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I1-6: Microarray a protéines avec 1020 sites imagés par le systéeme de microscope SPR
(Lumera Corp.). Les protéines utilisées pour ce microarray sont les suivantes: 1gG1
humaine, 1gG2 humaine, 1gG3 humaine, IgG4 humaine, 1gG ovine, 1gG anti-mouton, 1gG
humaine, BSA, anti-BSA polyclonale, biotine-BSA, lysozyme, HSA, HSA monoclonale,
IgM humaine, 1gG de chat, protéine A, protéine L, anticorps anti-DNP et anti-ovalbumine
monoclonale. AdOPLE de [L48]. ...vo oo 63

I1-7: Principe de D’expérience SPRi avec des performances améliorées par les
nanoparticules. (A) La fonctionnalisation des anticorps avec différentes formes de
nanoparticules d’or. (B) L’essai en sandwich sur la surface pour la thrombine (Th) en
utilisant la puce SPR modifiée par des aptameres en conjonction avec différentes
nanoparticules d’or recouvertes d’anti-Th. (C) Une comparaison de trois mesures SPR
exaltée par des nanoparticules différentes (en anglais « nanoparticle-enhanced SPR ») a une
concentration fixe de thrombine de 1 fM. Adopté de [151]. ...ccccevririrniiiiieeeeeee, 64

Figure 11-8: Une immobilisation instable et la dénaturation partielle du ligand (rouge) et de I’analyte

Figure

Figure

(bleu) a partir d’une surface incompatible (A) entraine une régénération incompléte, ce qui
se traduit par une augmentation de la ligne de base et une diminution de la capacité de
liaison d’un cycle d’analyse a 1’autre (B). Adopté de [158]......cooiieiiiiiiiic e 67

[1-9: Représentation schématique de la formation d’une SAM sur la surface du capteur. Les
molécules possédant un groupe thiol sont chimisorbées rapidement a la surface du capteur,
mais la formation d’une couche dense prend plusieurs heures. ..........c.ccovveiiiiiiiciinnene 68

[1-10: Méthodes d’immobilisation utilisant divers liens chimiques. Une SAM est créée a
partir d’alcanethiols. Aprés la formation de la couche thiolée, de nombreux procédés
chimiques d’immobilisation peuvent étre réalisés. Adopté de [146]. ....ccevvvvviiiiiiiieennnn. 69
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Figure

Figure

[1-11: Résonance plasmonique de surface (SPR) - Spectrométrie de masse (MS). Les
molécules de récepteurs sont greffées de maniére covalente sur la surface du capteur SPR.
Une solution complexe contenant le ligand est injectée sur la surface du capteur et les
interactions récepteur-ligand sont suivies en temps réel par SPR. Le ligand capturé par
affinité peut ensuite étre analysé soit (A) en retirant de la biopuce de I’instrument SPR puis
apreés application de matrice par analyse MALDI-MS; soit (B) par microelution, suivie de
la récupération du matériel retenu par les récepteurs, puis d’une analyse ESI-MS ou
MALLDI-IMS. ettt e e e e e s e e e aab e e e eab e e e sabeeenneeeaneeeanes 71

11-12: (A) Représentation schématique de la méthode d’injection microfluidique. Spectres
de masse d’un échantillon de 5 uL avec 70 nM de lysozyme en présence d’un mélange
complexe: (B) échantillon préparé¢ avec de 1’eau et repéré directement sur la plaque MALDI
et (C) échantillon préparé dans du HBS-EP et récupéré aprés capture sur la biopuce....... 72

Figure 11-13: Spectre BIA/MS de la myotoxine a retenu dans chaque cellule fluidique individuelle.

Figure

Figure

Figure

Figure

Figure

La cible est observée dans toutes les cellules (ou canaux) sauf dans le canal 4 (blanc). Des
protéines marqueurs, 1’angiotensine II (cellules fluidiques 1 et 3) et la sécrétine (cellules
fluidiques 2 et 4) ont été ajoutees a la matrice MALDI pour démontrer la résolution spatiale
(les cellules fluidiques ont été ciblées individuellement avec le laser) et pour étre utilisées
comme calibrants de masse internes. Adapté de [157].....ccccovvrerriniininniini e, 74

I1-14: Représentation schématique de la configuration du systéeme SPR-BIA/MS a base de
puces. Le SPR est utilisé pour suivre les interactions biospécifiques en fonction du temps,
a partir duquel les parametres d’association et de dissociation de I’interaction peuvent étre
déterminés. L’analyse MALDI-TOF des cellules fluidiques directement & partir de la
surface de la biopuce est utilisée pour évaluer les analytes retenus pendant 1I’expérience
SPR. ACOPLE & [156]..evevereeririerieiesie ettt sttt 75

[1-15: Vue microscopique des dépots d’anticorps (récepteurs) formant un « microarray ».
(A) Agrandissement 60x%; (B) Agrandissement 200x. La distance entre les dépots est de
200 um; diamétre du site = 135 um. (C) Puce présentant une disposition au format matriciel
(format array) d’anticorps apres injection de plasma et retrait du biocapteur. Le tampon
cristallisé indique les limites des cellules fluidiques actives. (D) L’empreinte des cellules
fluidiques vides a coté des deux cellules fluidiques actives suggere qu’il y a 50 plots
d’anticorps dans les limites de chaque cellule fluidique (la surface est ~ 1 mm?). Adopté de
LB . ettt ettt et e re e teenteaneenreeneeanes 76

I1-16: Analyse par spectrométrie de masse couplée a la résonance plasmonique de surface
localisée (LSPR-MS). La figure montre en (A) un protocole expérimental schématique pour
la liaison des ADDLs et le dépot une couche d’acide sinapinique comme matrice pour
I’analyse MALDI MS; et en (B) la détection en temps réel des ADDL se liant aux
nanoprismes fonctionnalisés octanethiol/11-MUA par LSPR et le résultat de la MS
montrant les monomeres des ADDLs oxydées et normales isolées liés aux nanoprismes
(G0 [o] o1 (=Y [N K24 ) TR RSSO RRROPI 78

I1-17: Photographies annotées de I’appareil SAWN. L’encadré montre le plumeau généré
par la nébulisation SAWN pendant la chromatographie liquide. Adopté de [197]............ 80

I1-18: Présentation schématique de 1’analyse de complexes protéiques assemblés et isolés
sur un biocapteur par interférométrie de biocouche (biolayer interferometry) en utilisant
microscopie électronique et MS. Adopté de [200]. ......coovriririniiieee e 80
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Figure 11-19: Présentation schématique du dispositif expérimental de 1’interface CE-UV/MALDI-
MS comprenant la détection UV déportée et le systeme de distribution de la matrice intégré.

o (o] o] (=3 [N 40§ TSR 81
Figure 11-20: Configuration schématique d’un biocapteur montrant les éléments de
bioreconnaissance, d’interface et de transduction. Adopté de [219].......ccccevvevvvieevvenene. 82

Figure 11-21: Structure typique d’une molécule d’IgG. La molécule d’anticorps (~150 kDa) est
constituée de quatre chaines peptidiques contenant deux chaines lourdes de classe identique
d’environ 50 kDa et deux chaines légéres identiques d’environ 25 kDa. Le tétramere
résultant a deux moitiés identiques, chacune contenant un site identique reconnaissant

R3S LB oS 4 TP RPPR 84
Figure 11-22: Représentation schématique des anticorps conventionnels (humains) et de camélidés,
ainsi que de leurs fragments diSPONIbIES. ..........ccoeiieiiiic i 86
Figure 11-23: Représentation schématique du processus de sélection in vitro des aptameres par
SELEX. AdOPLE de [248]. ..c.voeiieeieiee ettt 91
Figure 11-24: Représentation schématique du processus de sélection non-SELEX des aptameres par
NECEEM - partitionnement. Adopté de [248].......ccceiieieiiiieee e 92
Figure 11I-1: Tllustration des différentes étapes de 1’expérience de couplage SPRi-MS............... 103
Figure I11-2: Photo de la biopuce montée sur le prisme en verre avec la matrice MALDI déposée
aprés 1’expérience SPRi sur les sites ou les récepteurs ont été immobilisés. ................... 104
Figure 111-3: Représentation schématique de I’expérience SPRi (A). Sensorgrams typique pendant
I’exXperience SPRI (B)....cuiiiiiiiiiieiii s 106
Figure 111-4: Photo de la plaque cible MALDI avec les biopuces montées. ...........cccccovveereeennne 107
Figure 1V-1: Les différentes prot€ines tESLEES. ........viviiieii it 112

Figure I1V-2: (A) sensorgrammes SPRi obtenus suite a différentes injections de solutions
commerciales de -lactoglobuline et d’ovalbumine a des concentrations croissantes dans le
tampon courant d’acétate d’ammonium 10 mM pH 7,5. (B) Image de différence observée
avec le logiciel SPRi pendant I’injection des protéines.............ooevererererenerieiencsenenenns 114

Figure 1V-3: Résultats de I’imagerie MALDI-TOF MS obtenus aprés 1’expérience SPRi dans un
tampon d’acetate de 10 mM, directement & partir de la surface de la biopuce au format
microarray d’anticorps anti 3-lactoglobuline immobilisée sur la chimie PEO-NHS. Spectres
de masse typiques obtenus a partir (A) des ROIs d’anticorps anti B-lactoglobuline et (B) des
ROls de controle négatif et positif, en mode linéaire positif en utilisant la matrice HABA.
Chague spectre de masse est la moyenne des spectres de masse obtenus a partir du ROI. (C)
Photo de la surface de la biopuce avec superposition des resultats MS. Filtre de masse de
couleur rouge appliqué afin de montrer la distribution des ions sur les ROIs analysés
(numérotés et délimités par une ligne pointillée). ... 117

Figure IV-4: P Photo du processus de nébulisation d’une solution de matrice MALDI réalisée avec
une source DESI convertie en sprayeur (tension désactivée). La distance appropriée entre
la sortie du capillaire et la biopuce est choisie au début de la nébulisation (~2 mm) et reste
constante tout au long du processus. La biopuce est fixée sur un support qui est déplace
manuellement selon des axes X-y pour obtenir une couverture homogéne de matrice; le
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processus est controlé en observant I’image produite par une caméra. L’objectif de la
caméra est centré pour visualiser simultanément le capillaire de spray et la surface de la
biopuce afin de contrdler le dépot de la matrice en temps réel. .........ccoovvevveceiecciciennn, 118

Figure IV-5: Résultats de I’imagerie MALDI-TOF MS obtenus aprés nébulisation de la matrice sur

Figure

les sites contenant un mélange de calibrants (mélange BSA/myoglobine) déposés sur la
biopuce fonctionnalisée avec la chimie PEO-NHS. (A) Spectres de masse moyennés
obtenus a partir des ROIs indiqués. (B) La photo de la surface de la biopuce avec les filtres
de masse de couleur rouge et magenta montre la distribution des ions issus de la myoglobine
sur les ROIs analysés (numérotes et delimités par une ligne pointillée). ROI #3 présente une
certaine coloration sur le coté gauche, malgré I’absence de dépdt et de détection de
protéines. Cet effet est causé par une couverture de matrice hétérogene, qui se traduit par
un niveau de bruit élevé générant un résultat "faux-positif". Une photo miniature de la
biopuce aprés 1’application de la matrice avant 1’analyse MALDI-TOF est également
représentée en bas a droite entourée d’un cadre blanc. ..........ccoociiiiiiiiiiii i 120

IV-6: Sensorgrammes SPRi obtenus lors de I’injection de 150 uLL de - lactoglobuline a 10
pug/mL dans le tampon de course (A) a partir de la biopuce ordinaire et (B) a partir de la
biopuce avec des ROIs délimités par ablation laser. L’image de la cellule SPRi et I’image
de différence correspondante sont représentées sous les sensorgrammes, ces images ont été
obtenues par SPRi lors de I’étape de dissociation. (C) Photo de la biopuce avec localisation
des sites (ROIs) délimités et image zoomée de la partie de la puce SPRi obtenue par la
caméra de cellule SPRi. (D) Deux géométries de spots sont représentées (photo apres
ablation laser, grossissement x12,5). La photo miniature de la biopuce apres dép6t manuel
de la matrice se trouve en Das & ArOIte. .......c.coveiereiiii s 122

Figure V-1: Sensorgrammes SPRi obtenus suite a différentes injections de solutions commerciales

purifiées de B-lactoglobuline et d’ovalbumine de concentrations croissantes dans un tampon
de course d’acétate d’ammonium 10 mM, pH 7,5, sans soustraction du signal obtenu a partir
de la surface passivée (courbe solide bleu fONCE). ......cccvevviiieiiiicieecc e, 126

Figure V-2: Structures moléculaires de (A) la prothrombine humaine (4NZQ) et (B) 1’a-thrombine

Figure

humaine (1HAI). (C) Structure de la thrombine superposée a une représentation de la
surface électrostatique, ou I’emplacement de liaison du sodium et deux sites de surface,
appelées exosite | et exosite 11, sont surlignés en jaune. ..........ccceeveveeieiieieece e, 130

V-3: Représentation schématique des aptaméres anti thrombine (A) HD22 et (B) HD1.
Structures moléculaires de la (C) thrombine (3U69) et des complexes thrombine-aptamére
avec (D) HD22 (417Y) et (E) HD1 (4DIH). Les aptameres ADN sont mis en évidence en
bleu, la molécule de thrombing eSt griSe. .......oovveiieiiiieieece e 131

Figure V-4: Sensorgrammes SPRi obtenus a partir de microarray d’aptamére HD1 5°-T5 suite a

des injections de solutions commerciales de prothrombine et de thrombine a des
concentrations de 1 pg/mL dans un tampon de course PBS (sans sels divalents). HD1 5°-
T5 immobilisé dans les tampons de course TE et PBS correspondent respectivement aux
courbes bleu foncé et bleu claire, le controle négatif et la surface passivée correspondent
respectivement aux COUrbDes roUge BL NOITE. .......civieiuieiie i 134

Figure V-5: Sensorgrammes SPRi obtenus a partir de microarray d’aptamére HD22 5°-T15 suite a

des injections de solutions commerciales purifiées de prothrombine et de thrombine a des
concentrations de 1 pg/mL dans le tampon de course PBS (sans sels divalents). HD22 5°-
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T15 immobilisé a partir de solutions dans les tampons de course TE et PBS correspondent
respectivement aux courbes de couleur vert foncé et vert claire, le contr6le négatif et la
surface passivée sont respectivement de couleur rouge et NOIre. ........cccccvevvevveiieseennenn, 135

Figure V-6: Histogramme montrant la densité de surface moyenne des protéines retenues sur les
sites d’aptamere anti thrombine (diluées dans du tampon TE) lors de I’injection de
thrombine et de prothrombine dans du tampon de course PBS sans MgCl. et CaCl». Les
barres bleues correspondent a I’injection de thrombine 1 pg/mL et les barres orange a
I’injection de prothrombine 10 pg/mL. L’encadré montre un zoom sur la quantité moyenne
de protéines retenues pour toutes les concentrations d'immobilisation des récepteurs HD1
57-TS @ HD22 57-T LD, oot e et e e nbaee e e 136

Figure V-7: Sensorgrammes SPRi obtenus a partir de microarray d’aptamére HD1 5°-T5 suite a
des injections de solutions de prothrombine (A) et de thrombine (B) & des concentrations
respectives de 1 pg/mL et 0,5 pg/mL dans un tampon de course PBS (sans sels divalents).
La réponse de HD1 5°-T5 immobilisée en TE sans aucun traitement est illustrée en bleu
fonce, la réponse de HD1 5°-T5 immobilisée aprés dénaturation et repliement en TE est
illustrée en bleu clair, le contrble négatif et la surface passivée correspondent
respectivement aux courbes rouge et noire. L’image de différence de la cellule SPRi
pendant chaque injection est présentée en haut de chaque sensorgramme. (C) L’encadré
montre [’histogramme de la quantit¢é moyenne de thrombine capturée par affinité sur les
sites d’aptameres HD1 5°-T5 aprées une injection de 0,5 pg/mL de thrombine................ 137

Figure V-8: Sensorgrammes SPRi obtenus a partir de microarray d’aptamére HD22 5°-T15 suite a
des injections de prothrombine (A) et de thrombine (B) a des concentrations respectives de
1 pg/mL et 0,5 ng/mL dans le tampon de course PBS (sans sels divalents). La réponse de
HD22 5°-T15 immobilisé en TE sans aucun traitement est illustrée en vert foncé, HD22
5’-T15 immobilisé apres dénaturation et repliement en TE est illustré en vert clair, le
controle négatif et la surface passivée correspondent respectivement aux courbes rouge et
noire. L’image de différence de la cellule SPRi pendant chaque injection est présentée en
haut de chaque sensorgramme. (C) L’encadré montre I’histogramme de la quantité
moyenne de thrombine capturée par affinité sur les sites d’aptameres HD22 5°-T15 apres
une injection de 0,5 pg/mL de thrombine............ccoveieiiieniniiiscee e, 138

Figure V-9: Sensorgrammes SPRi obtenus a partir de microarray d’aptameéres anti thrombine suite
a des injections de solutions de thrombine a une concentration de 1 pg/mL dans le tampon
de course PBS (sans CaCl, et MgCly). La figure contient deux parties correspondant a 2
injections consécutives de thrombine, sans régénération de surface entre les deux. L’ impact
de I’orientation de I’'immobilisation des aptaméres a été étudié: HD1 5°-T10 est représente
en bleu foncé et HD1 3°-T10 en bleu clair, le contréle négatif et la surface passivée sont
respectivement des courbes marron €t NOITE. ........cccocveiieiiiecie e 139

Figure V-10: Histogramme de la quantité moyenne de ligand capturé par affinité sur les sites des
aptameres HD1 5°-T5 et HD1 5°-T10 aprés I’injection de 1 pg/mL de thrombine (barres
bleues) et de prothrombine (barres orange) dans le tampon de course PBS sans CaCl; et
MG C D0, ettt bbb e neeneene e et 140

Figure V-11: (A) Sensorgrammes SPRi obtenus a partir de microarray d’aptameéres anti thrombine
suite a des injections de solutions de thrombine & une concentration de 1 pg/mL dans le
tampon de course PBS (sans CaCl, et MgCl2). L’impact de la longueur du T-linker des
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aptameres HD22 a été étudi¢: HD22 5°-T10 est représenté en vert foncé et HD22 5°-T15 en
vert clair. (B) Histogramme de la quantité moyenne du ligand capturé par affinité sur les
sites des aptameéres HD22 5°-T15 et HD22 5°-T10 aprés 1 injection de 1 pg/mL de
thrombine (barres bleues) et de prothrombine (barres orange) dans le tampon de course PBS
sans CaCl et MgCl.. Les expériences ont été réalisées sur différentes biopuces............ 141

Figure V-12: Représentation schématique de HD1-22, I’aptadimére bivalent de fusion anti
thrombine. (A) Structure moléculaire du complexe aptameére-thrombine-aptamére avec
HD1 en rouge, HD22 en jaune (5EW2). (B) Aptamére HD1-22 avec le linker interne T15
représenté autour de la molécule de thrombine (3UB9). ........cccoovveviiiiiievecicceereee, 144

Figure V-13: (A) Sensorgrammes SPRi obtenus a partir d’un microarray d’aptameéres anti
thrombine suite a des injections de thrombine en solution a différentes concentrations dans
un tampon de course PBS sans sels divalents. HD22 5°-T10 est représenté en vert, HD1 3°-
T10 en bleu et HD1-22 5°-T10 aptamére bivalent fusionné immobilisé a 10 et 20 uM
concentration en couleurs magenta et violette respectivement. (B) Images différence de la
cellule SPRi obtenues lors de chaque injection de thrombine...........cccccceeiieieciieceenen, 145

Figure V-14: Sensorgrammes SPRi obtenus a partir d’un microarray d’aptameéres anti thrombine
suite a des injections de solution de prothrombine commerciale purifiée a différentes
concentrations dans un tampon de course PBS sans sels divalents. HD22 5°-T10 est
représenté en vert, HD1 3°-T10 en bleu et HD122 5°-T10 aptamere bivalent fusionné
immobilisé a 10 et 20 uM concentration en couleurs magenta et violette respectivement.

Figure V-15: Résultats MSi MALDI-TOF obtenus apres I’expérience SPRi (tampon de course PBS,
sans sels divalents) directement a partir de la surface de microarray d’aptameres anti
thrombine immobilisés sur la chimie PEO-NHS. (A) Spectre de masse typique obtenu a
partir de sites HD1 5°-T5 et (B) spectre de masse typique obtenu a partir de sites HD1 3’-
T10. Chaque spectre de masse représenté est la moyenne des spectres de masse obtenus a
PArtIF de 12 RO ..o et e e e sre e ae e nteennennes 148

Figure V-16: Résultats MSi MALDI-TOF obtenus apres I’expérience SPRi (tampon de course PBS,
sans sels divalents) directement a partir de la surface de microarray des aptameéres anti
thrombine immobilisés sur une SAM PEO-NHS. (A) Spectre de masse typique obtenu a
partir de sites HD1 5°-T10 et (B) spectre de masse typique obtenu a partir de sites TC
(contrdle négatif). Chaque spectre de masse représenté est la moyenne des spectres de masse
obtenus @ partir de [a ROL.........coi o 148

Figure V-17: Résultats MSi MALDI-TOF obtenus apres I’expérience SPRi (tampon de course PBS,
sans sels divalents) directement a partir de la surface de la biopuce a microarray d’aptameres
anti thrombine immobilisés sur une SAM PEO-NHS. (A) Spectre de masse typique obtenu
a partir de sites d’aptamére HD1 5°-T5. Spectres de masse typiques obtenu & partir de sites
d’aptameére HD22 5°-T10 (B) et HD22 5°-T15 (C). Chaque spectre de masse représente est
la moyenne des spectres de masse obtenus a partir de 1a RO ..........cccccoeeeiieveevciiennn, 149

Figure V-18: Reésultats MSi MALDI-TOF obtenus aprés I’expérience SPRi dans un tampon de
course PBS (sans sels divalents) directement a partir de la surface de microarray
d’aptameéres anti thrombine immobilisés sur une SAM PEO-NHS. (A) Photo typique de la
surface de microarray avec un filtre de masse de couleur magenta appliqué afin de montrer
la distribution des ions sur les ROIs analysés (numérotés et délimités par une ligne
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pointillée). (B) Représentation schématique de la position des sites des récepteurs sur la
surface de microarray. HD1 5°-T5 et HD1 3°-T10 en bleu fonceé et bleu clair respectivement.
HD1 22’-T10 et HD1 22°-T15 en vert foncé et vert clair respectivement. Les cercles blancs
non nommeés correspondent a différentes régions de contréle. ..........ccccovvvvviviiveiveiiennene, 150

Figure V-19: Résultats MSi MALDI-TOF obtenus apres I’expérience SPRi (tampon de course PBS

sans sels divalents) directement a la surface de microarray des aptaméres anti thrombine
immobilisés sur la SAM PEO-NHS. Spectres de masse typiques obtenus a partir de sites
HD1-22 5°-T10 immobilisés et a une concentration de 10 uM (A) et 20 uM (B)
respectivement. Chaque spectre de masse représenté est la moyenne des spectres de masse
obtenus & partir de 1a ROL.........coiiii e e 151

Figure VI-1: Histogramme montrant la densité de surface moyenne de protéines retenues sur les

Figure

sites d’anticorps anti 3-lactoglobuline lors de I’injection de 100 pg/mL de B-lactoglobuline
dans différents tampons de course. Les barres bleues correspondent a I’immobilisation des
récepteurs pendant 16 heures et les barres orange - pendant 2 heures. .........cccoceevereene, 155

VI-2: Résultats de MALDI-TOF MSi obtenus aprés I’expérience SPRi menée avec un
tampon de course PBS (sans sels divalents) directement a partir de la surface de microarray
mixte anticorps/aptaméres anti -lactoglobuline immobilisés sur la chimie PEO-NHS. (A)
Photo de la surface entiére de la biopuce avec délimitation des ROIls. (B) Photo de la surface
du microarray avec les résultats MSi superposés. Filtre de masse de couleur magenta
appliqué afin de montrer la distribution des ions sur les ROIs analysés. Spectres de masse
typiques obtenus a partir de sites d’anticorps contre B-lactoglobuline (C et D) en mode
linéaire positif en utilisant la matrice HABA. Chaque spectre de masse représenté est la
moyenne des spectres de masse obtenus a partir de [a ROI. ..o, 157

Figure VI-3: Résultats MALDI-TOF MSi obtenus directement a partir de la surface de microarray

Figure

mixte anticorps/ aptameres anti f-lactoglobuline immobilisés sur la chimie PEO-NHS apres
I’expérience SPRi menée avec un tampon de course PBS (sans sels divalents). (A) et (B)
Spectres de masse typiques obtenus a partir des sites d’anticorps anti B-lactoglobuline. Le
spectre de masse obtenu a partir d’un site anticorps anti B-lactoglobuline (en noir) est
superposé avec un spectre de masse typique obtenu a partir (C) d’un site aptamére BLG-14
(en bleu) et (D) d’un site aptamére BLG-G (en vert). Chaque spectre de masse représenté
est la moyenne de spectres de masse obtenus a partir d’une ROL ...........ccccoeviiiiiiennnn, 158

VI-4: Résultats MALDI-TOF obtenus par MSi (A) et par interrogation manuelle de la
surface (B) apres I’expérience SPRi dans un tampon de course PBS (contenant 1 mM MgCl;
et CaCly) directement a partir la surface de microarray mixte anticorps/aptaméres anti
B-lactoglobuline immobilisés sur la chimie PEO-NHS. Spectre de masse obtenu a partir
des sites d’anticorps anti B-lactoglobuline, représenté en bleu foncé et des sites de la surface
passivée représenté en vert. (C) Spectre de masse obtenu a partir de « hot-spots » de matrice
(site d’anticorps anti (-lactoglobuline), montrant de multiples ions de la molécule cible.

Figure VI-5: Sensorgrammes SPRi des interactions des d’anticorps contre la thrombine (A) et des

aptameres HD22 5°-T10 (B), HD1 3°-T10’ (C), HD1 5’-T5 (D) avec des concentrations
croissantes de thrombine injectée dans le tampon de course PBS sans MgCl. et CaCl.. La
Iégende colorée sur le c6té droit de chaque ensemble de courbes indique la concentration
de 12 PrOtEINE INJECTER. ...ttt 163
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Figure VI-6: Histogramme montrant la densité de surface moyenne de la thrombine retenue par
affinite sur les sites de différents récepteurs lors d’injections de thrombine de concentrations
croissantes pendant I’expérience SPRi dans le tampon de course PBS sans MgCl; et CaClo.

Figure VI-7: Sensorgrammes SPRi des interactions des aptamére HD1 3°-T10° (A) et HD1 5°-T5
(B) avec des concentrations croissantes de prothrombine injectée dans le tampon de course
PBS sans MgCl, et CaCl,. Une Iégende coloree sur le c6té droit de chaque sensorgramme
indique la concentration de la protéine iINJECLEE. ..........cocovviieieiniiii e, 165

Figure V1-8: Histogramme montrant la densité de surface moyenne de la prothrombine retenue par
affinité sur les sites de différents récepteurs, lors d’injections de prothrombine de
concentrations croissantes pendant 1’expérience SPRi dans le tampon de course PBS sans
MOCI2 81 CACI2. et nre s 166

Figure VI-9: Sensorgrammes SPRi obtenus a partir (A) d’anticorps et a partir des aptameéres (B)
HD22 5°-T10, (C) HD1 3°-T10, (D) HD1 5’-T10 (courbes solides) vs HD1 5°-T5 (courbes
pointillés) dirigés contre la thrombine lors d’injections de thrombine a des concentrations
croissantes dans le tampon de course PBS avec (courbes solides) et sans (courbes pointillés)
1 mM MgCl; et CaCl». Des expériences dans différents tampons de course ont éte réalisées
SUP dES DIOPUCES SEPAIEES. .....evereeiirieiieeete ettt ettt bbb b e ene s 167

Figure VI-10: Histogramme montrant la densité de surface moyenne de la thrombine retenue par
affinité sur les sites de différents récepteurs apres des injections de thrombine de
concentrations croissantes pendant 1’expérience SPRi avec le tampon de course PBS en
présence de 1 mM MgClI, et CaCl (barres dans les tons oranges) et avec un tampon de
course PBS sans MgCl» et CaClz (barres dans les tons bleus). En général, plus la couleur
des barres est claire, plus la concentration du ligand injecté est faible. L’encadré en haut a
droite est une image zoomée de I’histogramme montrant les interactions non spécifiques
entre la thrombine et I’aptaméere TC (controle négatif). ........cccooovviieiiiiiiiiic 170

Figure VI-11: Sensorgrammes SPRi des interactions des aptaméres HD1 3°-T10 (A), HD1 5°-T10
(B, courbes pleines) et HD1 5°-T5 (B, courbes en pointillés) avec des concentrations
croissantes de prothrombine injectée dans du PBS contenant 1 mM de MgClI. et CaCl;
(courbes pleines) et dans le tampon de course PBS sans MgCl. et CaCl, (courbes en
pointillés). La comparaison de I’interaction entre HD1 5’ et la prothrombine a été réalisée
en utilisant des aptaméres avec des longueurs de linker différentes (T10 et T5), car ni
I’aptameére avec TS5, ni celui avec T10 n’étaient fonctionnels dans les deux tampons PBS.
Les expériences dans différents tampons de course ont été réalisées sur des biopuces
SBPAIEES. ...ttt ettt ettt e et te et et e e ete et e aa e e ate e teereeabe e te et e are e reenreareere e 172

Figure VI-12: Histogramme montrant la densité de surface moyenne de prothrombine retenue par
affinité sur les sites des aptameéres HD1 3°-T10 (barres bleu claire) et HD1 5°-T10 (barres
bleu fonce) lors des injections de concentrations croissantes de la prothrombine pendant
I’expérience SPRi dans le tampon de course PBS avec 1 mM MgCl; et CaCl,. ............. 172

Figure VI-13 Sensorgrammes SPRi des interactions entre les aptaméres HD1 3°-T10, HD1 5°-T10,
HD22 5°-T10, I’anticorps anti thrombine et la BSA purifiée injectée & 100 nM (A) et
1 uM (B) dans du tampon de course PBS contenant 1 mM de MgCl: et de CaCl,. (C)
Injection de BSA dans le tampon de course utilisé pour passiver la surface au tout début de
PeXPETIENCE SPRI. ..eiiiiiiii e 174
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Figure VI-14: Sensorgrammes SPRi obtenus a partir d’anticorps anti thrombine (A, courbes
rouges) et des aptameres HD22 5°-T10 (B, courbes verts), HD1 3’-T10’ (C, courbes bleu
claire), HD1 5°-T10 (D, bleu fonce) apres des injections de concentrations croissantes de
100 nM a 1 uM de BSA dopées avec de la thrombine (Thr) de 2,7 nM et 13,5 nM dans le
tampon de course PBS en présence de 1 mM MgCl. et CaCl,. Des ensembles de courbes
expérimentales pour chaque concentration de thrombine co-injectée avec la BSA sont
séparés par des accolades; la thrombine pure injectée sans BSA est représentée en magenta
(courbes solides). Les interactions des aptameres HD1 avec la thrombine 13,5 nM en
présence de BSA ont démontré une augmentation significative du niveau de variation de la
réflectivité, ainsi la position des ensembles de sensorgrammes par rapport a I’injection de
méme concentration de thrombine pure est indiquée par des fleches. ..........ccccovevveiennn. 175

Figure VI-15: Histogramme montrant la densité de surface moyenne de ligand retenu par affinité
sur les différents récepteurs de la thrombine aprés des injections de concentrations
croissantes de BSA de 100 nM a 1 uM, dopées avec de la thrombine (Thr) de 2,7 nM et
13,5 nM, dans le tampon de course PBS en présence de MgCl, et CaCl; (1 mM). Les
résultats pour les solutions de BSA dopées avec 2,7 nM Thr (barres dans les tons de bleu)
et pour les solutions dopées avec 13,5nM Thr (barres dans les tons d’orange) sont
représentés a coté des résultats pour 1’injection de 2,7 nM Thr pure (barres rouges) et de
13,5 nM Thr pure (barres magenta). En général, plus la couleur des barres est foncée, plus
la concentration de BSA injectée est importante. ...........ccoevverernieneneiesesees e, 177

Figure VI-16: Résultats de I’imagerie MALDI-TOF MS obtenus directement a partir de la surface
des microarrays congus pour la détection de la thrombine (chimie PEO-NHS) aprés une
expérience SPRi réalisée avec comme tampon de course PBS sans MgCl; et CaCly. Un filtre
de masse de couleur magenta a été appliqué afin de montrer la distribution des ions sur les
ROI analysées (numérotées et délimitées par une ligne pointillée). Les spectres de masse
(A) et (B) correspondant aux sites d’anticorps de thrombine #13 et #06 respectivement.
Chague spectre de masse représenté est la moyenne des spectres de masse obtenus a partir
A8 ROTINGIQUA. ...ttt sttt 178

Figure VI-17: Résultats de 1’analyse par MALDI-TOF MS obtenus apres I’expérience SPRi dans
un tampon de course PBS avec 1 mM MgCl: et CaCl, directement a partir de la surface des
microarrays pour la détection de thrombine (chimie PEO-NHS). (A) Spectre de masse
typique obtenu a partir des sites d’aptamere HD22 5°-T10 aprés injection de thrombine
13,5 nM pure dans le tampon de course. (B) Spectre de masse typique obtenu a partir des
sites d’aptamére HD1 3’-T10 suite a I’injection de thrombine 13,5 nM co-injectée avec
1000 NIM B BSA. ..ottt ettt sttt b et ens 179

Figure VII-1: (A) Immobilisation d’anticorps de camélidés a domaine unique (R3VQ-SH) sur toute
la surface de la biopuce, les fleches rouges indiquant les bords de la zone couverte de liquide
et la différence entre la surface d’or fonctionnalisée par R3VQ-SH et la zone non
fonctionnalisée. (B) sensorgrammes SPRi obtenus apres injection de 150 pl de peptide f -
amyloide commercial purifi¢ a 100 pg/ml (AB 1-40). Les courbes ont été obtenues a partir
de sites de méme taille et de méme type, seul I’emplacement des sites était difféerent. ...184

Figure VII-2: Résultats de MALDI-TOF MSi obtenus suite a une expérience SPRi menée avec un
tampon d’acétate d’ammonium directement a partir de la surface de la biopuce
uniformément fonctionnalisée avec des nanocorps R3VQ-SH dirigés contre le peptide
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amyloide (sans la chimie PEO-NHS). (A) Photo de la surface de la biopuce superposée avec
la répartition des ions sur les ROIs analysés (numérotés et délimités par une ligne
pointillée). (B) Spectre de masse correspondant a la moyenne des spectres de masse
obtenus a partir du ROI #03 indiqué. C’est un spectre de masse typique obtenu pour chaque
ROI de couleur magenta. Tous les autres ROI (A, sites jeune-marrons aux coins de la photo
de la biopuce) correspondent a des sites de controle a partir desquels aucun ion n’a été
détecté (spectres de masse correspondants NON PréSentes)........ccvevvereereereeieereereeseennenns 185

Figure VII-3: A gauche (A), photo de la surface de la biopuce superposée a la carte des ROIs
sélectionnés (cercles verts — sites des récepteurs nanocorps R3VQ-SH greffés sur la surface
de la biopuce et cercles rouges - sites contrdle). Les sites plus lumineux sur la photo de la
surface correspondent a des nanocorps immobilisés dans une solution mere et les sites plus
foncés - a des sites contenant en plus 5 % de glycérol. (B) Sensorgrammes SPRi obtenus
apres injection de 150 pL d’une solution de L-Cystéine (1 mM) dans le tampon de course,
suivie d’une régénération avec 0,1 M de glycine-HCI pH 2,0. (C) Deux images de différence
sont représentées, 1’une apres injection de L-Cystéine et I’autre aprés régénération par de la
glycine. Ces images ont été¢ obtenues par le systéeme SPRi lors de 1’étape de dissociation
aprés chaque injection, reflétant ainsi I’accumulation de masse (zones et ROIs lumineux)
ou I’¢limination de masse a partir de la surface du capteur. ..........ccccocoverininiiicieen, 186

Figure VII-4: (A) SPRi sensorgrammes obtenus lors de I’injection de 150 pL 1 pg/mL de peptide
amyloide-p (AP 1-40) dans le tampon de course suivie d’une régénération par 0,1 M
glycine-HCI, pH 2,0. (B) Les images de la cellule de flux et les images de différence sont
représentées sous les injection correspondantes. Ces images ont été obtenues par le systéeme
SPRi lors de I’étape de dissociation de chaque injection, les images de différence refletent
donc I’accumulation de masse (zones lumineux) a la surface du biopuce. Les bandes
lumineuses apparaissant aprés la régénération sont probablement dues a une liaison non
spécifique d’amyloide a [a Surface. ........ccccoviiiiici 187

Figure VII-5: (A) sensorgrammes SPRi obtenus avec I’injection de 150 pL de peptide amyloide-f3
(AP 1-40) a 10 pg/mL dans un tampon de course d’acétate d’ammonium, suivie d’une
régénération par 0,1 M de glycine-HCI, pH 2,0. (B) sensorgrammes SPRi obtenus lors de
I’injection de 150 pL de AP 1-40 a 1 pg/mL et 10 pg/mL dans le tampon de course. (C)
L’image de la cellule de flux et I’image de différence obtenues par le systeme SPRi lors de
1’étape de dissociation avec I’injection de 0,1 M glycine-HCI, pH 2,0. L’image de différence
refletent donc 1’accumulation de masse (zones lumineux) a la surface du biopuce. Les
bandes lumineuses apparaissant apres la régénération sont probablement dues a une liaison
non spécifique de la protéine amyloide avec la surface. ...........ccccoeveveieeve i, 188

Figure V11-6: A gauche (A), la photo de la surface de la biopuce superposée a la carte des ROls
sélectionnés. (B) SPRi sensorgrammes obtenus lors de I’injection 150 pL 10 pg/mL de
peptide amyloide-p (Ap 1-40) dans le tampon de course PBS sans MgCl. et CaCl,, suivie
d’une régénération par 0,1 M glycine-HCI, pH 2.0. (C) Les images de la cellule de flux et
de la différence sont représentées sous 1’injection correspondante. Ces images ont éte
obtenues par le systéme SPRi lors de I’étape de dissociation de chaque injection, reflétant
ainsi I’accumulation de masse (zones lumineux) ou 1’élimination de masse de la surface du
capteur. Les bandes lumineuses apparaissant apres la régénération sont probablement dues
a une liaison non spécifique d’amyloide a la surface. ..........ccccovveivieiiiii i, 190
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ADDL
ADN
ARN
BSA
CCD
CD

CE

CH
CID
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DCC
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Acide 2-(4-hydroxyphénylazo)-benzoique
Chromatographie liquide a haute performance
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Mobilité des ions

Capture d’affinité métallique immobilisée
Infrarouge

Spectroscopie infrarouge de réflexion-absorption
Source d’ions
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Plasmon de surface
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STD
TBA
TC
TCEP
TE
TFA
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TOF
uv
VCD
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Les interactions biomoléculaires sont au cceur du fonctionnement de tous les systémes
vivants. Ces interactions interviennent entre des molécules de nature identique ou différente: des
protéines, des glycanes, des lipides, ou encore des acides nucléiques sont impliquées dans des
processus de reconnaissance moléculaire. Elles sont responsables de la formation et de
I’organisation d’assemblages complexes, qui jouent un rble essentiel dans de nombreux de
processus, tels que la défense immunitaire avec les complexes anticorps-antigene (protéine-
protéine), la biosynthése des protéines avec les ribosomes (protéine-acide nucléique)... L’étude et
la compréhension des interactions biomoléculaires revétent donc une grande importance, tant sur
le plan fondamental, qu’appliqué.

