permettant la capture avec les protéines de surface (par SPRi), en notant qu’il s’agit
de I'étape clé pour déterminer si le lot de particules est validé

- Une caractérisation fine des objets capturés a 'aide de techniques microscopiques, dont

I’AFM.

L'ensemble des informations nous a permis de mettre en place nos particules que nous
nommerons NPXXX-YYY (X correspondants a la taille des objets et Y a I'abréviation de la protéine
greffée en surface de la particule).

A travers ces étapes de fonctionnalisation et de caractérisations, nous ambitionnons
d’alimenter le projet MADNESS en particules calibrantes hautement qualifiées et prétes a I'emploi

pour valider les étapes de tri et de détection.
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2.1 Définition, applications biomédicales et contexte d’utilisation dans

NOS travaux

Les particules submicrométriques ont des tailles inférieures au micrométre avec des propriétés
différentes a ces échelles par rapport a des matériaux de méme composition de dimension supérieure
(>um). En effet, |'utilisation de matériaux de dimensions sub-micrométriques contrairement a ceux

macrométriques, permet d’augmenter le ratio surface/volume01-104

, pour la méme quantité d’atomes,
les échanges avec le milieu ont une place plus importante a travers des interactions plus nombreuses
entre la surface des particules et le milieu environnant (le fait d’avoir un grand bloc volumique cache
la majeure partie des atomes). Ceci permet d’augmenter les fonctions et les champs applicatifs,
notamment dans le domaine biomédical®®®. Par exemple, prenons le cas de I’or, nous savons que c’est

un métal, peu réactif en comparaison des autres métaux, mais les nanoparticules d’or ont la capacité

de réagir différemment d’un point de vue chimique dans les solutions colloidales.

Leurs propriétés sont inhérentes a leurs tailles, leurs formes, leurs charges et le choix de la
fonctionnalisation de leurs surfaces'®’1%, En effet, leurs tailles submicrométriques leur permettent
de passer plusieurs barrieres naturelles (la membrane plasmique, nucléaire ou encore la barriére
hématoencéphalique)’. Leurs formes peuvent également étre déterminantes pour le franchissement
de ces barriéres et influer ainsi les cinétiques d’internalisations!'?. Les charges de surface jouent un
role clé dans les mécanismes d’interactions entre les nano-objets et le « vivant » et contribuent a
moduler leur furtivité ou leur fonction au sein des cellules, des tissus et des organismes. Enfin, il est
possible de fonctionnaliser ces particules en utilisant des groupements chimiques constitutifs des
matériaux ou de procéder a des étapes de fonctionnalisation (utilisation des SAMs, modification

biochimique...)!**113, Cet apport de nouvelles propriétés et fonctions'*

ouvre la voie a des étapes de
biofonctionnalisation par diverses macromolécules biologiques (récepteurs protéiques, enzyme,

anticorps) qui permettront de former des couplages et des liaisons a fagon vis-a-vis d’une cible.

Dans le choix d’alternative aux EVs, pour mettre en place une méthode analytique, nous avons
listé plusieurs propriétés clés que devra posséder le matériau substitutif des EVs. Ces propriétés sont
présentées dans la figure 2.2 La particule submicrométrique idéale mimant les EVs possederait

I’ensemble de ces propriétés ou caractéristiques.

Nous tacherons dans ce chapitre, de développer un modeéle regroupant un maximum de ces

caractéristiques :

55



7 Taille
[ inférieure |
. a500nm

" Protéinesde

( | ~ Stableet
- surfaces/ADN

-~ monodisperse
B Matériel idéal __ Détectable
“Disponible en .|

grande
___quantité -

_ — Forme —— .
“—_maitrisée

" Indicede

i réfraction proche

Fig. 2.2. Schéma basé sur une figure de « Biological reference materials for extracellular vesicle

studies » montrant le Cahier des charges d’un calibrant idéal pour les EVs'®

Dans cette démarche de conception et de fabrication de nouvelles particules calibrantes, il
s’agira néanmoins d’étre vigilant sur des problémes de stabilité tels que les états d’agglomération/
d’agrégation, la sédimentation durant le stockage ou en condition d’utilisation pouvant engendrer des
erreurs de quantification®, |l faudra également s’assurer du maintien des fonctions biologiques et du
caractére biomimétique dans le temps!!’ . Ces propriétés et leur durabilité pourront é&tre modulées

par le contrdle de différents paramétres comme le pH, la force ionique, la charge de surface?’.

Il est aussi important de maitriser la réactivité de ces particules entre elles et de prévenir des
agrégats ou agglomérats. Il est crucial de limiter, ou maitriser, par exemple, leur interaction avec le
milieu biologique dans lequel elles évoluent. Ainsi des étapes de passivation de la surface a I'aide de
molécules et de macromolécules (protéines, polymeéres tels que les PEGs)'*8 limitent les interactions
non spécifiques sans bloquer les fonctions désirées. Le domaine de la nanomédecine rencontre un
essor considérable depuis deux décennies en particulier grace aux apports majeurs des nanoparticules
dans différents domaines. La figure 2.3 récapitule les applications les plus communes pour |'utilisation

des particules :
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Fig. 2.3. Présentation de différentes applications des particules submicrométriques et nanométriques

La délivrance de médicament!****

nécessite une vectorisation qui peut étre assurée ou favorisée par
les nanoparticules. Celles-ci peuvent favoriser I’efficacité de ciblage et d’adressage de principes actifs.
Les avantages majeurs de cette technique sont la limitation des effets secondaires, en comparaison
avec les modes d’administration classique, ainsi que I’accroissement de leurs efficacités (de nombreux
systémes de délivrance sont dans des phases d’essais cliniques ou sont commercialisés/ex : Abraxane,

doxil'??).

Le marquage cellulaire’®® (et subcellulaire) est une technique qui fait appel aux nanoparticules en
favorisant I'observation, a partir d’'une interaction spécifique avec les cellules, les éléments d’intérét
ou les organites associés. Des informations biochimiques sont ainsi obtenues ainsi que la
compréhension de mécanismes réactionnels. Cela permet d’ associer des techniques d’imagerie in situ,
mais également d’envisager le piégeage d’entités cellulaires dans une optique de tri/séparation'?*. Sur
le méme modéle, des tests d’'immunoassays’? sont réalisés grace aux particules. De cette maniére, un
couplage a de I'imagerie optique/fluorescente ou de I'imagerie par résonance magnétique permet de

visualiser des éléments impossibles a détecter autrement.

Dans le champ des microsystemes, la notion de capteur est importante, car elle se réfere a de
nouvelles méthodes analytiques. Les nanoparticules peuvent a la fois contribuer a une amélioration

126-128

des techniques de transduction mais également en contribuant a des révélations de faibles

sighaux par amplification du signal dans des approches de type sandwich!?.

Dans le milieu biomédical, et notamment en chirurgie, les particules sont des outils informatifs et
thérapeutiques puissants, par exemple dans le cadre de 'hyperthermie®® : |es particules sont faites
d’un matériau, qui peuvent a la fois cibler une tumeur et libérer de la chaleur ce qui va permettre de
les éliminer. Il est également possible de les utiliser dans le cadre de la réparation tissulaire’>! en les
manipulant comme bloc de base pour la réparation d’un tissu qui serait détruit et dans I'incapacité de

se régénérer seul. La magnétofection’*? consiste a utiliser de la magnétisation pour des modifications
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génétiques, dans le cadre de recherche en amont. D’autres applications sont en cours de
développement, comme dans notre cas (développement de matériaux de référence!’® en tant que

modele de base) et seront utilisé dans un futur proche.

Au cours du travail de thése, nous devrons adresser simultanément deux problématiques principales

pour atteindre nos objectifs :

- Concevoir un calibrant synthétique (ou identifier une ressource biologique) qui puisse servir
de matériel de référence des EVs et d’approvisionnement facilité,
- Sélectionner un échantillon biologique servant de modele (qui nous servira de preuve de

concept pour valider notre dispositif).

En effet, récemment des projets de standardisations et de recherche de modeles de références
ont été développés permettant de travailler sur la standardisation des expériences d’analyses des EVs
(METVES 11)1°, Le manque de standardisation et de matériaux de référence entraine une mauvaise
interprétation des résultats d’analyse des EVs (les causes sont I’hétérogénéité en propriétés des EVs,
le manque de données fiables concernant leurs propriétés, la variabilité d’'un échantillon biologique
selon I'état physiopathologique du patient, les paramétres inadaptés des appareils pour ce type

d’échantillon)%,

La calibration par les nanoparticules est également un enjeu majeur car elle permettra de fiabiliser les
résultats d'immunocapture du module NBA en apportant un outils de référence qui servira de base

pour l'interprétation des résultats'**3¢,

2.2 Techniques usuelles de caractérisation des particules
submicrométriques : combinaison de techniques de caractérisation.

Dans le premier chapitre, nous avons décrit certaines méthodes de caractérisation des EVs, qui
sont également utilisées dans le cadre des liposomes et des particules organiques/inorganiques
(chapitre 1 page 22). Basés a la fois sur les appareils disponibles dans notre plateforme et sur les
objectifs analytiques, nous avons mis en place un banc expérimental de caractérisation comme décrit

dans la figure 2.4 et comprenant les techniques suivantes :
- La TRPS pour estimer la taille et la concentration des particules

- Ledosage protéique WBCA pour déterminer la quantité de protéines greffées sur la surface des

particules.
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- La SPRi pour vérifier les propriétés de bioreconnaissance par immunocapture des calibrants et
évaluer les parametres cinétiques (association et dissociation) selon la concentration, le

débit....
- L'AFM pour la quantification des particules par unité de surface et leur caractérisation

morphologique.

A B C D
Analyse TRPS Dosage pBCA SPRi AFM

= détermination de la concentration &
905 partir de la DO & 562 nm
c
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g g g: T ¥=0,0052x
2 ol L R*=09937 #
3 T 04 1
% T 02 | an A
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E
TRPS :taille et Dosage uBCA:
concentration Couverture protéique
Techniques de
caractérisation
SPRi: AFM : densité
immunocapture surfacique sur puce

Fig. 2.4. Présentation des techniques employées dans le cadre de la thése pour caractériser les
particules : en A° la TRPS (IZON®)**’, en B° un dosage uBCA (Thermo®), en C° le SPRiplex (Horiba®), en
D° le systéme JPK nanowizard Il (JPK/Bruker®) et en E° paramétres déterminés selon la technique de

caractérisation.

Les différentes étapes de caractérisation utilisées dans le cadre du développement de nos calibrant

sont décrits plus en détail dans la section suivante.

RPS

La premiere étape consiste a réaliser une analyse en taille et en concentration des particules,
apres la biofonctionnalisation, par TRPS. L'appareil, figure 2.5 A, est composé de plusieurs éléments,
a savoir une chambre d’injection de I’échantillon, une jauge pour appliquer la pression et un nanopore
qui est une membrane polymérique avec un nanopore de taille variable au centre (paramétre de
stretch) qui va étre positionné sur la partie supérieure de la cellule analytique de I'appareil. Une fois
que la membrane est fixée sur la cellule, figure 2.5 B, deux compartiments sont créés : la partie

supérieure et la partie inférieure. La communication entre les deux parties se fait au travers du
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nanopore par lequel les solutions s’écoulent sous une pression appliquée. Une solution tampon
conductrice va étre injectée au-dessus et en dessous de cette membrane. Lors de la premiere phase
de conditionnement, la circulation du tampon de course va permettre d’établir un équilibre électrique
(nous pourrons modifier ce parametre en modifiant le voltage) : aprés cela, nous pouvons remplacer
la solution tampon au-dessus de la membrane par la solution d’intérét (en appliquant les bons
paramétres de tension et le stretch) et appliquer une pression pour faire circuler la solution a travers
le pore. Chaque passage de particules va entrainer une perturbation du signal du courant qui sera
proportionnel a la taille (amplitude) et a la concentration (fréquence) des particules qui vont traverser.
L'expérience se déroule jusqu’a ce que 500 particules soient comptabilisées sous condition de stabilité
de la ligne de base. Les données brutes sont enregistrées dans le logiciel et I’expérience est reproduite
dans les conditions similaires avec I’échantillon de calibrants. L’analyse des données brutes, en fin
d’expérience, en comparaison avec celle du calibrant vont définir les résultats et permettre de
déterminer la concentration, la taille moyenne et le mode pendant ce passage, représentatif de la

solution injectée.

A Cellule fluidique

Molette de contrdle
du stretch

Jauge de pression
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€

Fig. 2.5. En A° photo de la TRPS avec la présentation des différents éléments et en B° présentation d’un

nanopore, piéce principale permettant la réalisation de I’expérience.

Dosage uBCA

Une fois que la concentration en particules et la taille sont déterminées, un dosage protéique
par uBCA (BiCinchoninic acid Assay) va conduire a la détermination de la concentration en protéine
des nanoparticules biofonctionnalisées. Il s’agit d’un dosage protéique BCA avec un temps d’incubation

plus long pour permettre d’augmenter la sensibilité de la méthode. Le dosage est basé sur la réaction
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des protéines de I’échantillon avec I'acide bicinchoninique qui entraine une réduction du Cuivre Il en
Cuivre | produisant un changement de couleur observable a 562 nm (les protéines vont réagir avec le
Cuivre 2* ce qui va libérer un ion Cu* réagissant avec le BCA entrainant un changement de couleur
détectable). La réponse obtenue est quantitative et proportionnelle a la concentration en protéine
dans la solution. La technique de uUBCA qui consiste a chauffer le mélange a 60°C pendant une heure

permet d’améliorer la limite de détection (environ 1ug/ml de protéine détectable).

A ce stade, la premiére phase de qualification dite préanalytique est terminée : la combinaison de la
TRPS et du dosage UBCA va entrainer la vérification de la taille, de la concentration en NPs et de la

guantité de protéine greffée en surface des NPs.
Il faut ensuite déterminer,

- Si les particules sont fonctionnelles et peuvent étre immunocapturées ? Réagissent-elles
spécifiquement avec les anticorps permettant de les capturer a I'aide des protéines qu’elles
ont en surface ?

- Sides interactions non spécifiques se produisent ?

Pour cela, les étapes d'immunocapture et d'imagerie vont étre employées. Il faut comprendre que les
réactions d’'immunocapture seront les étapes déterminantes pour valider un lot de particules. Une
immunocapture qui ne serait pas spécifique et dans la gamme de valeur attendue rejetterait le lot. La

phase suivante est décrite comme suit :
SPRi

la technique SPRi!3® est une technique optique permettant la détection de particules sans
marquages par immunocapture. Il s’agit de I'une des techniques de la plateforme NBA*, La technique
a été de nombreuses fois décrite dans les théses des doctorants du laboratoire®!32. Brievement, La
SPRi est une méthode de transduction optique qui permet de suivre les plasmons de surface qui sont
générés sur une fine couche métallique a l'interface avec un milieu diélectrique. Observé pour la
premiére fois par le physicien Wood*°, Fano!*! a démontré en 1941 que les observations de Wood
correspondaient a des ondes de surface. A partir de ce phénomene physique, une technique d’étude
des interactions biomoléculaires a été développée a I'université de Linkdping (Suede) dans les années
19802 pour analyser les interactions biomoléculaires comme les interactions protéines/ADN. Cette

expérience est réalisée sans marquage et en temps réel'3

. Plusieurs configurations optiques
permettent de réaliser |'expérience, dans notre cas, la configuration de Kretshmann est utilisée. Un
faisceau de lumiere dans le rouge (faisceau laser a 810 nm) est émis selon un certain angle d’incidence

et traverse un prisme jusqu’a atteindre la surface de la puce (recouverte d’une fine couche d’or). Cette
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illumination va exciter les électrons de la surface qui vont se mettre en résonnance avec I'onde
évanescente qui sera créée, d’ou I'appellation de la résonance des plasmons de surface. Cette onde
sera sensible aux modifications d’indice de réfraction a l'interface entre la puce et la solution. Elle
permet de détecter de facon optimale les changements se déroulant au niveau de la surface de la puce
d’or et jusqu’a une hauteur pouvant atteindre 150 a 200 nm. La détection du faisceau réfléchi va
permettre de déterminer les perturbations de surface. Pour les études biologiques en SPRi, un systeme
fluidique a été placé sur la surface de la puce, qui est elle-méme biochimiquement modifiée, pour

pouvoir réaliser des injections séquentielles de solution d’intérét.

Le systéme fluidique est composé d’une pompe, d’une boucle d’injection et de la cellule fluidique.
L'ensemble permet de controler les écoulements et de suivre la réaction d'immunocapture. Une
caméra CCD va mesurer l'intensité de la lumiére réfléchie afin d’obtenir les courbes plasmons
(déterminées pour chaque angle d’incidence et dépendant de la lumiére réfléchie par la couche d’or)
sur des positions précises dites ROI (region of interest) qui seront définis par I’expérimentateur a I’aide
du logiciel Spri-View®. La capture d’analytes sur des positions particulieres va entrainer des
modifications d’indice de réfraction qui seront représentées par des variations sur les sensorgrammes
et sur les images différentielles avec pour but d’obtenir des informations phénotypiques et de
déterminer la composition surfacique des éléments piégés. Généralement, le signal obtenu augmente
lors de la phase de capture, puis se stabilise a I'état d’équilibre lorsque les événements d’association

et de dissociation se compensent.

La biopuce fabriquée dans nos locaux est insérée dans |’appareil, aprés positionnement sur le prisme
et permettra de réaliser la capture et le suivi plasmonique. L’analyse SPRi permettra d’évaluer les
paramétres cinétiques d’interaction et la spécificité des immunocaptures en comparant un niveau de
bruit sur la surface de la puce et sur les spots controles, avec des spots comprenant des anticorps

présents pour un piégeage spécifique.

La configuration du SPRi (en I'occurrence le SPRiplex II® utilisé pour I’étude) est présentée sur la figure

2.6 avec un détail complet du chemin optique et une image présentant I'appareil.
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Fig. 2.6. Présentation de la SPRi, en A° schéma du parcours optique du laser de la source aux détecteurs

en passant par la cellule fluidique (d'aprés la thése de S. Obeid**). En B° image descriptive de I'appareil.

En fin d’expérience, une étape de fixation de la surface sera réalisée a I'aide de I'injection
directe de glutaraldéhyde (a 0,5%), substance organique permettant la fixation des protéines par
réticulation. La puce est collectée pour des analyses complémentaires en microscopie a fluorescence
(observation de la fluorescence des particules présentes avec une localisation de cette fluorescence et
détermination de son intensité, possibilité future de réaliser des marquages secondaires). L'étape

finale est la détermination par AFM>® de la densité surfacique en NPs capturées sur les spots.

AF

L'AFM permet de visualiser et de caractériser la topographie des surfaces dans les 3 dimensions
(x, y et z). AFM fonctionne dans différents milieux (vide, air et liquide) et posséde une trés grande
résolution qui peut atteindre = 0,5 nm en latéral et = 0,1 nm en vertical. L'AFM est une technique qui

a été développée en 1986 par Binnig et Gerber'#. Le principe consiste a utiliser une sonde qui est une
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poutre souple trés fine (avec un rayon de courbure = quelques nm), terminée par une pointe
extrémement fine située a I'extrémité d’un microlevier flexible (de 100-300 um de longueur), appelé
cantilever. Elle permet de scanner une surface point par point en mesurant les forces qui s’exercent
entre les atomes de la pointe et ceux de la surface qui vont entrainer une déflexion de la pointe qui
sera détectée a I'aide d’un laser. Cela sera réalisé a I'aide d’un systéme optique qui va focaliser le
faisceau laser sur la phase arriere de la pointe et les mouvements de la pointe vont étre détectés par
des photodiodes a I'aide du laser. Ces variations en x et y seront directement liées a la variation de la
topographie (rugosité, structuration, ...), permettant une reconstruction de la surface sur la zone en
cours d’analyse. Un actionneur piézoélectrique permet de maitriser le déplacement de I’échantillon
ou du cantilever dans les 3 directions. La pointe du cantilever, qui va agir comme un ressort, sera

sensible aux variations de force. Il existe plusieurs modes expérimentaux :

- Un mode contact ou les forces de répulsions (Forces de Born-Pauli) seront prédominants. La
pointe reste en contact permanent avec la surface (3 une distance inférieure a 2 A). Dans ce
cas, il faut travailler sur des échantillons déformables ou souples. Des leviers souples sont
utilisés pour ce mode d’imagerie (k=0,01 - 1 N/m, (avec une fréguence de résonance de |'ordre
de 10-100 kHz)). Des phénomenes de friction, dus a I'adhérence entre la pointe et la surface
peuvent I'endommager. La boucle de rétrocontréle permet d’ajuster la distance entre la
pointe et la surface, car si la hauteur était constante alors la nature des objets sur la surface
pourrait endommager la pointe et altérer les conditions d’analyse.

- Un mode dynamique composé de deux sous modes. Le premier est le Tapping, ou mode
contact intermittent, lorsque la pointe oscille a la fréquence de résonance du cantilever grace
au scanner piézoélectrique permettant un contact temporaire. Dans ce mode, les forces
attractives a longue distance (Van der Waals, forces capillaires, magnétiques et
électrostatiques) ainsi que les forces répulsives de courte distance (forces de Born-Pauli)
agissent sur la vibration du cantilever. Il est conseillé pour les échantillons souples et
déformables. Le second sous-mode est le mode non-contact, qui consiste a faire vibrer le
cantilever autour de la surface, mais sans contact avec cette derniére (la distance est
supérieure a 0,3 nm entre la pointe et la surface). Ce sont les forces attractives a longue
distance qui interviennent entre la pointe et la surface. Ce mode est le moins adapté aux

échantillons biologiques.

Au cours de la these, nous utiliserons le systéme Nanowizard Ill de la société JPK (Bruker®) en
mode QI (mode oscillant quantitatif) qui est optimisé pour la biologie. Les surfaces peuvent étre
sondées en milieu liquide et en air. Le systeme posséde une grande résolution de I'ordre du pN et du

nm respectivement pour les forces et les distances mesurées.
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Les cantilevers, présentés sur la figure 2.7, utilisés sont les PNP-TR-Au en nitrure, composé de deux
leviers avec une constante de raideur de 0,08N/m pour la grande pointe et 0,32N/m pour la petite.

Ces cantilevers sont adaptés a I'analyse d’EVs en conditions air ou liquide.

La figure 2.8 présente le systeme AFM qui est utilisé dans nos locaux pour réaliser les expériences de

caractérisations.

audggbi'f‘

Fig. 2.7. Présentation des pointes PNP TR AU utilisés dans I'analyse des EVs et de nos particules

H 145
calibrants™®. Microscope permettant

le positionnement du
laser et de I’échantillon

Téte AFM

Emplacement de la
puce et de la pointe

Table anti-vibration

Fig. 2.8. AFM, Nanowizard Ill, JPK, monté en stand alone et qui peut étre couplé au microscope inversé

de fluorescence.

Pour permettre une analyse compléete et un dénombrement statistiquement valable, a partir de
I’ensemble des images AFM réalisées sur les biopuces d’intérét, une méthodologie a été mise en place

pour traiter les images comme décrites dans les figures 2.9 et 2.10:
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- Lapremiére étape consiste a « corriger » mathématiquement les effets d’'ombrage sur I'image.

Cette opération est réalisée avec le logiciel JPK data processing®.

[ Marcuer tes rains par seu

Seuillage par

] Houteur pes
140 nm
O
O

(] inverser fes hauteurs

Combinaison de criteres : |/ ;| iy

[em)

Options.
Couleur de masque -

4] Mise & jour instantanée

aen e s

Fig. 2.9. Correction de I'effet d’'ombrage de I'image a I’aide du logiciel JPK data processing ®, ici sur
une image de particules de 140 nm et choix des valeurs de seuils haut et bas sur I'image a I'aide du

logiciel Gwyddion®.