Parmi les différentes méthodes d’analyse des interactions moléculaires, figure la résonance
plasmonique de surface, la spectrométrie de masse et leur couplage SPR-MS. La technique SPR
permet I’analyse cinétique et thermodynamique en temps réel d’interactions biomoléculaires, mais
ne permet pas I’identification précise des partenaires d’interactions, ce qui devient possible en
couplant la technique SPR et la MS. En effet, la MS est une technique puissante, développée pour
la caractérisation et I’identification structurale de différentes molécules et, éventuellement, de
complexes moléculaires. Le couplage SPR-MS offre les avantages d’une analyse
multidimensionnelle, qui intéresse a la fois le domaine de la recherche fondamentale (sciences
omiques: métabolomique, génomique, protéomique, etc.) et celui plus appliqué du secteur
biomédical (découverte de biomarqueurs, cible pharmaceutique, etc.). Les couplages SPR-MS
reposent généralement sur I’élution/récupération des ligands capturés par SPR, ce qui nécessite des
étapes supplémentaires, colteuses en temps et en main-d’ceuvre, et source de perte de matériels.
Pour surmonter ces limitations, la détection MS du ligand peut étre pratiquée directement a partir
de la surface du capteur. C’est cette configuration qui a été retenue pour les études du couplage
SPR menées au cours de cette these.

Le couplage SPR par imagerie avec la spectrométrie de masse (SPRi-MS) que nous avons
cherché mieux comprendre et a développer offre la possibilité d’une analyse multiplexée grace a
la conception de biopuces au format array et interfacables avec les deux analyseurs SPRi et MS.
Cependant I’essor de ce couplage est actuellement freiné par le manque de sensibilité lors de la
détection MS. Cette sensibilité est conditionnée, entre autres, par la fonctionnalisation chimique de
la surface de la biopuce, par la nature des récepteurs et leur topologie de greffage sur la surface
fonctionnalisée.

L’objectif de cette thése a été d’une part d’exploiter de nouveaux récepteurs greffés, autres
que les anticorps utilisés jusqu’ici, et d’autre part d’en évaluer I’impact sur la sensibilité de
détection. La spécificité et I’affinité des biopuces utilisees pour le couplage SPR-MS sont
habituellement conférées par le greffage d’anticorps dont la taille importante et I’orientation
aléatoire représentent également des facteurs limitants. Les limites de sensibilité pouvant trouver
une origine dans la grande taille des anticorps actuellement utilisés, I’un des objectifs de la these a
été d’exploiter le potentiel de récepteurs alternatifs de moindre taille. C’est pourquoi les travaux
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de these consisteront a immobiliser sur les biopuces fonctionnalisées (i) des aptameres considérés
comme une alternative aux anticorps, (ii) des aptameres et des anticorps sur une méme biopuce,
(iii) de nouvelles constructions d’anticorps de taille réduite et monovalent issus de la découverte
récente de gammaglobulines de camélidés aux propriétés inédites (nanobodies ou nanocorps).
Cette démarche expérimentale sera complétée par la mise en ceuvre d’un procedé d’imagerie par
MS (MSi), pour un couplage SPRi-MSi, d’une tentative d’optimisation de I’organisation de la
surface par micro-gravure laser en collaboration avec le Laboratoire d’Ingéniérie des Surfaces et
Lasers, du Service d’Etudes Analytiques et de Réactivité des Surfaces du CEA-Saclay.

Ce manuscrit se compose de sept chapitres.

Les deux premiers chapitres (Chapitre 1 et Chapitre Il1) décrivent les interactions
biomoléculaires ainsi que les différentes techniques expérimentales utilisées pour leur
caractérisation, et présentent I’état de I’art des plateformes de biodétection. Les récents progres
réalisés en SPR-MS, et la comparaison de ce couplage avec d’autres techniques de couplage, pour
la quantification des interactions et I’identification des ligands sont également abordés.

Le Chapitre 111 rassemble les méthodes et techniques expérimentales qui ont été utilisées
tout au long du projet de thése. Ce chapitre comprend une liste exhaustive des produits chimiques,
des réactifs, des protéines et des oligonucléotides utilisés durant ce travail. Une étude du
vieillissement des surfaces des biopuces est également présentée.

Le Chapitre 1V traite du protocole expérimental lié a la mise en ceuvre du couplage SPRIi-
MS a partir de I’exemple de puces a anticorps. Dans le contexte de la création de plateformes a
haut débit, un procédé d’imagerie par MS (MSi) en couplage SPRi-MSi permettant une semi-
automatisation est également introduit. Enfin dans ce chapitre, de nouvelles géométries de surface
de biopuces, afin de faciliter davantage I’analyse SPRi-MSi, et un systéme de nébulisation de
matrice « fait maison » sont présentés.

Le Chapitre V présente pour la premiere fois, I’utilisation d’aptaméres comme molécule
réceptrice pour le couplage SPRi-MS. Le développement d’une plateforme « aptasensor » a été
basé sur un couple modele a base d’aptaméres anti thrombine/thrombine. L’impact de divers
paramétres expérimentaux, comme la nature de [I’aptamére (séquence), I’orientation de
I’immobilisation, le contenu du tampon SPRI, I’effet de la renaturation sur les performances des
aptameéres ont été étudiés. La possibilité de discriminer la thrombine de la prothrombine a été
abordée.

Dans le Chapitre VI, une comparaison entre des anticorps et des aptameres pour le
couplage SPRi-MS a été réalisée en exploitant des biopuces mixtes sur lesquelles sont greffés des
récepteurs des deux types anticorps et aptameres. Les propriétes de spécificité, de sélectivité et les
limites de détection ont été evaluées. L’influence des conditions expérimentales et la possibilité de
capturer des ligands spécifiques dans des conditions reelles, modélisées par la co-injection d’un
ligand non spécifique en exces (albumine), ont été évalués. La détection du ligand retenu par
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MALDI-MS et la nécessité d’une procédure de prétraitement de la surface avant I’analyse de la
MS ont été décrites.

Dans le dernier Chapitre V11, un nouveau type de récepteur est employé pour le couplage
SPRIi-MS: le nanocorps. La faisabilité des puces a nanocorps et les difficultés liées a son
développement sont décrites dans cette partie.

Enfin, en conclusion générale, un bref examen des résultats et des difficultés rencontrées
est présenté. Cette partie est complétée par un ensemble de solutions et de perspectives.
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Chapter 1. Interactions biomoléculaires et
leurs méthodes de caractérisation
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I-1 Interactions biomoléculaires

Le développement considérable des sciences «omique », comme la génomique, la
transcriptomique, la protéomique ou la métabolomique, a entrainé d’énormes progres dans les
techniques utilisées dans ces domaines de recherche. L’objectif des sciences omiques est
d’identifier, de caractériser et de quantifier toutes les molécules biologiques qui sont impliquées
dans la structure, la fonction et la dynamique d’une cellule, d’un tissu ou d’un organisme [1]. Les
interactions biomoléculaires, qui peuvent étre géneralement définies comme des contacts entre des
macromolécules biologiques (protéine-protéine, protéine-acides nucléiques, etc.) et des
interactions protéine-ligand, sont au cceur des sciences omiques. Elles sont responsables de
processus fondamentaux concernant, par exemple, la réplication et le métabolisme cellulaire, la
transduction de signaux et autres. L’étude des interactions macromoléculaires (comme les
complexes protéine-protéine, ADN-ADN et protéine-ADN, etc.) est essentielle pour comprendre
I’organisation globale et les interconnexions de la machinerie moléculaire d’un systeme aussi
complexe que la cellule [2]. C’est pourquoi I’élucidation des interactions biomoléculaires est
devenue le principal objectif de I’ére post-génomique.

Parmi les interactions citées ci-dessus, les interactions protéine-protéine sont probablement
I’une des plus étudiées grace a I’analyse protéomique. Les chercheurs construisent actuellement
des réseaux entiers d’interactions protéine-protéine (Figure 1-1). Elle fournit I’inventaire protéique
d’une cellule ou d’un tissu a un moment donné, facilitant la découverte de nouveaux biomarqueurs,
I’identification et la localisation des modifications post-traductionnelles et I’étude de diverses
interactions [1].

Figure I-1: L interactome humain contient plus de 100 000 interactions protéiques, dont
seules des fractions sont connues. Des réseaux d’interactions protéine-protéine devraient
permettre de trouver des partenaires d’interaction pour une protéine (qui peuvent révéler sa
fonction). Adopté de [2].
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Les interactions ADN-ADN, ADN-protéines et ARN-protéines présentent egalement un
grand intérét pour les scientifiques en raison de leur role dans les processus de reproduction et de
réplication, tels que le séquencage du génome, la régulation de I’expression des geénes, la
coordination et la stabilisation des complexes protéiques, etc. [3].

L’analyse des interactions biomoléculaires est au centre de I’attention dans un large éventail
de disciplines, de la biochimie/biotechnologie a la médecine. Etant donné qu’elles sont axées a la
fois sur les sciences fondamentales et sur la recherche et le développement appliqué, I’ambition
globale des études d’interaction va de I’acquisition d’une connaissance et d’une compréhension
plus approfondie des systemes et des fonctions biologiques a I’application et a I’utilisation des
connaissances acquises dans la conception de produits pharmaceutiques, de biocapteurs et de
technologies bio-inspirés dans le but de progresser dans divers domaines de la science et de la
médecine, tels que la découverte de schémas de maladies, le développement de médicaments et la
biotechnologie. Par exemple, grace aux technologies de séquencage les plus récentes, I’acquisition
de données a I’échelle du génome n’a jamais été aussi facile, ce qui élargit notre capacité a analyser
et a comprendre des génomes entiers et réduit I’écart existant entre le génotype et le phénotype [1].
Cependant, le séquencage et les manipulations du génome ne sont pas les seuls objectifs visés. Les
interactions ADN-ADN et ADN-protéines ont également été exploitées avec succes pour la
recherche de biomarqueurs, les résultats les plus récents ont été obtenus avec des aptameres de
I’ADN utilisés pour la découverte de biomarqueurs du cancer, la détection de diverses
maladies, etc. [4]-[6].

I-1.1 Différents types de liaisons impliquées dans les interactions

biomoléculaires

Les liaisons les plus fortes au sein des biomolécules sont les liaisons covalentes, qui
maintiennent les atomes ensemble. Une liaison covalente carbone-carbone (C-C) typique a une
longueur de liaison de 1,54 A et une énergie de liaison de 85 kcal mol™ (356 kJ mol™). Les liaisons
covalentes a composants multiples, comme la double liaison carbone-oxygéne (C=0), sont encore
plus fortes que les liaisons simples C-C, avec des énergies proches de 175 kcal mol™? (732 kJ mol™).
Habituellement, les liaisons covalentes sont rompues et formées au cours de réactions chimiques.
A la différence de ces liaisons fortes, les liaisons non covalentes (faibles et facilement cassables)
jouent un role clé dans le fonctionnement des organismes vivants.

Diverses liaisons réversibles non covalentes sont essentielles pour maintenir la structure
des protéines, le processus de réplication de I’ADN, la transduction et la détection des signaux
moléculaires, ainsi que pour la reconnaissance précise des ligands-récepteurs. En genéral, des
interactions non covalentes sont toujours presentes lorsque deux ou plusieurs molécules de
propriétés chimiques et physiques différentes se reconnaissent mutuellement par interaction a
courte distance. En effet, ces faibles liaisons non covalentes sont la principale force motrice de
nombreux processus biologiques dynamiques.
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Les interactions moléculaires non covalentes sont généralement caractérisées par des
énergies moyennes de 1 - 5 kcal mol™? (4-21 kJ mol™?), ¢’est-a-dire trés inférieures a I’énergie d’une
simple liaison covalente. Bien que faibles et n’ayant qu’une existence temporaire a des
températures physiologiques (25-37 °C), les multiples liaisons non covalentes agissent souvent
ensemble pour créer des associations spécifiques et tres stables entre différentes parties d’une
méme macromolécule (Figure 1-2) ou entre des complexes composés de deux ou plusieurs
molécules différentes.

Liaison hydrogéne entre |
les chaines latérales et
I'oxygéne carboxylique

[
(CHy);—NH;* "O—CCH,CH,
CHg HaC
Liaison ionique

Liaison hydrogene entre deux CH,—S—S—CH,

chaines latérales
Liaison dysulfure

p s
Figure I-2: Interactions qui déterminent la structure tertiaire des protéines. Adopté de [7].

Les liaisons non covalentes peuvent étre classées en divers groupes qui different par leur
géométrie, leur résistance et leur spécificité. Les trois principaux types sont les interactions
électrostatiques, les liaisons hydrogéne et les interactions de van der Waals.

Les interactions électrostatiques (également appelées liaisons ioniques) dépendent des
charges électriques des atomes. Les liaisons ioniques résultent de I’attraction entre un ion chargé
positivement (cation) et un ion chargé négativement (anion). Les atomes liés électrostatiquement
sont si différents en termes d’électronégativité que les électrons de liaison ne sont jamais partagés:
ces électrons se trouvent toujours autour de I’atome le plus électronégatif. Les interactions
électrostatiques entre deux atomes chargés individuellement (avec des charges opposees) dans
I’eau ont une énergie caractéristique de 1,4 kcal mol™? (5,9 kJ mol), mais n’ont pas d’orientations
géométriques caractéristiques car le champ électrostatique autour d’un ion est uniforme dans toutes
les directions.

Les liaisons hydrogene appartiennent au type d’interactions non covalentes qui ont pour
caractéristique la directionnalité. Ces interactions relativement faibles sont néanmoins
extrémement importantes pour les macromolécules biologiques telles que les protéines et les acides
nucléiques. Les liaisons hydrogéne entre les molécules d’eau sont également responsables d’un
grand nombre des propriétés de I’eau en tant que solvant. Dans les liaisons hydrogéne les plus
fortes, I’atome donneur, I’atome d’hydrogéne et I’atome accepteur se trouvent tous en ligne droite.
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Les multiples liaisons hydrogéne non linéaires, méme si elles sont plus faibles que les liaisons
linéaires, aident a stabiliser les structures tridimensionnelles de nombreuses protéines et de I’ ADN.
La force des liaisons hydrogéne dans les macromolécules n’est que de 1 a 2 kcal mol™
(4-8 kJ mol™Y), considérablement plus faible que les liaisons hydrogéne entre les molécules d’eau
(=5 kcal mol™? ou =21 kJ mol™), mais la force cumulée des multiples liaisons hydrogéne joue un
role central dans I’architecture des grandes molécules biologiques en solution aqueuse.

L’interaction de Van der Waals intervient lorsque deux atomes (ou groupes d’atomes)
quelconques se rapprochent suffisamment I’un de I’autre pour créer une force d’attraction faible et
non spécifique associée a des énergies de 0,5 a 1,0 kcal mol™ (de 2 4 4 kJ mol™) par paire d’atomes.
Cependant, I’interaction de van der Waals ne peut étre négligée. Lorsque les surfaces de deux
grandes molécules se rejoignent — ce qui est le cas au moment de la reconnaissance et de la liaison
de nombreuses enzymes a leurs substrats correspondants ou, plus généralement, dans le cas des
interactions ligand-récepteur — un grand nombre d’atomes sont en contact de van der Waals, et
I’effet net, additionné sur de nombreuses paires d’atomes, peut étre trés important.

Toutes ces interactions faibles sont cruciales pour les interactions entre les biomolécules —
les enzymes avec leurs substrats, les anticorps avec leurs antigénes, les hormones avec leurs
récepteurs, etc. Ces processus d’interaction sont caractérisés par I’affinité d’une molécule pour une
autre et sont tous soumis aux lois thermodynamiques [8], [9].

I-1.2 Parametres cinétiques et thermodynamiques des interactions

La caractérisation cinétique et thermodynamique des interactions (bio)moléculaires repose
sur la détermination de constantes de vitesse (constantes de vitesse d’association et de dissociation)
et de constantes d’équilibre (constantes d’association et de dissociation a I’équilibre).

Le taux de réaction et les constantes d’équilibre des interactions pour le cas le plus simple
de réaction a deux partenaires A + B—AB (ou A et B sont des partenaires différents) peuvent étre
déterminés avec différentes techniques d’analyse et, pour certaines d’entre elles, méme suivis en
temps réel. La constante ka est la vitesse de formation du complexe (AB), exprimée comme le
nombre de complexes formés par unité de temps a la concentration unitaire de A et B. Dés que le
complexe AB est formé, sa dissociation peut avoir lieu. La constante de vitesse de dissociation Kq
décrivant ce processus donne le nombre de complexes AB qui se dissocient par unité de
temps (Tableau I-1).
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Tableau I-1: Définitions des constantes d‘association et de taux de dissociation [10].

Constante k, Constante de vitesse de dissociation, k,

Définition A+ B- AB AB->A+B

Description Taux de formation de AB: Taux de dissociation des AB:
nombre de complexes AB nombre de complexes AB se
formés par unit¢ de temps a dissociant par unité de temps
la concentration unitaire de
AectB

Unités Imol's~! g7 !

Gamme typique  10*-10’ 107'=5x10°°

Il est important de garder a I’esprit que la plage des constantes ka et kq présente de grandes
variations et dépend, entre autres, de la température.

Au début de la réaction, aucun produit n’est encore présent, donc le taux de la réaction
d’association est le plus élevé et celui de la réaction de dissociation est le plus faible. Au fur et a
mesure que la réaction progresse, une quantité croissante du complexe AB est produite, ce qui
augmente le taux de dissociation. Avec I’épuisement de A et B, le taux d’association diminue. Des
que les taux des deux réactions d’association et de dissociation deviennent égaux, I’équilibre est
atteint. Cet équilibre est défini par les constantes d’association Ka et de
dissociation Kp (Tableau I-2).

Tableau I-2: Définition de |’association d équilibre et des constantes de dissociation [10].

Constantes d'association K Constante de dissociation K,

Définition [ABJ/[AIB] =ky/kg [A]IB]/[AB] =kq/k,
Description Affinité pour l'association: Stabilité de AB: K, ¢levé,

K, ¢éleve, grande affinité stabilité faible de AB

pour l'association '
Unités Imol ™! mol |

: 5 1nl2 =5 =12

Gamme typique 10°-10 107°-10

Les constantes de vitesse (Tableau 1-1) et d’équilibre (Tableau 1-2) des interactions
(bio)moléculaires fournissent des informations sur la vitesse de formation des complexes, la force
de ces interactions et la stabilité des complexes formés.

D’autres types d’informations sur les interactions biomoléculaires sont également
nécessaires, en particulier si I’un des partenaires en interaction n’est pas identifié ou n’est pas
caractérise. Les informations les plus couramment recherchées sont la distance entre les especes en
interaction, I’orientation et la conformation des partenaires d’interaction, la stecechiométrie des

interactions biomoléculaires et I’identification du site d’interaction.
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I-2 Techniques analytiques pour I’étude des interactions

biomoleculaires

Un large éventail de méthodes biophysiques et biochimiques sont utilisées pour détecter et
quantifier les interactions biomoléculaires. Certaines des techniques bien connues et répandues,
comme les microarrays, la résonance magnétique nucléaire (RMN), la spectroscopie de
fluorescence (en particulier, le transfert d’énergie par résonance de fluorescence - FRET), la
calorimétrie et quelques autres qui sont actuellement développées seront briévement décrites.
Néanmoins, les deux principales techniques utilisées dans ce travail - la résonance plasmonique de
surface (SPR) et la spectrométrie de masse (MS) - seront présentées en détail dans les parties
suivantes.

I-2.1 Les méthodes de microarray

La technologie des microarrays, appelée aussi en anglais « chip/array library technology »,
a été développée au milieu des années 1990 [11]. Le processus de création des microarrays est basé
sur I’immobilisation, généralement a haute densité, de molécules en réseau sur un support solide
souvent appelé « puce ». Selon la nature de la molécule immobilisée, les puces peuvent étre
divisées en biopuces (biomicroarray) et puces chimiques. Les biopuces sont généralement greffées
par des composes biochimiques ou biologiques, tels que des acides nucléiques, des protéines (y
compris des enzymes et des anticorps), des cellules ou méme des tissus [12] tandis que les
microarrays chimiques sont constitués de réseaux de composés organiques comprenant de petites
molécules organiques, des peptides, des oligomeres et des sucres. La chimie de surface de ces puces
est limitée, en particulier lorsque la synthése des puces nécessite une réaction photochimique, ce
qui entraine une restriction de I’utilisation des seules molécules oligomériques telles que les
oligonucléotides ou les peptides. Les biopuces, au contraire, sont souvent créées par dépdt de
composés qui sont présynthétisés ailleurs et directement transférés et immobilisés sur un support
solide. Cette approche est plus polyvalente et adaptable, elle peut donc étre appliquée pour générer
des biopuces de presque toutes les molécules dans diverses combinaisons [13]. La puissance de
I’approche de microarrays pour la détection et I’analyse des interactions biomoléculaires réside
dans leur capacité sans précédent a interroger simultanément jusqu’a des centaines de milliers de
sondes immobilisées [14].

I-2.1.1 Puces a acide nucléique

Les puces a acides nucléiques, plus souvent appelées "DNA-microarrays™ ou "DNA-chips”,
représentent une technologie dans laquelle des séquences d’ADN spécifiques sont soit
présynthétisées et déposées, soit synthétisées en 2-D (plus récemment 3-D) directement sur un
support solide. La technologie des microarrays d’ADN a évolué a partir de I’analyse par Southern-
blot, qui était utilisée pour la détection de séquences spécifiques parmi les fragments d’ADN
séparés par electrophorése sur gel. Les avancées historiques suivantes ont porté sur la creation d’un
criblage par filtre de bibliothéques de clones et, plus tard, de bibliothéques organisees en réseau
stockées dans des plaques de microtitration et immobilisées sur des membranes de filtre. Enfin,
deux étapes ont conduit a une explosion de I’intérét pour la technologie des microarrays a ADN.
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La premiere innovation clé a été I’apparition pour la premiere fois en 1995 [11] de
microarrays a la surface de matériaux solides non poreux tels que des lames de verre. P. Brown et
ses collégues ont fabriqué le premier microarray en utilisant des ADN complémentaires (ADNCc)
dérivés de produits de réaction en chaine par polymérase. Le microarray décrit a été effectué a
I’aide d’un robot sur une surface activée et a ensuite été utilisé pour la mesure paralléle des modeles
d’expression de 48 genes d’Arabidopsis thaliana. Le deuxiéme point clé concernait de nouvelles
méthodes pour une synthese in situ a haute densité d’oligonucléotides sur support solide.
L’utilisation de la synthése chimique paralléle, dirigée par la lumiére et adressable dans I’espace,
a permis de construire d’immenses arrays sur des surfaces limitées [15]. Les progrés réalisés dans
la technologie des microarrays et dans le sequencage du génome ont permis de mesurer
simultanément le niveau d’expression de dizaines de milliers de transcrits d’ARNm de procaryotes
et d’eucaryotes [16]. Les microarrays a ADN modernes offrent une capacité de production élevée
et un bon rapport codt/efficacité, ce qui est crucial pour I’analyse a grande échelle des données
génomiques et I’élucidation des modeles d’expression des génes qui peuvent refléter un type de
cellule, un traitement, une maladie ou un stade de développement donné.

En général, les microarrays a ADN sont utilisées pour sonder un mélange d’acides
nucléiques marqués et pour mesurer leurs concentrations relatives en solution complexe [17].
L’intégration des données obtenues avec des ensembles de données provenant d’autres techniques
peut améliorer I’identification de biomarqueurs importants et de protéines en liaison avec I’ADN.
Ces dernieres comprennent des facteurs de transcription qui se lient préférentiellement a certaines
séquences d’ADN et des protéines histones qui forment le noyau des nucléosomes, I’unité de base
de la chromatine. Les tests fonctionnels représentés, par exemple, par I’immunoprécipitation de la
chromatine couplée a des microarrays a ADN (ChlIP-chip) ou le séquencage a court
terme (ChlP-seq) sont devenus des techniques standard pour identifier les emplacements et les
modifications biochimiques des protéines liées a I’ADN a I’échelle du génome. Les progres récents
dans ce domaine ont permis de surmonter certaines des limites de I’expérience ChIP "standard",
tandis que le développement de tests et d’analyses complémentaires a permis d’augmenter le
nombre, les types et la résolution des interactions protéine-ADN découvertes [18]. De plus,
I’intégration des données de transcriptomique et de lipidomique avec les données d’interaction
microARN-ARNmM peut permettre la découverte de nouvelles informations sur les processus
cellulaires sous-jacents, qui ne peuvent étre directement étudiés par aucun des ensembles de
données individuels [19].

1-2.1.2 Les puces a protéines

Les microarrays de peptides synthétiques constitués de courts peptides linéaires ont été

décrits pour la premiére fois presque au moment de I’apparition des premiéres microarrays a
ADN [20], tandis que les microarrays de protéines sont arrivés plus tard dans le domaine des
interactions biomoléculaires en raison de certains facteurs critiques tels que la stabilité ou la
fonctionnalité du repliement natif. Bien que les informations fournies par les microarrays a ADN
visent a prédire I’abondance (ou activites) des protéines, leurs valeurs réelles ne sont pas toujours
en corrélation. En outre, I’utilisation de puces a ADN, méme en combinaison avec d’autres
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méthodes, ne fournit pas d’informations sur les modifications post-traductionnelles (par exemple,
protéolyse, phosphorylation, glycosylation, etc.) des protéines cibles. Il a donc fallu mettre au point
des méthodes alternatives pour I’étude approfondie des protéomes. Les microarrays a peptides ont
été les premiers types de puces utilisées pour des études de reconnaissance telles que la réveélation
de la spécificité de liaison, le criblage des partenaires d’interaction cellulaire et le développement
d’inhibiteurs sélectifs [21]. La transition des microarrays a ADN/peptides aux microarrays a
protéines a nécessité d’immenses efforts de développement. L une des étapes importantes a éte la
création de méthodes d’immobilisation des protéines spécialement adaptées, qui permettent de
préserver la structure et la fonction biologique des protéines apres I’étape d’immobilisation. Ces
microarrays a protéines ont également nécessité, pour leur utilisation optimale, le développement
de systémes de détection appropriés pour détecter et mesurer les interactions entre les protéines,
dont les plus couramment utilisées sont I’imagerie par fluorescence, MS et SPR. L’utilisation de
microarrays a protéines présente des avantages par rapport aux méthodes plus traditionnelles
d’étude des interactions biomoléculaires: une faible consommation d’échantillons et peuvent étre
miniaturisées. Elles permettent une analyse des protéines a haut débit, de la méme maniére que les
microarrays a ADN, en affichant simultanément plusieurs protéines biologiquement actives, ce qui
est extrémement important pour I’analyse des interactions protéiques a I’échelle du protéome [22].

L’intérét croissant pour le développement de microarrays miniaturisées et parallélisées pour
I’analyse des interactions protéine-protéine et le profilage des protéines, appelés en anglais
« protein-detecting microarrays », a entrainé une confusion dans la terminologie des microarrays a
protéines. Les derniers peuvent étre classés en deux groupes: les microarrays de protéines
fonctionnelles connus sous le nom anglais « functional protein microarrays » et les microarrays de
détection de protéines connus sous le nom anglais « protein-detecting microarrays ». Le trait
caractéristique du premier type est leur création par I’immobilisation de différentes protéines
purifiées, de domaines protéiques ou de peptides fonctionnels. Les microarrays a protéines
fonctionnelles sont utilisées, en général, pour I’étude des interactions biomoléculaires et le
dépistage de partenaires potentiels en interaction. En méme temps les microarrays de détection de
protéines sont créées par I’immobilisation de récepteurs d’interaction de nature différente, pas
nécessairement des protéines, qui peuvent reconnaitre et capturer spécifiquement des protéines
particuliéres a partir de mélanges complexes. Ces microarrays sont couramment utilisées pour le
profilage des protéines, c’est-a-dire la quantification de I’abondance des protéines et I’évaluation
des modifications post-traductionnelles dans les mélanges complexes [22].

Les microarrays a protéines fonctionnelles

L’une des taches les plus importantes de la protéomique fonctionnelle est I’étude du réseau
d’interactions moléculaires et la compréhension des mécanismes sous-jacents qui définissent un
protéome particulier. Les microarrays a protéines fonctionnelles représentent un outil extrémement
puissant pour atteindre cet objectif, en particulier lorsqu’elles sont produites pour analyser les
familles entiéres de protéines apparentées. L’histoire de ces microarrays a commencé en 2000
lorsque, pour la premiére fois, des protéines recombinantes purifiées ont été placées sur des lames
de verre déerivées chimiquement tout en préservant leur intégrité moléculaire et fonctionnelle [23].

Un an plus tard, un autre groupe a rapport¢ un microarray avec =<5 800 protéines
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de Sacharomyces cerivisiae immobilisées sur des lames de verre de microscope [24]. Ce
microarray de protéines fonctionnelles a ensuite été criblé avec différents phospholipides pour
identifier les protéines avec liaison aux lipides, ce qui a permis de découvrir de hombreuses
nouvelles protéines interagissant avec la calmoduline et les phospholipides. Les mémes auteurs, en
coopération avec un grand groupe de chercheurs, ont montré que les biopuces d’un protéome
eucaryote entier peuvent étre préparées et examinéees pour diverses activités biochimiques, c’est-a-
dire I’identification de substrats pour 87 protéines kinases différentes, qui révelent plusieurs
nouveaux modules de régulation dans la levure [25]. En utilisant une approche similaire, un
microarray protéique contenant 2 158 protéines uniques d’Arabidopsis thaliana a été construit pour
I’identification des substrats de phosphorylation des protéines kinases, qui comprennent plusieurs
facteurs de transcription impliqués dans la régulation du développement, la défense immunitaire
de I’héte et les réponses au stress [26]. La quantification des interactions protéiques est également
accessible par des microarrays a protéines fonctionnelles. Par exemple, I’étude et la quantification
des préferences de liaison a I’ADN du facteur de transcription p53 a fourni en 2004 des constantes
de dissociation a I’équilibre pour chaque variante de p53 [27]. Les microarrays a protéines
fonctionnelles ont également été utilisées pour I’analyse quantitative du réseau d’interaction des
protéines pour le récepteur du facteur de croissance épidermique[28]. De plus, elles peuvent
générer des données quantitatives qui pourraient étre utilisées pour former des modeles prédictifs
de reconnaissance moléculaire [22].

Les microarrays a déetection de protéines

Les microarrays a protéines fonctionnelles fournissent des informations sur la connectivité
des différents réseaux d’interaction protéine-protéine. Cependant, pour établir les caractéristiques
particuliéres de ces protéines, il faut mesurer I’abondance des protéines cibles et les modifications
post-traductionnelles de diverses protéines et protéoformes dans le mélanges biologique
complexes. Les microarrays a détection de protéines sont des candidats idéaux pour ce type
d’analyse, car elles fournissent des informations sur les fonctions des protéines cibles par le biais
des interactions protéine-protéine ou plus généralement récepteur-ligand, des activités
enzymatiques et de quelques autres méthodes. Les microarrays a détection de protéines se
caractérisent par la grande variété d’agents de capture (récepteurs, c’est-a-dire anticorps, protéines
de fusion, aptameres ADN / ARN, glucides, peptides synthétiques et autres petites molécules)
immobilisés sur un support solide. Chaque cible dans un mélange complexe se lie sélectivement et
spéecifiquement a son récepteur, ce qui permet ensuite la détection, I’identification et la
quantification des molécules sélectionnées a haut débit avec une consommation minimale
d’échantillon. Le nombre de publications concernant la technologie des microarrays a protéines
augmente rapidement, ce qui montre qu’elle est devenue I’outil de recherche indispensable pour
I’étude et la détection des protéines, I’étude des interactions biomoléculaires et de nombreuses
autres applications dans les domaines de la biologie et de la médecine [29].

Historiquement, ’une des stratégies les plus fréquemment utilisées pour préparer des
microarrays a détection de protéines implique I’utilisation d’anticorps monoclonaux comme
récepteurs spécifiques. A I’origine, les anticorps ont été utilisés pour précipiter des antigénes a
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partir de mélanges complexes en vue d’une quantification ultérieure par diverses technologies,
c’est-a-dire le test immuno-enzymatique (ELISA) et les techniques Western Blot [30]. ELISA était
probablement la méthode la plus couramment utilisée pour I’analyse des interactions
biomoléculaires en raison de sa détection rapide, spécifique et facile a utiliser en milieu clinique,
qui était également utilisée pour les tests microbiens dans diverses industries. Différentes versions
d’ELISA ont été développeées afin de mieux répondre aux demandes particulieres et ils ont été
utilisées pour la mesure d’innombrables antigenes et anticorps. La méthode ELISA d’inhibition,
un type particulier d’ELISA, a été utile pour le sérotypage pour les études épidémiologiques,
I’évaluation de la virulence et la sélection des souches pour la production de vaccins[31]. Son
potentiel & sonder les changements subtils de conformation des protéines en solution a été démontré
avec I’exemple de la protéine virale recombinante en 2015 [32]. L auteur cite que le test ELISA-
inhibition peut étre réalisée de maniére quantitative avec un analyte dilué en série pour évaluer
I’antigénicité ou I’activité de liaison. Cette technique analytique peut étre utilisée pour sonder un
site de liaison a la fois pour trouver des partenaires de liaison en solution avec une conformation
non limitée.

Les microarrays a anticorps utilisent trés souvent un second anticorps dirigé vers un épitope
différent de la protéine, ce qui facilite la détection et la quantification de I’analyte correspondant.
Cette idée a été utilisée pour surveiller les changements dans la phosphorylation de la tyrosine de
la protéine [33] et pour le profilage des protéines sériques afin d’identifier de nouveaux
biomarqueurs du cancer de la prostate [34]. L utilisation de cette approche est toutefois limitée par
la disponibilité d’anticorps appropriés. De plus, I’exigence d’utiliser simultanément plusieurs
anticorps marqués par fluorescence peut augmenter le signal de fond ainsi que le risque de
réactivité croisée en raison de I’augmentation du nombre d’anticorps. Afin de surmonter ces
inconvénients, le marquage des protéines dans I’échantillon biologique par un ou plusieurs
colorants fluorescents peut étre effectué, mais le marquage chimique non spécifique des protéines
introduit des modifications chimiques a leur surface et peut entraver la reconnaissance des
anticorps [35]. En plus, cette approche suppose un marquage homogeéne des protéines, qui ne peut
étre garanti par aucune des méthodes actuellement disponibles. Une autre facon de surmonter ces
restrictions et limitations est I’utilisation de méthodes de détection sans marquage, mais la
sensibilité de ces méthodes reste encore insuffisante [22]. Les problemes potentiels liés a
I’utilisation d’anticorps ont conduit a I’exploration de molécules de récepteurs alternatives [36],
néanmoins, ces microarrays a base d’anticorps demeurent tres utilisées avec succes. Les arrays a
base d’anticorps les plus utilisées sont probablement les arrays a cytokines de différents formats.
L’analyse des cytokines est devenue un outil de routine sensible pour cibler des échantillons
complexes comme les fluides biologiques pour la recherche en immunologie, c’est-a-dire les
biomarqueurs des maladies immunitaires. L’application de ces arrays a anticorps s’est récemment
étendue a I’étude des résistances aux médicaments anticancéreux, qui peuvent étre induites par les
cytokines [37].
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Pour résumer les applications des différents types de microarrays protéiques:

1. les microarrays protéiques fonctionnels peuvent étre utilisés pour étudier la plupart des
principaux types d’interactions et d’activités enzymatiques qui ont lieu dans les voies biochimiques
et ont éte utilisés pour I’analyse de multiples interactions biomoléculaires simultanées impliquant
des interactions protéine-protéine, protéine-lipide, protéine-ADN et protéine-petite molécule [22].

2. les microarrays de détection des protéines sont bien adaptés a la détection des
changements dans I’abondance des protéines dans des échantillons biologiques ayant une gamme
dynamique relativement large, au profilage des protéines seriques afin d’identifier des
biomarqueurs et tout partenaire d’interaction potentiel. Ils peuvent également étre utilisés pour
identifier et caractériser I’espece concurrente d’interaction biomoléculaire dans les fluides
complexes, qui peut interférer avec le récepteur utilisé [22].

I-2.2 Méthodes de détection avec ou sans marquage

Afin d’analyser, d’identifier et de caractériser diverses interactions biomoléculaires, il est
nécessaire de disposer de méthodes de détection qui peuvent fournir une analyse a haut débit, un
rapport signal/bruit élevé, une bonne résolution, une gamme dynamique élevée et des résultats
reproductibles, avec des colts d’instrumentation relativement faibles. La plupart des méthodes
disponibles pour cette tache peuvent étre classées comme des méthodes de détection avec ou sans
marquage [38], [39]. Les techniques avec marquage nécessitent le marquage des molécules en
interaction avec des colorants fluorescents, des radioisotopes, des tags, etc. Alors que les
techniques sans marquage mesurent une propriété inhérente des molécules elles-mémes (par
exemple, la masse et la propriété diélectrique), évitant ainsi de modifier les interacteurs.

1-2.2.1 Spectroscopie de fluorescence - FRET
La méthode la plus couramment utilisée pour surveiller les interactions biomoléculaires in
vitro et in vivo est probablement la spectroscopie de fluorescence. Elle est I’une des méthodes
classiques nécessitant un marquage. Afin de caractériser les interactions complexes avec une haute
résolution spatio-temporelle, deux méthodes différentes reposant sur le transfert d’énergie par
fluorescence ou bioluminescence ont été developpées: le transfert d’énergie de résonance de
Forster (FRET) et le transfert d’énergie de résonance de bioluminescence (BRET) [40], [41].

BRET se produit lorsque le donneur bioluminescent fusionne avec une proteine d’intérét et
qu’un récepteur fluorescent fusionne avec son partenaire de liaison, ce qui permet de surveiller les
interactions biomoléculaires en temps réel. BRET dépend de la distance entre le donneur et
I’accepteur - le donneur doit se trouver & moins de 100 A (10 nm) du récepteur et dans la bonne
orientation. Il doit également y avoir un chevauchement spectral approprié entre le couple donneur-
accepteur pour produire un signal significatif [42]. En théorie, toute interaction protéine-protéine
peut étre etudiée a I’aide de BRET, a condition que les protéines puissent étre marquées de maniére
appropriée et exprimées d’une maniére fonctionnellement pertinente, mais les récentes expériences
BRET ont été menées principalement sur des peptides relativement petits [43], [44].
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Le FRET repose également sur le transfert d’énergie en fonction de la distance, mais dans
cette méthode, il se fait d’un fluorophore donneur & un fluorophore accepteur et est largement
utilisé en biologie comme méthode sensible pour mesurer les distances entre deux parties d’une
molécule complexe ou entre deux partenaires en interaction. La méthode FRET nécessite
également le chevauchement spectral de I’émission du donneur avec I’absorption d’accepteur [45].
L’efficacité du FRET diminue fortement avec I’augmentation de la distance donneur-accepteur au-
dessus de 100 A (10 nm). Afin d’étendre cette distance, des approches innovantes ont été congues;
elles exploitent I’utilisation de nanostructures d’argent (ou d’or) a proximité du fluorophore. La
présence de nanoparticules métalliques module la fluorescence du fluorophore et modifie le champ
électromagnétique au voisinage des molécules excitées - ce processus est appelé transfert d’énergie
de surface des nanomatériaux (nanomaterial surface energy transfer, NSET). Malheureusement,
I’utilisation de nanoparticules d’argent a un effet mortel sur la cellule, ce qui limite fortement
I’utilisation de protéines de fluorescence marquées par I’argent [46].

L’avenement des protéines fluorescentes est devenu une étape importante dans
I’application de la microscopie a fluorescence basee sur le FRET. La popularisation de cette
méthode a commencé avec le développement de plusieurs constructions de protéines fluorescentes
vertes-FRET (GFP-FRET) qui sont utilisées pour surveiller I’environnement biochimique a
I’intérieur des cellules vivantes par Tsien et al. [47]. L un des inconvénients de ces constructions
est leur taille relativement importante, ce qui limite la sensibilité et la résolution spatiale. C’est
pourquoi I’invention suivante du marquage avec plusieurs protéines fluorescentes a permis de
surmonter certains inconvénients et a totalement révolutionné les expériences d’imagerie des
cellules vivantes [48], [49].

Les approches FRET les plus avancées sont aujourd’hui basées sur des biomolécules et des
structures de graphéne concues de maniére ad hoc. Les tendances récentes sont axées sur les sondes
de fluorescence dans le proche infrarouge liés de maniére covalente pour marquer les anticorps,
I’application potentielle de nouvelles protéines infrarouges comme biomarqueurs cellulaires pour
I’imagerie du corps entier et de nouveaux concepts photoniques d’analyses de transfert d’énergie
de résonance a longue distance [45].

Les méthodes décrites basées sur la spectroscopie de fluorescence permettent de suivre les
interactions biomoléculaires et d’évaluer semi-quantitativement la distance moyenne entre deux
sondes au sein d’un complexe.

1-2.2.2 Dichroisme circulaire (CD)

Le dichroisme circulaire (CD) est une technique quantitative et sans marquage qui permet
de suivre les changements de conformation qui peuvent se produire au cours des interactions
biomoléculaires, c’est-a-dire ADN-protéine ou protéine-protéine, en mesurant la différence
d’absorption de la lumiere polarisée circulaire droite et gauche (dans la gamme de 170-700 nm)
des molécules avec des chromophores chiraux. Des informations structurales peuvent également
étre obtenues au sein d’une méme molécule. Par exemple, les protéines natives ont un spectre CD
caractéristique, avec de petites modifications propres a chaque protéine particuliére.
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Par conséquent, le dépliage des biomolécules (telles que les protéines, les acides nucléiques, les
glycosides, etc.) peut étre mesuré comme un changement dans les spectres CD [48], [49].
Potentiellement, tout changement conformationnel dans la structure des macromolécules pourrait
étre évalué par CD. Neanmoins, les précisions qui ont été rapportées pour la CD sont
respectivement de 97% pour les hélices, 75% pour la feuille B, 50% pour les tours, et 89% pour les
autres structures secondaires [50].

L approche relativement nouvelle de la CD - le dichroisme circulaire vibrationnel (VCD),
qui est capable de déterminer une configuration absolue de molécules chirales de taille petite a
moyenne, ainsi que de la structure de grandes macromolécules.

L’une des intéressantes contributions récentes du VCD porte sur les informations
structurelles pendant les interactions biomoléculaires dans les domaines suivants: interaction de
I’ADN avec les biomolécules et les métaux biogenes, tétrameéres et quadruplexes de la guanine,
biointeractions des pigments biliaires, ainsi qu’interactions des polypeptides et des protéines avec
d’autres biomolécules [51]. Ainsi, la VCD pourrait étre utilisée pour explorer une grande variété
d’interactions molécule-molécule, démontrant la sensibilité unique de la VCD a I’organisation
supramoléculaire. En outre, la VCD pourrait étre utilisée pour déterminer la configuration absolue
de composés synthétisés de novo ou extraits, ce qui rend cette approche extrémement importante
pour les applications pharmaceutiques [52], [53].

Pour résumer, les diverses applications de la spectroscopie CD pourraient étre classées dans
plusieurs domaines d’études biologiques tels que:

I.  les évaluations conformationnelles des protéines et des acides nucléiques;

Il. la détermination de la thermodynamique des changements de conformation des
biomolécules;

I1l.  études des interactions asymétriques entre biomolécules (par exemple, interactions entre
protéines, interactions entre protéines et ADN, interactions entre protéines et ligands, et
interactions entre ADN et ligands);

IV.  I’analyse cinétique des changements de conformation des macromolécules [53], [54].

Néanmoins, la résolution relativement médiocre des CD et VCD constitue un inconvénient majeur.

1-2.2.3 Spectroscopie vibrationnelle (infrarouge (IR) et Raman)

Le potentiel de la spectroscopie vibrationnelle, tant I’absorption infrarouge (IR) que la
diffusion Raman, pour les applications biomédicales, I’analyse qualitative et quantitative de
mélanges complexes a été bien établi au cours des dernieres décennies. La spectroscopie
vibrationnelle est une méthode sensible basée sur les changements périodiques du moment
dipolaire (IR) ou des polarisabilités (Raman) dans une molécule lorsqu’elle vibre ou tourne. En
raison de sa capacite unique a relever les empreintes chimiques au niveau moléculaire, la
spectroscopie vibrationnelle peut jouer un role important dans les applications analytiques et
biomedicales [55].
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Contrairement a I’absorption IR, la spectroscopie Raman peut étre utilisée avec des solvants
aqueux car I’eau absorbe trés fortement dans la région de I’infrarouge moyen du spectre
électromagnétique, mais ne diffuse que faiblement la lumiére. Par conséquent, la spectroscopie
Raman est souvent la spectroscopie vibrationnelle de choix pour I’étude des biomolécules dans un
environnement aqueux natif. De plus, toutes les molécules d’intérét biologique ont des spectres
vibratoires, qui sont souvent sensibles a la conformation, a la structure secondaire et aux faibles
interactions intermoléculaires [56].

L’une des applications créatives de la spectroscopie Raman est la caractérisation des
assemblages bicouches. La spectroscopie Raman a réflexion interne totale (total internal reflection,
TIR), dépendant de la température et de la polarisation, a été utilisée pour évaluer les propriétés
des  bicouches lipidiques simples de  dimyristoylphosphatidylcholine  (DMPC),
dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) et palmitoyloleoylphosphatidylcholine (POPC) sur
du verre [56]. Spectroscopie Raman TIR de la formation de bicouches a partir de mélanges DPPC-
détergent a démontré que les bicouches forment une structure de type gel identique a celle obtenue
par la fusion de petites vesicules unilamellaires [57].

Progres de la spectroscopie Raman - les mesures par spectroscopie Raman amplifiée de
surface (SERS) ont permis de mesurer la cinétique de I’échange lipidique a partir de vésicules
DMPC avec des membranes bicouches hybrides DMPC perdeutérées sur des nanoshells d’or [58].
De plus, les substrats présentant une morphologie de nanostructure, qui permet les expériences
SERS, peuvent également étre soumis aux techniques de spectroscopie infrarouge de réflexion-
absorption (IRRAS) pour la caractérisation des assemblages de membranes sur les surfaces [59].

Les applications de la spectroscopie Raman ne sont pas limitées aux modeles ou aux parties
des organelles. Le potentiel de la spectroscopie Raman pour les applications d’analyse biomédicale
et biochimique réside dans la capacité a identifier a I’aide des «empreintes » le contenu
biochimique et la cinétique sans marquage [55]. Bonnier et al. ont démontré I’imagerie de cellules
vivantes cultivées sur une matrice de collagéne tridimensionnelle par spectroscopie Raman [60]. Les
travaux ont été menés sur I’adénocarcinome pulmonaire humain et une lignée de cellules
kératinocytaires épithéliales humaines spontanément immortalisées a été utilisée dans ce travail.
Récemment, Kalanoor et al. ont utilisé la spectroscopie Raman pour I’étude a haut débit des modes
vibratoires a basse fréquence de biomolécules [61]. Ces modes des biomolécules refletent les
fluctuations intramoléculaires et intermoléculaires spécifiques induites thermiquement par des
perturbations externes, telles que la liaison des ligands, I’interaction des protéines, le transfert
d’électrons et I’activité enzymatique, qui ont servi a I’étude des protéines et de leurs éléments
constitutifs, des acides aminés et des peptides, et des oligonucléotides courts d’ADN synthétique.

La spectroscopie infrarouge et la spectroscopie Raman sont des techniques analytiques
complémentaires qui ont des applications analytiques importantes, en particulier pour
I’identification des fonctions chimiques, des conformations (arrangement planaire, hélice a,
feuillets B) et des configurations (cis, trans) des biomolécules. Dans le cas de la caractérisation des
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complexes biomoléculaires, ces techniques sont principalement utilisées pour I’étude des liaisons
intra et intermoléculaires, et I’étude de I’orientation des molécules (polarisation) [62], [63].

1-2.2.4 RMN Résonance magnétique nucléaire
La spectroscopie RMN est un outil puissant pour élucider la structure, la dynamique et les
interactions de biomolécules complexes. En chimie analytique, RMN est utilisée pour le contréle
de la qualité et la détermination de la pureté des échantillons. Elle fournit également des
informations précieuses sur I’interaction ligand-récepteur et facilite la découverte de futurs
biomarqueurs et de médicaments thérapeutiques [64], [65].

Les techniques de spectroscopie RMN pour le criblage et les interactions de complexes non
covalents ont été bien étudiées par Meyer et al. [66]. Les approches expérimentales ont été séparees
en deux groupes principaux: le premier se concentre sur les signaux RMN du ligand et utilise
généralement I’effet Overhauser nucléaire transféré entre la protéine et le ligand pour la détection
et la caractérisation de la liaison, la seconde approche se concentre sur les modifications du
décalage chimique de la protéeine cible lors de la liaison du ligand. D’autres approches RMN
décrites étaient basées sur les changements de relaxation ou de diffusion du ligand lors de la liaison
a une proteine.

La spectroscopie RMN & saturation-transfert de difference (de I’anglais « Saturation-
Transfer-Difference », STD) appartient au premier groupe. Elle a été utilisée pour la caractérisation
des liaisons dans les complexes ligand-récepteur étroitement liés. Il est possible d’utiliser la STD
RMN si elle est caractérisée par deux signaux différents en raison d’un échange lent entre I’état lié
et I’état libre, ce qui permet un transfert de saturation entre I’état libre et I’état lié. Ainsi, en utilisant
I’irradiation du ligand libre, il est possible d’identifier le signal du ligand capturé. En plus de
I’attribution de signaux de résonance du ligand lié, la méthode de transfert de saturation a été
utilisée pour I’analyse de la cinétique de liaison de la formation de complexes protéiques [67] et
pour la liaison des glucides aux protéines [68].

Meyer et al. ont décrit le potentiel de la STD RMN pour le criblage des composés du
mélange. Les auteurs ont développé une méthode basée sur le transfert de la saturation de la
protéine aux ligands liés, qui est ensuite déplacée, par échange, dans la solution ou elle est détectée
(comme illustré sur la Figure 1-3) [66].

La RMN permet d’identifier des ligands, d’identifier des épitopes (des milliers de structures
de proteines ont été déterminées par RMN et déposées dans la PDB (Protein Data Bank)) et de
calculer des affinités des interactions biomoléculaires.
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Figure 1-3: Représentation de la spectroscopie STD RMN. Aprés la saturation de la
protéine par 'impulsion de saturation sélective, les ligands qui sont en échange entre /’état lié et
|’état libre deviennent saturés lorsqu ils sont fixés a la protéine. Par échange, cette saturation est
transportée dans une solution ou elle peut étre détectée. En soustrayant le spectre résultant d’un
spectre sans irradiation de la protéine, on obtient un spectre RMN de la seule molécule de ligand
liée. Les signaux de résonance des "non-liants" ne participent pas au spectre de différence.
Adopté de [66].

1-2.2.5 Calorimétrie

La calorimétrie est la méthode d’analyse des interactions biomoléculaires basée sur la
mesure de la quantité de chaleur libérée ou absorbée lors un événement de liaison entre
biomolécules. La calorimétrie par titrage isotherme (de [I’anglais «isothermal titration
calorimetry », ITC) fournit une mesure directe de la chaleur liée a la formation ou a la rupture de
liaisons non covalentes lorsque les molécules forment un complexe. Elle ne nécessite aucune
modification des partenaires des interactions biomoléculaires, que ce soit par marquage fluorescent
ou par immobilisation. L’expérience calorimétrique permet également de mesurer la chaleur
associée a d’autres événements potentiels d’accompagnement (c’est-a-dire le réarrangement des
solvants, les changements de conformation des partenaires d’interaction, la
protonation/déprotonation). La gamme des constantes de dissociation habituellement couverte par
I’ITC se situe entre 100 uM et 10 nM; cependant, les expériences de compétition permettent
d’étendre cette gamme de maniere significative pour couvrir des affinités plus ou moins fortes. Un
avantage supplémentaire de cette méthode est la possibilité d’étudier les interactions dans la
solution, car ITC ne nécessite pas I’immobilisation des molécules en interaction ou leur
modification chimique. Traditionnellement, I’ITC a été utilisé pour mesurer quantitativement
I’affinité de liaison des protéines a leurs ligands [69]. Des travaux intéressants sur la comparaison
des titrages ITC et MS pour I’étude des interactions non covalentes ont été réalisés par
Boeri Erba et al. [70]. A pH 6,8 et pH 8,4, les valeurs du K, mesurées par MS et par ITC étaient en
accord, tandis qu’a pH 3,4, les auteurs n’ont pu mesurer le Ka que par MS, mais pas par ITC en
raison de la sensibilité limitée de la calorimétrie. Les principaux avantages de la MS par rapport a
I’ITC sont sa sensibilité (c’est-a-dire que la quantité d’échantillon requise est >100 fois inférieure
a celle nécessaire pour I’ITC), et la possibilité d’obtenir des informations précises sur la
composition des complexes protéiques, leur stoechiométrie, leurs interactions avec les sous-unités
et leur voie d’assemblage. Les titrages ITC et ESI-MS ont tous deux étés utilisés pour étudier
I’association d’un complexe homo-oligomere non covalent de la concanavaline A, une lectine du

haricot sabre (Canavalia ensiformis).
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La calorimétrie par perturbation de pression (de I’anglais « pressure perturbation
calorimetry », PPC) permet de distinguer les effets de la solvatation d’autres effets moins
perceptibles, tels que la flexibilité conformationnelle et la dynamique macromoléculaire, pendant
les assemblages moléculaires. La PPC permet de mesurer les effets thermiques différentiels qui se
produisent lorsque de petites impulsions de pression (5 atm) sont appliquées a un échantillon. Pour
les molécules en solution, ces effets thermiques différentiels sont directement liés a la différence
de dilatation thermique des molécules du soluté par rapport au volume de solvant qu’elles ont
déplacé. Cette capacité de la PPC est particulierement pertinente pour les interactions
biomoléculaires en solution, ou des effets de solvatation peuvent également se produire, de sorte
qu’il peut étre difficile de les déterminer par d’autres techniques. Grace a cette technique, des
mesures ont été effectuées sur une série de complexes cyclodextrine-adamantane, protéine-ligand
(lysozyme-(GlcNac)3 et ribonucléase-2” CMP) et protéine-protéine (cytochrome ¢ peroxydase-
pseudoazurine) en solution aqueuse, qui ont montré des réductions constantes des expansibilités
thermiques par rapport aux molécules "libres" [71].

La calorimétrie, et I’I'TC en particulier, est une méthode de choix pour la caractérisation
thermodynamique compléte d’une interaction biomoléculaire. Elle est la seule technique capable
de déterminer simultanément tous les parameétres de liaison de partenaires dans leur état natif en
une seule expérience.

1-2.2.6 Electrophoreése capillaire (CE) et électrophoreése capillaire d’affinité (ACE)

L électrophorése capillaire (CE) est une technique de séparation par électrophorese a haute
résolution qui utilise des capillaires étroits (d= 20 — 200 um) pour la séparation des biomolécules
en fonction de leur mobilité électrophorétique dans un champ électrique (rapport e/m). Deux
mécanismes de transport fondamentaux de CE sont le flux électroosmotique (EOF) et la mobilité
électrophorétique. Ce dernier dépend de divers parameétres du systeme (c’est-a-dire le pH et la
viscosité du tampon de séparation) et des caractéristiques moléculaires innées (c’est-a-dire la
charge et le rayon hydrodynamique de la molécule) [72]. La deuxieme force motrice - EOF - est le
flux de masse du tampon de séparation, appelé électrolyte de fond. Dans le cas du capillaire de
silice fondue nu couramment utilisé, I’EOF se déplace d’anode en cathode en raison de la charge
de surface négative du capillaire et du champ électrique appliqué [73]. En fonction de la charge,
les particules de I’analyte sont attirées vers I’anode ou la cathode avec une vitesse de déplacement
déterminée par la taille de la molécule. La vitesse de transport des molécules est directement
proportionnelle au champ électrique appliqué - la mobilité augmente avec I’augmentation de
I’intensité du champ électrique.

L’electrophorése capillaire d’affinité (de I’anglais « affinity capillary electrophoresis »,
ACE) est basee sur les mémes mécanismes de transport qu’une EC commune, mais elle permet de
mesurer les temps de migration des especes en interaction. ACE a été développée comme un outil
pour I’identification et la quantification des interactions biomoléculaires et pour I’analyse sélective
de biomolécules complexes interagissant spécifiqguement avec le partenaire d’affinité présent dans
le tampon de séparation a I’intérieur d’un capillaire. La technique ACE permet de déterminer les
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steechiométries des complexes biomoléculaires formés a 1’intérieur du capillaire ainsi que les deux
constantes de liaison (stabilité, association), car les partenaires libres et en complexe ont des
vitesses de migration différentes [65].

Depuis les premiers travaux utilisant la CE pour I’étude des ligands-récepteurs [74], ACE
a été développée et appliquée avec succes pour I’analyse d’un large éventail d’interactions
biomoléculaires. Le nombre d’articles sur le sujet est en augmentation [75], ce qui refléte I’intérét
pour cette méthode d’investigation, d’analyse des interactions d’affinité dans divers domaines, y
compris les applications pharmaceutiques avec la conception et la découverte de médicaments,
différents sujets de bioanalyse et la découverte de biomarqueurs. Cela a conduit au développement
d’une nouvelle méthode d’électrophorese, appelée électrophorése capillaire en non-équilibre de
mélanges en équilibre (de I’anglais « nonequilibrium CE of equilibrium mixtures », NECEEM) par
Berezovski et al. [76]. NECEEM a considérablement augmenté I’arsenal de méthodes disponibles
pour I’étude des interactions entre I’ADN et les protéines. 1l est trés sensible et pourrait étre utilisé
pour la détermination des parametres cinétiques. Ces analyses de protéines basées sur les aptameres
(sondes d’affinité synthétiques) ne nécessitent qu’une quantité infime d’échantillon. Plus tard, un
autre travail de recherche base sur les interactions entre les aptaméres ADN et les protéines a permis
d’identifier des aptameres a haute affinité de liaison en quelques cycles de SELEX (de I’anglais
« Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment ») en utilisant la CE. Il a marqué le
point de départ d’une nouvelle méthode — CE-SELEX [77].

I-2.3 La spectrométrie de masse (MS) dans le contexte de I’analyse des

interactions biomoléculaires

Au milieu du XX¢ siecle, la spectrométrie de masse (MS) est considérée comme un outil
essentiel par les scientifiques, dont les études portent sur I’analyse de petites molécules ou de
composés volatils. Son application aux questions biologiques a réellement débuté a la fin des
années 1980, avec I’introduction et le développement des méthodes d’ionisation douces qui ont
considérablement élargi I’utilisation de la MS. Les tout premiers articles de MS consacrés aux
complexes non covalents sont apparus dans la littérature au début des années 1990. Ces études
étaient principalement axées sur les complexes protéines-ligands, mais elles ont rapidement été
accompagnées de celles qui démontraient que des interactions protéine-protéine étaient maintenues
en phase gazeuse [78], [79]. Depuis lors, des améliorations considérables dans les domaines de la
technologie instrumentale et de la méthodologie expérimentale, ont permis d’augmenter la gamme
des assemblages biomoléculaires pouvant étre analysés par MS [80], [81]. Gréace a ces progres, 20
ans apres les premiers articles publiés, des assemblages macromoléculaires, comme des virus
intacts, des ribosomes comprenant de nombreux composants, des assemblages complexes de
protéines membranaires hydrophobes, des oligoméres amyloidogénes hétérogenes, difficiles a
analyser et des chaperons moléculaires dynamiques ont tous été interrogés avec succes [85] - [89].
En bref, en plusieurs décennies, la MS est passée de I’outil du physicien et du chimiste axé sur les
ions metastables et I’analyse de leurs voies de fragmentation, a une technologie largement
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répandue ayant des applications dans divers domaines, notamment la biologie structurale et
I’interactomique, intéressant directement la caractérisation des interactions biomoléculaires [87].

1-2.3.1 Intérét de la spectrométrie de masse pour I’étude des complexes non covalents

L’etude des interactions non covalentes par MS est un domaine de recherche actif. Elle est
devenue possible parce que I’instrumentation et la méthodologie, permettant le maintien et I’étude
des complexes non covalents en phase gazeuse, ont été développées rapidement depuis les
premieres expériences d’électronébulisation de macromolécules biologiques. Aujourd’hui, la MS
peut fournir des informations sur tous les niveaux d’organisation des protéines. Les instruments,
les méthodes les plus récentes permettent I’étude topologique de complexes protéiques intacts avec
une grande sensibilité et une gamme de masse théoriquement illimitée [84]. Les principaux
avantages de la MS pour I’étude des interactions non covalentes sont sa sensibilité, sa capacité de
séparation a haute résolution et sa large applicabilité. La MS permet I’interrogation d’assemblages
biomoléculaires transitoires dans le contexte de mélanges complexes [83].

La capacité de la MS a permettre I’étude d’assemblages hétérogénes et polydisperses, en
plus de sa capacité a déterminer sans ambiguité, la steechiométrie d’assemblages biomoléculaires,
a dans un premier temps fait de la MS, un outil complémentaire des analyses aux rayons X, ou de
la microscopie électronique [88], [89]. Puis, les succes indéniables de la MS pour la caractérisation
des complexes non covalents ont fait passer cette technique d’une approche complémentaire a un
outil de biologie structurale autonome [85].

1-2.3.2 Techniques de caractérisation directe des complexes non covalents

Les spectrometres de masse sont des instruments polyvalents qui sont utilisés pour
I’analyse, tant qualitative que quantitative, d’une large gamme de composés allant des gaz simples
aux biopolymeres complexes. Pour analyser un échantillon, le spectrometre de masse nécessite de
transformer I’analyte en ions en phase gazeuse. Les ions résultant sont triés en fonction de leur
rapport masse/charge (m/z) en utilisant des champs électriques ou magnétiques (ou une
combinaison des deux), ce qui fournit des signaux (représentés sous forme de pics sur le spectre de
masse) correspondant au rapport m/z et a I’intensité relative (abondance) de chaque espece ionique
détectée [90]. Ainsi, les trois principaux composants communs a tous les spectrométres de masse
sont la source d’ions (ou les molécules analytes sont transférées en phase gazeuse et ionisées),
I’analyseur de masse (au sein duquel les ions générés sont séparés selon leur rapport m/z) et le
détecteur d’ions (ou le courant ionique est converti en courant électrique et les intensités des
signaux sont déterminées). Un spectromeétre de masse typique est schématiquement représenté,
Figure 1-4. Une partie électronique et informatique est nécessaire pour contrbler I’instrument,
enregistrer et traiter les données générées.
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SPECTROMETRE DE MASSE
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solides ou liquides et traitement des données
Systéme de vide

Figure 1-4: Représentation schématique du spectrometre de masse.

Aujourd’hui, les complexes non covalents peuvent étre analyses par MS "native” dans le
but de définir les relations structure-fonction des assemblages biomoléculaires. Ces assemblages a
caractére non covalent doivent étre conservés avec leur structure quaternaire native dans le
spectromeétre de masse [91]. La spectrométrie de masse native (MS native) est définie comme le
processus par lequel de grandes biomolécules et leurs complexes peuvent étre transférés d’une
existence fonctionnelle tridimensionnelle en phase liquide a la phase gazeuse par le biais d’un
processus d’ionisation douce. Les conditions expérimentales de la MS native sont capables de
préserver largement les interactions non covalentes, I’état natif et I’action biologique et la
fonctionnalité associées de la molécule et des complexes moléculaires.

L’une des méthodes les plus couramment utilisées en « MS native » est la spectrométrie de
masse en tandem (également appelée MS/MS ou MS"). Dans ce cas, des ions précurseurs peuvent
étre sélectionnés et activés par collision pour induire des fragmentations. Cette approche,
également appelée dissociation induite par collision, a été exploitée lors de la séparation du
chevauchement de steechiométries multiples d’un complexe ribosomique [92]. Elle a été utilisée
avec succes pour la mesure précise de la masse de la capside du virus de I’hépatite B dans la gamme
des 3-4 MDa [93], et pour la mise en évidence de la steechiométrie de petites molécules se liant a
des complexes protéiques membranaires [94].

1-2.3.3 Sources d’ions

Les molécules sont globalement neutres électriqguement, il est donc impossible de les
manipuler par des champs électriques ou magnétiques. La source d’ions sert a transformer
I’échantillon en ions en phase gazeuse, et ce processus s’accompagne d’un transfert d’énergie aux
ions. Les criteres d’ionisation des molécules dépendent des propriétés intrinséques des molécules
composant I’échantillon (c’est-a-dire la stabilité thermique et chimique, la volatilité, la taille, etc.)
De nombreuses sources d’ionisation existent aujourd’hui, permettant la formation d’ions, soit in
situ, directement a I’intérieur de I’analyseur, ou dans une zone sous vide en amont de I’analyseur,
soit a I’extérieur (source externe a pression atmosphérique). Jusqu’aux années 1990, des sources
d’ions situées dans une chambre sous vide du spectrometre de masse étaient principalement
utilisées. La percée technologique bien-connue, qui a initié I’implication de la MS dans le domaine
de la biologie, a été P’introduction de deux techniques d’ionisation douce: I’ionisation par
électronébulisation (de I’anglais « electrospray ionization », ESI) [95] et la désorption/ionisation
laser assistée par matrice (de I’anglais « matrix-assisted laser desorption/ionization »,
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MALDI) [96], [97]. Le développement de ces méthodes a été le point de départ d’une augmentation
significative de la diversité des applications en MS.

lonisation par électronébulisation (ESI)

L’introduction de la technique ESI a constitué une premiére étape essentielle au
développement de la MS pour la biologie, car elle a permis le transfert de protéines, des
macromolécules en solution, en ions en phase gazeuse. Cette ionisation "douce" était bien plus
avancée que les approches précédentes qui entrainaient des décompositions importantes, et dont
I’efficacité s’avérait limitée pour des analytes de poids moléculaires éleves (la taille maximale était
d’environ 10 kDa avant I’utilisation de la source ESI) [98]. Un autre point clé a été atteint plus tard:
il a été ont démontré que les assemblages de protéines (complexes non covalents) pouvaient étre
transférés dans le vide du spectrometre de masse sans leur dissociation [78], ce qui a permis par la
suite de mesurer leur masse avec précision et exactitude (Figure 1-5).
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Figure I-5: Exactitude et précision de la mesure de la MS des protéines et de leurs
complexes. Une comparaison entre la masse calculée et celle mesurée par nanoESI-MS. Un petit
écart entre les données expérimentales (points rouges) et une corrélation 1:1 entre la masse
attendue et la masse mesurée (ligne bleue) résulte de la liaison résiduelle du solvant et du tampon,
et est inférieur a 1,5% pour tous les assemblages indiqués (points bleus). Adopté de [83].