- La seconde étape consiste a ouvrir I'image avec le logiciel Gwyddion®. Deux valeurs de seuil
sont a choisir, afin de comptabiliser avec fiabilité les objets visualisés sur I'image (figure 2.9).

- Puisl’onglet grain et I'option résumée permettront de déterminer le nombre d’objets par unité

de surface (figure 2.10)

€ l Résumé des grains X
0, 0 05 1,0 143,8 nm | Number of grains: 5
120,0 Total projected area (abs.): 38524 nm?
3 Surface totale projetée (rel.): 0,951 %
100,0 Mean grain area: 7705 nm?
Mean grain size: 8771 nm
80,0 Total grain volume (zero): 5,107 x 102" m?
Total grain volume (minimum):  330,9 x 1074 m?
60,0 Total grain volume (Laplace): 4468 x 100 m?
Total projected boundary length: 1,647 pm
40,0 Colonne: =
20,0 Aide Fermer

(-0,551 pm, -1,287 pm): 0,3 nm = 2,767e-010 m

Fig. 2.10. Détermination du nombre d’objets/surface sur I'image a I'aide du logiciel Gwyddion®

appliqué sur des particules de 140 nm ; 5 objets sont comptabilisés sur I'image.

Il est possible de déterminer le diameétre effectif des particules, leur volume et hauteur. Dans
le cadre de notre méthode de dénombrement, nous avons déterminé qu’il fallait atteindre 300

particules dénombrées et environ une quinzaine de surfaces cumulées a analyser pour avoir une valeur
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statistique qui soit représentative du spot intégral. Dans notre approche, les dénombrements sont

donnés en particules par mm? pour étre représentatifs de la surface.

Les expériences de caractérisation se dérouleront donc suivant la méthode décrite en figure
2.11. Nous avons pu mettre en place une combinaison de techniques analytiques qui apporte des
informations complémentaires sur la qualification des différents lots de particules et leur
comportement sur immunopuces en vue d’une investigation ultérieure de leur potentiel d’agents

calibrants en présence d’EVs dans un échantillon biologique.

— Analyse TRPS Dosage pBCA SPRi AFM
g détermination de la concentration &
E}h partir de la DO a 562 nm
=] o 12 )
Q' 3 1 L. i 4 '}
s} 5 o8 7y =0,0052x 1
= q 2 06 - RE=09937 q # !
E # Z os P is
= 3 02 | ge i 3 5
I 0 L ‘gi e
@ § o [
= 0 50 100 150 200 250 L
8 concentration en pg/ml

Fig. 2.11. Présentations des différentes étapes de caractérisations analytiques des NPs
biofonctionnalisées : Les particules sont analysées en taille et en concentration par la TRPS. Le dosage
UBCA va permettre de déterminer la quantité de protéines greffées sur la surface des particules. La SPRi
va conduire au piégeage spécifique des particules avant leur analyse morpho-mécanique et de

dénombrement par AFM.

La prochaine section correspond a la présentation des lots de particules : en commencant par
les décrire, puis montrer la fonctionnalisation en passant par la caractérisation pour terminer sur
I'injection des solutions a diverses concentrations dans les deux systemes d'immunocapture, que sont

la SPRi et le module NBA.

2.3 Conception, fabrication et caractérisation des calibrants

biomimeétiques

Nous avons sélectionné plusieurs particules de tailles comprises entre 100 et 1000 nm, afin de couvrir
la gamme de taille des EVs (en effet 90% des EVs ont des tailles inférieures a 500 nm de diamétre). Ces
particules possedent des fonctions carboxyliques en surface. Les trois candidats choisis, fournis par la

société microparticles® GMBH*®, sont les particules suivantes :
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- Particules de silice, de diametre 143 nm (CV de 5%) avec un indice de réfraction de 1,42 non

fluorescentes, dénommées NP140,

- Particules de mélamine, de diamétre 480 nm (CV de 5%) avec un indice de réfraction de 1,68

fluorescentes dans le vert (506/529 nm), dénommées NP480

- Particules de mélamine, de diametre 920 nm (CV de 5%) avec un indice de réfraction de 1,68

fluorescentes dans le rouge (636/686 nm), dénommées NP920.

Pour déterminer les concentrations théoriques en solution, la procédure est basée sur un ensemble

de calculs qui sont décrits ci-dessous :

Pour les particules de 480nm, les données fournies en concentration sont de 2,5% W/V, soit 25 mg/ml

(pour les NP480 et NP920) ou 5% W/V pour les NP140.
Une sphére de diamétre 480 nm a un volume de 5,787*10’nm?,

La masse volumique des billes est de 1,51 g/cm3, soit 1,51 1022 g/nm3, nous pouvons ainsi déterminer

la masse d’une bille de 480 nm : 8,739*10%g.

Sachant que les lots sont caractérisés a 25 mg/ml, la quantité de NP 480 par ml correspond

théoriquement a 2,86*10* part/ml.

De la méme facon, la quantité de NP920 (25 mg/ml) par ml correspond théoriquement a 4*10%

part/ml.

Pour les NP140 (5% W/V, soit 50 mg/ml), la masse volumique est de 1, 85g/cm3 ce qui conduit 3 une

estimation théorique de 1,9*10*2 part/ml.

Des caractérisations par TRPS ont été effectuées afin de s’assurer de la bonne conformité des lots de

NPs en distribution de taille et en concentration.

Chacune des solutions est analysée par TRPS pour vérifier la taille et la concentration des particules,

comme le montre la figure 2.12 :
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Fig. 2.12. Détection des particules par TRPS. En A° les particules de 140 nm sont analysées avec un NP

200 (stretch 45,05 mm, voltage 0,58 V), en B° les particules de 480 sont détectées avec un NP 400

(stretch 47,02 mm voltage 0,32 V), en C° les particules de 920 nm sont analysées avec un nanopore NP

400 (stretch 47,02 mm voltage 0,32 V). En D° tableau récapitulatif des données TRPS et des données

théoriques. La fléche bleue représente 90% de la population.

Nous pouvons observer de ces analyses que les valeurs obtenues de taille moyenne et de

concentrations sont dans la gamme de celles attendues. Les résultats en termes de taille et de

concentrations sont conformes :

Pour les particules de 140 nm, une concentration moyenne de 9*102 part/ml est déterminée.

La moyenne du diamétre des objets est estimée a 131 nm +/- 13.

Pour les particules de 480 nm, une concentration moyenne de 3*10*! part/ml est déterminée.

La moyenne du diamétre des objets est estimée a 543 nm +/- 50. Cette valeur a été obtenue

dans des conditions non idéales avec des perturbations que nous attribuons a la présence

d’agrégats et la présence d’éléments issus du tampon, expliquant I'écart avec la valeur

attendue.
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- Pour les particules de 920 nm, une concentration moyenne de 3,8*10%° part/ml est

déterminée. La moyenne du diameétre des objets est estimée a 916 nm +/- 90.
2.3.2 Biofonctionnalisation des particules

Les particules choisies présentent en surface des fonctions COOH qui peuvent étre activées

chimiquement par des réactifs de type « l-ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl] carbodiimide
hydrochloride » ou EDC et « N-Hydroxysulfosuccinimide » ou sulfo-NHS, qui permettront de créer des
liaisons amides entre les fonctions carboxyliques de la particule et les groupements amines primaires

des protéines. Les représentations chimiques des protéines sont décrites dans la figure 2.13.

+‘ o Os AN
¢N\/\/NH\

P ~C
N SO,Na

Fig. 2.13. Composés organiques utilisés pour I'activation chimique des groupements carboxyliques

présents au sein des NPs. En A° la molécule d’EDC et en B° la molécule de sulfo-NHS.

Le protocole de base de cette réaction est décrit de facon abondante dans la littérature et la figure

2.14 regroupe I'ensemble des voies réactionnelles conduisant a une liaison amide :
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Fig. 2.14. Présentation des réactions chimiques permettant le greffage de protéine sur les particules

synthétiques. Chemin réactionnel de la fonctionnalisation des NPs, adapté de crosslink reagent

147

handbook, Thermo Fischer **" et du protocole usuel de biofonctionnalisation'* avec I’EDC/sulfo-NHS.
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Dans le cadre de notre projet, nous avons fait le choix de fonctionnaliser les NPs avec des
macromolécules de type protéines, nous avons sélectionné I’ovalbumine et la caséine pour différentes

raisons présentées ci-dessous :

- L'ovalbumine® (PM : 45kDa, appelés OVA), qui est une glycoprotéine présente dans le blanc

d’ceuf, dont la structure est décrite dans la figure 2.15.

3nm

Fig. 2.15. Représentations en 3D en feuillet et en hélice de la structure de la protéine ovalbumine®38,

Il s’agit d’un modele (OVA/anticorps anti-OVA) qui est classiquement utilisé au laboratoire et dont
la disponibilité est grande. Les cinétiques d’interactions entre anticorps et antigenes ont déja été
étudiées (avec une valeur de constante de dissociation de Kd=10° M). L’anticorps permettant de
capturer I'ovalbumine est un anticorps monoclonal anti-OVA de la société Sigma-Aldrich (réf. A6075)
avec 20 résidus lysine™°. A partir de ce couple, nous avons pu mettre en place notre protocole de

fonctionnalisation.

t151,152

- La caséine (PM :23kDa, appelés CAS) qui est la protéine principale du lai est présentée

dans la figure 2.16.

Fig. 2.16. Représentations 3D en baton et sphére de la structure de la protéine caséine?.

La seconde protéine a été choisie pour fonctionnaliser avec une seconde espece nos calibrants,
en tenant compte du besoin d’un second couple pour injecter deux particules différentes en méme

temps et recouvertes avec des protéines pour lequel il n’y a pas de cross contamination entre
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I’ovalbumine et la seconde protéine. Ce modele a été sélectionné pour de premiéres étapes de
fonctionnalisation et a été validé sur la base des résultats d'immunocapture que nous présenterons
dans le chapitre 3. L'anticorps permettant de capturer les particules recouvertes de caséine et un
anticorps monoclonal anti-CAS de la société antibodies online® (ref : ABIN 1118451) avec 11 résidus

lysine®®3,

Les particules de 920 nm, fluorescentes dans le rouge, ne seront pas fonctionnalisées et serviront a
mimer les contaminants de tailles supérieures aux rayons critiques présents dans les différents

échantillons biologiques.

2.3.3 Protocole de fonctionnalisation des particules en ovalbumine et des particules en

caséine

Dans cette partie, nous allons présenter la fonctionnalisation des différentes particules. Le

148,154 aprés plusieurs modifications des paramétres principaux,

protocole ci-dessous a été élaboré
jusgu’a atteindre une immunocapture avec des réponses spécifiques fortes et des réponses sur les
controles trés faibles. Le protocole de la table 2.1 est le protocole initial, issu de la thése de S.Obeid%,
a partir duquel nous sommes partis pour arriver aux protocoles de la table 2.2 que nous avons utilisés.

Il est le fruit de plusieurs optimisations qui seront également présentées.
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Etape Nom Durée Description avant |'étape
suivante
Vortex et
Mise en tambon 10 min 100 ul de solution de NP 480 centrifugation a
P (soit 3*10% part/ml) 2500 g pendant 10
min

Ajout de 1 ml de la solution
Activation des 20 min sur d’EDC/ sulfo-NHS en PBS
fonctions COOH plateau rotatif (200mM/50 mM, pour limiter

Centrifugation a
2500 g pendant 10

. P min
les risques d’agrégats)
Ajout de la protéine OVA (2

Greffage de la 4h sur plateau mg/ml, en tampon PBS), a 3 centrifugations a

protéine rotatif 3*10% nanoparticules/ml pour 2500 g, 10 min

les NP 480
Resuspension et Reprise du culot (Resuspension
P 2 mois maximum | a la micropipette) en tampon Stockage a 4°C

stockage TRIS, pH 7,4

Tab 2.1. Présentation du protocole initial de fonctionnalisation

A la suite de ce premier protocole, plusieurs étapes ont eu besoin d’étre optimisées au cours de la

Réduction de la quantité de réactifs EDC (de 200 mM a 5 mM), lors de la premiere étape,
conforme a I'activation usuelle de nos puces. Cette étape a été modifiée sur la base de
I’observation de nombreux agrégats et a conduit a une étude bibliographique plus importante
montrant qu’une réduction drastique de la quantité d’EDC pouvait résoudre ce probléme?*®,
Adaptation de la quantité de protéine a la surface des particules pour permettre un greffage
et un taux de recouvrement optimal. Plusieurs tests ont été réalisés jusqu’a trouver la valeur
qui conduit a la réduction de nombreux agrégats de NPs et un taux de recouvrement idéal (les
tests ont été réalisés avec un excédent de protéine par rapport aux nombres de sites COOH
(120 umol/g pour les NP480 et 30umol/g pour les NP140) disponibles de 5 fois, 10 fois, 20 fois
et 40 fois plus de protéine).

Rajout d’EDC a I'étape de la passivation en RSA, car nous avons observé de nombreuses

interactions non spécifiques. Nous avons supposé que la passivation ne se faisait pas
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convenablement et nous avons observé une amélioration en rajoutant de I'EDC a cette
étapel®®, avec une interaction non spécifique proche de zéro, lorsque nous réactivions les
fonctions libres. L'EDC permet de réactiver les fonctions libres COOH, car I’activation des
intermédiaires a une demi-vie de 4-5h.

- Etape de passivation a I’éthanolamine pour bloquer les fonctions carboxyliques libres.

- Il est également important de noter qu’avant chaque utilisation, les NPs subissent une étape
de bain ultrason (30 %, 37KHz et pendant 1 h).

- Une étape importante a également été réalisée pour permettre une bonne solubilisation de la
caséine qui selon les conditions de pH et de solvant devient micellaire. Pour cela, nous avons
réalisé une solution a haute concentration a pH 8 et nous avons solubiliser en présence

d’éthanolamine (0,01%) avec un chauffage léger (50°C) et sous agitation.

Nous pouvons observer une amélioration de la fonctionnalisation sur la figure 2.17 :

480 nm

0 nm

[um] [pm]

Fig. 2.17. Présentations de deux images AFM de la puce aprés injections des NP480-OVA, en A° image

avec le protocole initial et en B° avec le protocole optimisé, limitant les effets d’agrégations.

Tout cela a conduit au protocole suivant (tableau 2.2) :
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Traitement

Etape Nom Durée Description successif en fin
d'étape
100 ul de solution de Vortex et
. . NP480 (soit 3*10%° centrifugation a
A Mise en tampon 10 min part/ml) ou 50 ul pour les | 2500 g pendant 7
NP140 (soit 10*? part/ml) min
Ajoutde 1 mldela
Activation des 30 min sur plateau solution d’EDC/ sulfo-NHS | Centrifugation a
B PBS M M 2 t7
fonctions COOH rotatif en . (.Sm /59 mvL >008 pgndan
pour limiter les risques min
d’agrégats)
Ajout de la protéine OVA
(5 mg/ml, en tampon MES | Prélévement de
0.5 M, pH 6), a3*10%° 150 pl pour la
C Greffage de la 2 h 30 sur plateau nanoparticules/ml pour | caractérisation en
protéine rotatif les NP 480 et de la CAS (5 | UBCA, suivie par 1
mg/ml, en tampon MES centrifugation a
0.5 M, pH>6) pour les NP 2500 g, 7 min
140 CAS a 7*10*! part/ml
Ajout de 998 ul de RSA (1
S ) mg/ml) pH4,5 (ou pH 6 Centrifugation a
D Passw:;:m ala 30 mlnr;:arti[:clateau dans le cas des NP140- 2500 g pendant 7
CAS) et ajout de 2ul d’EDC min
(Cf 5mM)
Passivation a 30 min sous Ajout de 1 ml 2 centrifugations 3
E L . s ) - . 2500 g pendant 7
I'éthanolamine agitation d’éthanolamine (1 X) min
Reprise du culot
F Resuspension et Plusieurs mois (Resuspension ala Stockage 3 4°C

stockage

micropipette) en tampon
TRIS, pH 8.8, V=100 ul

Tab 2.2. Présentation du protocole de fonctionnalisation optimal

Le protocole avec I'amélioration des différentes étapes est représenté sur la figure 2.18 :
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Fig2.18. Présentation du protocole de biofonctionnalisation optimisé avec les modifications clées

(Activation/ greffage et passivation).

Une fois qu’un lot de particules biofonctionnalisées est produit, il subit la double
caractérisation TRPS/UBCA. L’ensemble des résultats de fonctionnalisations seront présentés dans le
tableau de I'annexe 2.1. Lillustration des tests est réalisée dans la partie suivante sur le lot n° 16. Il est
important de prendre en considération le temps nécessaire pour réaliser une fonctionnalisation et une

caractérisation compléete avant utilisation du lot :
La fonctionnalisation dure 1 journée compléte
La caractérisation par TRPS et par dosage protéique prend une seconde journée
L'immunocapture par SPRi dure une demi-journée
La caractérisation par AFM prend 1 journée ou deux selon le nombre de spots.

La fonctionnalisation, la caractérisation et le traitement des données prennent donc une
semaine compléte de travail. La préparation des 17 lots a été effectuée sur une durée de plus de 5
mois (si I'on considere les phases d’optimisation, de réflexion et les différentes problématiques a

résoudre).
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Nous pouvons réaliser une comparaison entre les lots fonctionnalisés initiaux et les lots optimisés que

nous allons utiliser, comme présentés dans le tableau 2.3:

Lot initial Lot optimisé
Particules 140-OVA/480-OVA 140-CAS/480-OVA
Immunocapture = rapport signal/bruit pour
u ptu PP ignal/bruit pou Moyen Fort

différentes concentrations

Forte (@ minimum
Interaction non spécifique 0,6% pour les faibles | Faible (proche de 0)
concentrations)

Fort méme a faible | Faible méme a forte

Agrégat . .
concentration concentration
Stabilité dans le temps 2 mois maximum 4 mois
Adsorption non désirée sur la paroi des .
P P Forte Faible

dispositifs

Tab 2.3. Comparaison des caractéristiques des différents lots de NPs fonctionnalisées avec

I'optimisation du protocole de biofonctionnalisation.

2.3.4 Caractérisations biophysiques et biochimiques

TRPS

Nous procédons a une double caractérisation systématique des lots de NPs bio-
fonctionnalisées comme étape ultime de qualification et de stockage en vue de I'approvisionnement
du programme MADNESS. Pour cela, nous réalisons des étapes de TRPS, qui peuvent étre rapides (2
heures), ou longues (plusieurs heures), si le nanopore utilisé rencontre des problemes de colmatage
et de dégradation de performances. La figure 2.19 présente les résultats TRPS des NP140-CAS du lot
16.
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*NP 140-CAS

Concentration (part/ml)

=l

100 1ol 143 160 180 20

=T
]

40

Diametre des particules (nm)

Particules Particules 143 nm
143 nm nus fonctionnalisées
Taille TRPS moyenne
131+13 145+ 15
(nm)
Concentration TRPS
9*%102+0,9 8,5%10''+ 0,9
(part/ml)
Concentration théorique
2*10% 1*10%
attendue (part/ml)

Fig. 2.19. Histogramme et tableau récapitulatif des données TRPS théoriques et empiriques des NPs
140-CAS fonctionnalisées (lot 16) avec un nanopore 200 (stretch 46.2 mm ; voltage 0.38 V). Toutes les

expériences ont respecté les consignes de qualités, comme décrites par la société IZON ®.

La valeur moyenne en taille (145+15 nm) et la valeur de concentration (8,5*10''+0,9 part/ml)
sont tres proches des valeurs théoriques. En comparant les données théoriques et les données
obtenues avec les différentes fonctionnalisations précédentes, nous obtenons des résultats conformes
en termes de taille (mode 138 nm) et en concentration (8.53*10! contre 10*2 part/ml attendus d’aprés

la valeur théorique et le facteur de dilution). Les protéines greffées en surface ont des tailles trop

petites pour étre détectables par la TRPS.

Les écarts de taille en termes de valeur moyenne et de mode sont conformes aux valeurs attendues

en tenant compte de I'erreur sur les analyses TRPS qui peuvent atteindre 10 % pour la taille.

*NP 480-OVA

La figure 2.20 présente les résultats TRPS des NP480-OVA du lot 16
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Taille moyenne
543 £ 50 473 £50
TRPS (nm)
Concentration TRPS
3,2*10'+ 0,4 3,7*¥10°+ 0,4
(part/ml)
Concentration
3,5*10"! 3,5%10%°
théorique (part/ml)

Fig. 2.20. Histogramme et tableau récapitulatif des données TRPS théoriques et empiriques des NPs
480-0OVA fonctionnalisées (lot 16). Nanopore 300 (stretch 47 mm ; voltage 0.3V). Toutes les expériences

ont respecté les consignes de qualités, comme décrites par la société IZON.

En comparant les données théoriques et les données obtenues avec les différentes
fonctionnalisations précédentes, nous obtenons des résultats conformes en termes de taille (Valeur
moyenne a 473450 nm et un mode a 491 nm) et en concentration (3.7*10%°+0,4 contre 3*10%° part/ml
attendus d’apres les valeurs théoriques). Les résultats obtenus sur ces particules fonctionnalisées sont
dans la gamme de valeur attendue et I’écart entre la valeur de moyenne et le mode est trés faible.
Etant donné la difficulté de mesurer les particules nues, le greffage des protéines ne peut étre observé

avec cette méthode, car la variation de taille se situerait dans |’erreur standard.

Les différents résultats obtenus au cours de nos investigations ont montré que la
fonctionnalisation améliore grandement les analyses par TRPS : en permettant de limiter les agrégats
et en augmentant la stabilité en solution, le passage de particules individualisées au travers du

nanopore est simplifié. Nous avons réalisé les expériences de TRPS pour 7 lots fonctionnels.
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DOSAGE pBCA

Pour cette partie, il estimportant de noter que la fluorescence des particules, notamment celle
des particules de 480 nm (avec une fluorescence a 506/529 nm) perturbe I'analyse : en effet, les
longueurs d’onde d’absorbance des particules sont proches de la longueur d’onde d’analyse (qui est

de 562 nm), ce qui entraine une valeur faussée de I'absorbance lue lors de I'analyse par spectroscopie.

Pour ne pas subir ce probléeme, nous avons modifié le protocole en éliminant les particules avant la
lecture spectroscopique de la DO : les particules de 480 nm ont été filtrées pour que la DO lue
corresponde uniquement a la réaction des protéines présentes en solution avec I’acide bicinchoninic
et ne soit pas influencée par la présence des particules de 480 nm. La lecture de la DO se fait donc sur

le surnageant aprés incubation.
L'expérience se déroule de la maniére suivante :

- Centrifugations (7 min a 2500g) pour éliminer les potentielles protéines libres restantes en
solution

- Réaction entre I’échantillon et les réactifs du dosage

- Chauffage a 60°C

- Refroidissement dans la glace

- Filtration a 0,22um pour éliminer les NP480-OVA.

- Analyse par spectroscopie visible.

Les différents dosages ont permis de déterminer la quantité de protéines par particules. La synthese

de ces résultats est présentée dans I'annexe 2.1.