Le principe de la technique ESI consiste a générer, a la pression atmospherique, des
gouttelettes d’un solvant conducteur contenant un analyte dissous, en nébulisant une solution
acheminée par capillaire métallique, au niveau duquel est appliqué une haute tension (~2-5 kV).
Gréace a un champ électrique intense, accompagne ou non d’une assistance pneumatique, la solution
contenant I’échantillon est nébulisée en un fin brouillard de gouttelettes qui s’évaporent
continuellement pendant leur vol, d’abord a la pression atmosphérique puis a basse pression dans
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une série de chambres progressivement séparées, reliant la source d’ions a I’analyseur en masse.
La densité de charge des minuscules gouttelettes augmente au fur et a mesure de leur évaporation,
ce qui entraine la désintégration des gouttelettes et leur transformation en ions en phase gazeuse.
Le champ électrique appliqué dirige également les ions formeés vers des cones d’échantillonnage
servant de barrieres pour maintenir le vide de I’analyseur. La source ESI présente I’avantage de
fonctionner a température relativement basse et a la pression atmosphérique, ce qui permet d’éviter
la rupture de liaisons (non) covalentes et a permis I’expansion de cette technique pour des analyses
biologiques ou la plupart des composés sont polaires et solubles dans I’eau.

Une autre caractéristique unique et trés importante de la source ESI est qu’elle produit
souvent des ions a charges multiples, surtout avec I’augmentation de la masse moléculaire de
I’analyte. Cela a facilité I’utilisation de spectrométres de masse limités en gamme de masse (m/z),
pour I’analyse des biopolymeéres intacts et a également permis des analyses MS/MS tres sensibles,
permettant la détection de biomarqueurs dans des milieux complexes [99]. La source ESI (ou
nanoESI, une source miniaturisée pouvant traiter des volumes de liquide considérablement plus
faibles de I’ordre du nL), pouvant générer des especes a charges multiples, peut entrainer un
chevauchement des signaux sur I’axe (m/z) lorsque plusieurs especes sont présentes. Il existe
plusieurs approches pour surmonter cet inconvénient, comme I’utilisation de microarrays et
d’autres techniques de séparation et de purification des échantillons, la séparation préalable par
voie chromatographique, des méthodes de préparation des échantillons de sérum (par exemple,
élimination des protéines en grande quantité, fractionnement du sérum) [99]. Une étape importante
vers I’analyse par MS entiérement automatisée avec déconvolution des spectres de masse de
protéines et des assemblages de protéines a été franchie avec la création d’un logiciel
dédié [99]-[101].

Aujourd’hui, la spectrométrie ESI-MS est devenue 1’un des piliers de la spectrométrie de
masse biomoléculaire, avec de tres nombreuses applications en biologie structurale (protéomique,
glycomique, métabolomique...). Les progrés des technologies et des protocoles de préparation des
échantillons ont permis d’extraire beaucoup plus d’informations a partir des échantillons
biologiques, que la simple mesure de masse moléculaire (ou valeur m/z) [80]. L application de
I’ESI-MS, notamment en condition native, a été décrite dans les travaux de Chen et al. [103] pour
étudier des complexes biomoléculaires non covalents, tels que les complexes protéiques
membranaires (Figure 1-6, [104]). Bien que s’y prétant moins, la technique MALDI-MS a
également été employée pour I’étude de diverses interactions non covalentes.

Une revue récente sur les progres et la compréhension des principes de I’ESI-MS pour
I’étude des interactions non covalentes a été publiée par Chingin et al. [105]. Ce travail aborde
I’accelération des réactions chimiques dans les microgouttelettes chargées, ainsi que I’association
et la dissociation des complexes protéines-ligands dans les microgouttelettes, qui fournissent des
preuves que la chimie des protéines confinées dans un micro-environnement se déroule de maniére
différente de celle en solution.
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Figure 1-6: Complexes de protéines membranaires étudiés par ESI-MS natif au cours des
annees 2008-2013. Adopte de [104].

Désorption/ionisation laser assistée par matrice (MALDI)

La technique MALDI-MS est une autre methode d’ionisation, alternative a I’ESI, qui
permet I’analyse de molécules de grandes tailles, telles que les protéines, les acides nucléiques et
certains polyméres synthétiques. Comme son nom I’indique, I’analyte est ionisé a I’aide d’un petit
composé organique, qu’on homme « matrice », par exemple de I’acide sinapinique ou de I’acide
dihydroxybenzoique, qui possede un groupe aromatique capable d’absorber I’énergie des photons
émis par un laser UV. La techniqgue MALDI est classée parmi les méthodes d’ionisation "douce™
car cette méthode limite la décomposition des molécules « échantillon » sous irradiation laser en
les dispersant dans la matrice (généralement, les rapports analyte/matrice sont compris entre 1:100
et 1:10000). D’abord, I’analyte est co-cristallisé avec un exces de matrice, et, aprés evaporation du
solvant, le mélange est exposé (& I’intérieur de la chambre a vide) aux tirs laser. Cela provoque
I’évaporation instantanée de la matrice, entrainant avec elle les molécules de I’analyte. Au cours
de ce processus, la matrice forme des ions réactifs qui protonent ou déprotonent les molécules de
I’analyte en les transformant en ions d’analyte (Figure 1-7). Le choix de la matrice dépend du
composé a analyser, car ces parametres sont essentiels pour I’efficacité de I’ionisation.
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Figure I-7: Principe de la désorption/ionisation laser assistée par matrice (MALDI). Le
laser pulsé irradie le mélange échantillon/matrice, déclenchant la désorption de | échantillon en
présence de matrice. Les molécules analytes sont ionisées et les ions sont ensuite extraits sous
| 'effet d 'un champ électrique. Ces ions traversent les lentilles de focalisation, puis sont dirigés vers
I’analyseur de masse.

Contrairement a I’ESI, la majorité des ions générés en MALDI portent une seule charge,
par conséquent, la plage en m/z de I’analyseur de masse doit étre suffisante pour traiter les ions
avec z = 1. L analyseur le plus adapté et donc le type d’analyseur le plus communément associé au
MALDI est I’analyseur par temps de vol (de I’anglais « time-of-flight », TOF). Ce dernier permet
d’analyser des macromolécules biologiques dont la masse moléculaire peut atteindre plusieurs
centaines de kDa. Les ions monochargés des spectres MALDI permettent une interprétation plus
facile et plus rapide des résultats que les spectres ESI (Figure 1-8).
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Figure 1-8: Principe de la spectrométrie de masse MALDI-TOF. Les ions désorbés sont
accélérés par un champ électrique, ainsi les ions acquiert tous la méme énergie cinétique pour un
état de charge donné. Par conséquent, les ions plus lourds atteignent des vitesses plus faibles et
arrivent plus tard. La détection est basée sur la mesure du temps darrivée des ions, ce qui permet
de déterminer le rapport m/z.
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Par rapport au MALDI, la technique ESI est beaucoup plus exploitée pour I’étude des
complexes non covalents, en particulier ceux des protéines. Cela peut s’expliquer par les exigences
specifiques de la préparation d’échantillons, notamment I’évaporation du solvant et I’utilisation de
matrices, souvent acides, pour les expériences MALDI [105], [106]. Ces conditions sont loin d’étre
"idéales", surtout si les recherches sont axées sur la préservation de I’état physiologique du
complexe étudié. De plus, I’utilisation de sels, qui sont I’ingrédient le plus courant des tampons
biologiques, entrave souvent la cristallisation de la matrice, ce qui rend impossible I’expérience
MALDI. Cet inconvénient peut étre surmonté par I’utilisation de sels volatils et de matrices non
acides. En outre, la facilité d’utilisation, le rendement élevé, la compatibilité avec différents
systemes (c’est-a-dire les polymeéres naturels et synthétiques [108], les bactéries [109] et les
champignons [110]), ainsi que la faible consommation de temps, leurs co(ts raisonnables ont rendu
les instruments de type MALDI-TOF MS tres attrayants pour la recherche et la pratique clinique.

Désorption/ionisation laser depuis une surface améliorée (« Surface Enhanced Laser Desorption
lonisation », SELDI)

L’un des avantages qu’apporte la source MALDI réside dans la possibilité d’utiliser
d’autres plaques cibles que la plaque en acier, généralement fournie avec I’instrument, a condition
que la surface soit conductrice. Ces plaques cibles peuvent servir a la fois pour la purification de
I’échantillon et pour son ionisation. Cette idée a été exploitée dans le domaine des biopuces dont
I’analyse est couplée avec la MS [111], [112] ou, par exemple, en désorption/ionisation laser a
partir de surface améliorée (SELDI) [113] une technique appliquée en analyse protéomique. Grace
a cette méthode, les ligands ciblés dans un échantillon se lient spécifiquement a une surface avant
I’analyse par MS.

Le concept de SELDI-MS a été présenté pour la premiére fois au début des années 1990
par Hutchens et Yip [114]. Dans leurs travaux, les auteurs ont démontré que les sondes d’affinité
chromatographiques utilisées pour enrichir spécifiquement des fragments de lactoferrine pouvaient
ensuite étre directement utilisées sur la plaque MALDI pour la détection par spectrométrie de masse
par désorption/ionisation laser.

La SELDI-MS a été étudiée et développée par Ciphergen et est maintenant commercialisée
sous le nom de ProteinChip™. Cette technologie est basée sur I’utilisation de surfaces chimiques
particuliéres qui peuvent étre utilisées pour la rétention spécifique de molécules en fonction de leur
affinité ou de certaines propriétés physiques et chimiques  telles que la charge,
I’hydrophobie, etc. [115], [116]. Les surfaces chimiques permettent une séparation
chromatographique classique tels que par échange d’ions, par partage en phase inverse ou en phase
normale, ainsi que par capture d’affinité avec un métal immobilisé (de I’anglais « immobilized
metal affinity capture », IMAC) (Figure 1-9) [116].
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Figure 1-9: Eléments d’une biopuce SELDI. La matrice est constituée d’une bande
d’aluminium recouverte de verre avec des sites d ‘affinité et une barriere hydrophobe qui entoure
ces emplacements et empéche le mouvement de | ’échantillon entre les sites. Chaque site comprend
un hydrogel fonctionnalisé avec des ligands chromatographiques classiques. Adopté de [116].

L’avantage du couplage direct de la rétention chromatographique avec la spectrométrie de
masse a fait du SELDI-MS une méthode populaire pour le profilage général des protéines, et la
découverte de biomarqueurs de novo, en particulier pour la comparaison de grandes populations de
protéines (par exemple, des échantillons provenant de malades vs des échantillons sains) dans le
but d’élucider les éléments difféeremment exprimés. SELDI-MS permet de capturer et d’identifier
les partenaires des interactions biomoléculaires a la condition que I’un des partenaires soit
immobilisé en surface. Cette technologie permet aussi de détecter et mesurer la masse des protéines
ou sous-populations de protéines présentes dans un mélange complexe (sérum, plasma, extraits
cellulaires etc.). Cependant, la techniqgue SELDI-MS ne permettait pas la caractérisation cinétique
des interactions biomoléculaires car la rétention de I’analyte était basée sur la chromatographie.

1-2.3.4 Autres techniques MS

Le couplage de la spectrométrie de masse avec la spectrométrie de mobilité ionique (de
I’anglais « ion mobility mass spectrometry », IM-MS) est une autre technique qui a été récemment
mise en ceuvre en condition native. L’IM-MS a été introduite a I’origine comme un nouvel outil
pour I’analyse des complexes protéiques intacts par Ruotolo et al. [117]. En IM-MS, les ions sont
séparés non seulement sur la base de leur rapport m/z mais aussi, a I’intérieur d’une chambre de
mobilité ionique remplie de gaz, en fonction de leur temps de dérive (drift time), qui dépend de
leur section efficace de collision. En général, les molécules ayant une section efficace de collision
plus importante (cas correspondant aux structures étendues par opposition aux conformations
compactes) présentent des temps de derive plus longs. En utilisant les temps de dérive en IM-MS,
la mobilité des ions peut étre convertie en section efficace de collision (ou surface moyenne
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projetée de I’analyte) en phase gazeuse [84]. Bien que I’lM-MS appliquée aux complexes
biomoléculaires nécessite encore une maturation, les premiers résultats ont révélé que les structures
en solution peuvent étre partiellement conservées en phase gazeuse [118], [120]. En combinaison
avec la modélisation informatique, I’lM-MS-peut étre utilisée pour générer des modeles
structuraux d’assemblages biomoléculaires [118], [119]. Il existe différentes facons d’appliquer
les approches basées sur la MS native pour obtenir des informations au niveau moléculaire, ainsi
que la structure et la dynamique des assemblages de protéines. Elles peuvent étre combinées dans
des études hybrides avec d’autres approches de biologie structurale, pour fournir des informations
a tous les niveaux d’organisation des protéines, de I’échelle de la submilliseconde a I’échelle de
I’heure (Figure 1-10). Plusieurs méthodes hybrides intéressantes seront brievement décrites ci-
dessous.
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Figure 1-10: Informations de structure et de dynamique accessibles aux approches basées
sur la spectrométrie de masse. Adopté de [83].
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MS combinée avec la protéolyse limitée (en anglais « Limited Proteolysis MS »)

La technologie de protéolyse limitée (de I’anglais « Limited Proteolysis, LiP ») est une
méthode utilisée pour suivre des changements de conformation de protéines résultant de diverses
causes (par exemple, modifications post-traductionnelles, interactions protéine-protéine, liaison de
composés, etc.). La technique LiP est particulierement adaptée a I’identification de ces
changements car ils affectent la cinétique du clivage protéolytique au cours de la réaction LiP, qui
est effectuée sur des protéines natives en utilisant la protéinase K non spécifique dans des
conditions définies. Cette protéinase clive les régions accessibles dépliées, ce qui entraine une
protéolyse limitée. Apres la réaction LiP, les protéines résultantes sont dénaturées et digérées avec
de la trypsine, les produits de la digestion sont ensuite analysés et les peptides sont quantifiés
par MS.

Le couplage de la LiP avec le mode d’acquisition SRM (de I’anglais « selected reaction
monitoring ») a permis de sonder les transitions structurales des protéines dans des environnements
biologiques complexes a grande échelle. Elle a permis de sonder des modifications structurales
subtiles, ou prononcées de protéines provenant de cultures de levure soumises a une transition
métabolique [120].

MS combinée avec de | ‘échange H/D (en anglais « Hydrogen exchange MS »)

La spectrométrie de masse d’échange H/D exploite la réactivité propre aux hydrogenes
présents dans les protéines. Certains hydrogénes des protéines sont en échange continu avec les
hydrogenes présents en solution. Si les atomes d’hydrogénes des molécules d’eau, qui sert de
solvant, sont remplacés par un isotope lourd de I’hydrogéne (le deutérium 2H), le suivi du processus
d’échange de I’hydrogeéne H par ?H devient possible en suivant les incréments de masse qui se
produisent aprés échange H/D. Ces échanges se produisent uniquement dans les régions exposées
au solvant.

Cette méthode fournit des informations tres utiles, notamment sur les changements de
conformation des partenaires du complexe, les voies de repliement et de dépliement des protéines
et donne des informations sur I’intérieur des structures protéiques qui ne se cristalliseront pas ou
ne se préteront pas a la RMN. Elle permet également de déduire les régions d’une protéine qui sont
exposées aux solvants, ainsi que leurs dynamiques, leur emplacement et les propriétés des sites et
des surfaces de liaison, les constantes de dissociation et la stabilité des protéines dans diverses
conditions [121].

MS combinée avec empreinte oxydative (en anglais « oxidative footprint MS »)

L’ expérience de spectrométrie de masse combinée & une oxydation sélective permet de
générer de I’information avec une résolution moyenne élevée (c’est-a-dire une information au
niveau des residus) en mettant en ceuvre des methodes protéomiques éprouvees, permettant I’étude
de la structure primaire avant/apres I’oxydation. La MS a empreinte oxydative a été developpée au
cours des dernieres décennies. Elle est devenue une méthode puissante pour I’analyse de la
structure et de la dynamique des protéines. Le principe de cette méthode consiste a marquer les
résidus d’acides aminés réactifs et exposés aux solvants avec des marqueurs chimiques, puis a
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utiliser le schéma des modifications révélées a partir de I’analyse protéomique « bottom-up » pour
définir les structures protéiques d’ordre supérieur. Elle est souvent appliquée a la cartographie des
interfaces protéine-ligand, et a la cartographie des changements conformationnels résultant de la
liaison avec un ligand ou d’une mutation.

L’empreinte oxydative générée par des radicaux hydroxyles est particulierement étudiée
dans le contexte de I’analyse de la structure des protéines, du repliement des protéines, de la
dynamique des protéines et des interactions protéine-protéine et protéine-ADN. Les modifications
conformationnelles des protéines ou des complexes protéiques, utilisant la radiolyse synchrotron
pour apporter des modifications oxydatives, ont été examinées en utilisant une approche a
résolution temporelle, une méthode précieuse pour I’étude de la dynamique macromoléculaire.
L’empreinte protéique résolue dans le temps a été appliquée a I’étude de la dynamique des
protéines qui se produit sur des périodes allant de quelques millisecondes a quelques
secondes [122].

Plus récemment, I’oxydation photochimique rapide des protéines (de I’anglais « fast
photochemical oxidation of protein », FPOP) — type d’empreinte protéique basée sur les radicaux
hydroxyles, qui utilise un laser KrF pulsé (248 nm) permettant de déclencher I’hydrolyse du
peroxyde d’hydrogéne — a été étudié par Li et al. Cette approche produit des radicaux hydroxyles
en solution, qui modifient ensuite la protéine in situ, mais elle s’étend a d’autres especes réactives,
dont les carbénes. Ces travaux décrivent I’application du FPOP pour suivre la formation
d’amyloides et I’accessibilité au solvant du peptide amyloide [123].

MS combinée a la purification par affinité

La purification par affinité associée a la spectrométrie de masse (AP-MS) est devenue I’une
des méthodes standards pour I’étude des interactions protéine-protéine. AP-MS utilise des tags
d’épitopes sur des protéines cibles comme sondes de capture par affinité pour I’identification de
protéines en cours d’assemblage. Cela permet d’éviter le développement et I’utilisation d’anticorps
spécifiques pour chaque nouvelle protéine cible. C’est particulierement important dans le cas ou
les anticorps produits contre les protéines d’intérét peuvent perturber le complexe protéine-protéine
(si I’épitope reconnu par I’anticorps est positionné sur I’interface proteéique nécessaire a une
interaction). Le marquage d’affinité a été appliqué le plus largement dans la levure, ou plus de
70 % des protéines exprimées ont été cartographiées en interactions protéine-protéine, ce qui a
donné lieu a environ 500 complexes majeurs par analyse et regroupement de réseau [124]. Une
analyse a grande échelle a été réalisée en utilisant une approche particuliére - la purification
d’affinité en tandem. Le principe de cette méthode est similaire a la stratégie de marquage des
épitopes, mais I’utilisation séquentielle de deux tags au lieu d’un seul a simplifié la stratégie
analytique choisie pour I’identification des protéines par MS et a réduit la nécessité de valider les
protéines identifiées en tant que véritables partenaires d’interaction [125]. Grace a I’AP-MS, divers
complexes protéiques de protéines humaines, de la Drosophile et de |’Arabidopsis ont également
été étudiés [124].
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MS combinée a la réticulation (cross-linking)

La réticulation chimique ou « cross-linking » permet de convertir les interactions non
covalentes entre les protéines ou simplement leur proximité, en liaisons covalentes par une
"connection™ artificielle entre les partenaires d’interaction. Les molécules fusionnées peuvent
résister a des conditions dénaturantes et peuvent étre analysées par des méthodes qui dissocient
habituellement les complexes protéiques. Le cross-linking chimique avec la MS permet
I’identification des résidus d’acides aminés a proximité les uns des autres au sein des protéines et
des complexes protéiques. Cette méthode a été principalement utilisée pour fournir des
informations structurales a partir de complexes protéiques isolés [126].

Les récents développements en «cross-linking MS» ont fourni des données
interactomiques a grande échelle, ou pour des systemes biologiques d’une extréme complexité:
organelles isolées, lysats cellulaires, particules de virus, cellules intactes de bactéries et de
mammiferes en culture et échantillons de tissus. Une revue décrivant ce nouvel outil pour sonder
les conformations et les interactions des protéines directement au sein des systemes vivants
mentionnés ci-dessus a été recemment publiée par Chavez et al. [127].

I-2.4 Le besoin d’une nouvelle plateforme d’analyse multidimensionnelle

La MS présente des avantages considérables par rapport a d’autres techniques
expérimentales, dont trois sont particulierement importants en biologie structurale. Tout d’abord,
la MS s’applique largement, permettant ainsi I’étude de complexes qui varient en termes de masse
et de taille, de solubilité et de stabilité, ainsi que de compositions oligomériques (partenaires liés
ou dispersés). Deuxiémement, comme il a été mentionné précédemment, la MS est une technologie
de séparation a haute résolution qui permet I’analyse, I’identification et la quantification des
différents constituants d’un mélange complexe. Et enfin, les faibles limites de détection et de
quantification sont I’un des avantages les plus importants de la MS. Ainsi, cette derniere permet
d’étudier des quantités assez faibles d’échantillons dilués, ce qui correspond a une situation
courante dans le cas de la détection de biomarqueurs [83]. Néanmoins, la MS ne peut pas fournir
directement d’informations sur la cinétigue ou la thermodynamique des interactions
biomoléculaires, et il faut donc la combiner a une autre technique pour étudier des processus
dynamiques.

Les techniques d’analyse par simple quantification de I’analyte capturé, ont des limites liées
a la capture non spécifique, qui sont incompatibles avec I’étude des biomarqueurs dans un milieu
complexe. Les limites intrinseques des molécules couramment utilisées comme récepteurs, les
anticorps par exemple, peuvent conduire a des réponses ambigués lorsqu’elles sont utilisées dans
des tests biologiques, car elles sont incapables de discriminer les isoformes d’une protéine cible
qui serait un marqueur d’une pathologie [128]. C’est principalement le cas lorsque la structure de
la protéine est modifiée (délétion de séquence par exemple autour du site de I’épitope), ou lorsque
la protéine a été altérée par des modifications post-traductionnelles. En outre, les anticorps peuvent
étre une source d’adsorption non spécifique en présence de pools protéiques tres complexes, tels
que le plasma ou les extraits cellulaires. C’est la raison pour laquelle de nombreux tests
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immunologiques existants (tests directs ou en sandwich) ne sont pas suffisamment précis et peuvent
donner une quantification biaisée des antigenes, sans discrimination d’une sous-population. Dans
certains cas, ces tests biologiques doivent étre repensés afin de prendre en compte la coexistence
de variants protéiques.

Le besoin croissant de découvrir de nouveaux biomarqueurs, et de diagnostics cliniques
sensibles, nécessite de mettre au point de nouveaux instruments d’analyse, qui fourniraient des
informations plus exhaustives, et plus complétes sur la structure et les propriétés d’interaction des
espéces capturées. Aujourd’hui, la spectrométrie de masse, combinée & une technique multiplexeée,
semble étre le meilleur outil analytique pour la capture et I’analyse de biomarqueurs, car elle permet
une identification sans ambiguité des analytes par séquencgage et interrogation de banques de
données, fournissant ainsi de nouvelles informations permettant la découverte, ou la réévaluation
de biomarqueurs connus, et ainsi que de leurs variants structuraux. Des travaux récents sur le
couplage des microarrays avec la MS démontrent I’ utilité de cette combinaison comme plateforme
analytique pour la discrimination des isoformes structurelles de protéines et la découverte de
biomarqueurs [129], [130]. Toutefois, comme dans I’approche commerciale SELDI-TOF décrite
précédemment, les partenaires biologiques interagissent dans une région ou la qualité de
I’immunocapture n’est ni visualisable, ni quantifiable avant I’analyse en masse. C’est pourquoi les
techniques d’analyse protéomique, couplant la MS a la technique d’enrichissement des biocapteurs,
ont tendance a se diversifier. La plupart des plateformes de couplage consistent a enrichir la surface
du biocapteur avec les analytes souhaités afin de les analyser en masse directement a partir de la
surface de la puce ou aprés élution. A ce jour, les biocapteurs les plus utilisés a cette fin sont sans
aucun doute les instruments de résonance plasmonique de surface (de I’anglais « surface plasmon
resonance », SPR) qui seront décrits dans le chapitre suivant. Néanmoins, de nombreuses
modifications et ajustements doivent étre effectués sur les systéemes existants afin de mettre en
ceuvre une plateforme d’analyse fiable et efficace [128].
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Chapter II. Développement des
plateformes de biodétection de complexes
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I1-1 Résonance plasmonique de surface (SPR)

La résonance plasmonique de surface (SPR) est un phénomeéne optique découvert en 1902
par R. Wood, qui a observé un motif de bandes "anormales" sombres et blanches dans la lumiére
réfléchie par le miroir avec un réseau de diffraction induit par une lumiére polychromatique [131].

Ce phénomeéne n’a été théoriquement interprété qu’en 1941 par U. Fano et réellement étudié qu’a
partir de 1968 avec le développement des configurations d’Otto [132] et de Kretschmann et
Raether [133]. A ce moment, deux approches principales pour exciter la résonance plasmonique
de surface ont été proposées: I’atténuation de la réflexion totale dans les systemes a base de couple
métal-diélectrique (a base de prismes) et la diffraction au niveau de réseaux de diffraction.

La derniere, avec I’utilisation de systemes basés sur des réseaux de diffraction pour la
détection par SPR, a été utilisée par Cullen et al. [134]. Ce type de capteurs a été étudié plus tard
dans les années 90 [135], [136]. Cependant, la premiere approche utilisant des systemes a base de
prismes est devenue la plus populaire et la plus répandue. La raison de son succes est la relative
simplicité et sa polyvalence; cette méthode a été largement appliquée pour la caractérisation
cinétique de divers systemes. Elle a été utilisée avec succes pour la détection et I’analyse des
réactions immunochimiques (plus précisément pour la détection des gaz et la biodétection) par SPR
en 1983 [137]. On constate un intérét grandissant depuis. Le nombre d’articles sur le sujet a
augmenté de facon exponentielle - a ce jour, on dénombre environ 24 000 articles dans "PubMed"
avec le mot-clé "Surface Plasmon Resonance™ (Figure 11-1).
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Figure 11-1: Graphique représentant le nombre de publications citant « SPR » comme mot-
clé. La courbe bleue représente le nombre total d articles, cumulés depuis 1982 sur PubMed. Les
barres bleues représentent le nombre darticles référencés par an.
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Dés les années 90, aprés sa premiere utilisation pour I’analyse en temps réel d’un systéeme
biologique, la SPR est devenue une importante technologie optique de biodétection sans
marquage [138]. C’est a ce moment que le développement des surfaces de capteurs appropriées a
commencé, et cela a abouti a la conception d’instruments modernes utilisés dans divers domaines
de la biochimie, de la biologie et des sciences médicales en raison de sa nature « sans marquage »,
non invasive et des possibilités de détection en temps réel. Depuis lors, différents fabricants
développent et améliorent en permanence de nouveaux systemes SPR.

I11-1.1 Théorie et dispositifs

La SPR est un phénomeéne physique qui peut étre exploité pour détecter les changements
d’indice de réfraction a la surface d’un capteur. Dans le cas le plus fréquent - la configuration de
Kretschmann - le capteur est composé d’un substrat diélectrique (généralement un substrat de
verre) avec un mince revétement de métal noble (généralement de I’or). La lumiére traverse le
substrat et est réfléchie par le film métallique (Figure 11-2). Aux angles d’incidence de réflexion
interne totale (TIR), une partie de I’énergie lumineuse interagit avec le revétement de métal noble
et crée une onde plasmonique de surface évanescente a I’interface entre I’échantillon et la surface
du film métallique [139].

Cellule de flux
Onde plasmonique de surface

Y £ N . .
A =2 < 7 Revétement de film
meétallique
Lumiére Lumiére
incidente réfléchie Substrat diélectrique

Figure 11-2: Présentation schématique de |’installation expérimentale SPR.

Cette onde évanescente interagit avec les électrons libres présents dans la fine couche
métallique, et son énergie est partiellement absorbée, ce qui provoque une réduction de I’intensité
de la lumiére refléchie. L’angle de résonance auquel un minimum d’intensité de lumiére réfléchie
est produit est fonction de I’indice de réfraction de la solution a proximité de la couche de métal
noble sur la face opposeée de la surface du capteur. Cet angle particulier du rayon incident necessaire
pour maintenir I’onde plasmonique de surface est appelé angle SPR et est trés sensible aux
changements d’indice de réfraction au voisinage de la surface (lié au changement de masse), et ce
sont ces changements qui sont utilisés pour suivre I’association et la dissociation des partenaires
biomoléculaires.
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Les capteurs SPR n’examinent les événements ne se produisant qu’a une proximité tres
limitée, ou dans un petit volume fixe, au voisinage de la surface du métal. La profondeur de
pénétration du champ électromagnétique (également appelé champ évanescent) pour laquelle un
signal est observe ne dépasse généralement pas 200 nm, et diminue de maniére exponentielle avec
la distance par rapport a la couche métallique a la surface du capteur. La profondeur de pénétration
du champ évanescent est fonction de la longueur d’onde du rayon incident [140].

Le capteur SPR entiérement intégré est un modele optique trés sensible, statique et stable.
A quelques exceptions prés, comme Biacore™ Flexchip [141], qui est configuré comme un capteur
a réseau [142], la configuration de Kretschmann est généralement adoptée. Différents montages
expérimentaux peuvent étre utilisées avec cette configuration. Le choix des montages comprend
plusieurs options: goniométre a balayage d’angle, faisceau focalisé et angle
fixe (Figure 11-3 A-C respectivement).
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Figure 11-3: Montages expérimentaux avec configurations de Kretschmann : goniometre a
balayage d’angle (A), faisceau focalisé (B) et angle fixe (C).

Dans la technologie de détection SPR basée sur le goniométre a balayage angulaire, le laser
et le photodétecteur sont tous deux reliés et se déplacent ensemble, offrant une large plage de
balayage angulaire couvrant a la fois les phases liquide et gazeuse dans une seule installation
mécanique. L’approche goniométrique permet également de collecter la courbe SPR compléte avec
une grande précision en fournissant des informations sur I’angle absolu. Elle permet une
caractérisation optique complete des fluides et des couches ultra-minces [143].

Les prochains montages expérimentaux (faisceau focalisé/angle de balayage et angle fixe)
partagent le méme principe de fonctionnement et leur description est fournie ci-dessous.

Un faisceau de lumiere émise par des LED passe a travers un polariseur et se réfléchit sur
la surface metallique de déetection. Un réseau de détecteurs mesure alors I’intensité de la lumiere
réflechie et détermine I’angle sous lequel la lumiere interagit par résonance avec les électrons libres
a la surface du film métallique (observée comme une atténuation ou un creux dans le signal).
Lorsque la masse s’accumule a la surface du capteur a la suite d’une interaction (et modifie les
conditions d’excitation SPR), I’indice de réfraction change et un décalage de I’angle SPR se
produit. Aprés le remplacement de I’échantillon par un tampon, la masse a la surface diminue
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pendant la phase de dissociation et avec une diminution ultérieure du niveau de
réflectivité (Figure 11-4 A). En répétant ce cycle a différentes concentrations, on peut calculer les
taux d’association et de dissociation d’une interaction biomoléculaire.

Les méthodes basées sur la SPR offrent deux possibilités pour assurer le suivi du processus
de liaison intermoléculaire a la surface du capteur: 1. la mesure du déplacement de I’angle SPR
(appelé "SPR dip") pendant la liaison des partenaires biomoléculaires a I’aide du montage
expérimental de faisceau focalisé/angle de balayage mentionné ci-dessus; 2. lorsque I’angle SPR
reste fixe, le systéme mesure les variations d’intensité de la lumiére réfléchie (AR%) - montage
expérimental de I’angle fixe (Figure 11-4 B). Ce dernier est largement utilisé pour I’imagerie SPR
(SPRIi).
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Figure 11-4: Sensorgramme typique montrant le processus d ‘association/dissociation (A) et
les changements d’angle SPR résultants (B). L interaction ligand-récepteurs a la surface de la
biopuce entraine une accumulation de masse a la surface et affecte les conditions SPR (A). Les
adsorptions des biomolécules a la surface entrainent des modifications de I’indice de réfraction et
un déplacement de | ‘angle de résonance de la position 61 a la position 82 (B). Ce processus cinétique
peut étre suivi en temps réel et la quantité de ligand capturé peut étre déterminée [311].

Le montage faisceau focalisé/angle de balayage est devenu “classique™ pour la génération
de SPR, aprés le lancement en 1990 de I’instrument Biacore par Pharmacia Biosensor AB. Dans
cette configuration, la plage de balayage du systéeme est relativement limitée (environ 10 degrés)
par rapport au goniomeétre a balayage angulaire, et il est plus difficile de caractériser les couches
avec précision. Le SPR a faisceau focalisé/angle de balayage enregistre directement le déplacement
de I’angle du SPR, egalement appelé SPR dips (61 — 0 2 Figure 11-4 B), lié a la capture de I’analyte.
Cette configuration est principalement utilisée pour la caractérisation cinétique des interactions
biomoléculaires [144].

La technique SPR a angle fixe (ou instrument d’imagerie SPR, c’est-a-dire SPRi) est
caractérise par une plage angulaire encore plus étroite (environ 1 degreé) et est équipé d’une caméra
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nécessaire a la détection par imagerie. La mesure est effectuée en fixant un seul angle de travail
qui génere la plus grande réponse plasmonique et en enregistrant la variation d’intensité
(AR%, Figure 11-4 B) de la lumiére réfléchie a cet angle pour chaque site de récepteur également
appele régions d’intérét (Regions of Interest, ROIs) avec affichage des interactions simultanées
sous forme de sensorgrammes pour chaque ROI. La principale différence entre les montages
expérimentaux faisceau focalisé/angle de balayage et angle fixe est basée sur la gamme dynamique
de la variable enregistrée : décalage d’angle vs la variation de I’indice de réfraction (et, par
consequent, vs les variations de masse a la surface du capteur). Pour étre plus précis, les mesures
effectuées dans le montage & angle fixe sont limitées a la plage de relation linéaire entre la
réflectivité et le changement de masse, ce qui correspond & une variation d’environ 5 % de la
réflectivité et a une variation d’environ 50 mdeg d’angle du SPR « dip » [145], [146]. Cela peut
réduire la sensibilité (rapport signal/bruit) du systéme par rapport a la configuration a faisceau
focalisé; toutefois, cet inconvénient est compensé par une détection a haut débit (par multiplexage)
et par une détection basée sur I’image produite par la caméra.

11-1.2 Imagerie par résonance plasmonique de surface (SPRi)

L apport de I’imagerie fait franchir a la technologie SPR, une étape déterminante vers
I’analyse multiplexe, I’analyse haut débit. La SPRi est une méthode sensible sans marquage
permettant de visualiser I’ensemble de la biopuce a I’aide d’une caméra vidéo CCD. Cette
conception permet de mettre ceuvre des biopuces, ou les sites d’interaction se présentent sous la
forme d’une matrice (array), chaque site actif fournissant simultanément des informations SPR
(Figure 11-5). Une lumiére polarisée monochromatique a large faisceau provenant d’une diode laser
(@ une longueur d’onde spécifique) illumine toute la zone fonctionnalisée de la surface de la
biopuce SPRi.

La caméra vidéo CCD haute résolution fournit des images différentielles en temps réel a
partir de toute la surface de la biopuce, qui peut se présenter comme une matrice contenant jusqu’a
400 sites de récepteurs actifs. Elle capture toutes les variations locales a la surface de la biopuce,
comme des changements d’intensité depuis les sites actifs, fournissant des informations détaillées
sur les interactions biomoléculaires, les processus cinétiques des interactions (Figure 11-5 B).

Divers instruments SPRi ont été récemment commercialisés, par exemple, GWC
Technologies (Madison, USA), IBIS Technologies B.V. (Hengelo, Pays-Bas), HORIBA Scientific
(Orsay, France) et GE Healthcare (Uppsala, Suéde). A I’exception de I’instrument IBIS iSPR, qui
fonctionne en mode faisceau focalisé/angle de balayage, la configuration a angle fixe est la plus
couramment utilisee.
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Figure 11-5: Configuration du SPRi. L ‘analyte (ligand) en solution passe dans la cellule
fluidique et peut réagir avec la surface du biocapteur. En raison de I’interaction par affinité, il est
reconnu, et spécifiquement capturé par les molécules de récepteurs immobilisées sur la surface du
capteur (A). Les données sont enregistrées par le systtme comme des variations de |’intensité de
la lumiere réfléchie pour chaque ROI, puis affichées sur le sensorgramme et sur |’image
différentielle en temps réel (B).

Le SPRi offre deux grandes avancées par rapport au SPR classique: I’une est le
multiplexage — il nous permet de capturer plusieurs cibles simultanément, ce qui est important en
médecine (dépistage a partir de fluides complexes, par exemple le sang ou le sérum), I’autre tient
a sa capacité a visualiser toute la surface de la biopuce en temps réel. La technique SPRi fournit
également des informations sur la stabilité du complexe formé a la surface (résultant de
I’autoassemblage des biomolécules), et la dynamique de I’interaction, qui peuvent étre détectées
en mesurant la cinétique de I’interaction.

La SPRi permet également de contrbler la qualité de la matrice (array) de récepteurs
immobilisés en visualisant I’image de surface, ce qui permet aussi de sélectionner avec précision
les zones de détection. Les ROIs sont sélectionnées, par exemple, en fonction de la forme, de la
taille et de la qualité du site du récepteur immobilisé, afin d’améliorer les performances du systeme
et les résultats expérimentaux [146].

Lorsque I’on parle de la capacité de multiplexage en SPRi, on parle généralement de
centaines de sites de récepteurs déposés sur la méme surface. Cependant, d’autres systemes SPR
commerciaux ont été developpés en 2009 pour traiter des matrices (arrays) beaucoup plus grandes
(800-5 000 sites). Lausted et al. ont signalé I’utilisation d’un instrument capable de suivre
simultanément la cinétique d’interactions a partir de 1350 sites, avec de tres bonnes limites de
détection (~0,3 ng de protéine par cm? ) et une résolution temporelle de 1 s [147]. Le systéme peut
aller jusqu’a 5 000 sites par array.
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Un systéme similaire avec des microarrays a haute densité (>1000 spots dans 1,0 cm?) a
également été présenté par Lumera Corporation’s Proteomic Processor (Washington, USA), qui a
développé un microscope SPRi avec une analyse multiplexe & haut debit des interactions
biomoléculaires, comme P’illustre la Figure 11-6 ci-dessous. Cette société utilisait des anticorps
monoclonaux (MAcs) comme preuve de concept. Les anticorps monoclonaux contre I’antigene
carcinoembryonnaire ont été immobiliseés en trois exemplaires avec une densité de 1140 plots par
1,0 cm?. La spécificité de liaison et les constantes cinétiques ont été obtenues avec succes grace a
I’utilisation de ce systéme [148].
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Figure 11-6: Microarray a protéines avec 1020 sites imagés par le systeme de microscope
SPR (Lumera Corp.). Les protéines utilisées pour ce microarray sont les suivantes: 1IgG1 humaine,
IgG2 humaine, 1gG3 humaine, 1gG4 humaine, 1gG ovine, 1gG anti-mouton, 1gG humaine, BSA,
anti-BSA polyclonale, biotine-BSA, lysozyme, HSA, HSA monoclonale, IgM humaine, 1gG de chat,
protéine A, protéine L, anticorps anti-DNP et anti-ovalbumine monoclonale. Adopté de [148].

Récemment, Sun et al. ont publié une synthese des différentes plateformes a haut débit pour
la biodétection sans marquage. Diverses images SPR représentatives et les courbes en temps réel
correspondantes ont été présentées dans I’article, décrivant des puces SPRi a protéeines et 8 ADN.
Les limites de détection annoncées étaient autour 10 fg/uL pour les puces a ADN, tandis que pour
les puces a protéines, elles étaient présentées en unités de réflectivité, avec des variations
correspondant a ~1,2 ng de protéines/cm? [149].
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D’autres axes de développement de la technologie SPRi, consacrés a I’amélioration des
capacités de détection SPRi en termes de sensibilité, de spécificité, et aux applications a des
matrices réelles, ont également été largement explorés. La méthode la plus exploitée pour améliorer
les parametres de détection du SPRi est la combinaison avec des nanoparticules métalliques dans
des essais de type sandwich (Figure 11-7). L amplification du signal est causée a la fois par
I’augmentation de masse effective dans la couche de détection évanescente due a I’accumulation
de nanoparticules sur la surface du capteur, ainsi que par I’interaction entre les plasmons de surface
de propagation et localisés, qui se produit lorsque les nanoparticules sont proches de la surface
plane métallique du SPRi [150].
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Figure 11-7: Principe de |’expérience SPRi avec des performances améliorées par les
nanoparticules. (A) La fonctionnalisation des anticorps avec différentes formes de nanoparticules
d’or. (B) L’essai en sandwich sur la surface pour la thrombine (Th) en utilisant la puce SPR
modifiée par des aptaméres en conjonction avec différentes nanoparticules d’or recouvertes
d’anti-Th. (C) Une comparaison de trois mesures SPR exaltée par des nanoparticules différentes
(en anglais « nanoparticle-enhanced SPR ») a une concentration fixe de thrombine de 1 fM.
Adopté de [151].

En paralléle des efforts déployés autour de la détection multiplexée et de I’amplification du
signal, la technique SPRi a été développée pour des applications microbiologiques, comme la
détection et I’analyse des bactéries, I’étude de la culture «on-chip» pour une meilleure
détection [152] ou pour I’imagerie de films bactériens [153].

Les systemes SPRi a haut débit pourraient étre particulierement utiles pour I’identification
de biomarqueurs et la recherche de nouveaux médicaments. Etant sensibles et multiplexés, ils
pourraient permettre une analyse rapide a partir de solutions complexes. Le couplage de ces
instruments SPRi aux spectrometres de masse n’est pas encore sans difficulté. Si la quantité de
ligand retenue est compatible avec les limites de détection des deux systemes SPR et MS, ce type
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de couplage pourrait permettre dans un proche avenir, des analyses a haut débit a partir d’une
grande variété d’echantillons.

I1-2 Le couplage de la résonance plasmonique de surface avec la
spectrométrie de masse (SPR-MS) pour la quantification des

interactions et I’identification de ligands

La découverte de nouveaux médicaments et de biomarqueurs nécessite des méthodes
puissantes d’analyse et I’intérét pour les techniques couplées ne fait qu’augmenter. Les méthodes
de détection sans marquage, qui exploitent les propriétés biophysiques moléculaires, telles que le
poids ou la charge d’une molécule (par exemple, dans le microcantilever et MS), les changements
d’indice de réfraction (par exemple, en SPR, ou en SPR localisé - LSPR) pour détecter et suivre la
présence ou l’activité moléculaire, ont commencé a attirer davantage I’attention. En effet, la
méthode de détection idéale devrait posséder plusieurs caractéristiques essentielles: premiérement,
un rapport signal/bruit élevé; deuxiémement, une bonne reproductibilité et, enfin, elle ne devrait
pas modifier les parametres des interactions. L utilisation des méthodes avec marquage n’est pas
idéale (en ce qui concerne la découverte de médicaments et de biomarqueurs, en raison de la
définition de "marquage” - molécule étrangere qui est chimiquement ou temporairement attachée
a la molécule d’intérét pour détecter la présence ou I’activité moléculaire), car une telle
modification peut potentiellement altérer les propriétés intrinseques de I’analyte et, par conséquent,
entraver I’interaction [154].

En lien avec les exigences évoquées pour une méthode de détection idéale, la technique
SPR est la méthode "de premier choix" pour I’analyse des interactions puisqu’il s’agit d’une
méthode sans marquage fournissant des données cinétiques des interactions biomoléculaires en
temps réel, permettant aussi une quantification précise. Néanmoins, I’un des partenaires
d’interaction est modifié de par son immobilisation sur une surface. Comme décrit précédemment
dans la section I1-1 la SPR est une sorte de "balance optique™ car la détection est basée sur les
changements d’indice de réfraction dus a I’accumulation de masse au voisinage de la surface du
capteur. Cependant, de par sa nature, la mesure exploitant la modification de I’indice de réfraction
ne peut pas distinguer entre elles, les molécules retenues de maniére spécifique ou non spécifiques,
au niveau de la molécule cible, et celles qui sont adsorbées de maniére non spécifique sur la surface
entourant la molécule cible. En outre, I’analyse de mélanges complexes peut étre problématique.
Comme la SPR ne fournit que des informations sur les changements de masse, il n’y a aucune
certitude quant a la nature des constituants des mélanges complexes qui interagissent réellement.
Dans ce cas, la récupération de la matiere capturée a la surface et son identification ultérieure par
MS constituent un outil d’identification puissant [155].

L’une des plateformes de couplage SPR-MS les plus connues aujourd’hui est la BIA/MS
qui a eté décrite pour la premiére fois en 1997 [156], [157]. Décrite par R.W. Nelson et J.R. Krone,
cette technique de couplage SPR-MS a permis, d’une part, de caractériser par SPR I’affinité entre
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le ligand et le récepteur immobilisé suite aux interactions et, d’autre part - a fourni I’identification
du ligand capturé par MS.

I1-2.1 Role de la chimie de surface dans le couplage SPR-MS

Chaqgue fois que la sélectivité ou la spécificité est abordée en SPR, elle I’est toujours en
tenant compte de la biopuce et de sa chimie de surface — un composant central des biocapteurs
SPR. Bien qu’elle soit petite (la surface est en mm?) et de faible épaisseur (I’épaisseur du
revétement est mesurée en nanometres), la chimie de surface de la biopuce a un immense impact
sur ses performances, sur le rapport signal/bruit, la sensibilité globale du systéme, enfin sur la
qualité des données récupérées, car les interaction biomoléculaires se produisent au niveau de cette
surface [158].

La détection sans marquage, bien qu’elle soit directe, présente comme inconvénient majeur
que les deux types d’interactions, spécifiques et non spécifiques, contribuent au signal du capteur.
Des interactions non spécifiques, indésirables, avec des partenaires moléculaires présents en
solution peuvent se produire lorsque I’on utilise une matrice complexe lors de I’analyse. Cette
différence par rapport aux méthodes utilisant un marquage, qui ne détectent que le partenaire
marqué et sont insensibles aux autres especes non marquees, contraint les scientifiques a se
concentrer sur la recherche d’une chimie de surface parfaite, idéale, qui permettrait d’éviter toute
capture non spécifique a la surface du capteur.

Une autre caractéristique importante des surfaces des biopuces est leur réutilisabilité.
Idéalement, elles devraient pouvoir étre réutilisées aussi longtemps que possible, au moins pour
une série de mesures en continu. Une biopuce peut étre réutilisée aprés régénération de la surface,
grace a différentes solutions de régénération utilisées aprés chaque étape de capture de ligands.
Malheureusement, les protéines et de nombreuses autres biomolécules ont tendance a s’adsorber
de maniere irréversible sur un métal non traité, le verre ou d’autres surfaces artificielles, perdant
souvent leur activité (Figure 11-8). Une régénération compléte qui permette, qu’aprés chaque cycle
de mesure, la surface de la puce soit ramenée a son état initial n’est pas toujours possible. C’est
une raison supplémentaire importante pour rechercher une meilleure chimie de surface.

Il est bien connu que pour une analyse cinétique réussie, il est essentiel que les sites de
liaison ne soient ni stériguement encombrés, ni que leur affinité soit affectée par le processus
d’immobilisation, car les deux peuvent conduire a des mesures d’affinités distribuées de maniere
hétérogéne. Par conséquent, une faible densité d’immobilisation des récepteurs peut étre préférable
pour ce type d’expériences, tandis que pour la détermination de la concentration de I’analyte ou
pour I’analyse MS ultérieure, I’inverse peut étre souhaitable. Que la densité d’immobilisation soit
faible ou élevée - une fonctionnalisation de surface soigneusement controlée peut étre extrémement
utile pour contrdler la quantité de récepteurs immobilisés [158].
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Figure 11-8: Une immobilisation instable et la dénaturation partielle du ligand (rouge) et
de l'analyte (bleu) a partir d’une surface incompatible (A) entraine une régénération incomplete,
ce qui se traduit par une augmentation de la ligne de base et une diminution de la capacité de
liaison d’un cycle d’analyse a I’autre (B). Adopté de [158].

La cinétique d’adsorption et de désorption des protéines non spécifiqguement liées a la
surface, differe considérablement de celles des interactions spécifiques des protéines liées avec la
cible immobilisée. Par conséquent, une simple soustraction du signal de référence peut
potentiellement modifier la forme des courbes cinétiques, introduisant ainsi des erreurs dans la
détermination des constantes de liaison [159].

L’or est le matériau le plus couramment utilisé pour les surfaces de capteurs en raison de
son inertie chimique. La méthode la plus courante de fonctionnalisation de surface est la création
de monocouches auto-assemblées (de I’anglais « self-assembled monolayers », SAMSs) de thiolates
sur I’or. Les SAMs forment de minces films organiques qui s’organisent spontanément sur des
supports solides. Le processus par lequel les SAMs sont formées, a lieu lorsque la surface du
substrat (la surface d’or) est simplement immergée dans une solution diluée (um-mM) de
molécules appropriées qui comprennent a une extrémité, un groupement chimique réactif pour la
réaction avec le substrat solide, une chaine alkyle pour la création de la "brosse" dense de SAM et
a I’autre extrémité de la chaine, un autre groupement chimique fournissant la fonctionnalité des
SAMs. La fonction chimique réactive thiol (-SH), la plus couramment utilisée, est tout d’abord
chimisorbée sur le substrat (la surface d’or du capteur), ensuite le processus d’auto-organisation
commence, induit par les interactions de van der Waals entre les chaines d’alkyle [160]. Ce dernier
processus prend généralement plusieurs heures, comme I’illustre la Figure 11-9 ci-dessous.
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Figure 11-9: Représentation schématique de la formation d 'urne SAM sur la surface du
capteur. Les molécules possedant un groupe thiol sont chimisorbées rapidement a la surface du
capteur, mais la formation d 'une couche dense prend plusieurs heures.

Des SAMs sur I’or peuvent étre formées en utilisant une large gamme de composés
possédant un groupe thiol, qui présente une forte réactivité avec I’or. Les méthodes
d’immobilisation utilisant divers liants chimiques sont illustrées Figure 11-10. Des SAMs peuvent
étre formées a partir de divers alcanethiols, contenant comme terminaisons, des groupes
fonctionnels amino, hydroxyliques ou carboxyliques [146]. L’un des exemples les plus étudiés est
la création de biopuces a ADN [161], [162] (Figure 11-10). Un autre exemple assez courant de
biopuces est celui des sondes biotinylées sur divers substrats. Les procédures les plus couramment
utilisées impliquent I’acide 11-mercaptoundécanoique-poly(éthylénimine) (MUA-PEI) et le
dextran (Figure 11-10). Cette chimie de surface (méthode MUA-PEI) consiste a assembler sur la
base  d’interactions  électrostatiques: I’acide  11-mercaptoundécanoique (MUA), la
poly(éthyleneimine) (PEI) et des couches d’extravidine, tandis que la méthode avec du dextran
consiste a assembler une chimie de surface formée de couches de 11-mercaptoundécanol, de
dextran et de streptavidine, qui sont liées par des liaisons covalentes [163]. Plusieurs approches ont
été décrites afin résoudre le probléme des liaisons non spécifiques rencontré avec des matrices
complexes (comme le plasma ou la salive). Comme autre approche classique, des couches
d’hydrogel de dextrane carboxyméthylé (carboxymethylated dextran, CM) sur substrat d’or ont
souvent été utilisées pour I’immobilisation de biomolécules [164], [165]. La méthode la plus
courante d’immobilisation des récepteurs réalisée avec des puces contenant du CM avec de la
streptavidine consiste a utiliser des partenaires d’interaction modifiés (biotinylés), comme des
anticorps, des protéines ou des glucides [166]-[169].
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Figure 11-10: Méthodes d immobilisation utilisant divers liens chimiques. Une SAM est
créée a partir d’alcanethiols. Aprés la formation de la couche thiolée, de nombreux procédés
chimiques d’immobilisation peuvent étre réalisés. Adopté de [146].

Les puces CM se sont avérées satisfaisantes pour permettre I’analyse par MS des molécules
de ligand capturées a la surface [156], [168]. Il a été démontré qu’avec un protocole de préparation
optimal, jusqu’a ~2 pmol/mm? de protéines peuvent étre retenues sur la surface du capteur a
ADN [155]. Néanmoins, dans des études récentes impliquant du plasma, un niveau élevé
d’adsorption non spécifique a été observé [170] entrainant une diminution des limites de détection,
ainsi que de I’intensité du signal SPR. Afin de surmonter ces limitations, des échantillons de plasma
dilués ont été complétés par un réducteur de liaison non-spécifique (non-specific binding reducer,
NSBr, constitué principalement de sel de carboxyméthyl dextran sodique) disponible dans le
commerce a la concentration prescrite par le fabricant (1 mg/ml). Le plasma dilué 100 ou 1000 fois
avait encore un effet délétere sur la détection des analytes, donc pour pallier cet inconvénient, les
échantillons de plasma ont été dilués 10 ou 100 fois dans du tampon de course contenant 0, 1 ou
10 mg/mL de NSBr. Cette derniére solution a permis d’obtenir de bien meilleures performances,
mais la limite de détection était encore 20 fois plus élevée, que ce qu’elle devrait étre, pour la
détection de la thrombine dans un plasma dilué 100 fois. Cela montre que malgré des résultats
prometteurs obtenus avec les puces CM, la chimie de surface doit encore étre améliorée.
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Alternativement, des SAMs plus polaires a base de poly- ou d’oligo(éthylene glycol) (PEG
ou OEG) peuvent étre utilisées pour réduire I’adsorption non spécifique des protéines sur une
surface (Figure 11-10). Les travaux de Prime et Whitesides ont permis le développement important
de matériaux « résistant aux protéines » [171]. lls ont démontré que les SAMs d’oligomeéres
d’éthyléne glycol terminés par des alcanethiols (OEG-SH) conférent une résistance contre
I’adsorption des protéines a I’or, comme cela a été vérifié par SPR. Les SAMs OEG-SH sur de I’or
limitent plus efficacement les liaisons non spécifiques, par rapport au PEG greffé ,et ont fourni des
éclairages importants concernant les propriétés anti-adhérente des surfaces PEGylées en
général [171], [172].

Les travaux de Bellon et al. [173] et de Musso et al. [111] mettant en ccuvre des SAMs
OEG-SH ont permis d’obtenir une chimie de surface limitant les interactions non-spécifiques,
adaptee et efficace pour le couplage SPR-MS (Figure 11-10). Il s’agit d’une SAM formée par des
chaines de poly(oxyde d’éthylene) (PEO) relativement courtes portant un groupe terminal
N-hydroxysuccinimide permettant I’immobilisation des molécules de récepteurs. Cette chimie de
surface se caractérise par un faible niveau d’interactions non spécifiques, comme le montre
I’exemple de I’utilisation d’échantillons de salive non pré-purifiés [111]. De plus, la chimie PEO
mentionnée ci-dessus a permis de détecter deux biomarqueurs salivaires, a-amylase et lysozyme,
sans doper les échantillons avec les biomarqueurs ciblés, directement a partir de I’échantillon
biologique réel. A la suite a I’analyse SPR, les ligands spécifiqguement capturés sur la surface, ont
été aussi détectés par MALDI-TOF MS.

11-2.2 Les différentes configurations des systemes SPR-MS

L’étude des interactions au sein d’un couple récepteur-ligand, ou plus généralement de
I’association des partenaires d’une interaction, peut étre suivie a I’aide de la technique SPRi a
condition que I’un des partenaires d’interaction soit immobilisé sur la surface du capteur. Aprés
séparation par affinité dans le milieu complexe, la molécule de ligand capturée peut étre identifiée
par MS. La combinaison de deux techniques aboutit a un outil unique pour la quantification et la
caractérisation des interactions biomoléculaires [168].

L’association de la SPR et de la MS peut généralement étre réalisée de deux manieres
différentes, comme I’illustre schématiquement la Figure 11-11: soit par I’analyse directe du matériel
retenu a la surface par MS, soit par la récupération du matériel de la surface de la biopuce, par
élution suivie d’une analyse MS de la solution éluée [174].

Dans la premiéere approche, les expériences SPR et MS sont menées a partir de la méme
surface du biocapteur (Figure 11-11 A). Elle présente des avantages importants: simplicité (car elle
ne nécessite pas de transfert d’échantillon élaboré) et sensibilité, mais le principal inconvenient est
que les biopuces ne peuvent pas étre réutilisées aprés I’analyse par MS.

La deuxieme approche consiste a éeluer le ligand retenu et a analyser cette solution éluée
par MS. Cette strategie rend les biopuces réutilisables, mais les pertes potentielles liées a I’élution,
au transfert ou au re-dépot de I’échantillon doivent étre prises en compte.
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Figure I1-11: Résonance plasmonique de surface (SPR) Spectrométrie de masse (MS). Les
molécules de récepteurs sont greffées de maniere covalente sur la surface du capteur SPR. Une
solution complexe contenant le ligand est injectée sur la surface du capteur et les interactions
récepteur-ligand sont suivies en temps réel par SPR. Le ligand capturé par affinité peut ensuite
étre analysé soit (A) en retirant de la biopuce de I’instrument SPR puis aprés application de
matrice par analyse MALDI-MS; soit (B) par microélution, suivie de la récupération du matériel
retenu par les récepteurs, puis d ’une analyse ESI-MS ou MALDI-MS.

11-2.2.1 Elution de I’échantillon avant I’analyse
L’ approche par élution a été développée pour la récupération des molécules liées par
affinité dans quelques microlitres de solution pour une analyse MS en 1998 par Soénksen et al.
[175]. Son efficacité a été démontrée avec I’exemple de deux systémes moléculaires: les
interactions anticorps-antigéne et ADN-protéine. Ces travaux ont démontré la capture de la
myoglobine par des MAcs immobilisés, dirigés contre de la myoglobine humaine, et la capture de
la protéine de liaison a I’ADN, ParR, par une sonde d’ADN double brin biotinylé greffée sur la
surface du capteur via une interaction biotine-streptavidine. Une seule étape d’élution a permis de
fournir des quantités d’échantillons suffisantes pour une analyse MALDI-MS. Ce travail a été le
premier a démontrer que I’élution des molécules retenues permet de réutiliser la puce du capteur,
car la surface n’a pas été dégradée par la procédure d’élution. Afin de limiter les pertes de
sensibilité en MS, causées par la dilution du ligand dans le volume de la solution d’élution, les
auteurs ont utilisé différents tampons separés par des bulles d’air, aspirés dans une pointe de
pipette, injectés manuellement dans I’instrument SPR, puis récupérés dans une seconde pointe de
pipette a la sortie du biocapteur. Toutes les manipulations ont été effectuées manuellement, ce qui

a empéche I’utilisation genéralisée de cette approche.
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En 2002, une nouvelle amélioration de I’approche par élution des ligands capturés a été
rapportée. L automatisation du processus et le contrdle précis de chaque étape expérimentale était
le principal objectif des travaux décrits par Gilligan et al. [176]. Cette étude représentait une
nouvelle méthode de manipulation contrdlée par ordinateur, de volumes de la taille d’un microlitre
en utilisant la microfluidique d’une pompe a seringue reliée a un instrument SPR BlAcore. Des
séries de volumes de 5 pl d’échantillon, ou de tampon, séparés par 2 ul d’air, ont été aspirés dans
la microfluidique (Figure 11-12 A). Le principal avantage du systéme décrit était I’utilisation d’un
flux oscillatoire, contrairement au flux unidirectionnel décrit auparavant. Le modéle de flux
oscillatoire a été appliqué en utilisant une amplitude de 1 pL & un débit de 20 uL/min, ce qui a
réduit de maniére significative les besoins en volume de I’échantillon. L’efficacité du systeme a
été démontrée avec I’exemple des MAcs contre le lysozyme qui a été exposé au mélange complexe
de protéines cytosoliques. La capture spécifique, la récupération et I’analyse MS d’une protéine
modele, le lysozyme, a été démontrée a partir d’une solution contenant un exces 85 fois supérieur
d’une protéine non apparentée, la myoglobine (Figure I1-12 B-C).
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Figure 11-12: (A) Représentation schématique de la méthode d’injection microfluidique.
Spectres de masse d’un échantillon de 5 puL avec 70 nM de lysozyme en présence d 'un mélange
complexe: (B) échantillon préparé avec de | 'eau et repéré directement sur la plaque MALDI et (C)
échantillon préparé dans du HBS-EP et récupéré aprés capture sur la biopuce.

L’amélioration suivante du couplage SPR/MS est intervenue deux ans plus tard. Le systeme
SPR de BlAcore permettait d’analyser quatre surfaces en paralléle, mais I’analyse SPR avec
récupération de la cible, suivie de I’analyse MS ne pouvaient toujours pas étre effectuées
simultanément. C’est pourquoi I’instrument BlAcore SPR a été couplé a un systeme HPLC qui lui-
méme a été couplé a ESI-MS [177]. Ce systeme a été utilisé pour I’identification des composants
protéiques d’un complexe spécifigue MAX/MAD/mSin3, un complexe répresseur modifiant la

chromatine.
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Plus tard, Boireau et al. ont conclu que la méthode d’échantillonnage par élution n’avait
pas encore été exploitée avec un succes réel [178]. Certains inconvénients, notamment liés aux
dilution de I’échantillon élué, perte de matiéres et aux concentrations élevées de sel dans du tampon
de course SPR ainsi qu’a I’utilisation de détergents, comme le Tween, le Triton ou le SDS, qui
entravent la détection par MS, doivent encore étre surmontés pour le couplage SPR-MS réussi.

Un état de I’art récent de I’approche par élution a permis de déterminer quatre exigences
générales [179], [180]. Dans une expérience SPR-MS typique, les molécules doivent étre isolées
par liaison spécifique a un partenaire d’interaction immobilisé a la surface du capteur. Le ligand
capturé doit ensuite étre récupéré de maniere non destructive pour permettre I’analyse de
I’échantillon par MS. Par conséquent, une approche par élution acceptable doit satisfaire aux
exigences suivantes:

- les molécules de récepteur immobilisées devraient idéalement reconnaitre le ligand et ses espéces
de dégradation potentielles au sein d’un mélange complexe,

- la solution de récupération utilisée doit dissocier complétement le ligand capturé de son partenaire
d’interaction immobilisé, de maniére non destructive,

- la solution de récupération doit étre compatible avec I’analyse par MS,

- le tampon de récupération devrait préserver I’état fonctionnel des récepteurs immobilisés sur la
surface de la puce, a des fins de réutilisation du biocapteur.

Des recherches ont été menées avec un traitement supplémentaire des échantillons, par
exemple, par digestion. Le temps typique associé au processus de digestion de I’analyte était autour
3-11 h [181], ce qui limitait fortement le débit d’analyse. Une approche intéressante pour surmonter
cette limitation a été décrite en 2009 [182]. La méthode proposée utilisait un capillaire modifié par
une enzyme entre les systémes SPR et MS, ce qui réduisait le temps nécessaire pour une analyse
entierement automatisée (nanoLC-MS/MS) a 60 min, pendant lesquelles une nouvelle expérience
pouvait déja étre lancée. Deux capillaires modifiés par la trypsine et par la pepsine ont été utilisés
dans ce travail, qui a donc permis de compléter la couverture de la séquence de la protéine modele
interféron-c.

L approche par élution des ligands a été utilisée avec succés a de nombreuses reprises.
Néanmoins, a des fins de diagnostic (en particulier pour la découverte de biomarqueurs), cette
stratégie était trop limitée - le faible débit du SPR lié au systéme nanoLC-MS/MS ne permettait
pas d’utilisation ultérieure [180].
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11-2.2.2 SPR-MS détection directement a partir de la surface d’une biopuce

A I’origine, la technologie SPR la plus utilisée en couplage SPR-MS était celle offerte par
I’appareil BIAcore, et était basee sur la détection directement a partir de la surface d’une biopuce
[156], [157]. L histoire du couplage commence en 1997 lorsque le couplage SPR-MS (ou BIA/MS)
a été mis au point pour I’étude du systeme d’affinité des IgG polyclonales anti-myotoxine a avec
la myotoxine a purifiée ou avec le venin entier du Crotalus v. viridis [157]. Le but de I’expérience
était de démontrer la compatibilité des systemes SPR et MS, avec une sensibilité, des limites de
détection et des caractéristiques analytiques comparables a celles des instruments individuels. Tout
d’abord, pendant I’expérience SPR, les cellules fluidiques de la biopuce ont été exposées a la
myotoxine a purifiée, ou au venin entier du crotale des prairies dilué dans la solution tampon. Apreés
la capture spécifique de la molécule cible par I’lgG polyclonale anti-myotoxine a, immobilisée sur
la surface du capteur, I’identification de I’antigéne peptidique a été effectuée directement a partir
de la biopuce par MALDI-TOF MS (Figure 11-13).
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Figure 11-13: Spectre BIA/MS de la myotoxine a retenu dans chaque cellule fluidique
individuelle. La cible est observée dans toutes les cellules (ou canaux) sauf dans le canal 4 (blanc).
Des protéines marqueurs, |’angiotensine Il (cellules fluidiques 1 et 3) et la sécrétine (cellules
fluidiques 2 et 4) ont été ajoutées a la matrice MALDI pour démontrer la résolution spatiale (les
cellules fluidiques ont été ciblées individuellement avec le laser) et pour étre utilisées comme
calibrants de masse internes. Adapté de [157].

Plus tard la méme année, une expérience SPR-MS similaire a été réalisée, avec des IgG
polyclonales anti-myoglobine humaine /myoglobine humaine/ MAcs contre myoglobine
humaine [156]. Cette étude a été centrée sur la capacité a détecter plusieurs analytes retenus sur
une plage dynamique modérée (a la fois en quantité et en poids moléculaire), et sur I’optimisation
des parameétres expérimentaux utilisés pour la préparation des échantillons et I’acquisition des
données. Le schéma complet de I’expérience qui est devenue typique est montré dans

la Figure 11-14 ci-dessous.
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Figure 11-14: Représentation schématique de la configuration du systeme SPR-BIA/MS a
base de puces. Le SPR est utilisé pour suivre les interactions biospécifiques en fonction du temps,
a partir duquel les paramétres d’association et de dissociation de I’interaction peuvent étre
déterminés. L ‘analyse MALDI-TOF des cellules fluidiques directement a partir de la surface de la
biopuce est utilisée pour évaluer les analytes retenus pendant | ‘expérience SPR. Adopté de [156].

Des recherches plus approfondies dans ce domaine ont révélé qu’il est également possible
de détecter simultanément différents biomarqueurs a partir de fluides complexes. Les travaux de
Nedelkov et al. ont prouvé que le systeme BIA/MS est capable d’extraire et de détecter quatre
biomarqueurs présents dans les fluides biologiques (cystatine C, B2-microglobuline, protéine
urinaire 1 et une protéine qui se lie au rétinol) [183]. La limite de détection atteinte dans ce travail,
pour les complexes protéiques, ainsi que la possibilité de détecter des protéines, et des complexes
protéiques, ont démontré que le systtme BIA/MS était une technique de couplage avancée.
Néanmoins, le développement de cette approche pour I’analyse a haut débit, a été limité en raison
de la restriction de ne disposer seulement, que de quatre cellules fluidiques disponibles.

11-2.3 Utilisation du couplage SPR-MS pour la détection d’analytes multiples
Bien que les deux approches SPR-MS (par élution ou sur puce) décrites ci-dessus

permettent une détermination précise et sensible de la masse, le nombre limité de biopuces

commerciales disponibles pour des analyses simultanées a entravé leur utilisation pour des
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applications de diagnostic. Les nouveaux systéemes SPRi devenus disponibles sur le marché ont
apporté une solution a ce probléme.

Le premier exemple de détection de protéines multiples fournissant des informations
cinétiques en temps reel a été présenté par Nedelkov et al. en 2006. Le systeme Biacore X décrit
dans leurs travaux utilise I’appareil SPR comme outil de séparation par affinité, et de suivi des
interactions protéine-protéine avant I’analyse par MS. Biacore X a marqué le debut des systémes
SPR-MS a haut débit, grace a la possibilité de disposer des récepteurs dans un format « array » sur
les puces SPR, permettant ainsi de capturer par affinité des protéines, suivi de I’analyse par MS de
ces mémes protéines capturéees. Les anticorps, décrits dans ce travail, répartis sur 50 sites dans une
méme cellule fluidique, ont capturé simultanément par affinité les protéines plasmatiques humaines
d’échantillons de plasma humain. Ce réseau de récepteurs au format « array» se composait de cing
anticorps: P2-microglobuline, cystatine C, transferrine et d’anticorps de facteurs de croissance de
type insuline I et Il (Figure 11-15).
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Figure 11-15: Vue microscopique des dépdts d’anticorps (récepteurs) formant un
« microarray ». (A) Agrandissement 60x%; (B) Agrandissement 200x%. La distance entre les dépots
est de 200 um; diameétre du site = 135 pm. (C) Puce présentant une disposition au format matriciel
(format array) d anticorps apres injection de plasma et retrait du biocapteur. Le tampon cristallisé
indique les limites des cellules fluidiques actives. (D) L 'empreinte des cellules fluidiques vides a
coté des deux cellules fluidiques actives suggere qu’il y a 50 plots d ‘anticorps dans les limites de
chaque cellule fluidique (la surface est ~ 1 mm?). Adopté de [184].
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La détection des ions par MALDI-MS de toutes les protéines cibles, aprés la capture par
affinité SPR sur biopuce a fourni la preuve du concept de systeme SPR-MS & haut débit. De plus,
les protéines cibles ont été detectées sur toutes les répliques, ce qui a montré que le couplage SPR-
MS au format « array » était robuste et hautement reproductible.

Le développement du couplage SPR-MS au format « array » a franchit un nouveau stade
avec les systemes SPRi-MS, qui, par rapport aux équipements SPR classiques, ont permis un suivi
de I’intensité de la lumiére réfléchie, en produisant des images différentielles en temps réel, a partir
de I’ensemble de la surface de la puce au format « array » gréce a I’utilisation de caméras CCD
haute résolution. Les couplages SPRi-MS ont élargi I’utilisation des systemes SPR-MS a I’analyse
multi-analyte, en particulier a des fins de diagnostic, lorsque, par exemple, plusieurs biomarqueurs
doivent étre examinés et les informations doivent étre obtenues en temps réel [180], [185].

Les travaux de recherche dans ce domaine ont montré que les réseaux de protéines
immobilisés sur des SAMs constituées de courtes chaines d’oxyde de polyéthylene (PEO) offraient
de multiples avantages, car cette chimie est efficace contre les interactions non spécifiques [111],
[173], [186], [187]. L’analyse MALDI-MS de I’analyte retenu apres I’analyse SPRi a montré que
des quantités de I’ordre de la fmol de protéines étaient encore détectables. Comme I’adsorption non
specifique des protéines présentes dans les solutions complexes n’a pas été observée, la digestion
des protéines a la surface de biopuce a été effectuée. Cette digestion a été combinée a une analyse
MALDI-TOF-TOF en mode MS/MS pour une identification non ambigue de I’analyte.

Le couplage SPR-MS est utilisé depuis de nombreuses années pour étudier les interactions
biomoléculaires. Il est devenu une méthode de choix pour la caractérisation des interactions non
covalentes, car les techniques SPR et MS forment une combinaison parfaite en termes de sensibilité
et de complémentarité des informations qui peuvent étre obtenues (informations quantitatives et
qualitatives en méme temps). Le perfectionnement des instruments SPRi utilisant des puces au
format « array » a permis d’améliorer le débit et la quantité de données cinétiques provenant d’une
seule expérience. Le couplage SPRi-MS reste toujours un domaine de recherche actif.