Pour comprendre ce résultat, voici un exemple d’expérience réalisée pour le lot 16, dans la figure 2.21
présentant des résultats de dosage uBCA avec une gamme étalon en BSA et les valeurs de DO pour les

solutions qui permettent la détermination de la concentration protéique :
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détermination de la concentration a partir de la DO a 562 nm

1,2
1 L
’ y = 0,0052x
$ 08 R? = 0,9937
k=3
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2 A
2
5 0,4
o
0,2 o
0%
0 e¥
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concentration en pg/ml

Fig. 2.21. Dosages protéiques des NPs selon la méthode uBCA. La courbe d’étalonnage est basée sur
I'utilisation de la protéine BSA. Le point rouge correspond a une valeur déterminée pour _

et le point vert a une valeur de concentration pour les _

A partir de I'établissement de la courbe de calibration et de la détermination des valeurs pour
les différentes solutions, nous pouvons déterminer une concentration protéique, dont les valeurs sont

présentées dans le tableau 2.4 :

Type de Facteur de
Lot DO Concentration (pg/ml)
NPs dilution
16 2 0,32 128
140
16 5 0,122 122
480 16 2 0,14 56

Tab. 2.4. Valeur de DO permettant de déterminer la concentration pour les différents échantillons.

Les informations obtenues au cours de cette expérience, couplée a celles obtenues en TRPS (nombre
de particules par ml), nous permettent d’estimer le nombre de protéines par nanoparticules dans le

tableau 2.5:
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Nombre de protéines par Valeur de recouvrement
nanoparticule protéique maximum*
NP140-CAS 3700 4200
NP480-OVA 17000 40000

Tab. 2.5. Détermination du nombre de protéines par lot de particules.
* pour obtenir cette valeur, il faut calculer la surface d’une particule et diviser la valeur par la

surface occupée par une protéine. Ensemble des résultats présents en annexe 2.1.

Comme nous le verrons dans la partie suivante, les caractérisations obtenues montrent des données

qui sont suffisantes pour définir des conditions d’utilisation :

- Concentration d’injection

- Taux de recouvrement protéique

Les bilans des résultats des différentes analyses TRPS et des dosages UBCA sont représentés dans

I"annexe 2.1 pour tous les lots biofonctionnalisés durant la thése.
Les réponses obtenues sur I’'ensemble des lots optimisés sont de :

- 30004750 protéines par NP140-CAS
- 20500+ 6500 protéines par NP480-OVA

Nous constatons qu’il y a des variations dans le recouvrement en protéines des particules (une
amélioration importante est observée avec le protocole final). Néanmoins, il est important de noter
gue la caractérisation par dosage UBCA n’est pas déterminante seule. Il faut réaliser les expériences
d’'immunocapture pour vérifier que tous les lots présentent une interaction spécifique trés forte et une
interaction non spécifique faible, ce qui permettra de valider I'utilisation des lots de particules. C'est

I’étape d'immunocapture qui est garante de la qualité du lot et non les étapes de pré qualification.

Remarque : Pour chaque lot, nous avons 100 pl de particules de 480 nm a 4*10%° part/ml et 50 pl de
particules de 140 nm & 8,5*10'! part/ml. Les particules sont stockées plusieurs mois a 4°C (plusieurs
mois de validités sans détérioration de stabilité). Avant chaque utilisation, il est fortement
recommandé d’incuber la solution de NPs pendant 1 heure dans un bain ultrason (30%/37KHz) pour

aider a la resuspension des particules. 17 fonctionnalisations réalisées, dont 7 optimisées.
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2.4 Caractérisation fonctionnelle d'immunocapture en SPRIi

Afin de vérifier que les NPs d’intérét sont fonctionnelles, c’est-a-dire reconnues
spécifiqguement par les anticorps, les particules sont injectées dans le systtme commercial SPRi
(SPRiPlex 11®) avec le méme substrat que nos expériences usuelles (la puce d’or), pour étre dans les

conditions d'immunocapture de nos expériences. Le protocole d'immunocapture réalisé est présenté

dans I'annexe 2.2.

Nous présenterons ici dans chaque cas, un exemple de résultat d’'une immunocapture de qualité,
représentative des expériences réalisées durant le projet. Nous entendons par qualité une interaction
spécifique forte et une interaction non spécifique faible (avec un rapport entre les deux de 3

minimum). La figure 2.22 présente les résultats d’'immunocapture des NP140-CAS.

Immunocapture des NP140-CAS (lot 16) :

Variation de réflectivité [AR%]

30 A B C
OVA 25 o 233 s d""’izt':"

st 1 . 213 20.9 )

) RSA 0] 20

. Surface [ 215

p
10 > 10
5
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Fig. 2.22. Expériences d’immunocapture des NP140-CAS (7*10° particules/ml) par SPRi a 20ul/min A°
sensorgramme de I'immunocapture (variation de réflectivité en fonction du temps, sur 7 spots anti-CAS
et 4 spots RSA contréles) en B° image de contraste aprés capture et en C° histogramme des taux de

capture par spot.
A travers cette expérience, nous démontrons :

- La spécificité de capture, avec des signaux forts sur les spots anti-CAS (tous les signaux sont
supérieurs a 20AR %). La valeur de AR % représente la variation de réflectivité, il s’agit de la
réponse obtenue en SPRi lors de I'immunocapture.

- L'efficacité de la passivation par le faible signal sur les autres spots (inférieur a 0,5 AR %).)
L’'homogénéité de la réponse au sein d’un spot d'immunocapture et surtout la reproductibilité

entre les spots anti-CAS.

La figure 2.23 présente les résultats d’'immunocapture des NP480-OVA.
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Immunocapture des NP480-OVA (lot 16) :
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Fig. 2.23. Expériences d’immunocapture des NP480-OVA (5*102 particules/ml) dans I'appareil SPRi a
20ul/min. A° sensorgramme de I'immunocapture (variation de réflectivité en fonction du temps sur 6

spots anti-OVA et 3 spots contréles) en B° image de contraste aprés capture et en C° histogramme des
taux de capture par spot.

A travers cette expérience, nous démontrons :

- Laspécificité de capture, avec des signaux forts sur les spots anti-OVA (10 +1 AR %).
- L'efficacité de la passivation par le faible signal sur I’'ensemble des spots contrdles (inférieur a
0,2AR %).

L’'homogénéité de la réponse au sein d’un spot d'immunocapture.

2.5 Caractérisation des densités surfaciques par microscopie de
fluorescence et par AFM

La spécificité de fonctionnalisation est également vérifiée pour les particules de 480 nm en
microscopie a fluorescence : pour cela, en fin d’expérience de piégeage sur puces, les puces sont
observées sous microscope, avec un filtre FITC pour les NP480-OVA (Aexc 506 nm/ Aem 530 Nm) avec un
grossissement 5X ou 10X afin de déterminer si la fluorescence est spécifique des spots anti-OVA ou si

elle est présente ailleurs sur la puce. Une image caractéristique est présentée sur la figure 2.24.
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Fig. 2.24. Analyse par fluorescence (FITC,), permettant de détecter les particules de 480 nm (Aexc 506

nm/ Aem 530 nm) d’un spot anti-OVA aprés immunocapture des NP480-OVA sur puce d’or avec un

objectif de 10X.
Cette image de fluorescence permet de confirmer les analyses SPRi, a savoir :

- Une localisation spécifique des NP480-OVA sur les spots d'immunocapture (anti-OVA)
- Une adsorption non spécifique négligeable hors spot

- Une répartition homogéne des NPs immunocapturées sur I'intégralité de la surface du spot.

Une ultime caractérisation consiste a analyser par AFM la surface des différents spots, pour
déterminer la quantité de NPs par unité de surface (dénombrement selon la méthode précédemment
décrite). La figure 2.25 présente une caractérisation rigoureuse et résolutive des différents NPs

immunocapturées en complément des images par fluorescence.

Les profils, les formes et les tailles mesurés par AFM confirment les données fournies/spécifications

des NPs utilisées.
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Fig. 2.25. Caractérisations de la densité surfacique par AFM sur les images de hauteurs (A), de la forme
(B) et des profils (C) par des mesures métrologiques en mode QI pour les NP140-CAS et pour les NP480-

OVA, piégées sur spot anti-CAS et anti-OVA respectivement.

L'ensemble des particules qui ont été développées dans cette partie a été utilisé pour nos
expériences d’'immunocapture, par nos collégues a Besancon (I’'équipe ayant développé le dispositif
acoustique, Claude Humbert dans le cadre de la validation d’un dispositif de mesure de masse) et par
nos collegues du LAAS pour permettre de réaliser les expériences de tri et de capture. Avant
|'utilisation des particules fonctionnalisées, des billes non fonctionnalisées avaient été utilisées pour
réaliser les expériences de tri, mais lors de I’utilisation de nos particules, les constats positifs suivants

ont été faits, signe de I'intérét d’une biofonctionnalisation et de la qualité de nos lots :
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Les particules adhérent moins aux surfaces que les particules non fonctionnalisées, ce qui
permet de réutiliser les dispositifs de tri sans altération des résultats (en sachant que cela
représente plusieurs semaines de fabrication pour le dispositif acoustique et plusieurs jours
pour le dispositif de tri par filtration hydrodynamique).

Les agrégats ne sont que des événements rares, ce qui permet de réaliser un tri avec des
données fiables et non faussées par la présence d’agrégats.

Les particules sont stables sur de longues périodes (jusqu’a 4 mois) avec des lots de grand
volume (100ul, a fortes concentrations), ce qui permet de réaliser des expériences de mise au
point, de validation et de reproductibilité de qualité.

Préparation, qualification et fourniture de lots certifiés en 1 semaine.
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Conclusion

Dans le cadre du développement de notre solution globale MADNESS, nous avons identifié le
besoin de développement de particules modéles mimant les EVs, dans leur dimension, mais aussi dans
leur capacité a étre immunocapturées sur une biopuce. Le module NBA ne présente pas d’élément de
transduction, mais simplement une biopuce d’or multiplexe biofonctionnalisée par différents
anticorps. Nous avons donc développé des particules biofonctionnalisées ou calibrants, possédant des
caractéristiques communes avec les EVs telles que la taille, la forme et |la présence de protéines de
surfaces permettant leur immunocapture sur une surface d’intérét, afin de les utiliser comme
indicateur a posteriori d’une procédure performante d’'immunocapture des cibles biologiques au sein

du module.

Nous avons choisi des particules submicrométriques qui couvrent la gamme de taille des EVs
(140/480/920 nm) et qui viennent compléter les nanoparticules précédemment développées au
laboratoire. Les particules ont été biofonctionnalisées avec la caséine ou I'ovalbumine. Le protocole
de biofonctionnalisation initial a été optimisé (17 lots ont été préparés au cours de la these) pour
atteindre des taux de couverture protéiques élevés et reproductibles sur les différentes NPs : soit
20500 + 6 500 OVA par NP480 et 3 000 + 700 CAS par NP 140. Plusieurs paramétres ont été améliorés,
qgue ce soit la limitation des agrégats, I'amélioration de la passivation a la surface des NPs, la
qualification (optimisation de la TRPS et du dosage) ou encore la stabilité dans le temps. La
fonctionnalisation et la caractérisation des différents lots demandent une semaine compléte de travail,

en incluant les caractérisations morphomécaniques par AFM.

Pour ce faire, nous avons pu mettre en place notre propre stratégie de caractérisation basée
sur les méthodes suivantes : TRPS, dosage protéique, SPRi et AFM. Nous avons ainsi pu estimer les
proportions protéines/NPs, afin de qualifier nos lots et vérifier la reproductibilité de ceux-ci. Par
biodétection, en SPRi sur puce multiplexe, nous avons pu vérifier que les NP140-CAS et NP480-OVA
pouvaient étre immunocapturées de facon sélective, reproductible et stable. Cette étape
d’'immunocapture est I'étape clé pour permettre de valider les différents lots. L'analyse par
microscopie de fluorescence a confirmé la sélectivité de capture des NP480-OVA sur spots anti-OVA,
sans réactions croisées avec les autres spots d’anticorps, les anti-CAS, présents sur la puce. Ces
analyses par fluorescence ont également pu mettre en évidence que la capture était uniforme et
homogeéne a I'échelle d’un spot (d’environ 2,25 mm?), et aussi reproductible sur I’'ensemble des spots
anti-OVA. De plus, ces images indiquent une fluorescence uniforme, signe a priori de I’'absence

d’agrégats particuliers, en solution ou sur la puce. Les observations par AFM confirment la distribution
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en taille des différentes NPs piégées sur leurs immunoarrays, et permettent d’estimer les densités

surfaciques des NPs sur leurs spots respectifs ainsi que sur les spots controle.

L'ensemble de ces informations nous a permis de fournir des nanoparticules calibrantes,

biofonctionnalisées et qualifiées, de qualité que nous avons distribuée a I’échelle du groupe (dispositif
acoustique, dispositif de tri par filtration hydrodynamique et projets annexes dans le groupe) et a nos
partenaires. Ceci a conduit a une amélioration significative des expériences avec une reproductibilité
plus grande, la limitation des interactions non spécifiques et la protection des dispositifs vis-a-vis de

I’adsorption non réversible des nanoparticules dans les microcanaux. .
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Chapitre 3 : module NBA, dispositif microfluidique d'immunocapture

Ce chapitre sera consacré a la présentation du module de piégeage des vésicules
extracellulaires par immunocapture appelée module NBA : Il correspond a une miniaturisation de
I'immunocapture de la plateforme NanoBioAnalytique développée au sein du laboratoire depuis 2017
(Théses Obeid 2017 et Namasivayam 2021)'>>%, Ce travail a été le coeur de mes deux premiéres
années de thése, tout en étant accompagné en parallele par le développement des particules

calibrantes. Pour comprendre le travail réalisé, il faut revenir sur I’historique du groupe :

La plateforme NBA est composée d’une biopuce a résonance des plasmons de surface (SPR) qui
constitue la pierre angulaire de la plateforme analytique. Insérée dans I'instrumentation d’imagerie
SPR (SPRi), I’étape d'immunocapture des cibles biologiques (ici EVs) est réalisée en temps réel et sans
marquage. Cette étape est suivie d’'une étape de fixation au glutaraldéhyde (par réticulations des
protéines) en vue de son stockage et de sa caractérisation in situ par différentes techniques

microscopiques, en particulier I’AFM®7,

L'étape de miniaturisation va conduire a ajouter le module de tri (dans le cadre du projet ANR,
il s’agit du dispositif de tri par filtration hydrodynamique), qui permettra une immunocapture de
particule dans un échantillon complexe traité, qui sera déplété en particule de grandes tailles non
désirées pour I'analyse. La figure 3.1 présente schématiquement les deux voies expérimentales de la

plateforme, la voie classique utilisée (voie A) et celle qui a été développée dans ce projet (voie B).

Qualification en solution . Immunocapture sur puce d’or ,  Caractérisation par microscopie

A

TRPS \

Module NBA

AFM

Fig. 3.1. Présentation de I'approche analytique de la plateforme NBA (voie supérieure, A) et de
I'alternative développée au sein du projet MADNESS (voie B) se basant sur un « module

d’immunocapture NBA ».
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Ce module a pour objectif de reproduire les conditions de piégeage des EVs rencontrées au
sein de l'instrumentation SPRi tout en proposant une simplification des protocoles expérimentaux
(actionnement des fluides, ergonomie), une miniaturisation de I'instrumentation (banc expérimental
minimal), économe en volume d’échantillon, accélérant la procédure analytique et potentiellement
couplée a un module de tri disposé en amont. Les résultats attendus doivent étre la mise en évidence
de populations EVs spécifiguement immunocapturées grace a un jeu de macro-spots (macro-arrays)
présentant des anticorps de capture (spécifiques des calibrants, des EVs) et contrdles (anticorps non
pertinents). En complément de ces analyses, une quantification par AFM sera réalisée afin d’obtenir
des données permettant de caractériser I'échantillon. La pertinence de cette approche sera confrontée
avec une procédure standard via la plateforme NBA. La validation de cette phase du projet permettra
le couplage du module de tri (développé au LAAS) avec le module NBA. Ceci fera I'objet d’un travail

exploratoire présenté en chapitre 4.
Le cahier des charges imposé dans le cadre du programme MADNESS peut étre résumé ainsi :

- Développement et validation d’un dispositif d'immunocapture mimant la SPRi,

- Conception et réalisation d’une biopuce adaptée a ce nouveau dispositif,

- Validation d’un banc fluidique pour le contréle des écoulements et des séquences d’injections,
- Caractere modulaire du dispositif facilitant I'ergonomie,

- Versatilité et portabilité facilitant les tests inter laboratoires.

Au cours de ce chapitre seront présentées les étapes de conception, de réalisation et de
caractérisations du dispositif. Une attention particuliere sera portée sur I'étude comparative des
performances en systéme SPRi et en module, cela a partir d’un jeu de particules biofonctionnalisées
(dont les développements ont fait I'objet du chapitre 2 de la these) a savoir les NP140-OVA, NP480-
OVA et les NP140-CAS.

La validation du fonctionnement optimal du module avec des particules calibrées permettra en fin
de chapitre d’aborder la question des capacités du dispositif a investiguer un milieu complexe, dans
notre cas des lysats plaquettaires appelés PPLs. L'objectif étant de vérifier la spécificité de
I'immunocapture en milieu complexe et d’évaluer les parameétres influencant le rapport signal/bruit

pour nos calibrants.
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3.1 Développement du module NBA

3.1.1 La plateforme NBA : couplage, biodétection et imagerie AFM

Le développement du module NBA d'immunocapture nécessite de comprendre le

fonctionnement de |'étape d’'immunodétection au sein de la plateforme NBA :

La biopuce d’or a propriétés plasmonique congue et réalisée au sein de la centrale de technologie
MIMENTO de l'institut FEMTO-ST est un premier élément clé. Cette biopuce sera le support analytique
des caractérisations au travers de la plateforme NBA. Son protocole de fabrication a été décrit dans la
thése de F. Rémy-Martin (2012)%8 qui s’est déroulée au sein du laboratoire FEMTO-ST et en partenariat
avec la société HORIBA Scientific®. Aprés le dép6t d’or sur lame de verre, I’étape de fonctionnalisation
chimique est réalisée en environnement contrélé au sein de la biobox de la plateforme CLIPP (Salle
blanche de la plateforme MIMENTO). Brievement, une solution d’'un mélange composé de 11-MUOH
(11-mercapto-1-undécanol) et de 16 MHA (Acide 16-mercapto-1-hexadécanoique) est préparée (en
ratio molaire de 90/10). Aprés la réalisation du mélange dans un bain ultrason (ELMA®, puissance de
90 W a une fréquence de 50/60 Hz), la puce d’or est plongée dans la solution toute la nuit puis lavée a
I’éthanol et a I’eau ultrapure avant d’étre séchée. Cette étape permet de former une monocouche
moléculaire autoassemblée (Self Assembled Monolayer ou SAM) qui sera activée chimiquement avec
les réactifs EDC/sulfo-NHS (respectivement 50 et 200 mmol/L) pendant 30 min puis lavée/séchée (pour
éliminer I'excédent de solutions). La puce sera ensuite modifiée avec le greffage des anticorps sur sa
surface pour I'expérience de piégeage. La figure 3.2 présente une image de la puce d’or (avec
I'indication de la zone principale d’interactions) accompagnée par une image de simulation des

écoulements a 100 pl/min.

Puce SPRi B Zone d’interaction (76 mm?3)

28 mm

Fig. 3.2. Schéma représentatif des dimensions de la puce d’or : en A° surface de la puce d’or avec la
zone fluidique délimitée par le joint représenté ici en bleu, en B° présentation d’une image de simulation

avec le logiciel Comsol® de I'injection de tampon dans la cellule fluidique a 100ul/min.
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Une fois la surface de la puce d’or activée chimiquement par 'EDC/sulfo-NHS, les anticorps sont
déposés/spottés pour établir des liaisons amide entre leurs fonctions amines primaires et la surface
chimique active a travers les fonctions carboxyliques activées (ester) présentes sur la surface de la
puce. Grace a un spotter manuel décrit en figure 3.3, une matrice de gouttelettes de 200 a 300 nl est
constituée permettant un « patterning » de la surface selon un schéma incluant les anticorps d’intérét

en duplicat ou triplicat et des ligands controles.

E Pointe de micropipette

7uide mécanique

. ﬁ”ga”d _ Biopuce d’or

x=2.80 mm

2%2.30 mm
b=2.10 mm

Fig. 3.3. Présentation de la méthode de greffage d’anticorps sur la surface de la puce d’or : A° image
présentant le masque et le spotter, B° schéma représentant la méthode de dépét, C° cartographie du

positionnement des spots, D° puce d’or représenté avec les gouttes d’anticorps en surface®.

Une étape d’incubation en bain ultrason est réalisée permettant le greffage des anticorps en
monocouche de haute densité (de I'ordre de 10-30 femtomoles/mm?). A I'issue du lavage de la surface,
un pattern de spot est créé et la phase finale de préparation de la puce est généralement conduite au
sein de l'instrumentation SPRi. Il s’agit d’une phase de passivation de la surface par injection d’'une
solution protéique utilisée comme agent bloquant dans le but de limiter de futures interactions non
spécifiques. Cette injection sera suivie par celle d’éthanolamine pour désactiver des fonctions
carboxyliques activées encore disponibles pour le greffage. La biopuce est alors préte a I'emploi pour
I’étude d’un échantillon en configuration multiplex. A I'issue du processus d’injection de I’échantillon,
le signal d'immunocapture peut étre mesuré et une analyse par spot ou globale par famille de ligands
peut étre effectuée. Dans la perspective d’'une analyse ultérieure par microscopie, la procédure inclut

une étape de fixation du matériel par un agent pontant (glutaraldéhyde, annexe 3 .1)'*® au sein du
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SPRi. Puis la puce est extraite du SPRi pour étre analysée en air, apres séchage, par microscopie a force

atomique (AFM).

Cette combinaison instrumentale permet de quantifier par immunocapture les EVs dans un
échantillon biologique complexe (ce qui constitue une premiére sélection selon le phénotype) et d’y
adjoindre une caractérisation morpho-mécanique des EVs permettant |'établissement de leur

distribution en taille.

Dans notre dispositif miniaturisé, nous voulons garder la configuration de biopuce et le modele
d’'immunocapture, nous avons choisi de construire notre dispositif autour de la puce d’or que nous

conserverons identique pour cette premiére version du projet :

Les dimensions de la puce d’or, qui ont été présentées dans la figure 3.2 sont de 28 mm de longueur,
12,5 mm de largeur et 500 um d’épaisseur. La surface concernée par les écoulements fluidiques dans
I’appareil SPRi suit une géométrie de type hexagonale et présente une surface totale de 300 mm?2. La
zone d’interaction est limitée par "appareil 3 une surface de 76 mm?2. La hauteur de la chambre
fluidique étant de 75um, le volume de la cellule fluidique est donc de 15 mm? soit 15 pl (la zone est
définie a I'aide d’un joint qui délimite le contour de la cellule fluidique). Une prise en compte de ces
paramétres et une simulation différentielle des écoulements permettront de définir une géométrie

finale au sein du module conduisant a une homologie de fonctionnement avec le SPRi.

3.1.2 Conception et réalisation du module NBA

Design du module NBA

La chambre fluidique que nous avons réalisée est matérialisée par la juxtaposition d’'une puce
d’or et d’un capot en silicium, dans lequel la cellule fluidique sera gravée selon les caractéristiques
présentées en figure 3.4. Une gravure supplémentaire, plus profonde, délimite la périphérie de la
chambre (figure. 3.4 B) par I'insertion d’un joint en polymeére dont I’épaisseur assure I'étanchéité et la
hauteur de la chambre apres assemblage des trois parties. Les ouvertures au niveau de la cellule

fluidique vont permettre une circulation de liquide.
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A — B =20 mm
r______f_,_,_.—» Wafer en silicium
—— Cellule fluidique

ILa ¢__-—————/’ Zone du joint en PDMS

e

12,5 mm

Module NBA SPRi
Longueur (mm) 20 20
Largear (mm) 4 9,5
Hauteur (um) 75 80

Fig. 3.4. Présentation de la cellule fluidique du module NBA. En A° schéma représentatif de la cellule
fluidique, en B° image réelle apres fabrication en salle blanche et en C° tableau récapitulatif des

différentes dimensions des chambres fluidiques.

Pour réaliser les cellules fluidiques, les masques lithographiques ont été dessinés par CAO par

moi-méme. Les masques sont réalisés selon les schémas CAO présentés dans la figure 3.5 :

Fig. 3.5. Représentation des masques développés pour la fabrication des cellules fluidiques qui sont
adaptés a un wafer en silicium de 4 pouces. Sur chacune des images est représenté en vert la partie
gravure concernant la cellule fluidique et en bleu la zone de gravure correspondant a I'emplacement
du joint en PDMS. En A° sont représenté I'ensemble des cellules sur un wafer de 4 pouces (10 cm) alors
qu’en B° est représenté une cellule individuelle. Les figures ont été réalisées avec Layout Editor®et

Inventor?®.

Le processus collectif de microfabrication conduisant a la production de 10 cellules par wafer est

présenté en Annexe 3.2 et peut-étre décrit brievement de la maniére suivante :

- CAO (conception assistée par ordinateur) des masques
- Développement des masques pour la cellule, les ouvertures fluidiques et le joint

- Dépbt de résine sur les wafers en silicium 4 pouces
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- Gravure plasma en DRIE pour la cellule, puis pour les ouvertures et la position des joints
- Etape de nettoyage

- Découpe de chaque cellule a la scie

Le joint en PDMS (Polydiméthylsiloxane), délimitant la cellule fluidique, est fabriqué de maniére
collective par spin coating et moulage sur un wafer usiné selon les caractéristiques dimensionnelles du

périmetre de la cellule fluidique, comme présenté sur la figure 3.6 :

Fig. 3.6. Image des joints en PDMS réticulé sur le masque spécialement congu pour étre inséré a

I’'emplacement prévu sur la cellule fluidique.

Une fois le PDMS réticulé, les joints sont découpés au scalpel sous microscope un a un et logés
dans le sillon gravé qui délimite le périmetre de la cellule fluidique (zone bleue de la figure 3.5). Aprés
conception et fabrication des éléments, un packaging du module et de I’élément biopuce est effectué.

Une description transversale est montrée sur la figure. 3.7 :
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Cellule fluidique
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Joint n
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Fig. 3.7. Représentation schématique du dispositif et principe d’écoulement de la solution dans le
dispositif. En A° image de synthése en perspective éclatée du dispositif, en B°image incorporant les flux

d’écoulements.

L’assemblage des éléments est assuré par un systéeme de serrage reposant sur un jeu de vis (4
vis placées aux quatre coins du rectangle que représente le capot). Le systeme de serrage assure
mécaniquement la hauteur de la cellule fluidique. La mise en place se fera par un support permettant
de placer les puces (cellule fluidique et puce d’or) puis le capot. La représentation de la préparation de

la puce peut étre observée sur la figure 3.8 :

Puce d’or avec 6 spots

Cellule fluidique

Fig. 3.8. Préparation du dispositif pour réaliser les expériences d’injection des solutions contenant les
particules qui seront immunocapturées : en A° placement de la puce d’or en parfaite correspondance
avec la cellule fluidique, en B° fermeture du systéme avec les 4 vis adéquates et en C° systeme clos pour

I’injection des solutions.
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Une fois le module prét, nous connectons le dispositif avec les tubulures adaptées selon le
schéma de la figure 3.9, afin de permettre la circulation des solutions injectées dans le module NBA,
en sachant que la commande fluidique sera assurée par un contréleur en pression (Fluigent®)

permettant les écoulements a des pressions maitrisées :

Fig. 3.9. Photographie du banc expérimental lors d’une expérience d’immunocapture ou de mise en

flux du module NBA.

En fin d’expérience, le dispositif est déconnecté, déverrouillé et la puce d’or est collectée. Des

analyses complémentaires seront réalisées (notamment par AFM).

Pour réaliser les expériences d’'immunocapture, des simulations ont été réalisées en amont afin de
démontrer que I'immunocapture sur module NBA, par injection en pression, reproduit les expériences

d’'immunocapture sur SPRi avec un contréleur en débit.
Simulation des écoulements dans les cellules fluidiques SPRI versus module NBA

Une analyse a l'aide du logiciel COMSOL® des parametres fluidiques au sein de la cellule
fluidique de I'instrumentation SPRi est représentée en figure 3.10, ainsi que celle du module NBA.
L’objectif de la simulation est de déterminer les variations de taux de cisaillement en fonction des
pressions/débits appliquées pour une géométrie qui a été fixée parmi plusieurs pour étre dans des

conditions cinétiques d’interaction voisines de celles du systeme SPRi :
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A 5 pl/min 10 pl/min 20 pl/min -

180
Cellule 160
SPRi 140

Conditionjusuelle SPRI
g1 100

8 1 mBar 5 mBar 10 mBar 20 mBar 80

Cellule *
Module ¢
NBA ‘

Fig. 3.10. Evolution des taux de cisaillement (s) en module SPRi (A) et NBA (B) selon le débit/pression

appliqué. La zone centrale correspond a la zone d’interaction principale ou les anticorps seront greffés.

Ces données ont été obtenues avec I’aide du Dr Aleksandr Oseev.

Il est important de constater qu’a des valeurs faibles de débit/pression les écarts de taux de
cisaillement sont faibles entre les deux systemes alors qu’ils peuvent étre plus importants pour des
valeurs qui sont proches de 100 pl/min (ou 50 mbar en pression). Ceci est intéressant pour notre étude,
car cela montre que notre gamme de débit/pression de travail ne doit pas excéder ces valeurs, pour
ne pas atteindre des conditions fluidiques qui soient trop différentes entre les deux modeles, pour
ainsi permettre une comparaison entre les deux systémes. Nous travaillerons avec des valeurs de

20ul/min en SPRi et de 8 mbar avec le module NBA, comme nous le verrons dans le tableau 3.2.
Il est important de noter que la géométrie est guidée sur la base des contraintes suivantes :

- Afin de permettre un couplage entre la sortie latérale de faibles dimensions du dispositif de tri
et I’entrée de notre module NBA, nous avons réalisé une zone d’entrée de faible dimension
pour permettre I'introduction des échantillons sans perte de fluide (limitation du volume
mort).

- Laforme de la cellule est arrondie sur certaines portions pour limiter I'apparition et le piégeage
de bulle d’air.

- Pour limiter la perte/I'utilisation de volume important, les dimensions de la cellule fluidique
du module sont réduites ne nécessitant plus qu’un volume de 4 pl pour remplir la cellule. Nous
pouvons également noter que cela permet de limiter I’'hétérogénéité d’interaction entre les
analytes et les anticorps en confinant les écoulements dans une zone de plus faible dimension.

- Les écoulements sont laminaires (nombre de Reynolds) et les résistances des deux dispositifs
sont calculées de telle sorte que la résistance soit plus faible dans le module NBA que dans le

)159

module de tri (facteur 100 entre les deux valeurs)™’ pour permettre la circulation de fluide

entre les deux modules.
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L'approche Comsol®, au travers des simulations d’écoulement en fonction des pressions imposées
dans une chambre fluidique a géométrie modulable, nous permet de contribuer a la définition des
paramétres dimensionnels les plus en phase avec le projet tout en permettant une représentation des
taux de cisaillement (cartographie). Ainsi nous pouvons utiliser les données générées pour mimer des
conditions d’écoulement fluidique quasi équivalentes pour les deux systemes tout en tentant de
réduire d’éventuelles perturbations inhérentes au systeme commercial. Les principales

caractéristiques des deux dispositifs sont présentées dans le tableau 3.1 :

Parameétres de la cellule fluidique. SPRi Module NBA
Largeur (mm) 9,5 4
Hauteur (mm) 0,08 0,075
Section (mm3) 76 40
Taux de cisaillement* (s-1) 32,9 88,9
Volume (pl) 15 4
Vitesse écoulement (mm/s) 0,4 0,8

Tab. 3.1. Comparaison des caractéristiques des différents systémes aprés avoir choisi les

paramétres géométriques adéquats. * pour un débit de 20pl/min, soit une pression de 8 mBar

Nous avons ainsi pu développer notre module NBA, aprés plusieurs mois de réflexion et de fabrication
gu’il faut désormais évaluer a travers différentes expériences qui seront décrites dans les parties
suivantes. L’écart entre les taux de cisaillement calculés est considéré comme suffisamment faible

permettant de conserver le mode d’interaction sans modification de I’étape de capture.

3.2 Caractérisation des écoulements et mesure de débit

La premiéere étape de la caractérisation de notre dispositif a été de déterminer les débits obtenus
dans notre module selon la pression appliquée. Pour déterminer ces valeurs, deux expériences

distinctes ont été réalisées. Le protocole mis en place est le suivant :

- Insertion d’une puce d’or dans le systeme et fermeture

- Amorcage du systeme par injection d’une solution d’eau ou de tampon PBS a forte pression
- Injection a T=0 de la solution avec une pression de consigne

- Arrét et collection a T=2min

- Pesée du contenant avec la solution

- Répétition (triplicat)

- Changement de pression
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Les résultats obtenus sont les suivants, avec une gamme large dans un premier temps puis une
gamme plus resserrée dans la zone de débit qui correspond aux expériences SPRi. Les résultats sont

présentés dans le tableau 3.2 ainsi que dans la figure 3.11.

Pression en mbar Débit en pl/min Ecart type

5 6 0,5
8 20 1,7
10 35 2,8
15 73,3 6

20 110,9 8,9
25 137,6 11
30 186,5 15
35 236,3 19
40 255,8 21

Tab. 3.2. Déterminations des débits de sortie en fonction des pressions appliquées sur le contréleur en

pression.
Détermination du débit de sortie du module NBA en fonction de la
pression appliquée
300
250 o ®
% 200 ¥ Caae y = 7,4956x
< | e R? = 0,9952
3 150
..... @
c PRt
2100 e
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8 50 -
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" 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Pression en mbar

Fig. 3.11. Détermination du débit (ul/min) en sortie du module NBA sur une plage réduite de pression

appliquée entre 5 et 40 mbar.

A partir des résultats obtenus sur la figure 3.11, nous pouvons constater une linéarité entre la
pression appliquée et le débit obtenu en sortie, le systeme d’injection en pression ne permet que
I'injection de 1,5 ml de solution, entrainant des expériences trop courtes pour les forts débits, la
gamme de débit testé est bornée entre 5 et 40 mbar. Le systeme est dans sa configuration compléte,

c’est a dire équipé d’une puce d’or pour éviter les fuites et nous pouvons constater que les résultats
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sont reproductibles apres réalisation de plusieurs expériences sur plusieurs montages et la

détermination d’un écart type faible.

A partir de ces informations sur les débits et les taux de cisaillement (Tableau 3.1, figure 3.10
et tableau 3.2), nous pouvons établir un protocole d’injection des solutions qui est basé sur le
protocole expérimental en SPRi et qui est extrapolé pour le module NBA. La gamme de travail dans le
cadre de notre étude portera sur une zone de pression allant de 0 a 20 mbar. Ce protocole est présenté
dans I'annexe 3.3 montrant notamment les équivalences entre le protocole SPRi (avec des injections

en pl/min) et celui en module NBA (avec des injections en pression).
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3.3 Performances d’'immunocapture en conditions idéales

Les expériences pour tester les performances du module NBA sont mises en place afin de
permettre une comparaison entre les résultats d'immunocapture en systéme SPRi et celui du nouveau
modele, en injectant les particules calibrantes précédemment fonctionnalisées. Il s’agit ici
d’'immunocapturer les particules dans le SPRi et dans le module NBA puis de réaliser des étapes de
qualification et de quantification afin de déterminer les conditions d’utilisation des particules et leur
réactivité dans les deux modéles. Pour déterminer si les réponses de capture permettent d’utiliser le
module NBA dans des conditions fiables, la quantification qui consiste en un dénombrement du
nombre de particules par mm? par AFM est effectuée par la méthode décrite dans le chapitre 2, dont

les principales étapes sont résumées ci-dessous :

a) Lasurface des différents spots est scannée dans le but de détecter au moins 300 particules et
environ 15 images (nécessaire pour avoir suffisamment d’objets et avoir une surface scannée
significativement représentative de la surface du spot).

b) Une fois les images collectées, elles sont traitées sous Gwyddion® en exploitant entre autres
un seuil de coupure a une hauteur permettant de compter le nombre de particules sur les
images, méme en cas de présence d’agrégats (en se placant a proximité du sommet des

particules pour les distinguer).

Les particules biofonctionnalisées NP480-OVA et NP140-OVA vont servir a évaluer les gammes
dynamiques d’'immunocapture ainsi que les limites de détection des deux particules. Cet ensemble

d’expérience permettra de valider le dispositif avant de complexifier le jeu de calibrant disponible.

3.3.1 Modele 1 : NP480-OVA

*SPRIi

Dans le SPRi, les NP480-OVA sont injectées a différentes concentrations allant de 5¥10%a4 5*108
part/ml, basées sur des gammes usuelles d’injections'®. La figure 3.12 présente une des réponses

d’immunocapture pour une concentration de 5*10% particules/ml.
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Fig. 3.12. Expérience d’immunocapture des NP480-OVA (d 5*108 particules/ml) dans I’appareil SPRi, en
A°sensorgramme de I'immunocapture (variation de réflectivité en fonction du temps pour 6 spots anti-
OVA et 3 spots contréles) pour une injection de 10 min a 20ul/min, en B° image de contraste aprés

capture et en C° histogramme des taux de capture spot par spot.

Dans cette expérience, le taux de capture moyen SPRi est 10.05 + 1,12 AR% contre 0,2+ 0 AR
% pour les autres spots (surface et spot RSA) qui correspondent aux contréles. Les particules NP480-
OVA réagissent fortement et spécifiquement sur les spots anti-OVA. En effet, les faibles réponses en
SPRi ainsi que les images en microscopie a fluorescence nous montrent que la présence de particules

sur les spots contréles est un événement rare.

Le bilan des résultats d’immunocapture SPRi sur la gamme 5.10° — 5.108 particules/ml est présenté

en figure 3.13 :
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Fig.3.13. Evolution du signal SPR lors de I'injection des NP480-OVA en fonction des variations de

concentration présentée a la fois sous forme graphique et sous forme d’histogramme.

Nous pouvons observer que I'évolution des signaux SPR augmente en fonction de la
concentration et que cette évolution peut aller au-dela de la valeur de 5*108 part/ml qui a été choisie
sur la base de résultat précédent (en effet 10 AR % de variation de réflectivité en SPRi de capture ne
correspond pas a un maximum de capture, car nous pouvons réaliser des captures allant jusqu’a 20 AR
%). Nous considérons qu’un taux de capture de 10AR% est une valeur de travail forte pour détecter et
réaliser des analyses post-traitement. En effet, normalement nous considérons que 1 AR % de capture

correspond a une valeur suffisante pour effectuer le traitement de nos puces par AFM.

Les données d'immunocapture, sur les spots anti-OVA et sur les spots contréles, nous

montrent que lI'immunocapture des NP480-OVA est spécifique. Cette gamme va permettre de
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déterminer la valeur de capture de fagon prédictive pour les expériences suivantes avec les mémes

particules en SPRi.

La réponse plasmonique ne peut étre convertie directement pour ce type de particules en
guantité de matiére par unité de surface ni en densité de particules par unité de surface, aussi nous
avons engagé des analyses de microscopies pour qualifier les spots d'immunocapture et consolider les
valeurs expérimentales. La microscopie permet de confirmer la localisation des particules
fluorescentes (une corrélation entre le niveau de gris et la concentration est réalisée) et de montrer

I’absence de ces particules sur le reste de la surface.

La fluorescence permet de déterminer la localisation des particules fluorescentes dans un
premier temps, et dans un second temps I’évolution des valeurs de niveau de gris permet de montrer
I’évolution de l'intensité avec l'augmentation de la concentration. Les résultats d’imagerie en

fluorescence sont présentés sur la figure 3.14.

Détermination des niveaux de gris selon I'évolution de
concentration en NP480-OVA (lot 11) par fluorescence
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Détermination des niveaux de gris selon |I'évolution de la
concentration en NP480-OVA (lot 11) par fluorescence
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Fig. 3.14. Evolution des niveaux de gris en microscopie & fluorescence selon les variations de

concentrations présentées a la fois sous forme graphique et sous forme d’histogramme.
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Les images par fluorescence (figure. 3.15) montrent qu’il y a une augmentation de l'intensité
de fluorescence avec I’évolution de la concentration permettant une prédiction et un suivi in situ par
microscopie de la capture des NP480-OVA pour une premiére phase d’analyse rapide avant I'analyse
plus poussée en AFM. La valeur de 5.10° part/ml correspond a la valeur la plus faible détectable
(confirmation par SPRi). Il est a noter que d’aprés nos résultats, nous pouvons utiliser la fluorescence
a partir de 107 part/ml. Nous voulons mettre en place une analyse et une lecture rapide en fluorescence
pour vérifier la cohérence des résultats obtenus, avant d’entamer des étapes longues de post-
traitement. En effet, pour prévenir la phase de couplage entre le module de tri et le module de capture,
nous savons que nous n’aurons pas d’AFM lors de nos campagnes de couplage a Toulouse pour
analyser les puces d’or, mais nous aurons acces a la méme technologie de microscopie a fluorescence.
Les images en fluorescence et la présence des NP480-OVA dans I'échantillon nous permettent de
vérifier en fin d’expérience la bonne réalisation de I'immunocapture et d’apporter les modifications de

protocoles le jour méme en cas d’incohérence.

Une investigation de la surface sur une sélection de spots par AFM a permis d’effectuer un
dénombrement des particules par unité de surface et de proposer une densité appelée ici « Taux de
capture » selon la méthodologie développée. La figure 3.15 montre un échantillonnage représentatif

des spots d’'immunocapture obtenus sur la gamme de concentration 5*10°-5*10® particules/ml.

0 nm

] s U 15 20 ' s 18 15 ¢ o » »

5.108 part/ml 5.107 part/ml 2.10% part/ml 5.108 part/ml

s

Fig. 3.15. Présentation des images de fluorescence en A° sur un spot par puce d’or accompagné par
les images AFM en B° en mode Qi permettant par la suite de dénombrer le nombre de particules par

unité de surface en fonction de I’évolution de la concentration. Z scale = 480 nm.

Sur ces images, nous pouvons observer par microscopie a fluorescence et par AFM,

I"augmentation de la quantité de particules fluorescentes capturée sur la zone des spots anti-OVA avec
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I"augmentation de la concentration. En parallele, les images de contréles nous montrent I'absence de

ces particules sur la surface.

La figure 3.16 présente les taux de capture de particule NP480-OVA déterminés en AFM pour les puces

issues d’une expérience en SPRi.

Densités surfaciques moyennes des NP480-OVA (lot 11) déterminées
par AFM aprés capture SPRI a 20 pl/min pendant 10 min
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Densités surfaciques moyennes des NP480-OVA (lot 11) déterminées
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Fig. 3.16. Etude de la gamme dynamique de capture des NP480-OVA des taux de capture (AFM)
obtenue selon la variation de concentration d’injection en SPRi présenté a la fois sous forme graphique

et sous forme d’histogramme. N=15, >300 particules comptées

Les analyses montrent une augmentation entre le nombre de particules comptées par unité

de surface et I’évolution de la concentration. Nous pouvons donc conclure que les NP480-OVA peuvent
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étre utilisés pour des concentrations allant de 107 part/ml a plus de 5*108 part/ml. La gamme
dynamique est démontrée sur l'intégralité de la plage en concentrations, mais pour des raisons de
conforts de dénombrement et de nano caractérisation des particules, nous préconisons de travailler a
5.108. En effet, la valeur de 5*10% part/ml ne correspond pas a la saturation, que ce soit en AFM ou en

SPRi, mais il s’agit d’une concentration ou la quantité de particules immunocapturée est tres forte.

A partir de 'ensemble de ces données, nous pouvons corréler le signal SPRi avec le taux de capture en
AFM pour déterminer que 1AR% de taux de capture de NP480-OVA correspond en moyennea 8 174 +
2 030 particules/mm? (valeur moyenne sur la base des différents résultats obtenus n= 12, en excluant

la valeur la plus grande).
*Module NBA

La procédure expérimentale de validation de I'étape d’immunocapture en module NBA sera
effectuée pour 3 concentrations différentes et en triplicat (dans la gamme déterminée) selon le
protocole décrit en annexe 3.2. Dans le cadre du module, la puce d’or est préparée de la méme
maniere que les étapes de préparation en SPRi, mais la puce ne contient que 6 spots : 3 des spots

correspondent aux spots anti-OVA et les 3 autres aux spots controdles (figure 3.17).

Sens du flux

Fig. 3.17 présentations du pattern de greffage des anticorps sur la puce d’or, avec en rouge les spots

anti-OVA et en vert les spots contréles.

Les concentrations utilisées couvrent une fenétre de 107 & 10° part/ml en cohérence avec la
gamme dynamique établie en SPRi (limite basse a 5*10° part/ml en SPRi, mais avec une valeur de taux
de capture trop faible et limite haute supérieurs a 5*108 part/ml) permettant ainsi de comparer et

d’évaluer les réponses obtenues.

L’AFM et la microscopie de fluorescence constitueront les seuls moyens de caractérisation des
spots d’interaction par immunoaffinité sur le module NBA. Les images des spots contriles sont

également vérifiés et permettent de mettre en évidence que la présence des particules de 480 nm
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sont des événements rares. Les résultats obtenus par AFM et par microscopie a fluorescence sont

présentés dans la figure 3.18:

480 nm

107 part/ml 10% part/ml 10° part/ml
Fig. 3.18. Présentation des images par microscopie et par AFM en mode QI permettant le

dénombrement des NP480-OVA sur les spots anti-OVA en fonction de la variation de la concentration.

Z scale =480 nm

Nous pouvons observer I'augmentation du nombre de particules avec I'augmentation de la
concentration. Les analyses pour les spots contréles ont également été réalisées et ont montré que la
présence des NP480-OVA sur ces spots n’était que des événements rares. Les images permettent
d’observer I'augmentation de I'intensité de fluorescence et du taux de capture avec I'augmentation

de la concentration. La figure 3.19 nous montre cette évolution.
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Densités surfaciqgues moyennes des NP480-OVA (lot 11)
déterminées par AFM apres capture en Module NBA a 8mBar
pendant 10 min
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Densités surfaciques moyennes des NP480-OVA (lot 11)
déterminées par AFM apres capture module NBA a 8mBar
pendant 10 min
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Fig. 3.19. Evolution du nombre de NP480-OVA par mm? en fonction des concentrations injectées

présenté a la fois sous forme graphique et sous forme d’histogramme. N=15, >300 particules comptées.

Comme pour les expériences en SPRi, les analyses montrent une augmentation entre le
nombre de particules compté par unité de surface et la concentration. Nous observons en module
NBA, un plus grand taux de capture que sur le SPRi. Les taux de captures sur spot controles sont tres
faibles : nous montrons que notre module, avec les NP480-OVA répond aux critéres de performances

attendues, a savoir au minimum de conserver les performances du SPRi et dans ce cas un taux de
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capture supérieur. En effet, I'idée du projet est surtout de ne pas dégrader la qualité de

I'immunocapture.