11-2.4 Autres types de biocapteur couplé a la spectrométrie de masse

L une des approches récentes pour le suivi des interactions en temps réel qui a permis
I’usage de réseaux matriciels de récepteurs (arrays) est la SPR localisé (LSPR). L’idée est née de
la tendance a la miniaturisation, a I’intégration et a la multiplication des biocapteurs, tout en
préservant leur grande sensibilité.

Contrairement aux plasmons de surface communs aux quels sont associés les champs
électromagnétiques qui se propagent le long d’une surface plane dans les films métalliques (SPR
classique), les plasmons de surface localisés sont confinés a une nanostructure plus petite que la
longueur d’onde incidente (c’est-a-dire une nanoparticule métallique) [188]. Plusieurs différences
fondamentales distinguent ces systemes. Premiérement, le volume de détection est réduit au
voisinage immédiat de la nanoparticule: il s’étend a quelques dizaines de nm (contre des centaines
nm en SPR classique), ce qui permet une détection plus sensible des biomolécules. Deuxiémement,
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la LSPR dépend fortement de la forme des nanoparticules, I’oscillation de plasmons de surface des
nanoparticules metalliques est modifiée si la forme des nanoparticules s’écarte de la sphéricité (par
exemple, les nanoparticules sous forme de disques, de tiges ou de coquilles) [189]. Cette derniére
propriété permet de mesurer simultanément différents composés a différentes fréquences en
fonction de la fonctionnalisation des différentes particules résonantes et selon leur forme. La
détection réussie par les capteurs LSPR de divers types de molécules a été décrite, par exemple,
des stéroides [190] et des protéines dont le poids moléculaire varie de 6,5 a 75 kDa [191]. La
premiére démonstration de couplage LSPR et MS a été faite en 2009 par Anker et al. [192]. Dans
ce travail, la détection et la caractérisation de ligands dérivés de I’amyloide-p (de I’anglais
« amyloid-B-derived diffusible ligands », ADDLS) ont été réalisées par le couplage de LSPR et de
MALDI-TOF MS (Figure 11-16). Le LSPR décrit consistait en nanoprismes d’argent sur une lame
de verre. L’adsorption des ligands sur les nanoprismes a été contrdlée en temps réel a I’aide du
LSPR. Apres avoir été exposé a des ADDLs, I’échantillon a ensuite été couvert avec la matrice
MALDI et une analyse MS a été effectuée. Cette combinaison s’est avérée utile pour la détection
des modifications post-traductionnelles des protéines liées au capteur LSPR avec une limite de
détection de 9 pmol de matiere par site.
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Figure 11-16: Analyse par spectrométrie de masse couplée a la résonance plasmonique de
surface localisée (LSPR-MS). La figure montre en (A) un protocole expérimental schématique pour
la liaison des ADDLs et le dép6t une couche d’acide sinapinique comme matrice pour |’analyse
MALDI MS; eten (B) la détection en temps réel des ADDL se liant aux nanoprismes fonctionnalisés
octanethiol/11-MUA par LSPR et le résultat de la MS montrant les monomeéres des ADDLs oxydées
et normales isolées liés aux nanoprismes (adopté de [192]).

78



La fabrication d’un film plasmonique optiquement actif de nanoparticules d’or par un
procédé d’autoassemblage et de calcination a également été rapportée. Cela a permis une
caractérisation multidimensionnelle de la méme surface par LSPR et MALDI MS. Le suivi en
temps reel des interactions vésicules-surface et I’analyse par MS des peptides et de la digestion du
cytochrome c ont été décrites par Chen et al. [193]. Malgré les développements de la technologie
et de la méthodologie analytique, les instruments commerciaux utilisant la combinaison LSPR-MS
ne sont pas encore disponibles [180].

Diverses autres combinaisons de biocapteurs avec la MS peuvent étre utilisées avec une
robustesse et une sensibilité similaire au couplage SPR-MS. L’un de ces types de capteurs qui peut
étre combiné avec MS est I’onde acoustique de surface (de I’anglais « surface acoustic wave »,
SAW). Le principe de fonctionnement du dispositif SAW est basé sur la propagation des ondes
acoustiques pres de la surface d’un matériau piézoélectrique (le substrat couramment utilisé pour
le suivi des interactions moléculaires est le cristal de quartz). En réponse aux changements a la
surface, comme les interactions ligand-récepteur, cette onde acoustique peut étre piégée ou
autrement modifiée pendant sa propagation [194].

Cet effet a été exploité pour I’analyse par couplage hors-ligne SAW MALDI-TOF MS de
la cascade de coagulation du sang: impliquant la thrombine et le complexe thrombine-
antithrombine 111 [195]. Aprés la capture par I’affinité, le ligand retenu a été digéré et analysé par
MALDI-TOF MS directement a partir de la surface du capteur. La thrombine a été détectée,
cependant, son identification sans équivoque a nécessité une étape de séparation supplémentaire.
Ainsi, une autre approche SAW-MS a été développée - une combinaison SAW-ESI MS en ligne.
Elle a été utilisée pour la détection directe, I’identification et la quantification de ligands liés par
affinité, a partir d’un complexe protéine-ligand, pour une gamme d’anticorps et de ligands
(peptidiques) [196].

MS-SAW n’est pas seulement utilisée comme une méthode de détection et de capture par
affinité. La nébulisation par des ondes acoustiques de surface (de I’anglais « surface acoustic wave
nebulization », SAWN) est devenue une nouvelle technique d’ionisation douce. Il a été démontré
que la techniqgue SAWN est une méthode faiblement énergétique, permettant la formation des ions
et I’introduction d’échantillons en phase liquide dans un spectrométre de masse. Le processus
d’ionisation SAWN est complétement différent de celui de I’ESI (Figure 11-17): il n’y a pas de
potentiel électrique appliquée a I’échantillon. Le principe du procédé d’ionisation SAWN n’est pas
entierement compris. La technigue SAWN-MS a permis la détection sans ambiguité de divers
groupes de molécules, c’est-a-dire des peptides de différentes propriétés physico-chimiques et de
différentes concentrations dans des mélanges en mode infusion [197], la caractérisation rapide et
sensible de colorants synthétiques [198] et egalement [’analyse rapide de produits
alimentaires [199].

79



Orifice MS

capillaire

support
capillaire

dissipateur de chaleur
en aluminium

le plumeau SAWN

transducteur SAW
Figure 11-17: Photographies annotées de |’appareil SAWN. L ’'encadré montre le plumeau
généré par la nébulisation SAWN pendant la chromatographie liquide. Adopté de [197].

L’ autre type de capteur qui peut étre combiné avec MS est I’interférométrie. L’idée de ce
couplage est née du besoin de dispositifs sensibles. L’interférométrie est une technique de détection
optique trées sensible utilisée pour la mesure des petits déplacements, des changements d’indice de
réfraction et des irrégularités de surface qui peuvent étre exploités pour la détection et le suivi des
processus d’interaction biomoléculaire. Récemment, Machen et al. ont démontré le monitoring de
I’assemblage/désassemblage cinétique de complexes protéiques spécifiques en utilisant cette
méthodologie sans marque, et ont évalué la structure et I’identité de ces assemblages par
microscopie électronique et MS (Figure 11-18). Cela a été fait a partir de I’exemple de la toxine
pré-endosomale de I’anthrax, qui a été assemblé et transféré dans le complexe endosomal [200].

Introduire/activer Assembler un Libérer des complexes
le biocapteur complexe de protéines  du biocapteur
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Figure 11-18: Présentation schématique de | 'analyse de complexes protéiques assembles et
isolés sur un biocapteur par interféromeétrie de biocouche (biolayer interferometry) en utilisant
microscopie électronique et MS. Adopté de [200].
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Les avancees les plus récentes dans ce domaine, comme nanoPore Optical Interferometry,
permettent de détecter des interactions méme faibles dans les complexes protéine-protéine et
protéine-composé, et cette interférométrie peut étre connectée directement a un spectrometre de
masse pour I’identification des biomolécules liées [201], [202].

Une autre méthode, CE, capable de séparer les molécules selon un rapport charge/taille
avec une haute résolution [203], est souvent couplée a la MS pour compléter cette méthode de
séparation par affinité. De nombreuses revues et articles ont décrit I’utilisation de ce couplage
permettant la caractérisation détaillée de nombreuses biomolécules et une identification des
partenaires d’interaction grace a une séparation efficace et sélective combinée & une détection
sélective [204]. Les méthodes d’ionisation MS les plus fréquemment mises en ceuvre comprennent
ESI-MS [205]-[207], MALDI-MS [207]-[209] et I’ionisation par plasma a couplage inductif [211].

Le couplage CE-MALDI peut étre effectué soit sur des instruments séparés comme cela a
été démontré, par exemple, par Huang et al. [210], soit a partir d’un instrument CE modifié capable
de déposer I’éluant du capillaire directement sur la plaque MALDI, comme représenté sur
la Figure 11-19. Au contraire, la combinaison CE-ESI est généralement un couplage direct.

Des systemes CE-MS robustes et intégrés, disponibles dans le commerce, ont
considérablement augmenté la popularité et I’accessibilité de la méthode. Ces systemes permettent
d’éviter la dilution associée au transfert de volumes de I’ordre du nanolitre. Les progres récents
dans la compatibilité de la CE avec la MS, qui comprennent de nouvelles stratégies d’ionisation et
une plus grande flexibilité des systémes, permettront plus tard une plus grande implication de cette
technique de couplage dans I’analyse des interactions biomoléculaires [73].

Détection CE
// e UV déportée
/ ' |

Liquide de gaine
- -

A

CE entrée CE sortie

Matrice

Figure 11-19: Présentation schématique du dispositif expérimental de |’interface CE-
UV/MALDI-MS comprenant la détection UV déportée et le systeme de distribution de la matrice
intégré. Adopté de [213].
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Le CE-MS est une technique de plus en plus utilisée et recherchée pour I’analyse dans
différents domaines. Le principal avantage réside dans la disponibilité de grands ensembles de
données comparables qui ont tous été obtenus en utilisant la méme procédure pour la préparation
des échantillons pour la CE-MS, I’analyse et I’évaluation ultérieure des données. Le CE-MS est
particulierement utilisé dans les applications "omiques” (protéomique, glycomique,
métabolomique et également les applications génomiques) pour la détermination de biomarqueurs,
le diagnostic des maladies et le suivi des traitements thérapeutiques. Ce couplage est également
largement utilisé pour la recherche de biomarqueurs, la toxicologie, la pharmacologie, I’analyse
des aliments et I’analyse des cellules individuelles [211].

11-3 Types d’éléments de détection pour les biocapteurs

Un biocapteur, tel que défini par Turner, est "un dispositif ou une unité analytique compacte
incorporant un élément de reconnaissance sensible biologique ou dérivé de la biologie, intégré ou
associé a un transducteur physio-chimique" [212]. Par conséquent, les éléments de reconnaissance
moléculaire sont au cceur des techniques de biodétection. Les enzymes, les aptaméres, I’ADN et
les anticorps sont quelques exemples d’éléments de détection (appelés aussi biorécepteurs) utilisés
maintenant (Figure 11-20). La technologie des biocapteurs exploite les propriétés uniques de chaque
biorécepteur, ce qui rend leurs applications variables et répandues [213].

Biocapteur
O enzymes
3 empreintes !  €lectrochimique
, 0 moléculaires + optique
Entrée lectins E E thermique Amp|ificateur Sortie
anticorps ! © acoustique
O O acides ; | piézoélectrique
O nucléiques :
Echantillon Elément de Interface  Transducteur Interface utilisateur

reconnaissance

Figure 11-20: Configuration schématique d’un biocapteur montrant les éléments de
bioreconnaissance, d’interface et de transduction. Adopté de [219].

La gamme de molécules et de réactifs d’affinité pouvant étre utilisés a des fins de
biodétection est assez large, donc un apercu de leur diversité et de leurs applications ne sera fourni
que pour les biorécepteurs utilisés dans ce travail. La détection basée sur les anticorps représente
I’élément de détection d’affinité le plus commun en SPR. Cependant, les probléemes potentiels
associés a I’utilisation d’anticorps liés a la disponibilité, la stabilité et la performance limitées de
ces grandes protéines, qui peuvent entrainer une faible sensibilité, ont conduit a la mise en ceuvre
de molécules de récepteurs alternatives [22]. Ainsi de nouveaux récepteurs synthétiques gagnent
actuellement du terrain en remplacant les anticorps utilisés de maniére conventionnelle pour de
nombreuses applications [213]. Un intérét particulier est consacré aux aptameres (petites molécules
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oligonucléotidiques ou peptidiques) qui permettent une détection sans ambiguité, tout en étant
rentables (en termes du prix de la fabrication, de conservation et de transport pour la production de
masse) et chimiquement stables. D’autres types de récepteurs, tels que les anticorps a domaine
unique (également appelé « nanocorps ») ont également trouvé leur place dans la recherche, le
diagnostic et la thérapie récemment [215] - [217].

11-3.1 Anticorps - comme élément de détection pour biocapteur

Les anticorps comme élément de reconnaissance (récepteur) ont révolutionné les
diagnostics pour la détection d’un grand nombre d’analytes en 1975, qui est considérée comme
I’année du premier développement des immunocapteurs [217]. Actuellement, les techniques de
détection et de quantification robustes, fiables et a haut débit sont a la base des sciences omiques,
dans lesquelles les biocapteurs a base d’anticorps continuent de jouer un réle essentiel.

11-3.1.1 Que sont les anticorps ?

Les anticorps sont de grandes glycoprotéines produites naturellement par le systéme
immunitaire de I’organisme en réponse a I’invasion de particules étrangeres (antigénes). Toutes les
molécules d’anticorps possedent la méme structure générale basé sur I’appariement de deux
chaines polypeptidiques lourdes et légeres, qui permet de les intégrer dans la classe chimique
commune des immunoglobulines. Il existe cing types différents des immunoglobulines (Ig): 1gG,
IgA, IgM, IgE, IgD (selon I’ordre de leurs quantités respectives dans I’organisme), qui possédent
des réles différents. Les biocapteurs a base d’anticorps sont actuellement basés sur I’utilisation des
IgG qui prévalent dans le sérum. Cette classe de molécules joue un role essentiel dans la défense
du systéme immunitaire contre les infections et les maladies.

La molécule d’anticorps est constituée de quatre chaines polypeptidiques liées par des ponts
disulfure, deux chaines lourdes (H) et deux chaines légeres (L), qui a leur tour sont constituées de
régions constantes (C) et variables (V) [218]. La chaine L contient deux régions: une région
variable (VL) et une constante (CL), tandis que chaque chaine H posséde une région variable (VH)
et trois régions constantes (CH1, CH> et CHz), comme le montre la Figure 11-21. La structure
générale d’un anticorps peut étre divisée en deux régions distinctes: le domaine de liaison a
I’antigéne (de I’anglais «antigen-binding fragment », Fab) et le domaine constant (Fc). Le
composant Fab de I’anticorps est constitué par les deux régions variables: il renferme des sites de
liaison a I’antigéne (appelés paratopes), qui est responsable de la spécificité de I’antigene. La région
Fc est nécessaire a la médiation des fonctions effectrices telles que la présentation de I’antigéne au
systeme immunitaire, la dégranulation, la régulation de I’activation et de la prolifération cellulaire
[219].

En fonction de leur mode de production, les anticorps peuvent étre classés en deux groupes:
les anticorps polyclonaux et MAcs. Les anticorps polyclonaux sont préparés a partir de plusieurs
plasmocytes contre une cible spécifique en utilisant des techniques conventionnelles. Cela entraine
la production d’une population d’anticorps inhomogenes ayant une spécificité et une affinité
différentes, car les anticorps polyclonaux reconnaissent le méme antigéne mais par différent
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épitopes. La technologie des MAcs ou des hybridomes monoclonaux a révolutionné la production
d’anticorps en tant qu’outils de recherche pour la prévention, la détection et le traitement des
maladies, car elle a permis de générer une population uniforme d’immunoglobulines stables,
hautement spécifiques et reproductibles [219]. Néanmoins, les anticorps polyclonaux peuvent étre
produits relativement rapidement par rapport aux anticorps monoclonaux, avec un faible codt, peu
de compétences techniques, étant stables sur une large gamme de pH et de concentrations en sel.

V = région variable
Epitope C = région constante
H = chaine lourde
L = chaine légere

(Fab)

Domain de
liaison a
I'antigene

Chaine légere

a a | Domaine constant
. (Fc)
Chaine lourde — a a

Figure I1-21: Structure typique d 'une molécule d’IgG. La molécule d anticorps (~150 kDa)
est constituée de quatre chaines peptidiques contenant deux chaines lourdes de classe identique
d’environ 50 kDa et deux chaines légéres identiques denviron 25 kDa. Le tétramére résultant a
deux moitiés identiques, chacune contenant un site identique reconnaissant | ‘antigene.

11-3.1.2 Les anticorps comme élément de détection
Les anticorps, en tant que récepteurs hautement spécifiques et sensibles, ont suscité un
intérét pour le développement de différentes applications analytiques, notamment la détection de
biomarqueurs de maladies, de contaminants alimentaires et environnementaux, d’agents de guerre
biologique et de drogues illicites [219]. lls constituent donc des éléments de reconnaissance les
plus utilisés pour I’immobilisation & la surface du capteur.

Les performances des biocapteurs dépendent fortement de trois facteurs critiques: (i) les
capacités de greffage des éléments de reconnaissance tout en maintenant I’activité naturelle des
récepteurs; (ii) I’accessibilité des récepteurs immobilisés a I’analyte en solution; et (iii) la faible
adsorption non specifique a la surface du biocapteur.

Les propriétés physico-chimiques des surfaces des biocapteurs sont a prendre en compte
pour une immobilisation optimale des anticorps, et pour limiter I’adsorption non spécifique [220].
Les anticorps doivent étre greffés sur la surface du capteur sans altérer leur spécificité et leur
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activité immunologique, afin de ne pas affecte la limite de détection, la sensibilité et la performance
globale du biocapteur [221]. Les anticorps peuvent se fixer a la surface solide dans de nombreuses
orientations différentes, ce qui peut entraver I’acces de I’antigéne au site de liaison de I’antigéne et
donc diminuer les performances du capteur. Une orientation contr6lée et une modification
structurelle minimale des anticorps pendant I’étape d’immaobilisation permettront d’améliorer les
facteurs de performance du biocapteur jusqu’a 200 fois par rapport a une immobilisation
aléatoire [221]. Diverses approches ont été proposées pour induire I’orientation des récepteurs a la
surface du capteur par immobilisation via des groupes réactifs. La plus couramment utilisee
consiste a fonctionnaliser la surface du capteur avec du glutaraldéhyde, du carbodiimide, de I’ester
succinimide, du maléinimide avant de greffer les récepteurs. Les récepteurs sont donc dotés d’un
groupe correspondant pour induire une greffe plus contrélée a la surface (par exemple, en utilisant
un domaine de liaison dextran-streptavidine pour immobiliser un récepteur biotinylé [170]). La
détection par différentes plateformes de biocapteurs utilisant le signal amplifié par des
nanoparticules (par exemple, les "foréts" de nanotubes disposées verticalement a la surface de
capteur permettent la fixation d’anticorps a haute densité) est également un moyen intéressant pour
augmenter la sensibilité de la biodétection [222]. Cependant, les anticorps sont des biomolécules
naturelles dont les capacités de liaison et la stabilité dépendent fortement des conditions
expérimentales (par exemple, la température et le pH), ce qui les rend incapables de rivaliser avec
des fragments d’anticorps petits et puissants ou avec des molécules des récepteurs synthétisées
chimiquement et donc extrémement stables comme les aptameres.

11-3.2 Anticorps a domaine unique et fragments d’anticorps - nouvel élément

de détection pour biocapteur

Les stratégies visant a améliorer les performances des 1gG conventionnelles sont étudiées
depuis au moins un demi-siécle. Il a été constaté que des domaines variables N-terminaux isolés
de chaines lourdes (VH) et Iégéres (VL) sont suffisants pour la liaison des antigénes [223]. De plus,
il a été démontré que les chaines lourdes et 1égéres des anticorps peuvent conserver la spécificité
de liaison a I’antigene, et que les fragments d’anticorps peuvent donc étre produits sous forme de
fragment d’anticorps monovalent (Fab) ou de fragment variable a chaine unique (de I’anglais
« single-chain Fv », scFv) avec des domaines VH et VL reliés par un pont polypeptidique
(Figure 11-22). Cependant, I’affinité et la solubilité de ces fragments sont souvent réduites [214].
La découverte dans les années 90 chez les camélidés (par exemple les chameaux et les lamas)
d’anticorps pleinement fonctionnels sans chaines légéres et dépourvus du premier domaine
constant de chaine lourde a permis de révolutionner I’utilisation des anticorps comme récepteurs
de biodétection (Figure 11-22) [224]. Le developpement de nouveaux anticorps, dix fois plus petits
que les IgG classiques, appelés nanobodies® (nanocorps) ou anticorps a domaine unique (sdAbs,
VHHSs), a favorisé leur large utilisation dans la recherche, le diagnostic et la thérapie.
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Figure 11-22: Représentation schématique des anticorps conventionnels (humains) et de
camélidés, ainsi que de leurs fragments disponibles.

11-3.2.1 Que sont les anticorps a domaine unique (nanobodies®)

Apres la découverte de la structure des anticorps de camélideés, il a également été démontré
que le domaine de liaison a I’antigene, de ces anticorps de camélidés, possédent une trés bonne
solubilité et une stabilité remarquable. Ainsi, les sdAbs rivalisent avec les anticorps ou fragments
d’anticorps conventionnels dans divers domaines d’application. Ces petits récepteurs ont des
boucles plus longues que les VH des 1gG conventionnelles, souvent reliées par un pont disulfure,
afin d’assurer une rigidité globale et de fournir une surface de liaison a I’antigéne adéquate. Les
sdAbs possedent des affinités de liaison similaires a celles des anticorps classiques [225].

Malgré la découverte de sdAbs chez les poissons cartilagineux [226], la plupart des
recherches et des développements actuels ont été réalisés a I’aide d’anticorps de camélidés car ils
sont plus faciles a manipuler et a produire, y compris pour I’immunisation. En outre, les méthodes
d’isolement des sdAbs spécifiques utilisant des bactéries, des levures, des plantes, des lignées de
cellules de mammiféres ou des ribosomes sont maintenant bien établies [214], [225].

Les sdAbs ont un avenir prometteur dans les domaines de la thérapie et de la recherche,
grace a leur structure unique et a leur petite taille (rayon hydrodynamique de 2 a 2,5 nm et
~15 kDa). En effet, leur taille leur permet de pénétrer les tissus beaucoup plus efficacement qu’une
IgG entiére, ce qui constitue la base d’une nouvelle génération de molécules thérapeutiques [227].
Le domaine VHH du camélidé qui forme le nanocorps est homologue au domaine VH de
I’anticorps et contient trois boucles trés variables (H1, H2, H3). Ces boucles forment une interface
structurelle allongée d’un c6té du domaine protéique replié qui contribue a I’interface de liaison a
I’antigéne, ou paratope, qui détermine la spécificité de liaison des nanocorps a I’antigéne. La
diversité potentielle des séquences de ces trois boucles est beaucoup plus petite que celle des six
boucles trés variables qui déterminent en grande partie la spécificité de liaison sur le complexe de
domaines VH-VL des anticorps [228].
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Il a été démontré que les sdAbs ne générent pas de diversité autorisant la spécificité par une
diversité elevée de séquence ou de structure dans la molécule. En effet, par rapport aux anticorps,
les sdAbs n’exploitent pas la variation élevée de la séquence dans les boucles Hi et Ha pour
compenser la perte du domaine VL. Toutefois, les sdAbs présentent une variation structurelle plus
élevée, en particulier dans la boucle H:. La boucle Hs des sdAbs est la seule partie du domaine qui
présente une plus grande diversité de séquences que les domaines VH des IgGs; et la majorité de
cette diversité de séquences plus élevée est obtenue par I’incorporation, en moyenne, de seulement
3-4 résidus supplémentaires. Apparemment, la perte du domaine VL est compensée par une tres
petite insertion, associée a la liberté d’adopter des conformations de boucle plus diverses [228].

Contrairement aux 1gG, ces petits récepteurs ont montré un repliement correct apres
dénaturation chimique ou thermique et une plus grande résistance aux conditions de
dénaturation [214]. Les sdAbs ont une demi-vie limitée et une homologie considérable avec les
séquences VH humaines, ce qui explique leur faible immunogénicité [229]. La structure plus
simple des sdAbs leur permet d’étre "humanisés" [230]. Ils peuvent encore étre facilement
fonctionnalisés, par exemple par des fluorophores, sans perdre leur affinité ou leur stabilité [225].
Cela indique que la capacité de spécificité moléculaire dans un petit domaine protéique est
beaucoup plus élevée que ce a quoi on pourrait s’attendre sur la base des anticorps classiques, ce
qui suggere qu’il existe un potentiel prometteur pour générer une liaison spécifique de haute affinité
a une gamme diversifiée de cibles en utilisant des séquences d’acides aminés courtes qui sont
relativement restreintes.

11-3.2.2 Les nanocorps comme élément de détection
Les sdAbs sont dotés de caractéristiques avantageuses en termes de taille, de solubilité,
d’affinité (de nano- a picomolaire), idéales pour la médecine, les diagnostics et les applications
biotechnologiques [231]-[233].

Un des exemples intéressants est celui des chromobodies ou fluobodies, fusion génétique
exprimée a I’intérieur d’une cellule d’une protéine fluorescente avec des nanocorps. lls sont utilisés
pour tracer I’antigéne dans divers compartiments cellulaires de cellules vivantes [234], [235].
L application d’un sdAb lie & la protéine fluorescente verte (de I’anglais « green fluorescent
protein », GFP) pour étudier les interactions protéine-protéine a été signalée [225]. L’utilisation de
ces nanocorps de haute affinité ciblant la GFP en combinaison a la voie universelle du protéasome
de I’'ubiquitine a été décrit pour la dégradation des protéines ciblées [236]. Le premier exemple de
déclenchement de la déplétion de I’antigéne capturé dans ce complexe de nanocorps ubiquitinés a
été démontré en utilisant I’expression intracellulaire dans des modeles de Drosophila melanogaster
et de Danio rerio [237]. En outre, la localisation d’une seule molécule a I’aide de techniques
d’imagerie a superresolution est également possible grace a I’utilisation de sdAbs ciblant la GFP
couplés a des colorants organiques sur toute construction marquée par GFP [215]. La petite taille
et la possibilité de radiomarquage font des nanocorps un outil idéal pour I’imagerie in vivo non
invasive [238].
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Les sdAbs représentent une classe de molécules des récepteurs a haute affinité qui peuvent
piéger des cibles dotées de conformations changeant rapidement, ce qui conduit a I’identification
de conformations inconnues et pourrait stabiliser les protéines qui sont sujettes a la dégradation, au
dépliage ou a I’agrégation. Ceci est particulierement utile pour la cristallographie aux rayons X,
car elle permet d’identifier des régions fonctionnellement importantes d’enzymes et d’autres
biomolécules. Plusieurs protéines membranaires et protéines instables ont été stabilisées avec les
sdAbs, et un nombre impressionnant de structures cristallines de ces protéines "difficiles” ont été
déterminées récemment [238].

Les nanocorps sont des outils précieux comme alternative aux anticorps, car ils peuvent
étre facilement modifiés sans altérer les groupes chimiquement réactifs proches du paratope. De
plus, ils peuvent étre fonctionnalisés du cété non réactif afin de diriger leur immobilisation sur la
surface du capteur pour une capacité de capture maximale de I’antigene, ce qui en fait des candidats
idéaux pour la production de microarrays a anticorps. Ces derniéres ont permis la création de
biocapteurs sensibles et sélectifs [230]. Les expériences SPR utilisant des nanocorps comme
récepteurs ont permis de déterminer les parameétres cinétique de liaison des anticorps a domaine
unique pour leur cible [239]-[241]. L utilité des nanocorps a été rapportée pour la détection de
marqueurs tumoraux tels que I’antigene prostatique spécifique a des concentrations cliniques
pertinentes [230] ou pour I’évaluation de I’interaction entre une protéine fluorescente verte et un
sdAb dérivé d’un anticorps a domaine unique de lama [242].

La capture de cibles par nanocorps peut étre utilisée pour I’analyse par MS, pour étudier les
complexes protéiques. La petite taille des nanocorps permet de minimiser la liaison non spécifique
et de réduire la quantité de peptides tryptiques libérés de la résine d’affinité lors de la digestion sur
billes [243]. Une méthode de dépistage des M-protéines associées aux gammopathies
monoclonales et a certaines autres maladies a récemment été signalée [244]. Une
immunopurification utilisant un mélange spécifique de nanocorps-billes a été réalisée pour le
dépistage sérique de 556 patients et les protéines immunocapturées ont été analysés par
MALDI-TOF MS. La méthode s’est avérée efficace et spécifique, avec un seul pic d’adsorption
non spécifique de I’albumine dans la région de masse analysée [244].

Les caractéristiques des nanocorps en font un outil parfait pour étre inclus dans des
constructions plus importantes telle que des nanoparticules fonctionnalisées. La grande stabilité et
la rigidité conformationnelle ont permis de conjuguer chimiquement les nanocorps a des
nanoparticules d’or ramifiées (en anglais « branched gold nanoparticles »). Cela a créé des agents
thérapeutiques photothermiques efficaces, activés par I’irradiation laser, pour le traitement du
cancer [245].

Malgré les nombreux avantages de la technologie des nanocorps, certains inconvénients
doivent encore étre surmontés. Le principal inconvénient est le fait que la production de nanocorps
est relativement codteuse (hébergement d’animaux, immunisation, construction de bibliothéques
et phagoculture) [225], ce qui limite leur application a grande échelle et intensifie I’intérét pour

d’autres types de récepteurs.
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11-3.3 Aptamere - élément de détection pour le biocapteur

Au cours des dernieres décennies, des aptaméres d’acides nucléiques de haute affinité ont
été développés pour la reconnaissance d’un large éventail de molécules, d’ions métalliques et de
systemes complexes, tels que des cellules vivantes entieres ou des microorganismes
pathogénes [246]. Les aptameres, souvent appelés "anticorps synthétiques”, peuvent concurrencer
les anticorps dans les applications thérapeutiques et diagnostiques, car ils sont plus petits, peuvent
étre facilement modifiés, sont moins chers a produire et peuvent étre potentiellement dirigés contre
toute molécule cible [247]. Ces oligonucléotides artificiels (ADN ou ARN), et beaucoup plus
rarement des peptides, sélectionnés in vitro, représentent des éléments de reconnaissance sensibles
mais simples pour le développement de biocapteurs. Comme dans ce travail, seuls des aptaméres
d’ADN ont été utilisés, toutes les parties suivantes feront donc exclusivement référence a ce type
de molécules. A I’origine, les aptameéres étaient exploités pour le diagnostic clinique, mais grace a
leurs caractéristiques uniques, leur utilisation s’est étendue a la plupart des domaines auparavant
dominés par les anticorps. Les domaines relevant du champ d’application, le processus de sélection
des aptameres et les principales caractéristiques seront abordés dans cette section.

11-3.3.1 Que sont les aptameéres ?

Les aptameres (le mot vient du latin "aptus™ qui signifie "s’adapter" et du grec "meros" qui
signifie "partie” ou "corps") sont des molécules des récepteurs artificielles, qui peuvent étre
produites par deux méthodes principales: la méthode SELEX de I’ évolution systématique de
ligands par enrichissement exponentiel (de I’anglais « systemic evolution of ligands by exponential
enrichment ») ou la méthode non-SELEX [248]. Les aptaméres sont généralement des
oligonucléotides a brin simple (15 a 80 nucléotides, avec des poids moléculaires de 5 a 30 kDa),
tels que ’ARN ou I’ADN a brin simple (ADNsb), qui sont sélectionnés selon la méthode
évolutionniste darwinienne. La liaison des aptameéres a leurs cibles ai référence au concept des
interactions « lock- and-key ». Cela signifie que contrairement aux séquences d’ADN ou d’ARN,
qui se lient en raison de la complémentarité des bases, les aptaméres peuvent capturer leurs ligands
en se repliant dans des structures 3D bien définies avec des interfaces uniques capables de se lier a
une grande variété de cibles. Ces récepteurs artificiels sont le plus souvent sélectionnés a partir de
bibliotheques combinatoires d’acides nucléiques synthétiques, possédant des caractéristiques de
liaison spécifiques a leur ligand. Grace a SELEX, de nombreux aptaméres de haute affinité et
hautement spécifiques ont été générés contre des cibles non immunogénes et toxiques, ce qui rend
la technique supérieure aux anticorps et permet la conception et la synthese de sondes ou de
molécules de capture pour ces cibles "difficiles" [249]. Au milieu des années 60, le premier
aptamere, bien qu’il n’était pas mentionné comme tel, a été créé par le groupe de Spiegelman, qui
a réalisé que trois processus fondamentaux de I’évolution darwinienne - I’amplification, la
mutation et la sélection - pouvaient étre transformés en processus chimiques et appliqués a une
population de molécules d’ARN [250]. Néanmoins, I’histoire connue des aptameres a commencé
en 1990, lorsque plusieurs groupes ont appliqué presque simultanément SELEX, qui est une
technique de chimie combinatoire, pour le criblage des aptaméres des acides nucléiques [251]-
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[253]. Depuis, la méthodologie SELEX a évolué et diverses approches améliorant ses performances
ont été développées [254].

11-3.3.2 Processus de sélection des aptameres
Le principe général de SELEX repose sur la synthese et le criblage simultané de grandes
bibliotheques de séquences oligonucléotidiques structuralement distincts afin d’identifier et
d’isoler les aptameéres fonctionnels. Ce processus comprend trois grandes étapes cycliques:

1. Pincubation de la bibliothéque d’oligonucléotides, composée d’environ 10%° & 10%°
oligonucléotides differents, avec la molécule cible;

2. la séparation par élution des complexes de liaison — les acides nucléiques liés sont
ensuite sépares des oligonucléotides non liés et faiblement lies;

3. PPamplification en chaine par polymérase ( PCR, pour les aptaméres ADN) et/ou par
transcription inverse-amplification en chaine par polymérase (RT-PCR, pour les
aptameres ARN).

Le cycle est répété 8 a 15 fois avant qu’un pool enrichi d’acides nucléiques ayant une affinité de
liaison et une spécificité élevées soit obtenu, cloné et séquencé comme illustré sur
la Figure 11-23 [254].

Gréace a des cycles itératifs de sélection et d’amplification dans des conditions de plus en
plus strictes, il est possible d’obtenir quelques séquences optimisées — les aptaméres potentiels.
Toutefois, plusieurs cycles de sélection de cibles négatives sont généralement nécessaires pour
éviter I’apparition de liants non spécifiques pour le matériau de support (colonne de
chromatographie d’affinité, billes magnétiques, filtres de nitrocellulose, etc. De méme, pour éviter
la réactivité croisée et ne sélectionner que les aptameres trés spécifiques de la cible, une étape de
pré-incubation appelée contre-sélection est ajoutée au processus qui peut éliminer les séquences
non spécifiques due a leur liaison a des molécules potentiellement interférentes [255].