Nous pouvons, a partir de ces données, comparer les réponses de taux de capture obtenues

dans les deux systéemes en termes de nombre de particules par mm?. Les résultats sont présentés dans

la figure 3.20 :
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Fig 3.20 histogrammes regroupant les taux de capture SPRi et module NBA permettant une

comparaison des données entre le SPRi (en bleu) et celles capturées par module NBA (en orange) pour

les NP480-OVA. N=15, >300 particules comptées.
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Variation de réflectivité en AR%

Nous pouvons noter que, dans cette configuration, les taux de capture sont plus élevés dans notre
module NBA qu’en SPRi (environ 4 fois plus en AFM). Pour comprendre ce résultat, nous pouvons

émettre certaines hypothéses sur un niveau de performance accru reposant sur le :

- Design du module NBA : la cellule fluidique est de dimension plus faible avec moins de spots
présents (densité d’anticorps identiques) et une zone d’interaction différente

- Mode d’injection différent : I'injection par pression est différente par rapport a la pompe du
systéme SPRIi, I'influence n’a pas été directement étudiée, mais pourrait jouer un réle

- Confinement de la solution dans une zone de plus faible dimension : la zone d’interaction est
plus concentrée et peut induire des variations de comportement de capture

- Lesvariations de taux de cisaillement lié a des variations de géométrie (hauteur) peuvent

également avoir un impact sur les taux de capture.

3.3.2 Modele 2 : NP140-OVA

*SPRIi

Le second modéle, les NP140-OVA, sont injectées a différentes concentrations allant de 7*107 3
7*10° part/ml. Pour représenter et comprendre les résultats obtenus, nous présenterons sur la figure

3.21 un exemple d’'immunocapture :

- Immunocapture NP140-OVA dilué par 350 (2,5*10° part/ml).
A B C
| ovA

RSA
°l SURFACE

Fin d'injection
i 6.0

rsaalo
rsab
mac}

surface [,

Fig. 3.21. Expérience d’immunocapture des NP140-OVA (2,5*10° particules/ml) dans I’appareil SPRi. A°
sensorgramme de I'immunocapture (variation de réflectivité en fonction du temps pour 6 spots anti-
OVA et 3 spots contréles) avec une injection de 10 min a 20ul/min, en B° image de contraste aprés

capture et en C° histogramme des taux de capture par spot.

En I'absence de fluorescence pour ces particules, il n’y a pas d’'image de microscopie a

fluorescence. Les taux de capture sur les spots anti-OVA sont en moyenne de 5 0,9 AR% contre 0 AR%
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pour les spots contrdles. Les expériences ont été réalisées dans diverses conditions et les valeurs de

capture pour les autres concentrations sont présentées sur la figure 3.22 :

Taux de capture moyen des NP140-OVA (lot 11) en AR % en
fonction de I'évolution de la concentration
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Fig. 3.22. Gamme dynamique de capture des NP140-OVA : Réponse SPRi en fonction de la concentration

présentée a la fois sous forme graphique et sous forme d’histogramme.

Les analyses montrent une augmentation entre le nombre de particules compté par réponse
SPRi et la concentration. Nous pouvons donc conclure que les NP140-OVA peuvent étre utilisés pour
des concentrations allant de 7*10” part/ml a plus de 7*10° part/ml. Nous estimons que les limites

basses de détections correspondent a des valeurs de 0,20 AR% de capture.

Les surfaces des puces sont par la suite analysées par AFM (les particules de 140 nm ne sont pas

fluorescentes) pour déterminer les taux de capture comme le montre la figure 3.23:
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7%107 part/ml 7*108 part/ml 2*10° part/ml
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Fig. 3.23. Résultat d’immunocapture des NP140-OVA sur les spots anti-OVA en fonction de la variation

de la concentration, déterminé par AFM en mode Qi. Z scale=140 nm

Le nombre de particules augmente sur les images en fonction de I'augmentation de la
concentration, alors que les analyses pour les spots contréles ont également été réalisées et ont
montré que la présence des NP140-OVA sur ces spots n’était que des événements rares. Les résultats

sont représentés sur la figure 3.24 :
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Fig. 3.24. Evolution du nombre de NP140-OVA par mm? en fonction des concentrations injectées en
SPRi présenté a la fois sous forme graphique et sous forme d’histogramme. N=15, >300 particules

comptées.

La figure. 3.24 montre une augmentation des taux de capture en particules par mm? en fonction de la

variation de la concentration sur une gamme allant de 7*107 & 7*10° part/ml.

En analysant les différentes données obtenues, on peut déterminer que 1 AR % (réponse SPRi)

de capture correspond en moyenne a 195 000 + 40 000 particules/mm? (n=15).

Nous pouvons également déterminer la limite de détection et les valeurs hautes de concentration
de notre gamme dynamique (la valeur de 5*107 part/ml correspond a la limite basse de captures

lorsque I’'on compare les données SPRi avec les taux de capture déterminés par AFM).
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Pour les NP140-OVA, les nombres de particules par unité de surface comptées par AFM (en
appliquant le méme mode de comptage décrit dans le chapitre 2, p 66) sont plus forts que dans le cas
des NP480-OVA, pour un méme couple antigéne anticorps (OVA/anti-OVA) et des signaux SPRi plus
faibles. En effet, I'indice de réfraction des particules est différent (1,68 pour les 480 nm contre 1,42
pour les 140 nm), or les plasmons sont sensibles a I'indice de réfraction, donc le signal ne représentera
pas le méme nombre de particules selon que ce soient les particules de 140 nm ou celles de 480 nm
qui sont capturées. Le plasmon, a partir duquel le sensorgramme est obtenu, ne peut détecter les
particules que jusqu’a 150 nm de hauteur de la surface de la puce d’or (diminution forte du signal aprés
cette valeur), donc il va totalement détecter les petites particules (140 nm) et uniquement une partie
des grandes particules (480 nm). Tout ce qui se trouve au-dela de cette limite de 150 nm n’est que

faiblement détecté. Une particule de 140 nm est completement détectée (son volume étant de v =
4 . . .
3FDi* R”3=1400000 nm?) alors que seule une fraction volumique de la particule de 480 nm est

détectée (environ 1/3 de la particule est détecté, soit un volume d’environ 19 000 000 nm?3
détectables). De ce fait, lorsqu’une particule de 480 nm est capturée le volume qu’elle occupe
correspond a environ une vingtaine de particules de 140 nm pour une méme réponse SPRi, nous
aurons un dénombrement par nombre de particules en AFM qui sera plus important pour les NP140-
OVA que pour les NP480-OVA pour le méme signal en SPRi. Les signaux sont cohérents avec le

dénombrement en tenant compte des aspects cités ci-dessus.

De plus, le taux de recouvrement des protéines sur la surface est également différent, ce qui peut
expliquer que les interactions ne soient pas réalisées de la méme maniere, car dépendant de
I'interaction entre les anticorps et les protéines de surface. La fonctionnalisation peut étre réalisée
plus facilement avec une surface plus faible nécessitant moins de protéine pour recouvrir la totalité de

la surface, permettant potentiellement de réaliser une meilleure fonctionnalisation.

*module NBA

Pour cette expérience en module, le protocole utilisé est toujours celui de I'annexe 3.3 avec le
greffage de 6 spots comme décrit précédemment (sur la figure 3.17). Les puces sont collectées apres

I’étape de désactivation de la surface et analysées directement par AFM sur chaque spot.

Les images obtenues par AFM pour les spots anti-OVA sont présentées dans la figure 3.25 :
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Fig. 3.25. Image AFM des particules de NP140-OVA capturées sur les spots anti-OVA en fonction de la

variation de la concentration par AFM en mode Qi. Z scale=140 nm

Sur les images de la figure 3.25, 'augmentation du nombre de particules avec 'augmentation
de la concentration est vérifiée. Les analyses pour les spots contréles ont également été réalisé et ont
montré que la présence des NP140-OVA sur ces spots n’était que des événements rares. La

guantification des différents spots est présentée sur la figure 3.26:

118
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Fig. 3.26. Evolution du nombre de NP140-OVA par mm? en fonction des concentrations injectées dans
le module NBA présenté a la fois sous forme graphique et sous forme d’histogramme. N=15, >300

particules comptées.

Sur la base de cette gamme dynamique a 3 points en module NBA, nous pouvons déterminer
gue les taux de capture dans des conditions adéquates sont supérieurs aux valeurs de taux de capture
en SPRi. Nous pouvons revendiquer que les valeurs de capture sur le module NBA sont plus grandes

que pour le SPRi, comme le montre la figure 3.27 :
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Fig 3.27 comparative des taux de capture entre les NP140-OVA capturés par SPRi (en bleu) et celles

capturées par module NBA (en orange). N=15, >300 particules comptées.
Sur cette figure, nous pouvons affirmer :

- QU'il existe une gamme dynamique entre le taux de capture déterminé par AFM et la
concentration injectée,

- Une limite de détection suffisante pour permettre des injections a faibles concentrations
(environ 5*107 part/ml)

- Des réponses spécifiques a travers des valeurs négligeables sur les spots controdles.

Nous avons pu montrer que le module NBA était performant dans le cadre d’expérience
d’'immunocapture avec des particules biofonctionnalisées par nos soins, en comparaison avec les
données d'immunocapture de I'appareil de référence SPRi. Nous observons donc que les particules de
140 nm et 480 nm fonctionnalisées convenablement présentent une gamme dynamique entre 107 et

10° part/ml.

L’objectif final du projet est la combinaison du module NBA avec le dispositif de tri. Les données

d’'immunocapture pour les deux modeéles de calibrants (NP140-OVA et NP480-OVA) montrent une
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immunocapture efficace (qui n’est pas limitée par I'encombrement stérique, en effet nous pouvons
estimer a partir des données AFM et par image J que le taux d’occupation surfacique est de 10% pour
les NP140-OVA et de 18% pour les NP480-OVA aux plus fortes concentrations) avec des interactions
non spécifiques faibles. Dans le cadre des futures expériences d’injections, nous avons besoin d’un
autre calibrant avec une protéine de surface différente, pour immunocapturer en méme temps les
particules de 140 nm (non fluorescentes) et de 480 nm (fluorescentes). Ceci va nous permettre
d’injecter les deux particules calibrantes en méme temps et de les immunocapturer sur deux types de
spots différents, afin d’augmenter le controle qualité de nos expériences. Ces expériences nous
serviront également a réaliser des injections avec des échantillons dont la complexité se rapproche de
celles des EVs. Pour le second calibrant, nous avons choisi de tester le modéle a 140 nm et de le
fonctionnaliser avec la protéine caséine. La validation de celui-ci entrainant la sélection de son
complémentaire, a savoir les NP480-OVA (si les résultats n’avaient pas été concluants, nous aurions
réalisé I’expérience avec le second ou recherché une nouvelle protéine). Le but étant de trouver une
particule complémentaire avec une protéine de surface différente, nous n’avions besoin que de
données SPRi pour montrer que la capture était forte avec des interactions non spécifiques et une

contamination croisée qui soit faible.

3.3.3 NP140-CAS

Pour ces nouvelles particules, nous avons également testé différentes concentrations
d’injections. Nous présentons les résultats d’une des expériences d’'immunocapture en SPRi. Les

résultats, avec une concentration d’injection de 7*108 part/ml, sont présentés dans la figure 3.28:
A B C

7

CAS !
RSA —
s/ SURFACE

Fin d'injection

6.2
5.6

53
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Fig. 3.28. Expérience d’immunocapture des NP140-CAS (7*108 particules/ml) dans I’appareil SPRi. En
A° sensorgramme de I'immunocapture (variation de réflectivité en fonction du temps pour 7 spots anti-
CAS et 4 spots contréles) injection pendant 10 min a 20ul/min, en B° image de contraste aprés capture

et en C° histogramme des taux de capture par spot.
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Il est important de constater que les résultats sont homogenes en termes de réponse, les
interactions non spécifiques sont faibles et les valeurs de capture spécifique sont supérieures en

termes d’immunocapture par rapport aux valeurs des NP140-OVA.

A partir de ces expériences, nous avons pu déterminer la gamme dynamique en SPRi selon

les variations de concentration d’injection comme le montre la figure 3.29 :
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Fig. 3.29. Taux de capture en pourcentage selon la concentration déterminé par SPRI aprés injection a

différentes concentrations présentées a la fois sous forme graphique et sous forme d’histogramme.

Nous constatons une capture de particules en signaux SPRi, qui augmente avec les variations
de concentration. Les premiers résultats nous montrent que les particules sont robustes, en milieu
tampon pour étre utilisé en tant que second calibrant (signaux forts sur les spots anti-CAS, tres faibles

interactions non spécifiques et la contamination croisée est faibles sur les spots anti-OVA).

Les puces sont analysées par AFM pour dénombrer le nombre de particules par unités de

surface. Les résultats sont présentés sur la figure 3.30 :
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0 nm

7.107 part/ml 2.5.10° part/ml 7.10° part/ml

Fig. 3.30. Images AFM des NP140-CAS aprés immunocapture en SPRi pour des concentrations allant de
2,5%10%a 7*10° part/ml. Z scale = 140 nm

Les analyses montrent une augmentation entre le nombre de particules compté par unité de
surface et 'augmentation de la concentration. La gamme dynamique se situe, comme pour les NP140-
OVA, entre 5*107 part/ml et 7*10° part/ml. En effet, pour une valeur de 2,5*10% part/ml, nous
obtenons 2,5% de capture ce qui est encore loin des limites basses de capture (nous estimons que les
limites basses de détections correspondent a des valeurs de 0,20 AR% de capture). Les résultats de

dénombrement sont présentés sur la figure 3.31 :
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Densités surfaciques moyennes des NP140-CAS (lot 12) déterminées
par AFM aprés capture SPRI a 20 pl/min pendant 10 min
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Fig. 3.31. Etude de la gamme dynamique de capture des NP140-CAS des taux de capture obtenue selon

la variation de concentration en SPRi présenté a la fois sous forme graphique et sous forme

d’histogramme. N=15, >300 particules comptées

Pour les NP140-CAS, nous pouvons estimer que 1 AR% de capture correspond a 167 000 + 47

000 particules/mm?2.

Le tableau 3.3 synthétise les quantités de particules capturées pour 1 AR % d’'immunocapture

en SPRi pour les différentes particules biofonctionnalisées :

Gamme Réactivité
| e |ty | e | Lo
bruit)
140-OVA 194857 42890 7*107a 7*10° +++
480-OVA 8175 2031 5*1063 10° +++
140-CAS* 166480 46810 2,5%10%3 7*10° +++

Tab 3.3 : présentation du nombre de particules immunocapturée par mm? en moyenne pour 1% de

capture.
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*Pour les NP140-CAS, la gamme dynamique est basée sur les différents résultats expérimentaux, mais
nous constatons que nous pouvons descendre plus bas en concentration (jusqu’a 5*107 part/ml, en

extrapolant avec les autres modéles), car la valeur de capture de 2,5AR% est encore grande.
Les principales informations obtenues sont les suivantes :

- Les réponses augmentent en SPRi en termes de capture en fonction de I'augmentation des
concentrations avec des interactions spécifiques fortes, des interactions non spécifiques
faibles et des contaminations croisées faibles également.

- La détermination des taux de capture en AFM augmente avec |'augmentation de la
concentration

- Laprésence d’agrégats est fortement réduite

- Les particules se répartissent de facon homogene sur les spots

Les résultats avec les NP140-CAS nous ont permis de valider 'immunocapture des NP140-CAS sur
puce d’or (spécificité forte, interaction non spécifique faible) en nous affranchissant des expériences
sur module NBA (gain de temps et de matériel), car le module NBA a été validé avec les particules
NP140-OVA et NP480-OVA, en termes de performances avec la méthode SPRi. Le but de la
fonctionnalisation en caséine est de permettre la co-injection de deux particules de tailles et de
caractéristiques différentes dans nos échantillons, pour la calibration et I’étape de controle qualité lors

de nos expériences d'immunocapture.

Les expériences suivantes de ce chapitre concernent les variations du comportement
d’immunocapture du couple de particules (NP140-CAS/NP480-OVA) injectées ensemble dans une

matrice simple dans un premier temps, puis dans une matrice biologique complexe.

Pour cela, nous avons dans un premier temps injecté le couple de NPs dans une solution tampon,
pour déterminer d’éventuelles variations de comportement d’immunocapture en comparaison avec
les résultats de leurs injections seuls. La validation de cette étape est un prérequis pour une

complexification des échantillons.

Injection de NP140-CAS et de NP480-OVA

Dans notre étude, nous allons déterminer les taux de capture des NP140-CAS et des NP480-OVA
injectées ensemble en milieu tampon, dans les conditions de concentrations qui sont dans la gamme
dynamique, mais a une concentration minimum et suffisante afin de limiter qu’elles s’influencent entre

elles, éviter la perturbation du milieu biologique et qui soit également adapté aux concentrations qui
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devront étre injectées dans le module de tri (d’aprés les analyses de nos collegues de Toulouse, une
trop forte concentration en particules solides dans le module de tri conduirait a une forte perturbation

du tri par des phénomenes de géne stérique). Les concentrations choisies sont les suivantes :

- - =2, part/m
[140-CAS] =2,5*108 /mi
- - = part/m
[480-OVA] =5*107 part/ml

Atitre d’exemple, les résultats de I'une des immunocaptures en SPRi sont présentés dans la figure 3.32
(une des expériences du duplicata) :
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Fig. 3.32. Expérience d’immunocapture de I'injection du mix comprenant les NP 140-CAS/NP 480-OVA
(2,5*108 part/ml pour les NP140-CAS et 5*107 part/ml pour les NP480-OVA) dans |"appareil SPRi. A°
sensorgramme de I'immunocapture (variation de réflectivité en fonction du temps pour 3 spots anti-
OVA, 3 spots anti-CAS et 3 spots contréles) pour une injection de 10 min a 20ul/min, en B° image de

contraste apres capture et en C° histogramme des taux de capture par spot.

Les valeurs de capture en SPRi de deux expériences sont récapitulées dans la figure 3.33 :

Taux de capture moyen en AR % de capture de
I'injection de I'échantillon mix (NP140-CAS/NP480-OVA) en milieu tampon

N
Z3
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<
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= E— I
o
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Fig. 3.33. Taux de capture obtenue en SPRi pour la solution injectée en milieu tampon.
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Les valeurs obtenues en SPRi sont conformes aux valeurs attendues : une valeur de 2,1 +0,5
AR %est attendue pour les NP480-OVA (la valeur obtenue est de 2,410,3 AR % en moyenne), les valeurs
se trouvent donc dans la méme gamme. Pour les NP140-CAS, une valeur de 2,25 +0,2 AR %est attendue

or nous sommes un peu en dessous avec 1,7 +0,2 AR %de capture.

Dans cette étude, nous pouvons également constater un signal de 0,5 +0,1 AR %sur les spots
anti-CDA41, signe qu’il y a une trés faible capture potentielle sur ces spots des NPs en comparaison avec
les spots contrdles. En effet, les spots contréles (Surface, IgG A9) sont de I'ordre de 0,2%, ce qui montre

des interactions non spécifiques tres faibles.

Les différents spots sont analysés par AFM et les résultats de densités surfaciques en particules/mm?

(a savoir qu’un spot mesure 1,5 mm de diamétre) sont représentés dans le tableau 3.4:

NP Particules par mm? ECART-TYPE
140-CAS 103 000 7500
480-OVA 11 900 2400

Tab. 3.4. Valeurs de taux de capture obtenues par AFM pour les 3 expériences de capture en SPRi

(n=15, >600 particules comptées).

Les valeurs obtenues montrent des différences légeres lorsque I'on compare les valeurs avec
les expériences d’injections de particules uniques (les NP140-CAS et les NP480-OVA seules et non

mélangées). Ces différences peuvent étre imputées a la complexification de I'échantillon.

En effet, nous avons obtenu précédemment 140 000115 000 particules pour les NP140-CAS
contre 103 000+7500 dans ce cas. Pour les autres particules, nous avions 18 0001 400 NP480-OVA

contre 11 900+2 400 ici. Nous pouvons donc noter que les valeurs sont du méme ordre de grandeur.

Spot anti-OVA Spot anti-CAS Spot anti-CD41

Fig. 3.34. Dénombrement des NPs dans I’échantillon injecté en SPRi sur les spots anti-OVA, anti-CAS et
anti-CD41 en AFM en mode Qi. Z scale anti-OVA=480 nm, 140 nm sur anti-CAS et 15 nm sur anti-CD41.
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A travers le traitement de données et les analyses des images, nous pouvons déterminer sur
chaque image les particules présentes, leurs nombres, leurs tailles et leurs formes. Nous observons en
figure 3.34, que les spots anti-OVA ont immunocapturés les NP480-OVA et que les spots anti-CAS n’ont
capturé que des NP140-CAS. Sur I’'ensemble des investigations, nous n’avons pas mis en évidence (ou
de fagon ultra minoritaire) de contaminations croisées, ce qui est illustré sur la figure 3.34. Ceci montre
bien que le mélange des particules conserve la spécificité de capture. Par ailleurs, sur les autres spots
contrbles, et notamment le spot anti-CD41, la présence de ces particules ne correspond qu’a des
événements rares. Il existe des variations dans les taux de capture, mais qui sont acceptables en vue
des écarts types. Ces expériences nous permettent de valider la co-injection en milieu simple des
NP140-CAS et des NP480-OVA, en sachant que la spécificité de capture est préservée et que les
interactions non spécifiques ont légerement augmenté : la prochaine étape consiste a reproduire

I’expérience dans un milieu plus complexe.

3.4 Performances d’immunocapture en milieu biologique

Si dans un premier temps les particules de types NPs ont permis de valider la transition
« interactions sur biopuces en SPRi vers le module NBA », nous allons les utiliser comme calibrants
internes afin de certifier la bonne exécution des étapes d'immunocapture d’EVs au sein du module. En
effet, a travers les expériences réalisées jusqu’a présent, nous avions des informations sur les réponses
attendues pour différentes concentrations. Si nous observons des écarts par rapport a ces valeurs,
nous pourrons en déduire des perturbations au cours de I'expérience. Pour ce faire nous devons déja
nous assurer que 1) I'immunocapture des NPs n’est pas limitée au sein d’un échantillon biologique et

2) les NPs n’interférent pas dans le processus d'immunocapture des EVs.

L’objectif est de déterminer le comportement global d’'immunocapture, évaluer la spécificité
de capture et les risques de réactions croisées sur spots afin de valider les modeles de NPs
biofonctionnalisés pour de futures expériences de la solution MADNESS en milieux complexes. En
effet, I'objectif final de la solution MADNESS est d’isoler et immunocapturer des EVs a partie de milieux
complexes, ce qui nous pousse a réaliser des expériences d'immunocapture en milieu biologique

complexe.

L’échantillon choisi pour étre incorporé en présence des particules sera I’échantillon appelé
« PPL » (lysats de plasma plaquettaire) fourni par le professeur T. Burnouf (TMU, Taiwan) dans le cadre

d’une collaboration avec le groupe BMD (Institut femto-st).
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La solution de PPL est obtenue a partir d’un concentré plaquettaire, qui va subir des étapes de
centrifugations, de lavage, de lyse (par des étapes de congélation et de décongélation) et de
concentration. Ensuite, cet échantillon est qualifié par des étapes de prétraitement a Taipei puis
conserver a-80°C avant envoi en France. Les PPLs seront analysées par la plateforme NBA pour obtenir
une information sur le dosage et le phénotypage des vésicules extracellulaires. Cet échantillon est
enrichi en facteur de croissance (BDNF, PDGF-AB, EGF, VEGF et TGF-B)**¢. Les PPLs présentent un taux
de recouvrement en phosphatidylsérine important qui permet la capture par I'annexine V. L'objectif
de nos partenaires est de déterminer les différentes sous-populations d’EVs présentes dans
I’échantillon et les différents marqueurs de surface pour I'utilisation thérapeutique de I’échantillon.

Un schéma des étapes de préparation de cet échantillon est représenté dans la figure 3.35.

Ref: Chou et al, Biomaterials 2017
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Fig. 3.35. Présentation schématique de la collection de I’échantillon biologique (PPLs), a partir d’un
concentré plaquettaire. (Thése Balasubramanian N.)*®. L’échantillon de est représenté dans

I’encadré jaune.

Ces échantillons ont été particulierement investigués au cours des travaux de thése de
Balasubramaniam Namasivayam®®® (2021) au sein du laboratoire. La taille moyenne des EVs présents
dans I’échantillon est estimée entre 150 et 200 nm. Les résultats d'immunocapture des microparticules
plaquettaires sur une puce « multiplex » de la plateforme NanoBioAnalytique montrent des résultats
significatifs de détection spécifique des vésicules au travers d’un panel de différents ligands. Ces
ligands sont des anticorps dirigés contre plusieurs tetraspanines (CD62p, CD41, CD61, CD81 et CD9),
contre le facteur tissulaire, également I’Annexine V, et des anticorps contréle de méme type « IgG »

(figure 3.36).
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Fig. 3.36. Sensorgramme représentant la variation de réflectivité (en %AR) en fonction du temps d’un
échantillon de microparticules plaquettaires (10° EVs/ml) préparé & partir d’un lysat de plasma
plaquettaire (PPLs) réagissant sur une biopuce présentant un panel de ligands (anti-CD41, anti-CD62P,

anti-CD61, anti-CD81, anti-CD9, anti-TF) et de contréles (anti-lgGA9, surface).

Dans notre étude, nous utiliserons uniquement I’anticorps anti-CD41, dirigé contre une
protéine de la famille des intégrines, le CD41 ou GP llb, une glycoprotéine de la membrane plaquettaire
participant a I'agrégation des plaquettes!®. L’anti-CD41 fournit la plus forte réponse d’immunocapture
au sein du panel d’anticorps sélectionné dans notre cas et pour une concentration en vésicules
extracellulaires de 10° EVs/ml (courbe orange de la figure 3.36, la courbe bleue correspond au signal
d’interaction vis-a-vis de [I’Annexine, une protéine interagissant spécifiquement avec la

phosphatidylsérine en présence de Ca?" mais que nous n’utiliserons pas par manque de spécificité).

Les différents échantillons de PPLs disponibles et stockés au laboratoire peuvent varier en
composition, en concentration et en qualité notamment au cours du temps, mais ce choix de modele
biologique doit permettre d’atteindre, dans les conditions expérimentales standard au laboratoire*,

des signaux de réponses de I'ordre de 1AR% de variation de réflectivité.

* Apres les étapes classiques de préparation de la puce d’or (décrit dans I’'annexe 3.3), les solutions sont décongelées, puis
diluées pour obtenir la concentration adéquate. L’injection se déroule a un débit de 20 ul/min pendant 10 min, puis la surface

de la puce est fixée aux glutaraldéhydes pour étre analysée en AFM.

130



Variation de réflectivité en AR%

3.4.1 caractérisation du Mix en SPRi

L'une des expériences d’injection des particules dans le milieu biologique (dilué 1000 fois), dans

les conditions décrites ci-dessous, nous donne les résultats de la figure 3.37 :

- [140-CAS] =2,5*10® part/ml
- [480-OVA] =5*107 part/ml
- [PPL] =9*108 part/ml
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Fig. 3.37. Expérience d’immunocapture de l’injection du mix comprenant les NP140-CAS/NP480-
OVA/PPL. A° sensorgramme de I'immunocapture (variation de réflectivité en fonction du temps pour 3
spots anti-OVA, 3 spots anti-CAS, 3 spots anti-CD41 et les spots contréles) pour une injection de 10 min
a 20 ul/min, en B° image de contraste aprés capture et en C° histogramme des taux de capture par

spot.

La figure 3.37 regroupe les principaux résultats de I'injection du mix a savoir une réponse
spécifique des 2 familles de ligands anti-NPs sur les spots spécifiques relativement aux spots controles

de type « RSA ». Ainsi :

- les spots anti-CAS (correspondant aux spots des anticorps anti-CAS) donnent une valeur de réponse

SPRi moyenne de 2+/- 0,05 AR%,

- les spots anti-OVA (correspondant aux spots des anticorps anti-OVA) donnent une valeur de réponse

SPRi moyenne de 3.2 +/- 0,65 AR%,

- Les autres spots contréles (correspondant aux spots anti-RSA) donne une réponse SPRi moyenne de

0.3+/-0,1 AR %.
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- Uexpérience permet aussi d’évaluer la réponse SPRi de I’échantillon biologique qui est de 1.4+/- 0,12

AR% pour les spots anti-CD41.

Les résultats du tableau 3.5 correspondent a deux expériences d'immunocapture. L'ensemble des
réponses du MIX en milieu complexe par rapport aux expériences avec des solutions pures de

calibrants a conduit aux résultats synthétisés du tableau 3.5.

Spots anticorps Milieu Signal SPRi AR % Ecart type

MIX en PPL 2,9 0,4

OVA
NP480 en tampon 2,4 0,2
MIX en PPL 1,8 0,3

CAS
NP140 en tampon 1,7 0,2
MIX en PPL 1,4 0,2

CD41
PPL 1 0,2

Tab. 3.5. Comparaison des taux de capture obtenue en SPRi pour la solution mix selon l'injection en

milieu tampon ou en milieu PPL (présentation de la synthése du duplicat de résultats).

Réponses SRPi (en AR%) des différentes NPs apres injection de
I'échantillon en tampon (OVA/CAS/CD41) ou en milieu
biologique (OVA/CAS/CD41 "MIX")
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Fig. 3.38. Histogramme représentant les valeurs de signaux obtenues en SPRi sur les différents spots
anti-NPs et sur le spot anti-CD41 aprés injection de I’échantillon mix en milieu biologique (Mix) ou en
milieu tampon (valeur encadrée en noir). *Un spot anti-OVA présent dans une zone de trainée, c’est-a-

dire une zone ol un autre anticorps s’est également propagé (plus loin que sa zone initiale), a été enlevé

de I’étude.

A la lumiére des résultats de SPRi du tableau 3.5 et de la figure 3.38, nous n’observons pas
d’écart significatif de réponse pour les calibrants immergés dans un milieu complexe vis-a-vis des

expériences en milieu idéal en mix.
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L’échantillon biologique ne semble pas interférer dans les réponses d'immunocaptures des
NPs, c’est-a-dire soit en recouvrant les NPs d’une « protéine corona » soit en s’adsorbant de maniére

spécifique sur les spots d’'immunocaptures.

Nous pouvons considérer a cette étape que le systeme est robuste (sur la base des expériences
en SPRi), car les variations de taux de capture en présence d’une matrice biologique complexe sont
équivalentes a ceux mesurés en milieux idéaux. Les capacités d'immunocapture sur puce d’or sont

préservées en milieu complexe ainsi que 'intégrité des nanoparticules biofonctionnalisées.

Les résultats ont été analysés par AFM pour vérifier la reproductibilité des taux de capture. La figure

3.39 présente une sélection des images AFM sur les spots d’intéréts :

Spot anti-OVA Spot anti-CAS Spot anti-CD41

15 nm

]

fmi

0 nm

[T} (] Tym)

Fig. 3.39. Image AFM en mode Qi présentant la capture des NPs dans I’échantillon injecté en SPRi sur
les spots anti-OVA, anti-CAS et anti-CD41 en AFM en mode Qi. Z scale anti-OVA=480 nm, 140 nm sur
anti-CAS et 15 nm sur anti-CD41.

Nous pouvons observer sur la base de ces spots, la spécificité de capture des NP480-OVA sur
les spots anti-OVA, des NP140-CAS sur les spots anti-CAS et la présence de particules plutot de types
vésiculaires ne correspondant pas aux calibrants sur les spots anti-CD41. Les différents résultats

d’'immunocapture en SPRI sont présentés dans le tableau 3.6 :
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SPRi nl SPRi n2 SPRi n3
NP (Particules/mm?) (Particules/mm?) (Particules/mm?)
140-CAS 120 000 130000 123 000
ECART TYPE 27 000 25000 19 000
480-OVA 13 800 15500 23 000
ECART TYPE 3000 4500 5600

Tab. 3.6. Valeurs de taux de capture obtenues par AFM pour les 3 expériences de capture en SPRi.

Les réponses montrent une reproductibilité de I’'expérience avec des écarts types équivalents (n=3).

Les résultats sont également présentés dans la figure 3.40 en comparaison avec les valeurs en milieu

tampon :

Densités surfaciques moyennes en particules par mm? sur les spots anti-
OVA et anti-CAS aprés capture en SPRi
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Fig. 3.40. Taux de capture déterminé en AFM aprés immunocapture de I'échantillon comprenant les

NP140-CAS/NP480-OVA/PPLs, réalisé 3 fois en SPRI.

La figure 3.40 montre |’évolution des taux de capture en SPRi entre les 3 expériences en milieu

complexe et I'expérience de référence en milieu pure. Les valeurs de taux de capture montrent a

travers les différentes expériences des réponses cohérentes, signe de la reproductibilité des réponses

sur un échantillon que I'on peut considérer comme d’'une complexité proche des échantillons

biologiques (concentration en vésicules estimée a 9*108 part/ml).

Les différentes expériences ont également montré que les réponses sur les spots anti-CD41 sont de

I’ordre de grandeur des spots contréles pour les différents NPs et les objets ayant réagi sur ces spots
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sont de nature biologique/vésiculaire en se basant sur les données AFM et que les images présentes

une tres faible contamination avec les NPs.

3.4.2 Caractérisation du Mix en module NBA

Un triplicat d’expériences a été réalisé en module NBA en suivant le protocole usuel. Les taux

de captures (obtenue par AFM) sont présentés en tableaux 3.7, pour les NP140-CAS et les NP480-OVA,

accompagnés par les images de référence en figure 3.41:

Spot anti-CAS Spot anti-CD41

Spot anti-OVA

lpn n) T

luml
l| m)

Fig. 3.41. Image AFM en mode Qi présentant la capture des NPs dans I’échantillon injecté en module
NBA sur les spots anti-OVA, anti-CAS et anti-CD41 en AFM en mode Qi. Les analyses pour les spots
contrébles ont également été réalisé et ont montré que la présence des NP140-OVA sur ces spots n’était

que des événements rares. Z scale anti-OVA=480 nm, 140 nm sur anti-CAS et 15 nm sur anti-CD41.

Module NBA n1 Module NBA n2 Module NBA n3
NP (particules/mm?) (Particules/mm?) (Particules/mm?2)
140-CAS 100000 120000 110000
480-OVA 14000 18000 15000
ECART TYPE 140-CAS 13000 20000 21000
ECART TYPE 480 OVA 4000 4200 4700

Tab. 3.7. Valeurs de taux de capture obtenues par AFM pour les 3 expériences de capture en module

NBA.

La figure 3.42 permet de comparer les valeurs du milieu complexe en module NBA avec celle du milieu

pur en SPRi.
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Densités surfaciques moyennes en particules par mm? sur les
spots anti-OVA et anti-CAS aprés capture en module NBA
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Fig. 3.42. Taux de capture déterminé en AFM aprés immunocapture de I’échantillon comprenant les

NP140-CAS/NP480-OVA/PPLs, réalisé 3 fois en module NBA.

Comme pour les résultats en SPRi, les valeurs de capture en module NBA présentent des écarts
de réponse qui sont tres faibles entre les différentes expériences, montrant que la capture des NPs
dans I'échantillon complexe est reproductible. La figure 3.43 présente une comparaison de ces

réponses entre le module NBA, le SPRi et en milieu pur en SPRi pour les deux types de particules.
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Densités de capture des NP140-CAS lors des différentes
expériences
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Fig. 3.43. Taux de capture déterminé en AFM aprés immunocapture de I’échantillon comprenant les
NP140-CAS/NP480-OVA/PPLs en SPRi (n=3) et en module NBA (n=3). Les valeurs références

d’immunocapture en SPRi du mix de NP140/NP480 en milieu tampon sont encadrées dans chaque cas.

Les résultats sur I’ensemble des expériences montrent une capture qui est significativement la

méme entre le SPRi et le module NBA sur les différents spots pour I’échantillon mix en milieu complexe.

Les modes de fonctionnement en SPRi et en module NBA en milieux complexes semblent

converger comme indiqué par les expériences en triplicat.

Par ailleurs, il est intéressant de représenter la réponse spécifique obtenue en SPRi du mix de
NPs en milieu tampon pour démontrer que la réponse en milieu complexe (SPRi et module) est celle

attendue.
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Ces résultats démontrent |'efficacité et la robustesse a la fois du module NBA (notamment de
la puce d’or) et de nos particules calibrantes dans différents milieux. Notre méthode est préte a étre

confrontée a l'injection d’échantillon de type EVs.
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Conclusion :

Dans le cadre du couplage du module de tri avec la plateforme instrumentale NBA, notre
objectif était de développer un module d’'immunocapture dans un bloc miniaturisé, appelé module
NBA, qui reprend les caractéristiques et performances de I'instrumentation SPRi de cette plateforme
analytique. Le module NBA est une cellule fluidique hermétique congue dans un wafer en silicium
intégrant une puce d’or siege des expériences d’'immunocapture afin de réaliser les expériences de
capture avec une instrumentation simplifiée ainsi que les protocoles d'immunocapture. La réalisation
du dispositif d’'immunocapture comprend les étapes de simulations numériques, la conception, la
réalisation en salle blanche, la mise en place du packaging. Cette phase de développement s’est
accompagnée également d’une réflexion plus globale en amont avec I’équipe du LAAS partenaire du

projet sur les modalités d’interconnexion entre le dispositif de tri et notre module NBA.

Nous avons présenté les étapes de caractérisation fluidique (fonctionnement optimal entre 5 et
20 mbar), accompagnée de la description du banc expérimental mis en ceuvre pour permettre de
valider le dispositif. Cette validation consiste a utiliser les NP140-OVA et NP480-OVA, particules
biomimétiques fonctionnalisées décrites dans le chapitre 2, sur les deux modéles d’'immunocapture

sur puce (SPRi et module NBA) permettant de :

- Déterminer la gamme dynamique (entre 107 et 10° part/ml pour les NP140-OVA et NP480-
OVA)

- Comparer les résultats obtenus pour I'immunocapture entre les 2 systemes

- Réaliser une analyse fine des spots, en termes de dénombrement, sur lesquelles les particules

ont été capturées par AFM

Une fois la validation des deux modéles réalisés, nous avons enrichi le jeu de calibrants par la mise
au point d’un troisieme calibrant, les NP140-CAS. Le but est de pouvoir co-injecter deux particules de
dimension distinctes et présentant deux biofonctionnalisations différentes dans un milieu tampon afin
d’évaluer les capacités d'immunocapture différentielles et relatives sur biopuces. Cette caractérisation
en mix validée nous a permis d’augmenter la complexité par la confrontation avec un échantillon
biologique de vésicules extracellulaires. Cet échantillon appelé PPLs est composé d’EVs plaquettaires
utilisé & 9.108 part/ml et présente des ratio EVs/NP140 de 4/1 et EVs/NP480 de 20/1. Une premiére
investigation a été effectuée au sein de I'instrumentation SPRi en termes de preuve de concept pour
montrer que I'immunocapture des nanoparticules calibrantes entre la solution tampon et la solution

biologique est identique. Cette solution contenant les calibrants biomimétiques en milieu biologique
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est ensuite injectée dans le module NBA, pour valider par détection AFM la reproductibilité des taux

de captures avec la SPRi.

Cette derniére étape a permis de valider totalement le nouveau dispositif, nous permettant la
préparation a la prochaine phase consistant a réaliser des injections de particules a travers le banc

expérimental complet, de la solution MADNESS.
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Chapitre 4 : Couplage des modules de tri et de capture :
Comportement de nanoparticules biofonctionnalisées en milieu

biologique de complexité croissante

Dans notre approche d’'immunocapture, nous avons montré que les injections d’échantillons
de NPs dans le systéme SPRi et dans le module NBA ont été validées dans des milieux de complexités
croissantes, nous permettant de nous rapprocher fortement de I’échantillon biologique finale

comprenant les EVs.

En parallele de ces travaux, nos collegues de Toulouse ont mis en place le dispositif de tri de
particules, basé sur la filtration hydrodynamique décrite dans le chapitre 1 et présentant un rayon
critique de coupure de 350 nm (diametre de 700 nm). Le dispositif est composé d’un canal principal
dans lequel va s’écouler I'échantillon. Perpendiculairement a ce canal principal, un réseau de canaux
secondaires de dimensions plus faibles permet le passage de particules ayant une taille inférieure a

celle du rayon critique. Ce dispositif comprend 100 canalisations latérales®.

L’objectif principal de ce chapitre est de présenter le couplage de ces deux dispositifs en
conservant les performances individuelles de chacun (tri pour le premier et immunocapture pour le
second). Avant de tester les deux modules couplés, nous avons réalisé des expériences préliminaires
d’'immunocapture en SPRi en appliquant des conditions fluidiques similaires a celle en sortie du
dispositif de tri. En effet, le dispositif de tri et le banc expérimental actuel ne permettent pas d’obtenir
un débit en sortie du dispositif qui soit supérieur a 1,5ul/min. A trés bas débit (environ 1pl/min), nous
verrons que des étapes de lavage sont nécessaires pour limiter les interactions non spécifiques, car a
ces faibles débits il existe des différences de comportement en comparaison avec les expériences
d’injection réalisées dans des gammes classiques de débit (a 20 pl/min). Les points importants pour la
réussite du couplage concernent la limitation de la perte de volume, le guidage de I'échantillon du
premier dispositif jusqu’au second et la réalisation des expériences dans un temps acceptable en

conservant les performances de chacune des parties.

Nous avons ainsi testé I'injection des particules dans des conditions de complexité biologique
croissante, afin d’évaluer la plage de performance et de fonctionnement limite de la solution
MADNESS. Pour cela, nous avons réalisé des essais sur un mélange de NP140-CAS/NP480-OVA/ NP920

en tampon PBS/Tween (0,1%), et le méme mélange de NPs dilué dans du plasma sanguin.
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4.1. Expérience préliminaire d'immunocapture SPRi, a bas débit, en

conditions idéales

Avant de coupler les deux dispositifs, nous avons effectué des expériences de capture a faible
débit d’injection. Le module de tri développé par nos partenaires présente les paramétres suivants :
(i) pression d’entrée d’échantillon de 1 bar, (ii) débit en sortie des voies secondaires de I'ordre de
1,25ul/min et (iii) production de 20 pl de solution triée (c’est cette solution qui sera guidée jusqu’au
module NBA lors du couplage) a partir de 15 ml d’échantillon injectés, et ce en 20 min. Ces conditions
de fonctionnement du dispositif de tri constituent donc les « conditions d’entrée » du module de

capture quand les deux dispositifs sont connectés.

Notre premiére approche a donc été de réaliser des expériences d’'immunocapture a faible
débit avec le SPRi, a 1ul/min, afin d’appréhender le comportement des NPs (NP480-OVA et NP140-
CAS), dans ces conditions de flux. La réalisation de ces tests de couplage n’a pu se faire que lors d’une
unique campagne expérimentale, sans possibilité de reproduire d’autres campagnes par manque de
temps (les expériences complémentaires seront réalisables dans un projet futur). Le faible débit
d’injection entraine un faible volume de collection, ce qui se caractérise par un temps expérimental
plus long (pres d’'une heure) pour avoir suffisant d’échantillon pour réaliser I'immunocapture. En effet,
les expériences de validation du module NBA ont été réalisées dans des conditions expérimentales
habituelles (20 pl/min pendant 10 min) que nous ne pourrons reproduire lors du couplage si nous
voulons conserver les performances de tri et si nous ne voulons pas changer le banc fonctionnel

initialement mis en place. L'expérience est schématisée sur la figure 4.1:
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Fenétre d’observation par
fluorescence en temps réel

Tri a 700 nm diameétre

Echantillon
comprenant

les NPs NP920

NP480-OVA
NP140-CAS

Canal latéral :

- NP480-OVA
- NP140-CAS

Capture
Fig.4.1 Schéma représentant le couplage tri + immunocapture constituant la solution MADNESS.

Pour réussir ce couplage, sans modifier chacune des deux expériences, il faut partir d’'une
solution simple, a savoir un couplage simple avec un capillaire (ici de 10 cm de long et avec un diametre

interne de 0,5 mm). A partir des résultats de ces expériences, il sera possible dans une prochaine

approche d’affiner techniquement ce couplage par :
- I’ajout d’'une chambre de collection dans les canaux latéraux ou entre les deux modules,
- la mise en place d’une boucle d’injection,

- I'intégration des deux dispositifs.

4.1.1 Biodétection SPRi

Nous avons injecté de fagon séquentielle a 1pl/min et pendant 20min, une solution de NP480-
OVA a 3*107particules/ml, suivi d’un flush et des lavages. Nous avons choisi cette concentration, car
nous devions réaliser les expériences avec une concentration faible adaptée aux dispositifs de tri (a
cette étape nous pensons utiliser cette concentration pour les injections), mais qui soit cohérente avec
les résultats du chapitre 3. Puis nous avons procédé a I'injection de NP140-CAS & 2*108 particules/ml,
suivi également d’un flush et un lavage, également dans des conditions qui soit cohérentes avec les
résultats obtenus dans le chapitre précédent et les différents résultats de tri. L'expérience a été

réalisée également en inversant I'ordre des injections conduisant aux mémes résultats. Les étapes de
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Anti-OVA

Anti-CAS

Anti-RSA

lavage sont le fruit d’expériences préliminaires de SPRi en vue de retirer un maximum d’interactions
non spécifiques qui sont apparues sur la surface et les spots controles a ces tres faibles débits. Les

résultats de I'une de ces injections sont présentés sur la figure 4.2 :
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Fig. 4.2. Expérience d’immunocapture SPRi a bas débit, par injections séquentielles de NPs (1ul/min
durant 20 min). Les NP480-OVA sont injectées & 3*107 part/ml suivis par des flushs/lavages en eau, les
NP140-CAS sont injectés a 2*108 part/ml suivis par des flushs/lavages en eau. En A° images SPRi de la
biochip apres greffage des anticorps, en B° images SPRi de la puce aprés capture des NP480-OVA puis
des NP140-CAS, en C° niveaux de capture aprés injection des NP480-OVA puis ringcage, et en D° niveaux

d’injection aprés injection des NP140-CAS puis rincage.

Aprés l'injection des NP480-OVA, a 3.107 part/ml, puis des étapes de lavage, un taux de capture
SPRi de 7,1 AR %+/- 2,25 est obtenu sur les spots anti-OVA (sans les lavages, la réponse SPRi est
supérieure a 10AR %). Nous noterons également une adsorption non spécifique sur les spots anti-CAS,
qu’il faudra éliminer par amélioration de la procédure de lavage (nous I’'avons grandement améliorée,

mais il reste 1,6AR %).

Aprés injection des NP140-CAS a 2.108 part/ml, puis procédure de lavage, un taux de capture

2.55 AR % +/- 0,1 est obtenu sur les spots anti-CAS.

Nous constatons que, pour les NP480-OVA, les niveaux de capture sont au moins 3 fois
supérieurs a ceux obtenus a un débit de 20 pl/min. Pour les NP140-CAS, nous obtenons des niveaux

de capture équivalents, a bas ou haut débit.