Bien que le SELEX classique ait permis de sélectionner avec succes des dizaines
d’aptameéres fonctionnels in vitro, cette technique n’est pas toujours efficace pour les applications
d’aptameres in vivo [256]. Cela peut s’expliquer par les changements de conformation de la
molécule cible au cours de la sélection in vitro, qui peuvent différer considérablement de leurs
conformations natives dans des conditions physiologiques in vivo. Afin de surmonter cet
inconvénient, de nombreuses variantes de la méthode SELEX ont été proposées, comme SELEX
génomique, spiegelmer, SELEX in vivo, photo-SELEX, monoLEX, SELEX sur cellules entieres
et in silico-SELEX [248], [257]. Néanmoins, plusieurs obstacles importants freinent le
développement et I’application des aptameéres. Le premier obstacle est que le processus SELEX
est genéralement long et que son taux de réussite est d’environ 50 %, dependant du type de cible,
de la taille, de la pureté, de la concentration, de la distribution de la charge, etc. [258]. La deuxiéme
contrainte est liée aux inconvénients du processus SELEX lui-méme. Ses bibliothéques aléatoires
de départ sont toujours incomplétes (parce que le nombre théorique de séquences différentes
possibles est de 4", ou n est le nombre de nucléotides dans la séquence); I’augmentation de la

bibliotheque peut augmenter les chances de sélectionner I’aptameére, mais elle rendra I’analyse déja
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longue encore plus longue et beaucoup plus colteuse. De plus, une amplification PCR défavorable
peut couvrir et cribler certaines séquences ayant la plus grande affinité et déformera les séquences
non spécifiques [169].
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Figure 11-23: Représentation schématique du processus de sélection in vitro des aptaméres
par SELEX. Adopté de [248].

Berezovski et Krylov proposé une solution a ce probleme, en réalisant la premiere tentative
expérimentale de sélection non-SELEX des aptameres d’acides nucléiques, qui évite I’étape
d’amplification par PCR [76]. La méthode suggérée implique NECEEM basée sur la partition. Elle
comprend deux étapes principales: I’incubation de la banque d’oligonucléotides avec la cible et la
séparation des complexes de liaison de ceux qui ne sont pas liés sans qu’il soit nécessaire de les
amplifier [259] (Figure 11-24). Le partitionnement NECEEM est effectué apres la détermination de
la constante de dissociation (Kp) du mélange. Ce cycle est généralement répété quelques fois
jusgu’a I’obtention de I’isolement des aptameéres de haute affinité.

D’autres méthodes non-SELEX, comme une methode a haut débit pour I’identification des
aptameres le HAPIscreen [260] et la selection a cycle unique des aptameres par la DNase pour les
protéines déposées sur une membrane [261] ont été récemment signalées.
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Figure 11-24: Représentation schématique du processus de sélection non-SELEX des

aptameres par NECEEM - partitionnement. Adopté de [248].
11-3.3.3 Les caractéristiques de I’aptamere comme élément de détection

En plus de caractéristiques similaires a celles des anticorps, par exemple une affinité et une
sélectivité élevées, les aptameéres présentent des avantages supplémentaires par rapport aux
anticorps. Ils sont de taille plus petite que les anticorps, ce qui permet de cibler des ligands peu
accessibles ou intracellulaires. Les aptameéres peuvent distinguer des molécules trés similaires qui
different par un seul groupe fonctionnel [248]. Ainsi, les aptameres remplacent progressivement
les anticorps dans les domaines basés sur la reconnaissance selective: diagnostic médical et
biologique, application de biodétection et thérapeutiques [247], [249], [262].

Une fois sélectionnés et optimisés, les aptaméres d’acides nucléiques peuvent étre
facilement reproduits par synthése chimique, ce qui réduit leurs codts de production et offre les
avantages des molécules chimiques et biologiques. Les aptameres peuvent facilement subir des
modifications chimiques, ce qui permet d’augmenter leur stabilité et méme d’ameliorer I’affinité
globale pour la cible [169]. De plus, ils sont rarement concernés par les contaminations ou les
variations de lot a lot. Les aptaméres sont produits par des processus chimiques bien établis, qui,
contrairement a I’immunisation de I’héte pour la production d’anticorps, permettent de sélectionner
des récepteurs potentiellement dirigés contre n’importe quelle cible, méme non immunogéne ou
toxique. En outre, une faible immunogénicité native permet I’utilisation d’aptameres in vivo et
ex vivo, a I’intérieur et a I’extérieur des cellules. Toutefois, leur demi-vie est limitée par les
nucléases, auxquelles on peut s’opposer par une fonctionnalisation chimique des aptameres. Cela
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a permis une application médicale des aptameéres, dont un médicament approuvé par US Food
and Drug Administration (FDA) (pegaptanib (Macugen)), et deux en phase de développement
avancée (ACR-1905 et E-10030) [263].

Contrairement aux anticorps, qui souffrent d’une dégradation permanente, les aptameéres
sont des récepteurs facilement régénérables pour un usage répété. Par exemple, afin de régénérer
la surface des capteurs, les aptaméres peuvent étre chauffés, ce qui entrainera leur dénaturation
avec la libération consécutive du ligand capturé. Afin de replier les aptameres dans une
configuration fonctionnelle, il suffit d’abaisser la température ambiante. Ce processus peut étre
répété au moins 40 fois avec ~ 90% des aptameres préservant leur fonction [248]. En outre, les
aptameres sont facilement adaptables a différentes plateformes de détection et a différentes
modalités de signalisation par des modifications chimiques, ce qui permet leur intégration a
d’autres molécules ou leur greffage sur diverses surfaces de support. Ces caractéristiques, en plus
de leur remarquable stabilité a la déshydratation et a la dénaturation chimique, permettent
d’identifier I’énorme potentiel des aptameéres en tant que molécules des récepteurs a des fins de
biodétection. La comparaison des anticorps aux aptameres est présentée dans le Tableau 1I-1 ci-
dessous. Les nanocorps ne sont pas incluses dans ce tableau comparatif, car leur utilisation en tant
que récepteurs pour la biodétection n’est pas encore aussi bien établie et caractérisée que celle des
anticorps et des aptameéres.

Tableau I1-1: Anticorps vs Aptameres
Anticorps Aptameéres

Sélection et production

Immunisation de I’hote : Procédures SELEX et non-SELEX :
In vivo In vitro
Cible hautement immunogene, mais non toxique | Potentiellement tout type de molécules
Site d’interaction imprévu Site d’interaction prédéfini
Des semaines pour le poly- et des mois pour le | Quelques jours avec un processus
monoclonal Abs automatisé
. : . Potentiellement toutes les conditions de
Conditions physiologiques .
laboratoire
Production et transport
Production induite par I’immunisation : Synthese chimique en phase solide :
Montant limité Une fois sélectionnés, les stocks peuvent
étre reconstitués
Le codt est raisonnable a grande échelle Rentable
Variation d’un lot a I’autre Reproductible
Difficile & fonctionnaliser ou & marquer Facile a fonctionnaliser ou & marquer
Conditions de transportation élaborées Transportation a température ambiante
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Caractéristiques et attributs
Haute affinité Haute affinité
Haute spécificité Haute spécificité
Grande taille Petite taille
Non-flexible Flexible
Sensible aux conditions Stabilité (pH, température, déshydratation)
Dénaturation irréversible Dénaturation réversible
Souffre d’une dégradation permanente a la Récepteurs de biocapteurs réutilisables et
surface du biocapteur repliables
Durée de vie courte Longue durée de vie
Plus difficile a conjuguer aux surfaces Plus facile a conjuguer aux surfaces
Immunogeénicité plus élevée Immunogeénicité plus faible
Applications extracellulaires Applications intra et extra cellulaires
Sensible a la dégradation des nucléases

Une nouvelle génération des récepteurs appelés SOMAmers (de I’anglais « Slow Off-rate
Modified Aptamers ») est particulierement bien adaptée a la biodétection [264], [265]. Ces
molécules sont congues a I’aide d’un ensemble polyvalent de modifications chimiques (analogues
de nucléotides triphosphates modifiés en position 5 de I’uridine avec différentes fractions
protéiques, par exemple le benzyle, le 2-naphtyle ou le 3-indolyl-carboxamide) qui conferent aux
SOMAmers des groupes protéiques et d’autres groupes fonctionnels. Ces modifications peuvent
interagir avec un plus grand nombre d’épitopes sur une plus grande gamme de molécules cibles
par rapport aux aptameéres d’ADN "standard". De plus, seuls les SOMAmMmers caractérisés par un
taux de dissociation lent sont sélectionnés in vitro dans de grandes bibliothéques de séquences
randomisées par une version modifiée du SELEX. Cette qualité particuliere permet la rupture
sélective d’interactions de liaison non spécifiques (ou non apparentées), qui ont des taux de
dissociation plus rapides que les interactions apparentées, permettant ainsi une détection plus
efficace des ligands dans de petits volumes d’échantillons [266].

Les dispositifs réutilisables qui doivent étre stockés pendant de longues périodes a des
températures variables constituent un autre créneau d’application pour les capteurs basés sur
I’aptamere, c’est-a-dire les capteurs de détection des contaminants environnementaux ou
alimentaires, les plateformes de détection de bactéries ou de virus. Les aptameres, en raison de leur
stabilité décrite ci-dessus, sont compatibles avec ces dispositifs miniatures et portables qui ne
nécessitent pas de conditions de stockage particuliéres [262].
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Objectifs de la these

Comme cela a été démontré, il existe un besoin de développer une plateforme de découverte
de biomarqueurs pour divers domaines scientifiques, médicaux et pharmaceutiques. Les
scientifiques focalisent leurs recherches sur I’analyse des interactions biomoléculaires, la
compréhension de leurs parametres cinétiques et thermodynamiques également. Ainsi, I’objectif
de ce projet de doctorat était le développement de la méthode de couplage SPRi-MS, qui permet le
suivi de la cinétique des complexes biomoléculaires ainsi que I’identification sans ambiguité des
partenaires d’interactions.

Le suivi en temps réel des interactions récepteur-ligand avec I’identification suivant des
ligands capturés par SPR-MS est une approche bien connue actuellement. Cependant, le fait que
jusqu’a présent, malgré I’intérét explicite pour le développement d’une plateforme de biodétection
performante, une seule classe de récepteur (anticorps) était utilisée, indique la complexité du
probleme. D’autres classes de récepteurs, notamment les aptaméres et les nanocorps, adaptés a la
capture de ligands hautement efficaces ont attiré I’attention des chercheurs, mais n’ont jamais été
décrits dans le contexte du couplage SPRi-MS sur la méme surface de capteur. La définition des
conditions expérimentales appropriées pour SPRi et MS, la spécificité et I’affinité de ces nouveaux
récepteurs, ainsi que leur potentiel pour le couplage de deux techniques expérimentales doivent
étre clarifiés et pris en compte lors de la conception d’une nouvelle plateforme de biodétection.
Donc, I’objectif de cette these est I’exploration de différentes solutions pour le développement d’un
nouveau support de biodétection utilisant des microarrays de récepteurs et I’évaluation de son
utilité pour le suivi et la capture de ligands dans des conditions réelles. Je compte notamment
profiter de la possibilité de greffer simultanément différentes classes de récepteurs sur le méme
support afin d’explorer et de comparer leur impact sur la détection SPRi-MS.

La preuve de concept des microarrays a aptameres et des microarrays mixtes a
anticorps/aptameres pour le couplage sera étudiée et décrite sur les cas modéles: récepteurs de
B-lactoglobuline et de a-thrombine. La conception d’essai et, par conséquent, son efficacité, sa
sensibilité et sa performance globale doivent étre déterminés et adaptées a chaque cas particulier.
Par conséquent, le choix optimal des récepteurs, leur immobilisation et les conditions
expérimentales seront évalués. Une présentation et I’évaluation de I’utilisation des nanocorps pour
le couplage SPRi-MS sera faite. Le developpement de I’imagerie MS sur microarray des récepteurs
pour I’automatisation du couplage SPRi-MS sera décrit. En outre, de nouvelles géométries de
surface de biocapteur et une méthode de dép6t de matrice pour I’optimisation de la procédure de
couplage seront presentées.
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Chapter III. Materiels et méthodes
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Dans ce chapitre sont indiqués tous les produits chimiques, réactifs, méthodes et
instruments d’analyse utilisés pour la recherche décrite dans la partie expérimentale de cette these.
Le contexte théorique de certaines techniques expérimentales utilisées dans ce travail de these et
non décrites dans les chapitres précédents est également couvert.

I11-1 Réactifs et produits chimiques

I11-1.1 Produits chimiques

Tous les produits chimiques utilisés dans ce travail sont indiqués dans le Tableau I11-1.
L’eau déionisée pure (18,2 MQ) a été préparée en laboratoire juste avant son utilisation avec les
systemes d’eau ultrapure Milli-Q® (Merck Millipore, France).

Tableau I11-1: Liste des produits chimiques utilisés.

Produit Fournisseur | Référence | Conditionnement | Conservation
O-(2-mercaptoéthyl)- O’- .
rgléthyl—he?(a(éth);/l)éne S'g'T‘a'
Aldrich- 672572 250 mg - 20°C
glycol) Merck
HS-PEO-CH3
O-(2-carboxyéthyl)-O’-(2- .
mercaptoéthyl)hepta- Slgma-
éthylene glycol Aldrich- 672688 250 mg - 20°C
HS-PEO-COOH Merck
N Sigma-
N-hydroxysuccinimide Algrich— 130672 25 T°C ambiante
(NHS)
Merck
N,N’- Sigma-
dicyclohexylcarbodiimide Aldrich- D80002 259 T°C ambiante
(DCC) Merck
Sigma-
4-pyrrolidinopyridine Aldrich- 213373 5¢ T°C ambiante
Merck
Sigma-
L-Lysine Aldrich- L5501 19 4°C
Merck
Sigma-
Chfrgi’/‘:tr;tﬁz de Aldrich- C1276 10g 4°C
Merck
Sigma-
Glycine Aldrich- G7126 1kg T°C ambiante
Merck
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Ethanolamine

Sigma-

Aldrich- 398136 25 ml 4°C
(EtAM) Merck
. y Sigma-
Solution dacetate Aldrich- | A2706 100 ml 4°C
d’ammonium
Merck
Solution tampon Tris- Sigma-
EDTA Aldrich- 93283 100 ml T°C ambiante
(TE buffer) Merck
. Sigma-
Tampon phosphate salin Aldrich- P4417 50 comprimés T°C ambiante
(PBS)
Merck
. . . Sigma-
Acide trifluoroacetique | ek 74564 100 ml T°C ambiante
(TFA)
Merck
. Sigma-
Ac'de(g'xlp'q”e Aldrich- 85429 1g 4°C
Merck
Acide 2-(4- Sigma-
hydroxyphénylazo)- Aldrich- 148032 259 T°C ambiante
benzoique (HABA) Merck
Diméthyl sulfoxide VWR o .
(DMSO) International 23500.260 500 ml T°C ambiante
Sigma-
Acétone Aldrich- 34850 1L T°C ambiante
Merck
Ethanol absolu VWR 153385E 1L T°C ambiante
International
Aceétonitrile VWR 34967 1L T°C ambiante
International
Sigma-
Glycérol Aldrich- G8773 1L T°C ambiante
Merck
Solution d’hydroxyde de Sigma-
sodium Aldrich- 72068 100 ml T°C ambiante
(NaOH) Merck
. . Sigma-
Acide chlorhydrique Aldrich- | 258148 500 ml T°C ambiante
(HCI)
Merck
H20 MilliQ Préparée en laboratoire
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111-1.2 Molécules cibles (protéines et peptides)

Toutes les protéines lyophilisées ont été reconstituées dans de I’eau ultrapure déionisée en
suivant les instructions du fabricant, des poudres séches de B-lactoglobuline et d’ovalbumine ont
été dissoutes dans le tampon approprié avant I’expérience. Les solutions méres ont été conservées
en petites quantités aliquotes au congélateur a une température de -20 °C. Pour I’expérience,
I’aliquote a été décongelée sur de la glace, puis mélangée au vortex et conservée sur de la glace
avant d’étre utilisée. La liste des protéines et des peptides utilises dans ce travail est donnée dans
le Tableau I11-2 ci-dessous.

Tableau I11-2: Liste des protéines et peptides utilisés.

Poids Solutions de
Produit Fournisseur | Référence | moléculaire | Conservation stockage
(g/mol) (état)
Albumine de .
blanc d’ceuf de Sigma-
Aldrich- A2512 44287 4°C lyophilisée
poulet Merck
(ovalbumine)
B-lactoglobuline | Sigma- 1 4°
bovine Aldrich- L7880 8363 ¢ lyophilisée
Merck
Thrombine du 0 .
plasma humain 9-HCT- 0 50 % Glycerol
. Cryopep 36700 -20°C /
(o-Thrombine 0020
h . H2 O (v/v)
umaine)
: 0.15 M NaCl
;Zsmm?t;:gﬁ]gﬁ] Sigma- et 0.05 M
: Aldrich- T4393 37400 -20°C citrate de
(a-Thrombine K .
humaine) Merc sodium,
pH 6.5
Facteur de 0 .
coagulation 11 Antibodies- ABIN 0 50 % Glycerol
. ; 72000 -20°C /
(prothrombine) online 934835
humai H2 O (v/iv)
umain
Peptide -
amyloide Bachem H-5568 4330 -20°C PBS-HCI
(AP 1-40)
Albumine de Sigma-
sérum bovin Aldrich- A3059 66430 4°C lyophilisée
(BSA) Merck
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111-1.3 Recepteurs biomoleculaires

111-1.3.1 Anticorps et nanocorps
Tous les anticorps lyophilisés ont été reconstitués dans de I’eau ultrapure déionisée,
aliquotés et stockés selon les instructions du fabricant. Pour I’expérience, I’aliquote a été
décongelée sur de la glace, puis mélangée au vortex et conservée sur de la glace jusqu’a son
utilisation. Avant d’étre déposés sur la biopuce, tous les anticorps ont été dilués a une concentration
de 6 uM dans le tampon approprié contenant 5 % de glycérol (v/v). Tous les nanocorps ont été
généreusement fournis par le Prof. P. Lafaye (Institut Pasteur, CITECH, Plateforme d’Ingénierie
des Anticorps). Une liste exhaustive des molécules des récepteurs protéiques/peptidiques utilisées
dans ce travail est fournie dans le Tableau I11-3.

Tableau I11-3: Liste des anticorps et nanocorps utilisés.

Conservation

Produit Classe Fournisseur | Référence
[C] tampon
:I\l:r)]ljlr(r:](i)r:zsda’ntl-f Sigma- anticorps du liquide
U monoclonal Aldrich- A6075 1 mg/ml d’ascite / 15mM
de poulet (anti- . .
) Merck azide de sodium
ovalbumine)
Anticorps contre PBS /0.1% azide
B-lactoglobuline polyclonal Abcam ab112893 | 1 mg/mi de sodium
Anticorps contre
Facteur de monoclonal Antibodies- ABIN 6,1 50% glycérol/eau
coagulation 11 online 2504842 mg/mi (V/v)
(prothrombine)
. PBS pH7.4/1
Anticorps contre 0
Facteur de olvelonal Antibodies- ABIN 1 ma/ml mgllmclé?osl':vii/o
coagulation 11 POy online 1583288 g gy .
: 0.09% azide de
(prothrombine) .
sodium
Anticorps contre
o PB .09%
Facteur de Antibodies- ABIN 0,5 .S /009 y (W)
. polyclonal . azide de sodium et
coagulation 11 online 2776975 mg/mi
) 2% sucrose
(prothrombine)
] Sigma- 20 mM NaH2POa,
Anticorps contre |\ o01onal | Aldrich- 05-880 | Lmg/ml | 0,15 M NaCl, 1%
la thrombine i
Merck mannitol, pH 7,4
Anticorps contre SI1G-
B-amyloid 17-24 | monoclonal | Eurogentec 39220 1 mg/ml PBS

OptimAb (4G8)
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Anticorps de
cameélidé contre . PBS avec 300 mM
. Institut 0,1
-amyloid nanocorps NaCl, 250 mM
Pasteur mg/ml .
(nanocorps) imidazole
R3VQ-SH
Anticorps de
(lidé _
cargiaalrgelzci)(rj\tre NANOCOTDS Institut 3,1 PBS avec 300 mM
y P Pasteur mg/mi NaCl
(nanocorps)
R3VQ-SH

111-1.3.2 ADN a simple brin (ADNsb, aptaméres)

Toutes les séquences d’ADNsb, également appelées récepteurs oligonucléotidiques
(aptameéres), figurant dans le Tableau I11-4 ont été synthétisés a facon par Eurogentec (Belgique).
Toutes les séquences contenaient un linker thymine pour apporter de la flexibilité a une molécule.
Les échantillons ADN ont été recus sous forme séche. Les solutions méres 100 uM dans le tampon

TE recommandé ont été préparées et conservées en aliquotes a - 20 °C.

Tableau I11-4: Liste des récepteurs de I’ADNsb (aptaméres) utilisés.

Nom de I’oligo Mod 5° Sequence Mod 3’
HD15’-T10 Amino [TT-TTT-TTT-TGG-TTG-GTG-TGG-
(aptameére anti modificateur | TTG-G
thrombine) C6
HD1 3’-T10 GGT-TGG-TGT-GGT-TGG-TTT-TTT- Amino
(aptamére anti TTT-T modificateur
thrombine) C7
HD 22 5-T10 Amino [TT-TTT-TTT-TAG-TCC-GTG-GTA-
(aptamére anti modificateur | GGG-CAG-GTT-GGG-GTG-ACT
thrombine) C6
HD1-22 Amino TTT-TTT-TTT-TGG-TTG-GTG-TGG-
(aptameére anti modificateur | TTG-GTT-TTT-TTT-TTT-TTT-TAG-TCC-
thrombine) C6 GTG-GTA-GGG-CAG-GTT-GGG-GTG-
ACT
TC (aptameére de Amino [TT-TTT-TTT-TGG-GGT-TTT-GGG-G
controle pour modificateur
thrombine) C6
HD1 5’-T5 Amino TTT-TTG-GTT-GGT-GTG-GTT-GG
(aptamére anti modificateur
thrombine) C6
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HD22 5’-T15 Amino [TT-TTT-TTT-TTT-TTT-AGT-CCG-TGG-

(aptamére anti modificateur | TAG-GGC-AGG-TGG-GGG-TGA-CT

thrombine) C6

BLG-10 Amino TT-TTT-TTT-TTT-TTT-GGA-CAC-

(aptameére de modificateur | GGC-AAA-GGG-GTA-TAG-CCT-ACC-

contréle pour C6 GGA-CCG-TGA-ACA-TGG-AAT-GAT-

B-lactoglobuline) GTG-CTG-CGT-GG

BLG-14 Amino [TT-TTT-TTT-TTT-TTT-CGA-CGA-

(aptamére anti- modificateur | TCG-GAC-CGC-AGT-ACC-CAC-CCA-

B-lactoglobulin) C6 CCA-GCC-CCA-ACA-TCA-TGC-CCA-
TCC-GTG-TGT-G

BLG-Sc Amino [TT-TTT-TTT-TTT-TTT-GGT-GGT-GGT-

(aptamére de modificateur | TGT-GGT

contréle pour C6

B-lactoglobuline)

BLG-G Amino TTT-TTT-TTT-TTT-TTT-GGG-GTT-

(aptamére anti- modificateur | GGG-GTG-TGG-GGT-TGG-GG

B-lactoglobulin) C6

I11-1.4 Tampons

Tous les réactifs pour tampons étaient de qualité analytique et obtenus aupres de Sigma-
Aldrich-Merck ou de VWR International. Aprés préparation, les tampons ont été conservés a +4 °C
pendant un mois. Avant d’étre utilisés, tous les tampons ont été filtrés a travers avec des filtres de
0,22 UM et dégazés par ultra-sonification et, pendant I’expérience SPRi, par I’instrument de
dégazage relié a notre systeme SPRi. Les tampons et solutions suivants ont été utilisés pour
différentes expériences SPRi:

- Le tampon d’immobilisation pour les différents récepteurs était identique a leur solution de
stockage, sauf mention contraire.

- Tampon de course:

1. Solution saline tamponnée au phosphate (PBS) pH 7,4 contenant 20mM de phosphate de sodium,
137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCI (appelée "tampon de cours PBS sans sels divalents™ ou "tampon
de cours PBS sans MgCl; et CaCl." dans les chapitres suivant);

Derniérement, un tampon PBS contenant en plus 1 mM de MgClI; et de CaCl; a été utilisé
(appelé "tampon de course PBS avec MgCl et CaCl>" ou "nouveau tampon de course
PBS").

2. Tampon d’acétate d’ammonium (AcNH4") pH 7,5 contenant 10 mM d’acétate d’ammonium.

- Solutions de régénération des surfaces: glycine 0,1 M pH 2,0 et/ou NaCl 1 M.

102



I11-2 Méthodes et approches analytiques

Le couplage SPR / MS comprend trois étapes principales (Figure I11-1): création de la
chimie de surface (monocouche PEO auto-assemblée (SAM) activée avant I’immobilisation des
récepteurs avec la chimie NHS-DCC) sur la surface de la biopuce avec la prochaine immobilisation
des récepteurs, expérience SPRi avec la prochaine récupération de la biopuce et le rincage a I’eau
éventuel et, enfin, application de la matrice MALDI et analyse MS.

La fonctionnalisation du support, suivie de I’immobilisation des récepteurs (Figure I11-1)
est la premiere étape. Le support, appelé ensuite "biopuce”, est constitué d’une lamelle de verre
(e x Lx1=500mm x 28 mm x 12 mm) recouvert de chrome 1,5 nm £ 0,5 nm et d’une fine couche
d’or (53 nm = 3 nm) indispensable a la mesure SPR. Toutes les lamelles de verre ont été
commandées aupres de SCHOTT-AG (Suisse).

LWL S h mol ot
\FUs
LR AP Py
4 4 )
Yy KA Bomoece 4 &
a) UV, ozone / NHS
R b)PEO VoA E \
o PROT-NH, H
> —_ [—] —p —
VERRE
\\I// \\I// \\I// Spectre de masse
7 | SN
(— —— —_—
Immobilisation et activation des SAM immobilisation des récepteurs
Chimie des Analyse

surfaces MALDI-TOF Liinstrument MALDFTOF

Biopuce

Transfert de biopuces

‘ dans une plaque MALDI
L'instrument SPRi [N St tl TEE L LT TS ‘Q plag
., )
N
1 \VAVAY) ‘ -
Angld N s p
o [ . , ot AV -
= WUy e YYY / 7
i 4 /
1 b it \ 7/ ) 7
£ R | R 7
LVAVAY] 4
Ll Temps /
Ligne de base Association Dissociation Récupération de la Appl-canm t:; lla matrice
biopuce

SPRi sensorgramme

Figure I11-1: Ilustration des différentes étapes de | 'expérience de couplage SPRi-MS

Lors des expériences SPRi, la biopuce est positionnée sur un prisme en verre couvert avec
une huile incolore, ayant le méme indice de réfraction optique - appelée "matching oil" a I’interface
entre la biopuce et le prisme. Elle sert a assurer la continuité du passage optique entre le prisme et
la lamelle de verre. La photo de la biopuce montée sur le prisme en verre (mais non alignée avec
celui-ci) est présentée a la Figure I11-2.
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Figure 111-2: Photo de la biopuce montée sur le prisme en verre avec la matrice MALDI
déposée apres | ’expérience SPRi sur les sites ou les récepteurs ont été immobilisés.

I11-2.1 Fonctionnalisation de la surface des capteurs

Avant I’expérience SPR, la surface de la biopuce, qui a été préalablement traité par UV-
ozonolyse, subit une modification chimique afin de fournir un point d’ancrage pour les récepteurs.
La chimie de surface réalisée tout au long de ces travaux a été brevetée par le laboratoire en 2009
en collaboration avec Horiba (brevet international n° WO 2009/071852 A2).

Cette chimie a la surface des biopuces consiste en PEO SAM fournissant un faible taux
d’adsorption non spécifique, elle est également compatible avec I’expérience SPRIi et I’analyse
MS [111]. En outre, elle permet également la digestion enzymatique in situ, permettant
I’identification sans ambiguité des ligands avec I’analyses MS/MS en tandem suivant [111]. La
plupart des SAMs décrites dans la littérature pour les applications de SPR sont basées sur des
chaines d’alcanethiolate dérivées de I’acide tri- ou hexa- (éthyléne glycol) carboxylique, utilisant
principalement I’acide mercapto-undécanoique (MUA). Cependant, la fonctionnalisation de
surface avec ces chaines aliphatiques entraine une forte adsorption non spécifique par les
interactions hydrophobes, ce qui interfere avec I’analyse SPR et la détection par MS.

C’est pourquoi dans ce travail nous avons choisi de fonctionnaliser le support SPR avec
une SAM plus polaire, utilisant des chaines courtes de polyoxyéthyléne glycol (PEO, huit unités
d’oxyéthylene), qui permettent de minimiser les interactions non spécifiques [111], [173].

L’immobilisation covalente des récepteurs, des protéines (généralement des anticorps)
et/ou des acides nucléiques (c’est-a-dire des aptameres), a été réalisée via une liaison amide entre
la fonction acide carboxylique libre (-COOH) du PEO constituant la SAM préalablement greffée
sur le support SPR, et les fonctions amines (-NH2) portées par les protéines ou par des
oligonucléotides synthétisés chimigquement. Avant I’immobilisation des récepteurs, une étape
supplémentaire était necessaire — I’activation des fonctions -COOH avec le mélange N-NHS/DCC.
Le protocole de fonctionnalisation de la surface compléte est donné en Annexe I.
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111-2.2 Analyse SPR par imagerie (SPRi)

La prochaine étape consiste a évaluer par SPRi I’interaction entre les récepteurs
immobilisés a la surface de la biopuce et ses ligands potentiels en solution. Cela commence par
une passivation de la surface du biocapteur, c’est-a-dire une neutralisation des fonctions libres (non
couplées avec NHS). Cette passivation se fait directement dans I’instrument SPRi-Plex, par deux
injections de L-lysine 1 mM et, éventuellement, par une injection supplémentaire de 200 pg/mL
(=3 uM) de BSA.

Des solutions de ligands a différentes concentrations sont ensuite injectées, et les
interactions récepteur / ligand sont suivis en temps réel. Lorsque I’analyte circule sur la surface du
capteur et des interactions se produisent avec des récepteurs immobilisés, on observe une variation
de P’indice de réflectivité en fonction du temps, qui est enregistrée sur un sensorgram
(Figure 111-3 A). La phase de dissociation suivante commence lorsque la solution d’analyte est
remplacée par un tampon de course et que le complexe analyte-ligand formé se dissocie, ce qui se
traduit par la diminution du signal sur le sensorgramme. L’instrument SPRi offre également
I’avantage de contrOler par imagerie I’ensemble du processus d’association-dissociation de la
biopuce en temps réel par une caméra CCD haute résolution (Figure 111-3 B). Les données obtenues
a partir des sensorgrammes permettent de calculer les constantes de vitesse d’association (ka) et de
dissociation (kq) et de déterminer I’affinité de liaison. Par conséquent, SPRi peut fournir une grande
variété d’informations importantes sur les interactions biomoléculaires, notamment la spécificité,
I’affinité, la cinétique et la thermodynamique des complexes en interaction.

Dans nos études, des mesures SPR ont été effectuées pour caractériser I’interaction entre
B-lactoglobuline et ses récepteurs, thrombine/prothrombine et leurs récepteurs, et entre amyloide-f
(AP) 1-40 et ses récepteurs correspondants; en outre, ces études ont également permis d’étudier le
comportement de récepteurs de nature diverse en présence de protéines non spécifiques. Les
mesures ont été effectuées sur un instrument SPRi-Plex (Horiba-Scientific). L’appareil est équipé
d’une diode électroluminescente dont la longueur d’onde de travail est 660 nm. Le logiciel utilisé
pour controler I’appareil SPRi est SPRiView P4.1.0 (Horiba-Scientific). Les mesures de réflectivité
ont été effectuées dans une cellule fluidique thermostatée a 25° C avec un angle fixe; I’angle de
travail a été défini avant le début de I’expérience. Avant les injections cibles, la passivation de la
surface a été systématiquement réalisée par deux injections de L-lysine 1 mM et, finalement, de
BSA 200 ug/mL (=3 uM); les deux solutions ont été préparées dans un tampon de course.

Le tampon de course était soit de I’acétate d’ammonium 10 mM pH 7,5, soit du
tampon PBS 10 mM pH 7,4, selon le couple récepteur-ligand utilisé. Les protéines/peptides cibles
ont éte diluées dans le tampon de course, et injectées a un débit de 50 uL/min en utilisant une
boucle d’injection de 200 pL. A la fin de I’injection, une solution de glycine-HCI 0,1 M pH 2,0
et/ou de NaCl 1 M a été utilisée pour dissocier les interactions récepteur/ligand et afin de régénérer
la surface de la biopuce.
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Figure I11-3: Représentation schématique de |’expérience SPRi (A). Sensorgrams typique
pendant | ‘expérience SPRi (B).

Au cours de I’expérience SPRI, la variation de réflectivité AR (en %) est mesurée, et la
machine déduit le taux de récupération de la surface I' (en pg/mm?) de la formule suivante :

AR Ly
~ Spr - én/sC

Dans cette formule, L, est la pénétration de I’onde évanescente dans le milieu (en nm). Elle dépend
de la longueur d’onde utiliseée et du métal traversé. Dans notre cas, avec une longueur d’onde de
660 nm et avec la couverture par I’or de la surface, cette valeur est de 102 nm. Le paramétre én / 6C
représente I’incrément d’indice et est exprimé en RIU / pg / mm?3. 1l dépend des molécules étudiées,
et est de 1,9 x 10"2° RIU / pg / mm?® pour les protéines et les oligonucléotides. Enfin, Spr est la
sensibilité, elle est obtenue par une mesure d’étalonnage de I’appareil et s’exprime en variation de
réflectivité en fonction de I’indice de réfraction (RIU).

L analyse quantitative des donnees expérimentales a été effectuée par le logiciel SPRi
Analysis 1.2.1 (Horiba-Scientific) qui calcule les densités de surface en pg / mmz2, qui peuvent
ensuite étre transcrites en fmol / mm?2 du ligand capturé. A la fin de I’interaction, la solution
dénaturante (0,1 M glycine-HCI, pH 2 ou 1 M NacCl) est injectée afin de régénérer les récepteurs.
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Lorsque I’analyse par MS est effectuée apres I’expérience SPR, la derniére injection de
solution contenant le(s) ligand(s) potentiel(s) est suivie uniquement de I’étape de dissociation, au
cours de laquelle le tampon de course est laissé de passer librement par la surface de la biopuce,
afin de rincer le matériel lié non spécifiquement.

111-2.3 Analyse par MS

De que I’expérience SPR est terminée, la solution de matrice MALDI est déposee a la
surface de la biopuce sur chaque site ou un récepteur a été immobilisé et sur plusieurs sites sans
récepteurs pour servir de contréle (Figure 111-4). Le volume par site pour le dépdt manuel de la
matrice était 0,11 uL. Avant I’analyse par MALDI-TOF, tous les sites ou la matrice a été déposee
ont été séchés a I’air. Cette procédure permet la co-cristallisation des ligands avec I’exces de
matrice, qui permet de désorber et d’ioniser I’échantillon, tout en le protégeant du rayonnement
laser. Apres le séchage de la matrice, la biopuce est insérée dans une plaque MALDI spécifique
(adaptée pour I’analyse des échantillons de tissus). La plaque est ensuite introduite dans le
spectrometre de masse, et chaque point est interrogée par MALDI-MS (Figure 111-4).

A

Figure 11-4: Photo de la plaque cible MALDI avec les biopuces montées.