Pour comprendre les résultats obtenus, il faut mentionner plusieurs informations importantes

concernant I'obtention des résultats en SPRi et leurs interprétations :
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Les différences de comportement d’immunocapture a bas débit par rapport aux débits usuels
d’environ 20 pl/min résident dans la capacité des particules a diffuser du volume de la solution vers la
surface de la puce de fagon plus importante au niveau de la couche limite de diffusion. Dans ce cas,
une augmentation du transfert de masse est engendrée par un faible débit. Le débit faible conduit les
particules a avancer lentement et créer ainsi un front de concentration qui se traduit par la création
d’un gradient de concentration en Z, vers la surface dans la cellule fluidique, ce qui induit
probablement un dép6t de matiére et donc un signal plus important que lors des expériences

précédentes a plus haut débit!®!

au niveau de la surface de la puce. De plus, des considérations
cinétiques d’interactions biomoléculaires peuvent contribuer a amplifier ce phénomeéne : A 1pl/min,
nous sommes a la limite basse du débit en SPRi et dans ces conditions la constante de dissociation sera
faible alors que la constante d’association ne changera pas!®?: c’est ainsi que les phénoménes de
capture spécifique et non spécifique sont augmentés. Il va y avoir une portion de dép6t de matiere qui
va augmenter. Pour lutter contre cette « adsorption » de matiére (surtout des NP480-OVA) et

visualiser uniquement les interactions spécifiques, il faut induire une modification des étapes de

lavages.

Lorsque la surface est suffisamment nettoyée (élimination des particules qui sont uniquement
adsorbées sur la surface), observation réalisée par suivi des plasmons, la puce est scannée par AFM

afin d’estimer la densité de particules capturées en surface des différents spots.

4.1.2 Caractérisation des densités surfaciques

Afin de permettre une analyse rigoureuse, représentative des évenements de piégeage sur les
différentes zones d’intérét (anticorps) de la puce, une méthodologie d’acquisition d’'images AFM (cf
chapitre 2 / méthodologie AFM) a été mise en place au cours des 2 théses précédentes (Obeid S., 2017 ;

Namasivayam B., 2021)>>1%¢,

Les spots anti-OVA, anti-CAS et RSA sont scannés, 15 images par famille de spots sont enregistrées afin
d’avoir une vue d’ensemble des différentes familles de spots. La figure 4.3 présente les images

caractéristiques obtenues :
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Fig. 4.3. Images AFM en mode Qi des spots anti-OVA (A), anti-CAS (B) et RSA (C) apreés injection
séquentielle de NPs. Images représentatives de quinze images réalisées, par famille de spots. En
encarts, les images SPRi respectives des différents spots. Les cercles bleus représentent des co-

immunocapture. Z scale anti-OVA=480 nm, 140 nm sur anti-CAS et 15 nm sur anti-CD41. N=2.

Aprés scan et analyse des images réalisées sur les spots, nous observons que :

- Sur les spots anti-OVA, une densité de NP480-OVA de I'ordre de 41 750+ 11 000 NP480/mm?
est observée. Il y a aussi co-présence non spécifique sur ces spots anti-OVA de NP140-CAS avec
une densité d’environ 16 000+1500 particules/mm?2.

- Sur les spots anti-CAS, une densité de NP140-CAS de I'ordre de 437 500+ 45 000 NP140/mm?,
avec une co-présence non spécifique de NP480-OVA d’environ 4000+250 particules/mm?

- Surles controles négatifs RSA, il ne met en évidence que de trés rares objets, le contréle négatif
est donc encore valable. Il y a donc une légére réaction croisée entre les spots anti-CAS et anti-

OVA, lorsque le débit est faible.

Pour comprendre ces résultats, nous allons reprendre les informations obtenues dans le chapitre
précédent. Nous savons, d’aprés notre étude sur nos gammes dynamiques, que 1AR % de réponse SPRi
en NP480-OVA représente environ 8174 + 2 030 particules/mm? et que 1AR % de réponse SPRi en
NP140-CAS correspond a environ 166 000 * 46 000 particules/mm?.

Dans le cas présent, 7AR % de réponse SPRi pour les NP480-OVA devrait correspondre a environ
57 200 + 16 000 particules/mm? (or nous obtenons 41 750+ 11 000 particules/mm?2), cela signifie que

nous sommes dans la fourchette basse des estimations attendues, car pour ce nombre de
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particules/mm?, la réponse attendue serait plutét de 5 AR % de réponse SPRi. Pour les NP140-CAS,
2,5AR % de réponse SPRi correspond a environ 415 000 + 115 000 particules/mm? (or nous obtenons
437 500 +/- 45 000/mm?), ce qui nous situe dans la bonne gamme de valeur. Donc nous avons moins
de particules NP480-OVA que prévu. Nous pensons qu’une partie des particules qui sont présente sont
uniquement adsorbées, a cause des débits faibles et qu’elles sont éliminées lors du lavage de la puce

(lors des lavages nous avons éliminé 3AR % de réponse SPRi sur les spots anti-OVA).

Pour les NP140-CAS nous sommes dans la gamme attendue, ce qui prouve que, méme a bas débit,
ce modeéle de calibrant est robuste. Nous pouvons déduire de ces observations que les phases de
lavages ont un impact plus important sur les spots anti-OVA, alors que les spots anti-CAS sont plus

résistants a ces phases de lavages.

Nous devons également mettre I"accent sur le temps d’expérience. A travers I'ensemble des
résultats obtenus en SPRI a bas débit, nous avons constaté qu’il faut compter 40 minutes minimum a
partir de I'injection de I’échantillon pour que celui-ci passe sur la biopuce d'immunocapture. D’autre
part, nous savons que les faibles débits favorisent les interactions non spécifiques. Il est alors
nécessaire de laver les surfaces pour retirer ces interactions non spécifiques sans dégrader le matériel
piégé spécifiquement, surtout lorsqu’il s’agira de vésicules extracellulaires. Nous avons pu déterminer
expérimentalement qu’un lavage de 3 x 30 secondes en eau et le changement de débit a 20 pl/min,
permet de retirer la majorité des contributions non spécifiques (lors de la campagne de connexion, ce
lavage se fera par une voie latérale ou par une connexion directe du module NBA avec le contréleur

en pression). Cette étape semble cruciale pour la suite des expériences.

4.2 Expérience en module couplés, en conditions idéales

Pour mener ces expériences de couplage, les dispositifs de tri et de capture, préalablement
caractérisés indépendamment, sont couplés comme nous I’avons congu dans la figure 4.1 (page 143).
Ce couplage est obtenu a partir d’'une connexion directe a I'aide d’une tubulure de 10 cm et de 0,5mm
de diametre interne entre la sortie latérale du dispositif de tri et I'entrée du module de capture. La

figure 4.4 présente une photographie du couplage MADNESS :
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Microscope inversé Zeiss®

Dispositif de tri (zone d’observation
fluorescente en temps réel)

Dispositif de capture : Module NBA

Sortie

Solution de NPs a injecter

Fig. 4.4. Banc expérimental de connexion directe des modules de tri et de capture de nanoparticules.

Dans cette expérience, avec ce seuil de coupure (rayon de coupure de 350 nm, soit 700 nm de
diametre), on s’attend au tri des NPs ayant une taille inférieure a 700 nm, donc a la séparation suivie
du piégeage sur puce des NP480-OVA (sur les spots anti-OVA) et des NP140-CAS (sur les spots anti-
CAS). Les NP480 sont fluorescentes dans le vert (Aexc 506 nm/ Aem 530 nm), les NP920 fluorescentes
dans le rouge ((Aexc 636/Ahem 686 NM) et les NP140 étant non fluorescentes. Avec les deux types de
particules fluorescentes, nous pouvons suivre, en temps réel sous microscope, le bon fonctionnement
du tri des particules. De plus, la microscopie a fluorescence réalisée sur les puces d’or immédiatement
en fin d’expérience va nous permettre d’obtenir des résultats préliminaires sur le bon déroulement

des expériences d’'immunocapture :

- Les résultats théoriques attendus doivent mettre en évidence sur la biopuce un signal fort de
fluorescence verte sur les spots anti-OVA,

- Une absence de signal de fluorescence rouge qui témoignerait de la non-présence de NP920
sur la puce,

- Ainsi gu’une absence ou une réponse trés faible de fluorescence verte sur les spots anti-CAS

et anti-CD41.
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Le substrat de capture correspond a la méme puce d’or que celle qui est représentée dans le
chapitre 3 en figure 3.2. Apres spotting (le protocole est celui décrit dans I'annexe 3.3, avec
uniquement le greffage de 6 spots sur la puce, comme le montre la figure 4.5), la puce d’or présentant
les différents spots est insérée dans le module, pour procéder aux derniéres étapes de passivation (RSA
et éthanolamine), puis mise sous flux. Dans les expériences réalisées en couplage, nous avons pour
objectif de complexifier le milieu avec des échantillons biologiques constitués entre autres d’EVs
plasmatiques. C’'est ce qui nous a poussés a remplacer ici, le spot contréle RSA par le spot anti-CD41,
spécifique des protéines membranaires plaquettaires. Nous avons déja vérifié a travers nos
expériences de gamme dynamique et d’injection en milieu complexe que les NPs n’interagissent que

tres peu sur les spots anti-CD41.

L’échantillon constitué d’'un mix de 50 ml de NP920 & 107 part/ml (particules dites
« contaminante »), NP480-OVA et NP140-CAS a 5*107 part/ml respectivement dilués dans un tampon
PBS/tween 0.1%, est injecté dans le module de tri (la concentration initialement prévue était de 108
part/ml et elle a d( étre diminuée pour rester dans une gamme acceptable par rapport a I’échantillon

biologique et limiter la perturbation du tri).

Sens du flux

12,5 mm

Fig. 4.5. Image de la puce d’or avec une représentation des spots qui sont greffés sur la surface. En
rouge : spots anti-OVA ; en bleu : spots anti-CAS ; en vert : spots anti-CD41. Un duplicat est réalisé dans

ces expériences (ligne A ou B).

Connexion des modules : les deux dispositifs sont connectés avec des tubulures en PEEK de
diametre interne égal a 0,5 mm. Les volumes morts dans les tubulures correspondent a 20 pl. Avant la
connexion, les dispositifs subissent différentes étapes de lavages notamment avec du PBS-Tween
(0,1%), des étapes de passivation a la RSA et de désactivation a I’éthanolamine. Le débit en sortie du
module de capture, connecté au module de tri, est stable et est compris entre 1 a 1,5 pl/min. La
méthodologie d’injection d’échantillon est la suivante : injection de 50 ml d’échantillon (durant 45
min), puis injection de tampon durant 15 min (afin de s’assurer que I'ensemble des particules de

I’échantillon soit collecté en sortie des canaux secondaires, a cause du volume mort) ; les deux
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dispositifs sont déconnectés afin de réaliser les étapes de lavage de la puce au sein du module de
capture et a 20 pl/min pendant 3*30 secs avant que la surface de la puce soit traitée au glutaraldéhyde.

Nous pouvons ensuite réaliser des observations par microscopie de fluorescence et AFM.

Le suivi par fluorescence en temps réel dans le dispositif de tri met en effet en évidence I'absence
de NP920 dans les canaux secondaires, I'absence de bouchage du systéme, et un débit de circulation

des NP480 OVA stable®3.

Les images de la figure 4.6 correspondent a I’analyse des puces d’or en fin d’expérience.

Fig. 4.6. Caractérisation par microscopie de fluorescence de la biopuce, aprés injection d’un mix de
NP140-CAS/NP480-OVA/NP920 & 1 ul/min durant 45 min. Spot anti-OVA en A°, spot anti-CAS en B° et
spot anti-CD-41 en C°. Les paramétres de fluorescence sont les suivants : pour les NP480 les longueurs
d’émission et d’absorption sont Aexc 506 nm/ Aem 530 nm et pour les NP920 : Aexc 636/Aem 686 nm. La
fluorescence a été vérifiée aux deux longueurs d’onde en conservant les mémes parameétres de

puissance (95%) et de filtre pour toutes les images.

Les résultats de microscopie de fluorescence mettent en évidence une fluorescence
importante dans le vert sur les spots anti-OVA et trés faible sur les autres spots (avec une réponse plus
forte sur spots anti-CD41, assez hétérogéne notamment sur certains points, que sur spots anti-CAS).
Ces résultats de fluorescence indiquent donc une bonne efficacité et spécificité de capture des NP480-
OVA sur les spots anti-OVA et une faible interaction non spécifique de ces NP480-OVA sur les autres
spots. La méme puce est analysée par AFM, afin de mettre en évidence les NP140-CAS qui ne sont pas

fluorescentes et d’estimer la densité surfacique sur la puce de toutes les particules.
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4.2.1 Image AFM sur les spots anti-OVA, anti-CAS et anti-CD41

Les spots sont analysés par AFM en mode Qi et les résultats sont présentés sur la figure 4.7 :

Hauteur
mesurée (nm)

Anti-OVA Anti-CAS Anti-CD41

15 nm

Fig. 4.7. Analyse AFM en mode QI des spots anti-OVA, anti-CAS et anti-CD41. En A° Spot anti-OVA :
image puis représentation 3D et profil des objets capturés. En B° Spot anti-CAS : puis représentation 3D
et profil des objets capturés. En C° Spot anti-CD41 : image puis représentation 3D et profil des objets.
Cela permet de vérifier I'absence de NP140-CAS/NP480-OVA sur le spot anti-CD41. Pour chaque spot,

il s’agit d’une image présentée parmi les 15 collectées. Z scale anti-OVA=480 nm, 140 nm sur anti-CAS

et 15 nm sur anti-CD41.
Les résultats obtenus sur les spots anti-OVA sont les suivants :

- Densité surfacique en NP480-OVA : 66 400 + 15 000 particules/mm?
- Densité surfacique en NP140-CAS : 6 600 + 1100 particules/mm?

Les résultats obtenus sur spots anti-CAS sont les suivants :

- Densité surfacique en NP480-OVA : 6 200 * 1 200 particules/mm?
- Densité surfacique en NP140-CAS : 138 700 + 13 000 particules/mm?

151



Nous ne mettons pas en évidence sur les images que nous avons réalisée de NPs interagissant avec les
spots anti-CD41. Ces spots devraient donc étre fonctionnels, car disponibles pour le piégeage des EVs
dérivées de plaquettes en milieu complexe, sur la majorité de la surface. Si nous comparons
I’expérience en modules couplés ci-dessus avec celle réalisée en SPRi, nous avons obtenu les résultats

suivants (tableau 4.1 et figure 4.8).

Remarque : Nous savons que dans cette gamme de concentration (de 107 & 10° NP/ml), les variations
de taux de capture augmentent avec les variations de concentrations (résultat établi avec la gamme
dynamique dans le chapitre 3). Ceci nous autorise l'utilisation d’un facteur correctif, car les
concentrations ne sont pas exactement les mémes, elles ont di étre l[égerement modifiées lors de la
campagne de couplage pour permettre une optimisation du tri des particules en question (pour les
NP480-OVA, les expériences SPRi ont été réalisées a 3*107 contre 5*107 particules dans les expériences
de couplage/ pour les NP140-CAS, les expériences SPRi ont été réalisées a 2*108 contre 5*10’
particules dans les expériences de couplage) et pour étre en adéquation avec I’échantillon biologique
(avec une concentration de calibrants qui ne dépasse pas celle des EVs). Cette opération permet de
lisser les légeres différences de concentration. Cette correction va nous permettre de comparer les
résultats de la connexion avec les valeurs obtenues en SPRi. En tenant compte des écarts de
concentrations et des relations obtenues lors de la campagne de validation du module NBA, nous
pouvons corriger les taux de capture obtenue en SPRi pour déterminer les taux de capture dans les

mémes conditions de concentrations que I'expérience de couplage.

Taux de capture 3
Ecart type
(particule par mm?)
NP480-OVA en SPRi corrigé* 65 450 19 200
NP480-OVA en module NBA 66 400 15020
NP140-CAS en SPRi corrigé* 109 375 11 300
NP140-CAS en module NBA 138 700 13 000

Tab. 4.1. Densité surfacique de NPs sur spot anti-OVA et anti-CAS obtenu lors des expériences SPRi ou

en module couplé, en tampon PBS/tween a bas débit (1 ul/min).
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Densités surfaciques de NPs sur les spots anti-OVA et
anti-CAS entre le systéme SPRi et le module NBA couplé
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NP480-OVA en NP480-OVA en NP140-CAS en NP140-CAS en
SPRi corrigé* module NBA SPRi corrigé* module NBA

=
o
o
o
o
o

Particules par mm?

Particules analysées sur spot spécifique

Fig. 4.8. Valeurs d’immunocapture sur spot anti-OVA et spot anti-CAS lors de la capture a bas débit en
SPRi et lors de I'expérience de couplage (*valeur SPRi corrigée tenant compte des facteurs de dilution).

Déviation standard basée sur 3 expériences, incluant chacune 2 spots de la méme famille.

Pour I'injection du mix sur les spots anti-OVA, nous observons que le signal spécifique est de
66 400 * 15 000 particules/mm? pour I'approche couplée contre 65 000 + 19 000 particules/mm?
attendu dans le cas de I'injection du mix en module seul a faible débit. Sur les spots anti-CAS, le signal
obtenu de 138 700 + 13 000 est un peu plus fort que pour la valeur de I'expérience sans le couplage
avec la partie tri (109 375). Cependant, la différence est relativement faible et en paralléle, les réponses

non spécifiques sont trés faibles (environ 6 000 particules/mm?).

L'ensemble de ces résultats constituent une premiere preuve de concept pour le modele
simple de tri + immunocapture des particules, en conditions idéales, sans perturbation majeure des
évenements d’'immunocapture par le dispositif de tri. Ceci est considéré comme un résultat important
pour la continuité du projet, car ils prouvent qu’en conditions simples, les dispositifs sont robustes aux
étapes de tri et de capture avec un couple de particules développées par nos soins. L’étape suivante
est naturellement de complexifier I’échantillon en diluant cette fois les NPs dans des échantillons

biologiques.

4.3 Expérience en module couplés, en milieu plasma

L’échantillon mix de NPs (NP480 et NP140 a 5.107 particules/ml et NP920 & 107 particules/ml)

a été injecté, dilué dans du plasma sanguin dans deux conditions de dilution, plasma dilué par 1000 ou

153



Plasma dilué

par 1000

Plasma
dilué par 10

par 10 (la concentration en EVs initiale est estimée a 102 particules / ml par NTA). Le plasma?®? est le
résultat d’'un processus de centrifugation du sang conduisant a I’élimination des éléments cellulaires.
Il correspond a la partie majoritaire du sang (55% du volume total). Il est essentiellement composé de
sels minéraux, de lipides, de glucides et de protéines (albumine, facteur de coagulation,

immunoglobines). Le plasma utilisé dans nos expériences est fourni par I'EFS de Toulouse®>.

L'expérience d’injection des NPs en milieu complexe, et, quelle que soit la dilution du plasma,
s’est déroulée sans différence majeure par rapport aux expériences précédentes en tampon
PBS/tween (observation réalisée en direct en fluorescence dans les canaux du dispositif de tri). En
effet, la présence de plasma aux différentes dilutions n’a semble-t-il pas induit de modification du
phénoméne de tri de NPs: aucun probléme de bouchage, ni de perturbation fluidique n’ont été

observés®,

Une fois I’échantillon de NPs en plasma injecté dans les modules couplés et les lavages
effectués, la puce est caractérisée en microscopie de fluorescence. Ceci permet la mise en évidence
des NP480-OVA piégées sur la puce et d’éventuelles interactions de NP920 non triés par le dispositif,

comme le montre la figure 4.9 :

Fig. 4.9. Images de la biopuce en microscopie de fluorescence, avec en A° un spot anti-OVA, en B° un
spot anti-CAS et en C° un spot anti-CD41. Les paramétres de fluorescence sont les suivants : pour les
NP480 : A=506/530 nm (em/abs) et pour les NP920 : A= 636/686 nm (em/abs). La fluorescence a été
vérifiée dans les deux filtres en conservant les mémes paramétres de puissance (95%) pour toutes les

images (avec un grossissement en 5X). Le plasma & une concentration estimée & 10*particules/mi*,
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A partir des caractérisations de biopuce par microscopie de fluorescence, nous pouvons
constater que les spots anti-OVA fluorescent dans le vert de fagon identique entre les essais en plasma
dilué par 1000 et dilué par 10. Néanmoins, les données de fluorescence montrent que l'intensité est
plus faible sur les expériences en plasma que lors de celles en PBS/tween (0,1%) (il faut également
tenir compte de la fluorescence verte présente sur les spots anti-CD41). Cette observation sera
confirmée par AFM avec des valeurs de taux de capture plus faible que les expériences en milieu

tampon.
Plusieurs hypotheses peuvent alors étre formulées pour interpréter les observations :

- Des éléments contenus dans le milieu biologique pourraient interagir avec la surface des
NP480-OVA, via une adsorption de protéines (notamment I’albumine) a la surface des NPs par
exemple, et limitent ensuite leur reconnaissance par le spot d’anticorps

- La matrice biologique pourrait posséder des éléments compétiteurs avec I'OVA saturant
partiellement les anticorps

- La concentration en NPs en sortie de tri pourrait étre modifiée par la présence de matrice

biologique (donnée non vérifiable a cause de la complexité de I’échantillon).

Sur les autres spots, méme si I'intensité est moindre que sur les spots anti-OVA, nous pouvons
observer un léger bruit de fond en fluorescence et méme quelques motifs et agrégats de fluorescence
sur I'anti-CD41. Il est a rappeler qu’un signal de fluorescence dans le vert, donc d(i aux NP480-0OVA,
était déja retrouvé sur ces spots anti-CD41 lors d’expériences faites en PBS. Nous pouvons donc
formuler I'hypothése qu’une faible proportion de NP480-OVA viennent interagir sur la surface des

spots anti-CD41 dans ces conditions.

Nous pouvons constater en AFM que le nombre de particules NP480-OVA sur les spots anti-OVA
est plus faible que dans le cas de I'expérience en PBS/tween (figure 4.11). Ceci peut étre d a une
compétition avec des éléments présents dans le milieu biologique ou une possible contamination de
la surface des NPs qui perturberaient I'interaction entre les particules et I'anticorps anti-OVA, comme
nous I’avons exposé dans les hypothéses. Pour les spots anti-CAS, la densité surfacique est plus forte,
d’environ deux fois, que lors de I'expérience en tampon. Il est difficile de formuler une hypothese qui
expliguerait ce résultat a ce stade avec aussi peu de donnée. Nous pouvons noter a ce niveau (comme
le montre I'image en plasma dilué par 10 sur le spot anti-CAS de la figure 4.9) que la présence des
NP480-OVA sur spot anti-CAS est un événement rare, mais possible. Nous pouvons mettre en avant
I'influence du milieu biologique qui a modifié le comportement de capture en comparaison avec les

résultats en milieu tampon. Ces résultats ont été obtenus lors d’'une campagne expérimentale qu’il
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faudrait reproduire afin de confirmer ces premiers résultats. Les résultats AFM sont présentés dans la

figure 4.10 :
Anti-OVA Anti-CAS Anti-CD41
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Fig. 4.10. Images AFM de la biopuce apreés injection du mix de NPs en plasma. En A° un spot anti-OVA,
en B° un spot anti-CAS et en C° un spot anti-CD41. Mode AFM QI, surface fixée, imagerie en air. Ligne
1 plasma dilué 1000 fois, ligne 2 plasma dilué par 10, ligne 3 zoom électronique, ligne 4 caractérisations

des profils des particules. Z scale anti-OVA=480 nm, 140 nm sur anti-CAS et 10 nm sur anti-CD41.

156



La quantification des NPs sur les images AFM permet de constater une diminution importante
d’environ 5 fois de la densité surfacique des NP480-OVA sur spot anti-OVA, et a l'inverse une
augmentation significative des densités de NP140-CAS sur les spots anti-CAS, lorsque les NPs sont

injectées dans du plasma, qu’il soit dilué 10 ou 1000 fois.

A Injection mix en plasma :

densités surfaciques moyennes sur spot anti-CAS
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Fig. 4.11. Densité surfacique de NP sur anti-CAS (A) et anti-OVA (B) aprés injection en tampon ou en
plasma, en modules tri+capture couplés. Calculs faits sur la base de 15 images de 900 um? pour les

NP480-OVA et de 15 images de 100 um? pour les NP140-CAS, pour chaque condition.

D’autre part, sur le spot anti-CD41, nous nous attendions a une capture des EVs contenues dans le
plasma. Or, la densité d’objets types EVs est extrémement faible. Cela peut s’expliquer par plusieurs

raisons :

- L’anticorps choisi, I'anti-CD41, n’a pas répondu convenablement par rapport a nos résultats en
PPLs. Il n’est pas le plus pertinent pour la capture d’EVs a partir de plasma (le signal de capture

sur anti-CD41 obtenu dans la précédente étude de notre groupe est de 0,6% avec une dilution
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par 50%). Nous I’avons choisi pour une premiére évaluation sur la base de nos résultats et
nous compléterons nos puces avec d’autres anticorps lors de la prochaine campagne.

- Laprésence des particules de calibration a perturbé I'immunocapture des EVs CD41+

- Il ne faut pas exclure une sensible dégradation de la fonctionnalité de I'anticorps et/ou
I’évolution de la qualité de I'échantillon, qui expliquerait I'absence de capture

- Les EVs CD41+ contenues dans cet échantillon ont une taille qui serait supérieure au seuil de
coupure du module de tri (700 nm) dans ce lot (la vérification n’a pas pu étre réalisée a cause
de la complexité de I’échantillon).

- L’échantillon de plasma ne présentait que peu d’EVs plaquettaires, ou d’EVs plaquettaires
intactes'®

- La complexité de I'échantillon a peut-étre légérement modifié les concentrations de NPs en
sortie de tri

- Les phases de lavages ont conduit a une dégradation structurale les EVs.

Sur la base de I'ensemble de ces résultats, nous pouvons constater en milieu biologique des
modifications de comportement des NPs et vésicules dans la solution MADNESS, mais il est important

de dire que des solutions existent pour réussir a passer les problémes rencontrés :

- Le dispositif de tri est en cours d’amélioration avec des rayons de coupures qui seront plus
faibles, pour éliminer plus de « contaminant ». L'augmentation des débits de sortie et des
volumes en sorties des canaux latéraux est également un objectif que nous avons fixé.

- Les anticorps choisis pour piéger les EVs peuvent étre modifiés pour permettre une capture
plus efficace

- Les étapes de lavage peuvent étre investiguées pour permettre une amélioration du rapport
signal/bruit.

- Il est également possible d’apporter des éléments nouveaux au banc expérimental pour
permettre une amélioration de la collection et de I'injection des fractions triées (chambre de

collection, boucle d’injection).
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Conclusion :

Afin de réaliser le couplage entre les deux dispositifs de tri et de capture, nous avons dans un
premier temps réalisé des expériences d’immunocapture en SPRi a bas débit (1pl/min), pour
appréhender les réponses des différents spots anti-OVA et anti-CAS dans les conditions fluidiques de
sortie de tri. Les résultats obtenus en termes d’efficacité de capture, de réponses non spécifiques, et
de densité surfacique ont permis d’estimer les réponses attendues et de rajouter des étapes de lavages
en établissant et validant un protocole complet d'injection et de traitement de la puce avant
investigation AFM. Fort de ces données SPRi/AFM d’immunocapture, nous avons réalisé des
expériences de couplage des deux modules, en tampon PBS/tween. Nous constatons que les résultats
obtenus en SPRi bas débit et ceux obtenus par les approches couplées miniaturisées sont dans laméme
gamme. Ces résultats, de mix de NPs en tampon PBS/tween, indiquent donc que nous avons pu
reproduire, en module miniature de capture, les conditions efficaces d’'immunocapture de ces NPs, sur
puce. Aussi, ces résultats trés encourageants tendent a montrer que la connexion du module NBA au
module de tri n’affecte a priori pas la composition ni la concentration en NP480 et NP140 dans le

mélange.

Nous avons ensuite complexifié le milieu en y incorporant du plasma sanguin, soit dilué par
1000, soit par 10. Notre objectif était d’évaluer l'influence d’'un milieu biologique complexe sur
|’efficacité de tri et d'immunocapture des NPs. Le suivi du tri a mis en évidence que la présence de ce
milieu biologique ne perturbait pas, a priori, d’'un point de vue qualitatif, le comportement des NPs
dans les voies principales et secondaires. Nous avons cependant pu observer, par les analyses par
microscopie sur puce, que la densité en NP480-OVA est environ 5 fois plus faible sur les spots anti-
OVA, que lorsqu’elles sont diluées dans du tampon PBS/tween. Les NP140-CAS voient quant a elle leur
densité surfacique sur spot anti-CAS augmenter 2 fois, lorsqu’elles sont injectées en plasma. Ces
résultats indiquent donc que des éléments contenus dans le plasma sanguin dilué méme 1000 fois
semblent agir soit sur les NPs, soit sur les spots d'immunocapture, soit sur les 2 a la fois. Il est a noter
gu’au sein de I'équipe, des expériences de capture sur puce ont déja été menées au préalable en
plasma, et que ce dernier ne perturbait pas le fonctionnement des anticorps greffés sur puce. Dans
cette autre étude, d’autres anticorps ont été testés donc nous pourrons les greffer sur la puce pour
vérifier les réponses. L’hypothése la plus probable est donc que des éléments contenus dans le plasma
interagissent a la surface des NPs, sans en perturber le tri hydrodynamique, mais induisant une

modification d’efficacité de leur immunocapture sur puce.
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Conclusion générale

Nous avons mis en place la solution globale MADNESS basée sur une approche microfluidique
consistant a coupler un dispositif de tri par filtration hydrodynamique avec un module
d’'immunocapture (module NBA) sur puce multiplexe. Ce module est issu de la miniaturisation de
I"approche d’'immunocapture de la plateforme NBA, développée dans notre groupe en 2017. Cette
miniaturisation vise a compléter la plateforme analytique avec l'incorporation d’'une étape de
prétraitement, que constitue le module de tri, qui présente des innovations importantes
(fractionnement de I’échantillon selon un rayon critique de coupure, limitation du colmatage, efficacité
de tri, facilité de couplage avec le module NBA). Le développement de particules calibrantes
biofonctionnalisées et caractérisées représente une partie importante du travail, nécessaire pour
qualifier les performances de la solution analytique MADNESS. Utilisées comme matériel de référence,
mais également comme particules calibrantes ou étalon interne, pour combler le manque
d’informations sur I'immunocapture en temps réel qui s’opere au sein du module NBA car fonctionnant

sans élément de transduction.

Dans le chapitre 1, nous avons contextualisé la situation concernant les EVs et les problémes
analytiques qui les concernent : une grande hétérogénéité et une complexité de ces particules freinent
leurs utilisations actuelles en tant que biomarqueurs et systéme de délivrance de médicaments. En
effet, leurs implications dans de nombreuses pathologies sont prouvées (cancer, maladie d’Alzheimer,
maladie cardiovasculaire) et leur utilisation en tant que bio-indicateurs de pathologie n’est pas encore
possible par manque de techniques de caractérisation et de dosage fiables. Pour répondre a ce
probléeme d’analyse, nous avons établi l'inventaire des techniques usuelles utilisées pour
I’enrichissement de I’échantillon initial en EVs, ainsi que leurs avantages et inconvénients pour
permettre un positionnement de la technique de tri hydrodynamique. Les techniques utilisées le plus
souvent sont la centrifugation, la filtration, la chromatographie d’exclusion stérique et les approches
basées sur les phénomenes de capture sur substrat. Les limitations de ces techniques sont connues et
la société savante internationale travaillant sur les EVs (ISEV) met a jour ses guides et
recommandations pour limiter les erreurs d’interprétation en conseillant fortement entre autres une
combinaison de différentes techniques pour mieux qualifier ces EVs. Pour tenter de combler ce
manque de technique standard d’analyse des EVs, des méthodes émergentes voient régulierement le
jour. Nous en avons décrit précisément certaines et identifiées les avancées. Afin de contribuer a ce
domaine par une approche originale, notre travail a consisté a développer une solution alliant tri et
immunocapture : un dispositif de tri par ondes acoustiques et un dispositif de tri par filtration

hydrodynamique, a connecter en amont d’'un module de capture sur puce multiplexe. Dans le cadre
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du projet MADNESS, nous avons couplé notre module NBA avec le dispositif microfluidique basé sur la
filtration hydrodynamique. Nous le ferons avec le dispositif acoustique lorsque les derniéres étapes
d’amélioration dudit dispositif de tri seront réalisées. Nous souhaitons mettre en place une méthode
inédite de tri et de capture qui répondent a la demande criante exprimée par la communauté de

moyens de caractérisation des EVs et de ses sous-populations.

En I'absence d’élément de transduction, nous avons développé des particules
submicrométriques permettant de qualifier les performances en termes de tri et d'immunocapture de
la solution MADNESS. En effet, il n’existe pas de matériel standard de référence idéale mimant les EVs
et disponible en grande quantité, ce qui nous a conduits a développer nos propres modeles. Les
particules biomimétiques que nous avons utilisées ont des caractéristiques en taille, forme et en
présence de protéine surfacique proches de celles des EVs : elles sont sphériques avec des tailles
connues (140/480/920 nm), ont été biofonctionnalisées en ovalbumine ou en caséine (pour donner
les calibrants NP480-OVA/NP140-OVA ou NP140-CAS et NP920) pour étre piégées par immunocapture
par des anticorps greffés en surface de la biopuce. Afin de pouvoir les utiliser dans les expériences de
capture, il a fallu optimiser le protocole de fonctionnalisation et mettre en place les méthodes de
caractérisation fine de nos particules calibrantes. Une analyse en taille et en concentration a été
effectuée par la TRPS, puis un dosage protéique par UBCA a permis de déterminer le taux de
recouvrement des différents lots de NPs en protéines. Le point clé de la qualification de nos lots de
nanoparticules correspond aux expériences de piégeage sur puce permettant d’évaluer les gammes
dynamiques et les spécificités de capture des différentes NPs biofonctionnalisées. Cette étape
d’'immunocapture est nécessaire pour valider le lot testé et garantir son utilisation ensuite en mélange
aux EVs. La derniére phase de caractérisation correspond a une analyse métrologique et
morphomeécanique de la surface des différents spots, par microscopie de fluorescence et AFM en
utilisant une méthodologie rigoureuse d’acquisition et de traitement de données. Ce travail a constitué
une autre part importante du projet pour la détermination des densités de particules par unité de
surface de spots. Cette valeur de densité sera essentielle pour interpréter les résultats
d’'immunocapture. Les particules ont permis d’alimenter les développements du groupe « tri » chez
nos collegues de Toulouse, qui ont montré que ces particules présentaient des avantages significatifs
(limitation des agrégats, faible colmatage sur la surface du dispositif, disponibilité en grande quantité),

ce qui a conduit a leur utilisation systématique dans le développement de la solution MADNESS.

Dans le troisieme chapitre, nous avons présenté le développement et la caractérisation du
module NBA. La description de la plateforme NBA est indispensable pour définir les caractéristiques
du module. La premiere phase a consisté a concevoir le dispositif, en présentant les techniques de

fabrication de salle blanche, suivi d’expériences de simulations pour appréhender au mieux le
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comportement des fluides dans ce module de capture. Une fois le module développé, nous avons
réalisé une caractérisation fluidique en injectant une solution tampon a différentes pressions pour
déterminer les conditions de débit en fonction de la pression appliquée. Nous avons ainsi pu mettre
en place un protocole équivalent a celui de la SPRi (en appliquant une correspondance entre pression
appliquée et le débit obtenu). Les NP140-OVA et les NP480-OVA ont été injectées a différentes
concentrations pour déterminer des gammes dynamiques et les limites de détection du modele, en
partant des informations connues sur les limites usuelles de la méthode SPRi. Les expériences ont été
réalisées en SPRi et sur le module NBA pour permettre une comparaison des densités surfaciques sur
spots, aprés immunocapture. A ce stade une gamme dynamique est définie entre 107 part/ml et 10°
part/ml en SPRi et en module NBA, nous permettant de déterminer une gamme de travail en
concentration de NPs injectées. Nous pouvons observer que les taux de capture sont plus importants
(environ 4 fois pour les NP480-OVA par exemple) en module NBA pour une concentration donnée. Une
fois cette validation réalisée et dans I'optique de coupler les deux dispositifs, nous avions besoin d’un
nouveau type de particules avec une autre protéine de surface, pour permettre d’injecter en paralléle
les particules de 140 nm et celle de 480 nm. Les expériences ont été réalisées en SPRi avec les NP140-
CAS, avec des taux de capture spécifiques dont les valeurs sont supérieures a 2AR% pour les
concentrations choisies, des interactions non spécifiques faibles et une contamination croisée tres
faible. Nous avons pu valider ce nouveau modeéle de particules calibrantes. Par la suite, les NP140-CAS
et les NP480-OVA ont été co-injectées en tampon pour valider la non-perturbation des particules entre
elles. La validation de cette étape a permis d’injecter la solution de calibrants en milieu biologique en
SPRi, pour vérifier que la complexité de la matrice ne perturbe pas la capture de ces particules. Enfin,
les expériences ont été réalisées en module NBA, et les résultats comparés avec ceux obtenus en SPRi.
Cette comparaison montre que le module d’'immunocapture est fonctionnel (en capturant de la méme
maniere les NPs qu’avec la technique SPRi en milieu complexe) et prét a étre couplé au dispositif de

tri.

Dans le chapitre 4, nous avons couplé les deux dispositifs, vérifié les conditions d’écoulements
particuliers (avec un débit de 1pl/min et une étanchéité vérifiée) liés a la présence du dispositif de tri
et réalisé, comme dans le chapitre 3, des co-injections de nanoparticules en conditions idéales (en
milieu tampon). Nous avons préalablement réalisé des expériences d'immunocapture a bas débit
(1pl/min) pour nous rapprocher des conditions d’écoulement fluidique en entrée du dispositif NBA.
Les résultats de ces expériences de co-injection de particules en milieu tampon ont montré que le tri
et 'immunocapture sont robustes (reproductibles avec les valeurs bas débit du SPRi) lorsque les
dispositifs sont connectés avec des résultats similaires a ceux obtenus lorsque les échantillons sont

injectés dans les dispositifs individuellement. Nous avons ensuite complexifié les solutions en injectant
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les NP140-CAS et les NP480-OVA en milieu biologique. Des modifications de comportement
d’'immunocapture des NPs ont été observées lorsque la solution est diluée dans du plasma. Les NP480-
OVA présentent un taux de capture 5 fois plus faible, alors que les NP140-CAS eux présentent des
densités surfaciques plus élevées (2 fois environ) qu’en conditions idéales. D’aprés les résultats
obtenus, plusieurs hypothéeses ont pu étre proposées, mais nous pensons que la raison principale de
cette modification de comportement d’immunocapture réside dans I’adsorption de composés de la
matrice biologique autour des particules, ceci entrainant une modification de leur immunocapture.
L’ensemble de ce travail nous a permis de valider la solution MADNESS avec des résultats probants en
milieu idéal et des premiers résultats en milieu biologique encourageants. La réussite du tri et de
I'immunocapture en milieu biologique serait un résultat majeur pour le positionnement de ces travaux
au niveau national et international, et permettrait d’envisager des actions de maturations de

technologies pour des niches applicatives en diagnostic et suivi thérapeutique.
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Perspectives

A travers I'ensemble des résultats obtenus ayant permis de valider une premiére configuration de
dispositifs couplés de tri et d'immunodétection d’EVs, nous pouvons définir un ensemble d’actions a
réaliser pour atteindre une solution préanalytique & analytique globale, intégrée et robuste pour
caractériser les EVs et les sous-populations informatives. Pour cela, les travaux de développement sur
le dispositif de tri par ondes acoustiques se poursuivent actuellement pour atteindre sa configuration
finale et également étre couplés avec le module NBA. Le potentiel accordable du tri par filtration
hydrodynamique permettra de viser de nouveaux seuils de rayons critiques (100 nm notamment) et
des améliorations vont étre réalisées pour permettre des écoulements avec des débits en sortie plus
importants. Ceci entrainera une diminution des temps d’expériences et limitera les effets de transfert

de masse qui conduisent a une augmentation des interactions non spécifiques.

Pour la partie module NBA, I'automatisation du patterning avec des instruments commerciaux
permettra de greffer plus d’anticorps différents, et ainsi d’avoir la possibilité de capturer les particules
biologiques avec plusieurs cibles. Des travaux d’optimisation sur le biomimétisme des particules
calibrantes seront menés en particulier dans I'exposition et la densité des protéines de surfaces afin
de rapprocher les conditions d’immunocaptures entre cibles biologiques et particules
biofonctionnalisées. Il faut également préciser que des solutions de « matériel standard de référence »
sont en train d’étre mises en place dans la communauté des EVs. Disposer de tels « matériels »
permettrait a la fois de fiabiliser nos résultats et également de compléter notre jeu de particules

calibrantes pour aider au développement de nos solutions analytiques.

Une seconde cellule fluidique a également été imaginée, a partir d’un matériau transparent
(tel que le verre ou le polycarbonate) pour permettre de suivre par microscopie a fluorescence,
I’écoulement et la capture de particules fluorescentes a travers une fenétre d’observation, en temps
réel. Il est important également de faire évoluer les étapes de caractérisation en incorporant de
nouvelles techniques (spectroscopie Raman sur puce notamment) et en améliorant/augmentant en
débit les techniques de caractérisation disponibles (apport de I’AFM High speed, permettant de réduire

drastiquement les temps de scan des surfaces des puces).

Enfin, une solution séduisante consisterait a une intégration compléte des deux dispositifs (tri
et module NBA) sur une méme puce, limitant les volumes morts, en permettant un temps de capture
plus rapide. Pour atteindre cet objectif, une premiére étape d’optimisation et de rapprochement des

deux systémes pourrait étre réalisée avec la mise en place de boucles d’injections, d’un réservoir de
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collecte et d’'une chambre de concentration intermédiaire de I’échantillon. Ce systeme répondrait aux
cahiers des charges des besoins analytiques des EVs et pourrait étre mis en place des les prochaines

étapes expérimentales.
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ANNEXE

Annexe 2.1 : présentation de la qualification des lots biofonctionnalisées

. Concentration | Concentration | Quantité de .
Protocole Lot | Echantillon Mocli.ele attendue moyenne protéine par Concentrat.lon Immunocapture
protéique (part/ml) TRPS NP de travail
9 140 OVA 7,00E+11 Conforme 1000 1E+7 a 1E+49 +
Intermédiaire® 480 OVA 5,00E+10 Conforme 16000 1E+7 a 1E+9 +
140 OVA 7,00E+11 Conforme 1900 1E+7 a 1E+49 +
10 480 OVA 5,00E+10 Conforme 27400 1E+7 a 1E+9 +
1 140 OVA 7,00E+11 Conforme 1200 1E+7 a 1E+9 ++
480 OVA 5,00E+10 Conforme 18000 1E+7 a 1E+9 ++
140 CAS 7,00E+11 Conforme 3500 1E+7 a 1E+9 +++
12 480 OVA 5,00E+10 Conforme 16700 1E+7 4 1E+9 +++
140 CAS 7,00E+11 Conforme 3400 1E+7 a 1E+9 +++
B 480 OVA 5,00E+10 Conforme 20000 1E+7 a 1E+9 +++
. 140 CAS 7,00E+11 Conforme 2150 1E+7 a 1E+9 +++
Final 14 480 OVA | 500E+10 | Conforme | 16300 | 1E+7a1E+9 i+t
140 CAS 7,00E+11 Conforme 2400 1E+7 a 1E+9 +++
> 480 OVA 5,00E+10 Conforme 20170 1E+7 a 1E+9 +++
140 CAS 7,00E+11 Conforme 3700 1E+7 a 1E+10 +4++
16 480 OVA 5,00E+10 Conforme 17000 1E+7 & 1E+9 +++
140 CAS 7,00E+11 Conforme 3000 1E+7 a 1E+11 +++
o 480 OVA 5,00E+10 Conforme 35000 1E+7 a 1E+9 +++

Tab. Annexe 2.1. Tableau récapitulatif des lots de NPs biofonctionnalisées, d’aprés les expériences de

TRPS et de dosage UBCA. *Les valeurs sont obtenues avant optimisation de I'étape de dosage avant la lecture par

spectroscopie visible.
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Annexe 2.2 : protocole standard d’immunocapture

Etape Procédure SPRi
Puce d’Or Développé en salle blanche
Activation de la surface EDC/sulfo-NHS (200/50 mM), 30 min

Mode manuel et incubation sous
Spotting/greffage des anticorps | ultrasons (37kHz en fréquence/30% de
puissance), 30 min

Préparation de la puce Insertion en SPRI
Amorcage en tampon en 1 ml/min
instrument

Passivation a la RSA

20 pl/min, 5 min
200 pg/ml, pH 4,5

Nettoyage a I'OG

40 mM 30 sec.
Passivation a la RSA 20 pl/min, 5 min
Passivation a I’éthanolamine 20 pl/min, 10 min
Préparation de la puce 20 pl/min en tampon
Injection de I'échantillon 20 pl/min, 10 min
Fin de l'injection 20 pl/min en tampon

Etape de conservation de la

20 pl/min, 5 mi
surface ul/min, 5 min

Tab. Annexe 2.2. Présentation du protocole expérimental réalisé en SPRi.
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Annexe 3.1 : étape de fixation de la surface des puces avec le glutaraldéhyde
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Annexe 3.1 : réaction de réticulations du glutaraldéhyde avec les protéines pour permettre de fixer la

surface des puces d’or'®®
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Annexe 3.2 flow charts

Flow Chart du dispositif fluidique

1- Masque 1 : Réalisation des cellules fluidiques sur silicium

2- Masque 2 : Réalisation de I'empreinte pour le joint (alignement FAV)

3- Masque 3 : Réalisation des trous en FAR

Les étapes en salle blanche du développement de la cellule fluidique sont :

- CAO des masques

- Développement des masques pour la cellule, les ouvertures fluidiques et le joint

- Dépbt de résine sur les wafers en silicium 4 pouces

- Gravure plasma en DRIE pour la cellule, puis pour les ouvertures et la position des joints
- Etape de nettoyage

- Découpe de chaque cellule a la scie

- Récupération des joints en PDMS pour les installer sur la cellule fluidique

Hors salle blanche, développement du packaging :

- Construction du support de base pour positionner la cellule fluidique et la puce d’or

- Développement du capot permettant de clore le systeme et permettant de fixer les
connectiques fluidiques

- Découpe permettant de créer des fenétres d’observations
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Annexe 3.3 : présentation des deux protocoles expérimentale d'immunocapture des particules

Etape Procédure SPRi Procédure Module
Puce d’Or Protocole identique
Activation de la surface EDC/sulfo-NHS (200/50 mM), 30 min

Spotting/greffage des |Mode manuel et incubation sous ultrasons (37kHz en

anticorps fréquence/30% de puissance), 30 min
Préparation de la puce Eau ultrapure
Amorg?ge en tampon 1 ml/min 20 mbar
en instrument
Passivation a la RSA . . :
;;?)“:lag/l:nr;,ap:4,5 20 pl/min, 5 min 8 mbar, 5 min
Nettoyage a I'OG
40mM 30 sec.
Passivation a la RSA 20 pl/min, 5 min 8 mbar, 5 min
Passivation 20 pl/min, 10 min 8 mbar, 10 min
Préparation de la puce | 20 pl/min en tampon 20 mbar en tampon
Injection de . . .
I'achantillon 20 pl/min, 10 min 8 mbar, 10 min
Fin de l'injection 20 pl/min en tampon 8 mbar en tampon
Etape d ti
ape de conservation 20 ul/min, 5 min 8 mbar, 5 min
de la surface

Annexe. 3.3. Protocole d’immunocapture dans le SPRi et son équivalence dans le module NBA.
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