Il existe une grande variété de méthodes de dépot de matrice. La méthode des gouttelettes
séchées [97] est I’'une des plus couramment utilisées. Elle consiste a préparer un mélange matrice/
échantillon en phase liquide, a déposer ce mélange sur le support d’analyse et a attendre la co-
cristallisation des composés (séchage a I’air). Cette technique est simple, rapide et efficace, mais
elle nécessite que la matrice et I’analyte soient solubles dans des solvants miscibles. Une autre
méthode populaire, appelée "méthode sandwich", consiste a déposer la matrice seule sur le support,
en attendant sa cristallisation, puis a déposer I’échantillon sur les cristaux préformés en tant que
deuxiéme couche. Aprés séchage de ce dernier, une petite quantité de matrice est a nouveau
déposée, formant ainsi un "sandwich" de matrice avec I’échantillon cristallisé a I’intérieur. Cette
méthode est plus longue, mais permet d’obtenir un analyte plus uniformément réparti. Néanmoins,
les deux méthodes deécrites précédemment présentent certains inconvénients, qui sont
particulierement critiques pour le couplage SPR-MS. Le dép6t manuel de la matrice et le séchage
a I’air du mélange matrice/échantillon peuvent entrainer une distribution non homogene de
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I’échantillon et une délocalisation des ligands, ce qui complique sérieusement I’analyse par SPR-
MS. Afin de surmonter ces inconvénients, la pulvérisation de la matrice a été introduite. Le dép6t
de matrice par des pulvérisateurs de matrice disponibles dans le commerce ou par une source
d’électrospray convertie [267] peut également étre utilisé pour obtenir un depdt de matrice fin et
régulier. Ces méthodes ont trouve une application particuliére dans les systémes d’imagerie MS,
ou la localisation précise de I’analyte et le séchage trés rapide de la matrice (en raison des
minuscules gouttelettes de la matrice produites lors de la pulvérisation) permettent d’obtenir une
empreinte fiable du spectre de masse du tissu analysé. Dans ce travail, deux méthodes de dépét de
matrice ont été utilisées: le dép6t manuel de la matrice de type "gouttelette seche" et la pulvérisation
de la matrice par la source d’ionisation par électrospray de désorption convertie (desorption
electrospray ionization source, DESI, en cours de développement au laboratoire).

Dans le cadre de ce travail de these, I’instrument Autoflex Speed MALDI-TOF/TOF MS
(Bruker Daltonics, Bréme, Allemagne) a été utilisé. Cet instrument est équipé d’un laser
SmartBeam II™ (laser Nd: YAG modifié) pulsé a une fréquence de 1 kHz. Les spectres ont été
enregistrés en mode positif linéaire (retard 450 ns, tension de source d’ions 1 (1S1): 19,5 kV,
tension de source d’ions 2 (1S2): 17,65 kV, tension de la lentille: 6,5 kV). L’acquisition des spectres
MALDI a été effectuée dans une gamme de masse 5000-100000 Da (ou 2000 - 35000 Da pour
I’analyse AP 1-40), et 1000 coups ont été ajoutés pour chaque spectre. Les spectres de masse ont
été traités par le logiciel FlexAnalysis (version 3.3.80.0, Bruker Daltonics). L’instrument a été
calibré en utilisant les ions mono- et multi-chargés des solutions standard de BSA et de myoglobine
(Sigma-Aldrich-Merck, France). Les principales matrices utilisées dans ce travail étaient des
solutions de 10 mg/mL de SA dans 70/30 (v/v) I’eau (avec 0,3 % de TFA)/acétonitrile et de HABA
dans 50/50 (v/v) I’eau (avec 0,1 % de TFA)/acétonitrile. Les résultats de I’analyse MS avec de la
matrice SA directement a partir de la surface dorée des biopuces étaient toujours inférieurs a ceux
avec de HABA et, par conséquent, ne sont pas représentés ici. SA a été principalement utilisé pour
I’analyse et le contrdle de I’état des protéines utilisées dans ce travail de doctorat.

Deux types d’analyse MS ont été effectués: le sondage classique de ROIs avec le laser et
I’analyse de la surface par imagerie MS. Dans le cas de I’analyse MS classique contr6lée
manuellement, les résultats sont obtenus pour chaque site de la biopuce en sondant différentes
régions du site, ce qui nécessite souvent la recherche de ce que I’on appelle le "hot-spot", c’est-a-
dire des grands clusters de la matrice a I’intérieur desquels le ligand est de préférence co-cristallisé.
Cette analyse MS demande beaucoup de temps et n’est pas rigoureuse; de plus, le nombre de tirs
laser est limité par I’épaisseur de la couche de matrice dans le cluster.

Au contraire, le principal avantage de I’analyse par imagerie MS est le balayage automatisé
de la surface de la biopuce par la méthode AutoXecute avec du logiciel déedié FlexControl
(Bruker Daltonics). Cet instrument est capable de générer des images de la distribution des ions de
I’analyte a la surface pour chaque ROI prédeterminé apres la conversion des données automatique
par le logiciel Fleximaging 2.1 (Bruker Daltonics). Différents parametres peuvent étre choisis pour
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la méthode AutoXecute, qui permet un balayage rapide, rigoureux et reproductible de la surface de
la biopuce.

111-3 XPS

Avec le temps, la diminution des performances des biopuces a été observée
("vieillissement™ de I’or) se traduisant par un mauvais contraste en imagerie SPRi, et par un faible
niveau ou méme I’absence d’interactions récepteur-ligand. J’ai analysé notre modele récepteur-
ligand utilisé (B-lactoglobuline) par MS et n’a trouvé aucuns signes de dégradation. Nous avons
donc di rechercher I’origine dans la qualité des produits chimiques - tous les produits chimiques
utilisés pour le nettoyage et la fonctionnalisation des biopuces, ainsi que pour toutes les étapes
expérimentales SPRi (par exemple, le tampon d’acétate d’ammonium ou tout autre type de solvant)
ont été commandés a nouveau et utilisés a la livraison. Cela n’ayant pas résolu nos difficultés, nous
avons décidé de vérifier les étapes initiales de nettoyage, qui consistaient notamment a rincer les
lamelles avec de I’acétone et de I’éthanol absolu avant le traitement par UV-ozonolyse. La derniere
étape est la méthode courante pour libérer les substrats des contaminations (par exemple des traces
d’huiles, de résines, de silicones ou de tout résidu de solvant de nettoyage, etc.) par un processus
d’oxydation photosensibilisé dans lequel les molécules contaminantes sont excitées et/ou
dissociées par I’absorption de rayons UV de longueur d’onde courte [268]. Nous avons donc
remplace la lampe UV par la nouvelle et augmenté la durée du traitement de 20 min a 1h30, ce qui
a donné des résultats positifs. L activité des biopuces a été partiellement récupérée; cependant, une
procédure de traitement aussi longue ne convenait pas a notre objectif et nous avons décidé de
commander de nouvelles lamelles (utilisées comme support pour la préparation ultérieure des
biopuces). Avec les nouvelles lamelles, nous avons observé une récupération compléte des
performances avec un temps de traitement et de fonctionnalisation minimal (20 min de traitement
UV-ozonolyse), ce qui correspondait totalement au protocole établi précédemment dans notre
laboratoire.

La différence de performance des lamelles de verre, recouvertes d’une fine couche de métal
aprés un long stockage (environ 5 ans) et des celles récemment fabriquées n’avait pas été signalée
auparavant, nous avons donc décidé d’étudier I’origine du probléme. Nous avons suggéré que la
raison possible de ces différences pourrait étre la présence d’une contamination "résiduelle”, qui
ne peut pas étre éliminée lors du nettoyage initial avec de I’acétone pure et de I’éthanol absolu, et
ne peut étre que partiellement éliminée apres le traitement d’une heure et demie par UV-ozonolyse.
Afin de trouver la cause réelle de ce probléme, nous avons utilisé I’analyse XPS de la surface
de I’or.

L’analyse XPS a été effectuée par F. Miserque au CEA Saclay, en France. Aucune
différence n’a été constatée entre les lamelles fraichement recues et celles stockees, a I’exception
d’une légere augmentation du niveau d’oxydation de la surface de I’or. Donc, I’effet du
"vieillissement" de I’or doit étre étudié encore. 1l est vraisemblable qu’une oxydation de la surface
accompagnee de dépots de salissures apparaissant lors du stockage malgre les précautions prises,
entrainent une mauvaise qualiteé d’immobilisation et par conséquent la dégradation des
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performances. Pour les expériences décrites dans ce travail, seules des nouvelles lamelles (n’ayant
pas montré de problémes lors des expériences SPRi-MS) ont été utilisées.
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Chapter IV. Microarrays a anticorps pour
le couplage SPRi-MS. Déeveloppement de

I’Imagerie par spectromeétrie de masse
(MSI).
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La reconnaissance biomoléculaire est au cceur de la biodétection [269] car de ses propriétés
dépendent la spécificité, la sélectivité, la cinétique de la détection de I’analyte et in fine la sensibilité
du biocapteur. Ces parameétres sont a prendre en compte pour le développement du biocapteur.
Ainsi, le point de départ de la création d’un biocapteur est la compréhension du processus et des
propriétés d’interaction des molécules sondes, comme les anticorps ou les aptameres, au cours de
la reconnaissance, avec les molécules cibles - les analytes.

Tout au long de ces travaux, nous avons principalement traité des interactions entre les cing
protéines de la Figure IV-1 (thrombine et prothrombine, B-lactoglobuline et ovalbumine, ainsi
que BSA) et un peptide (Amyloide-p 1-42) avec leurs récepteurs. Ces biomolécules ont été choisies
en particulier pour couvrir une large gamme de masse, et eévaluer I’influence de la masse et la
présence d’éventuels contaminants sur la détection des antigénes, la sensibilité en MS. L’objectif
est également de comparer les performances des récepteurs anticorps bien connus, aux nouveaux
types de récepteurs, notamment les aptameéres et les nanocorps (les résultats pour les nanocorps ne
sont pas inclus dans ce chapitre, mais dans le Chapitre VII). Les autres raisons qui ont également
guidé notre choix ont été la possibilité d’utiliser ces protéines pour des applications biologiques
concrétes et la disponibilité commerciale des récepteurs associés.

Ovalbumine (10VA) B-lactoglobuline (1BEB) Amyloide-p 1-40 (2LFM)
MW ~ 44 kDa MW ~ 18 kDa MW ~ 4 kDa
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a-thrombine (3U69) Prothrombine(4NZQ) Albumine de sérum bovin (BSA, 3V03)
MW ~ 37 kDa MW ~ 72 kDa MW ~ 66 kDa
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Figure IV-1: Les différentes protéines testées.

Comme la résonance plasmonique de surface fonctionne sur le principe d’une balance
détectant une accumulation de masse a la surface de la biopuce, les résultats des différentes
interactions peuvent étre formulés sous la forme d’une quantité de ligand retenu sur le microarray
de récepteurs en picogrammes par millimetre carré (pg / mm2). Toutefois, afin d’évaluer les
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différentes interactions, permettre des comparaisons, ces quantités ont été converties en densités
de surface de ligands retenus exprimées en femtomoles par millimétre carré (fmol / mm?). Ainsi,
la conversion du pourcentage de réflectivité en densité de surface (fmol / mm2) sera effectuée pour
tous les resultats présentés dans les différentes parties de chapitres suivants.

La B-lactoglobuline bovine, avec soit un anticorps spécifique, soient des aptaméres, ont
servi de couple "modele" ligand-récepteur pour la comparaison des performances de différents
récepteurs et I’optimisation des conditions expérimentales en SPRi-MS. La protéine a-thrombine
humaine avec ses récepteurs a servi au développement d’un biocapteur mixte anticorps/aptaméres
pour le couplage SPRi-MS.

Une chimie de surface dédiée a été utilisée pour I’immobilisation des récepteurs sur la
surface du biocapteur. Bien que les surfaces d’or puissent étre directement fonctionnalisées avec
des récepteurs thiolés, I’utilisation de SAM pour une conjugaison ultérieure avec les récepteurs,
peut apporter un avantage significatif par rapport au greffage direct. La fonctionnalisation de la
surface par une SAM peut empécher I’adsorption non spécifique des récepteurs sur la surface de
I’or, aider a contréler I’immobilisation des aptameéres par greffage au site spécifique et, en outre,
fournir une chimie de surface efficace contre la liaison non spécifique des ligands [270].

IV-1 Microarrays a anticorps pour le couplage SPRi-MS

Bien que la chimie de surface PEO-NHS utilisée dans ce travail ait déja été introduite il y
a plusieurs années au laboratoire [111], [173], le couplage SPRi-MS souffre encore d’un manque
de sensibilité, qui pourrait étre corrigé en particulier avec I’amélioration du protocole de
modification de la surface. Par conséquent, I’un des objectifs de ce chapitre est I’évaluation de la
qualité de la réponse SPRi en fonction de changements apportés au protocole de modification de
surface décrit dans le Chapitre Ill. Les principaux changements ont consisté en |’adaptation
(augmentation) de la durée de traitement UV des lamelles de verre de 15 a 20 minutes,
I’augmentation du temps d’activation des PEO thiolés déposés et du temps de greffage des
récepteurs de 2 a 16 heures. Ces modifications ont dii étre apportées suite au renouvellement du
stock de lamelles de verre recouvertes d’or (lot de 2010 remplacé par un lot de 2016).

Les anticorps polyclonaux anti-p-lactoglobuline de lapin, I’immunoglobuline G de souris
(IgG, comme contr6le négatif) ont été immobilisés a une concentration de 6 uM dans des solutions
contenant 5% de glycérol sur la biopuce fonctionnalisée avec une monocouche de PEO thiolés
activés par la chimie NHS/DCC.

Tout d’abord, la B-lactoglobuline et I’ovalbumine (en tant que ligand non spécifique pour
tester la sélectivité des récepteurs) ont été injectées successivement a des concentrations de
1 pg/mL, 10 pg/mL et 100 ug/mL (pour I’ovalbumine), afin de visualiser les interactions
anticorps/antigéne et de vérifier leur spécificité et leur sélectivité. Chaque injection de protéine a
ensuite été suivie d’une injection de solution de régénération. Enfin, un dernier cycle a consisté en
une injection de B-lactoglobuline a une concentration de 100 pg/mL, sans régénérer les récepteurs
immobilisés a la surface de la biopuce pour I’analyse MS suivante.
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Les sensorgrammes représentés sur la Figure V-2 A montrent la réponse SPR obtenue a
partir des sites d’anticorps anti-p-lactoglobuline (courbe rouge), les 1gG de souris (courbes en
pointillé bleu foncé) utilisées comme controle négatif. Les sensorgrammes ont été obtenus a la suite
de différentes injections de solutions commerciales de B-lactoglobuline et d’ovalbumine de
concentrations croissantes dans un tampon de course d’acétate 10 mM, pH 7,5, sans soustraction
du signal obtenu a partir de la surface passivée (courbe solide bleu foncé).
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Figure 1V-2: (A) sensorgrammes SPRi obtenus suite a différentes injections de solutions
commerciales de [-lactoglobuline et d’ovalbumine & des concentrations croissantes dans le
tampon courant d’acétate d ‘ammonium 10 mM pH 7,5. (B) Image de différence observée avec le
logiciel SPRi pendant I’injection des protéines.
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La premiére observation est que la réponse obtenue (exprimée en % de réflectivité) a partir
des anticorps anti-p-lactoglobuline n’est importante que lors de I’injection du ligand correspondant,
et que I’augmentation de la réflectivité est croissante avec I’augmentation des concentrations
injectees.

La seconde observation est qu’aucune réponse non spécifique n’a été observée (<0,02% de
réflectivité) avec les sites d’IgG de souris. Le fait qu’une augmentation de la réflectivité ne soit
observeée que sur les spots récepteurs specifiques, refléte I’absence de réaction croisée et indique la
bonne spécificité des anticorps anti-p-lactoglobuline. En outre, I’absence d’interaction sur les zones
de biopuces sans récepteur (surface passivée - contrdle positif) indique également que la chimie de
surface utilisée (PEO-NHS) permet de minimiser les interactions non spécifiques. L’adaptation du
protocole de fonctionnalisation de la surface existant précédemment a permis de créer des biopuces
robustes pour I’analyse SPRi en utilisant des anticorps comme modele de récepteur.

Apres I’analyse SPR, les biopuces ont été systématiquement retirées de I’appareil SPR,
rincées avec de I’eau MilliQ et séchées avec un flux d’air. De la matrice MALDI (acide 2-(4-
hydroxyphénylazo)benzoique, HABA), a ensuite été déposée sur chaque site ou un récepteur était
immobilisé sur la surface des biopuces, ainsi que sur certaines zones de surface. L’analyse MALDI-
TOF par interrogation manuelle des sites ou un récepteur a été immobilisé a été effectuée au début,
mais cette méthode était fastidieuse et ne permettait pas une analyse approfondie de toute la surface
couverte par la matrice. Au lieu de cela, un balayage automatisé pas MS a été mis en place, puis
systématiquement réalisé pour analyser la surface des biopuces a la suite des expériences SPRi.
Les résultats obtenus sont identiques a ceux obtenus manuellement (données non présentées). Les
résultats de ce dernier sont discutés ci-dessous au V-2 .

V-2 L’imagerie MS: une nouvelle étape dans I’analyse SPRi-MS
La technique de SPRi couplée a I’imagerie par spectrométrie de masse par désorption laser
assistée par matrice (SPRi-MALDI MSi) permet I’acquisition d’informations complémentaires a
partir d’une seule surface. Jusqu’a présent, cette méthode n’a été rapportée que pour I’analyse des
transferts de tissus hépatiques par SPRi-MALDI-TOF MSi [271] et pour I’analyse des interactions
entre I’anticorps anti-phosphotyrosine et les peptides phosphorylés dérivés du facteur de croissance
épidermique dans le cadre de la caractérisation de la protéine tyrosine phosphatase YopH produite
par la bactérie Yersinia pestis [272]. Dans ce dernier cas, les auteurs avaient immobilisé le ligand
(différents peptides synthétiques) sur la surface du capteur, tandis que les molécules de récepteur
passaient en solution a travers la cellule SPR. McKee et al. ont appliqué la technique MSi pour
visualiser I’ensemble du microarray en une seule image composite en recueillant une trame
prédéfinie de spectres MALDI-TOF MS a partir de la surface des lames de polycarbonate
commercial recouvertes d’or, imprimees avec des peptides, mais I’application rapportée présentait
de graves inconvénients. Tout d’abord, des peptides biotinylés synthétiques ont été imprimés a
I’aide d’une imprimante a jet d’encre sur des lamelles commerciales colteuses. Deuxiémement, il
fallait systématiquement retirer soigneusement le couvercle de la puce SPRi a I’aide d’une pincette,
avant de laver la surface et d’appliquer la matrice. Ensuite, le dép6t de la matrice MALDI a d{ étre
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effectué a I’aide d’un pulvérisateur automatique uniquement, afin d’éviter la délocalisation des
ligands. Enfin, concernant la plaque MALDI en acier, les auteurs ont utilisé un adaptateur spécial
pour lamelle de microscope. La puce a été fixée dans cette plaque MALDI avec du ruban de cuivre
qui a ponté les surfaces conductrices de la plaque et de la lamelle (puce SPRi) [272]. Par
conséquent, le travail décrit dans ce chapitre est I’un des tous premiers exemples de suivi des
interactions ligand-récepteur type protéine-protéine par couplage SPRi-MSi.

IV-2.1 MALDI MS sur biopuce: analyse par imagerie MS aprés expérience
SPRi (biopuce a anticorps)

Le dép6t de la matrice MALDI a été effectué principalement manuellement dans ce travail.
Toutes les zones recouvertes par la matrice (a la fois le récepteur et le contrdle) ont été definies
comme des régions d’intérét (ROI) et ont été balayées séquentiellement selon le procédé d’imagerie
MALDI-TOF. Chaque ROI a fourni un résultat MSi distinct, contrairement a I’image unique pour
toute la surface du microarray décrite par McKee et al [272]. Chaque ROI a été automatiquement
divisé en zones de tir laser (& ~200 um), le nombre total de tirs laser dépendant donc de la taille de
la ROI. Les spectres de masse obtenus a partir de chaque ROI ont été moyennés pour produire un
seul spectre de masse par ROI. A la fin du balayage, le logiciel MSi est capable de superposer la
photo de la surface de la biopuce avec la distribution de I’intensité des ions pour une valeur m/z
sélectionnée, appelée filtre de masse.

L analyse MSi permet une analyse visuelle aisée de la biopuce a la suite des expériences
SPRi: selon la valeur du filtre de masse choisi, ce procédé par imagerie permet de localiser
rapidement la distribution des ions ligands a I’intérieur de la ROl et d’en évaluer la proportion, car
I’intensité de la coloration dépend de I’abondance de I’ion.

L’image obtenue par MALDI-TOF MSi a partir d’un microarray de récepteurs anti
B-lactoglobuline utilisant un filtre de masse a m/z 18364 (couleur rouge correspondant aux ions
[M+H]* de la B-lactoglobuline) est représentée sur la Figure 1V-3 A. Trois zones rouges
relativement brillantes ont pu étre distinguées au niveau des sites d’anticorps anti-p-lactoglobuline
(ROI # 04, 12 et 13).

Le spectre de masse moyenné typiquement obtenu a partir de chacune des sites ou un
anticorps a été immobilisé (Figure 1V-3 B) présente des signaux a m/z 18364 et 9183
correspondants a des ions de la B-lactoglobuline, les formes mono- et doublement chargées de la
protéine ([M+H]* et [M+2H]?"). Les spectres de masse moyennés & partir des sites de controle
(I’exemple d’un spectre de masse enregistré a partir d’un site de contréle négatif est représenté sur
la Figure 1V-3 C) étaient en accord avec les résultats obtenus lors de I’expérience SPRi - aucun ion
de la B-lactoglobuline ou de I’ovalbumine n’a été détecté par MS. Ce résultat confirme une bonne
specificité et sélectivité de I’interaction entre la B-lactoglobuline et son anticorps respectif.

La coloration jaune des ROI de contr6le (ROI controle #06, 07 et 09) correspond a la
couleur de la matrice HABA déposee sur la surface; ces ROIs n’ont pas de coloration rouge, ce qui
signifie qu’aucun ion de la valeur m/z sélectionnée n’a été détecté. Tous les autres sites de récepteur
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de la Figure V-3 correspondant & des sites d’anticorps anti ovalbumine, n’ont pas interagi avec la
B-lactoglobuline et ne présentent donc aucune coloration aprés application d’un filtre de masse.

On peut observer sur la Figure 1V-3 A que B-lactoglobuline est distribuée de maniere
homogeéne sur les ROI #04 et 13, alors que sur le ROI #12, elle est concentrée en un seul endroit
correspondant a un "hot-spot” de matrice, comme deécrit précédemment dans le Chapitre Il
Matériels et méthodes. Ce probléme probablement causé par la méthode de dép6t manuel de la
matrice (selon la méthode de la "gouttelette séchée™), peut étre évité par un autre mode de dép6t de
la matrice, en particulier par nébulisation. A cette fin, nous avons converti une source DESI en
nébuliseur de matrice. Les résultats préliminaires obtenus avec celle-ci par MALDI-TOF MSi sont
présentés ci-apres.
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Figure IV-3: Résultats de |'imagerie MALDI-TOF MS obtenus apreés | ’expérience SPRi
dans un tampon d’acétate de 10 mM, directement a partir de la surface de la biopuce au format
microarray d’anticorps anti f-lactoglobuline immobilisée sur la chimie PEO-NHS. Spectres de
masse typiques obtenus a partir (A) des ROIs d anticorps anti f-lactoglobuline et (B) des ROIs de
contréle négatif et positif, en mode linéaire positif en utilisant la matrice HABA. Chaque spectre
de masse est la moyenne des spectres de masse obtenus a partir du ROI. (C) Photo de la surface
de la biopuce avec superposition des résultats MS. Filtre de masse de couleur rouge appliqueé afin
de montrer la distribution des ions sur les ROIs analysés (numérotés et délimités par une ligne
pointillée).

IV-2.2 Effet du dép6t de matrice par nébulisation sur I’analyse des biopuces
SPRIi par imagerie MS
L’analyse MALDI-TOF MS repose sur l’utilisation d’un composé organique, appelé

matrice, qui agit comme un intermédiaire entre I’échantillon et le laser. La matrice contribue a

vaporiser et a ioniser I’échantillon, en le protégeant de I’irradiation laser. Une fois que la matrice
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MALDI appropriée a été choisie pour une application particuliére, il faut s’assurer que sa methode
de dépot est adéquate, afin de produire des données MALDI-TOF de qualité.

La méthode de la « gouttelette séchée » est une methode couramment utilisée pour tester
quelle matrice convient le mieux pour une application MALDI particuliere. Elle est également utile
pour confirmer la présence de molécules cibles, ou pour établir le profil d’un simple échantillon.
Cependant, cette méthode de dépdt de matrice est moins adaptée pour des expériences d’imagerie
MALDI. En effet, alors que le dépdt d’une goutte de matrice en solution peut entrainer une
redistribution des ligands sur la surface, I’utilisation d’un nébuliseur permet de limiter ce
phénomene. Pour acquérir des données de qualité, la surface entiere de chaque ROI doit étre
recouverte de maniére homogene d’une fine couche de matrice, en limitant la délocalisation de
I’analyte afin de conserver la distribution spatiale d’origine.

Les dispositifs d’application de matrice MALDI automatisés sont certes efficaces et
disponibles dans le commerce, mais leur prix élevé n’en a pas encore fait des instruments répandus.
C’est pourquoi, avec I’aide de V. Legros et W. Buchmann, une source DESI disponible au
laboratoire a été convertie en une plateforme de nébulisation de matrice (Figure 1\V-4).

Processus de pulvérisation de matrice

Orbitrap MS

Image prise par la caméra

Capillaire de pulvérisation

Biopuce fixée sur la
(source DESI)

plateforme mobile Caméra

Figure IV-4: P Photo du processus de nébulisation d’une solution de matrice MALDI
réalisée avec une source DESI convertie en sprayeur (tension désactivée). La distance appropriée
entre la sortie du capillaire et la biopuce est choisie au début de la nebulisation (~2 mm) et reste
constante tout au long du processus. La biopuce est fixée sur un support qui est déplacé
manuellement selon des axes x-y pour obtenir une couverture homogene de matrice; le processus
est contr6lé en observant | 'image produite par une caméra. L ‘objectif de la caméra est centré pour
visualiser simultanément le capillaire de spray et la surface de la biopuce afin de contréler le dép6t
de la matrice en temps réel.

Afin de vérifier la facilité d’utilisation et I’efficacité de la source DESI utilisée comme
nébuliseur de matrice, nous avons décidé de déposer de 0,25 pL d’une solution de protéines
(mélange de standards BSA/myoglobine) sur quatre sites. Les dépdts ont été séchés a Iair et la

118



solution de matrice a ensuite été appliquée par nébulisation au-dessus. La solution de matrice
HABA 10 mg/mL utilisée pour le dép6t manuel a éte diluée 10x fois afin d’éviter I’obstruction du
nébuliseur, les solutions de protéines et de matrice ont été préparées dans de I’acétonitrile 50/50
(v/v) I eau (avec 0,1 % de TFA). La tension a été désactivee et la caméra a été réglée pour observer

et contréler le processus de nébulisation. La distance et I’angle (i ~45°) entre le capillaire de spray
et la surface de la biopuce ont été ajustés (Figure 1\V-4). Le débit contrblé de I’azote a permis de
nébuliser la solution de matrice et de concentrer la pulvérisation & un débit de 2 pL/min sur une
petite surface, garantissant I’absence de délocalisation des analytes.

Afin d’obtenir un dép6t homogene de matrice, la biopuce a été installée sur une plateforme,
et cette plateforme a été déplacée manuellement ligne par ligne afin d’obtenir la couverture
souhaitée des sites d’intérét (sites ou les protéines ont été préalablement déposées). Le processus a
été contrdlé en suivant I’image produite par la caméra. Des expériences de nébulisation de matrice
ont été réalisées sur deux biopuces a un mois d’intervalle entre les deux, en raison de I’acces limité
au spectrometre de masse MALDI-TOF. Les conditions de nébulisation sont restées les mémes
entre les deux séries d’expériences, les seuls paramétres modifiés étant le temps de pulvérisation
par unité de surface (affectant I’épaisseur de la couche de matrice) et la distance entre le capillaire
de spray et la surface des biopuces.

La premiere observation est que I’épaisseur de la matrice doit étre suffisante pour couvrir
complétement I’échantillon et étre efficace lors de I’irradiation laser. En effet, la nébulisation de
matrice sur des sites de @ ~0,5 cm sur la premiére biopuce pendant 10 et 15 s par site n’a pas été
concluante. Lors de I’introduction dans le spectromeétre de masse, la matrice s’est évaporée, ou son
épaisseur était a peine suffisante pour permettre la sélection des ROIs. Par conséquent, sur la
deuxieme biopuce, la solution de matrice a été pulvérisée pendant une période plus longue,
c’est-a-dire 30 s et 1 min par spot. La nébulisation sur une plus grande surface (rectangle
de ~ 0,8cm x 1 cm) a également été effectuée. L analyse par I’imagerie MALDI-TOF a été
fructueuse cette fois — il était possible de reconnaitre et de délimiter facilement les ROIs. De plus,
les spectres MS des deux sites couverts par la matrice étaient identiques, pour les deux durées de
nébulisation de matrice 30 ou 60 s (Figure IV-5 A).

Un second parametre important a considérer est la distance qui sépare I’extrémité du
capillaire de spray de la surface (~2 mm). Si la distance était trop courte, nous avons observé la
délocalisation des gouttelettes de matrice (vues sur la caméra comme de minuscules gouttelettes
de matrice roulant sur la surface avant de sécher); si la distance était trop longue, la matrice
cristallisait avant de toucher la surface, provoquant une couverture hétérogéne. Cette couverture
hétérogéne de matrice a donné lieu a une coloration "faux-positif " au niveau des sites sans
protéines présentes sur la surface, en raison du faible rapport signal/bruit sur le bord des sites
(ROI #3 sur la Figure 1V-5 B). C’est pourquoi, la distance entre la sortie du nébuliseur et la surface
de la biopuce doit étre finement ajustée au début du processus de nébulisation de matrice pour
permettre une cristallisation de matrice instantanée dés que la gouttelette touche la surface.
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Figure 1V-5: Résultats de |'imagerie MALDI-TOF MS obtenus apres nébulisation de la
matrice sur les sites contenant un mélange de calibrants (mélange BSA/myoglobine) déposés sur
la biopuce fonctionnalisée avec la chimie PEO-NHS. (A) Spectres de masse moyennés obtenus a
partir des ROIs indiques. (B) La photo de la surface de la biopuce avec les filtres de masse de
couleur rouge et magenta montre la distribution des ions issus de la myoglobine sur les ROIs
analysés (numérotés et délimités par une ligne pointillée). ROl #3 présente une certaine coloration
sur le c6té gauche, malgreé |’absence de dépdt et de détection de protéines. Cet effet est causé par
une couverture de matrice hétérogene, qui se traduit par un niveau de bruit élevé générant un
résultat "faux-positif". Une photo miniature de la biopuce aprés | ‘application de la matrice avant
I’analyse MALDI-TOF est également représentée en bas a droite entourée d 'un cadre blanc.

L’ application de matrice par nébulisation a I’aide d’une source DESI est une méthode
intéressante, car elle permet de couvrir la surface d’une couche homogéne de la matrice. Bien que
cette méthode puisse étre utilisée pour augmenter les performances du couplage SPRi-MSi, nous
n’avons pas pu suffisamment la développer faute de temps. Les expériences décrites ont été
réalisées sur des surfaces plus grandes (@ ~0,5 cm), que celle de chaque site de récepteur d’un
veéritable microarray qui ne dépasse pas @ ~0,2 cm. La délimitation des ROIs apres la nébulisation
de la matrice, est rendue compliquée par I’absence de contours clairs des sites en particulier sur de
si petites surfaces.

Une autre option peut consister a pulvériser une solution de matrice sur toute la surface de
la biopuce. Dans ce cas, toute la zone couverte par la matrice sera balayée et traitée par le
spectromeétre de masse comme une seule ROI, ce qui devrait permettre d’éviter la sélection de ROI
site par site. Cependant, cette méthode de dépbt de matrice présente plusieurs inconvénients. Tout
d’abord, tous les spectres de masse obtenus a partir de la puce seront traités ensemble, en
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fournissant un spectre de masse moyen pour toute la surface. L’obtention d’un spectre de masse a
partir de chaque site de récepteur separément nécessite une étape supplémentaire, c’est-a-dire
I’interrogation des sites par traitement informatique, ce qui rallonge le temps d’analyse. De plus,
le temps d’analyse MS dépend fortement de la surface interrogée: pour un balayage séparé ROI
par ROl (comme effectué dans ce travail), il était généralement compris entre 30 min et 1h par
biopuce, alors que pour la couverture totale de la surface du microarray (~ 1 cm x 1 cm), ce temps
devrait doubler ou tripler, ce qui limite sérieusement la capacité d’analyse SPRi-MSi.

La gravure au laser de la surface de la biopuce avant la fonctionnalisation de la surface
pourrait étre I’une des solutions. L’idée consiste a délimiter les sites de la biopuce par ablation de
I’or autour des futures positions des sites récepteurs. Cela pourrait simplifier |’étape
d’immobilisation des récepteurs et I’étape d’application de la matrice, ainsi que celle de la
localisation des ROIs pour I’étape d’analyse MS. Les premieres biopuces d’essai avec des positions
de sites déelimitées ont été aimablement préparées par D. Farcage (CEA Saclay). L’ ablation par
laser de la surface de I’or a en effet facilité le repérage des sites de récepteurs et I’analyse par
imagerie MALDI-TOF de la surface; cependant, les biopuces n’étaient plus fonctionnelles pour
I’analyse SPRi. On peut supposer que I’effet observé a été causé par I’éjection et la redéposition
des matériaux pres de la zone d’impact du laser, ce qui a entrainé la pollution de la surface d’or.
Par consequent, la fonctionnalisation par la chimie de surface et le greffage ultérieure des
récepteurs ont toutes deux étés compromis, ce qui a conduit a I’absence de réponse du SPRi
(Figure V-6 A-B). Le dépdt du mélange d’étalons avec la solution de matrice sur les sites delimités
"libres” (ne contenant pas de récepteurs) a permis une détection efficace par MS des protéines
quelle que soit la géométrie des spots (spots en forme de "O" ou de "C", Figure 1V-6 C-D). Des
ajustements du protocole d’ablation de I’or étaient prévus, mais n’ont pas été réalisés en raison de
la limitation de temps.

En conclusion, la nébulisation de matrice permet d’obtenir une couverture homogene de la
surface de la biopuce, ce qui permet une détection plus efficace par MS. Les expériences de
nébulisation de matrice sur des mélanges étalons ont permis de détecter avec succes les protéines
déposées, et de déterminer les exigences minimales d’un dispositif d’application de la matrice par
nébulisation. Ce nébuliseur de matrice, en théorie, devrait augmenter la sensibilité et I’efficacité
globale du couplage SPRi-MSi, cependant, la nébulisation avec une source DESI nécessite le
déplacement manuel de la biopuce immobilisée sur son support, ainsi qu’un contréle visuel de
I’efficacité du dép6t de matrice. Des expériences supplémentaires sont donc nécessaires pour
adapter cette méthode au dépbt de matrice site par site, ou pour permettre la délimitation des sites
sans compromettre les propriétés de la surface de la biopuce. Dans ce dernier cas, I’ablation par
laser de la surface de I’or avec aspiration pourrait s’avérer utile — elle permettrait d’extraire et
d’éliminer le matériau ablaté, afin d’empécher sa dispersion vers la zone non traitée.
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Figure 1V-6: Sensorgrammes SPRi obtenus lors de I’injection de 150 pL de
p- lactoglobuline a 10 ug/mL dans le tampon de course (4) a partir de la biopuce ordinaire et
(B) a partir de la biopuce avec des ROIs délimités par ablation laser. L ‘image de la cellule SPRi
et I'image de différence correspondante sont représentées sous les sensorgrammes, ces images ont
été obtenues par SPRIi lors de | étape de dissociation. (C) Photo de la biopuce avec localisation
des sites (ROIs) délimités et image zoomée de la partie de la puce SPRi obtenue par la caméra de
cellule SPRi. (D) Deux géométries de spots sont représentées (photo aprés ablation laser,

grossissement x12,5). La photo miniature de la biopuce aprés dépét manuel de la matrice se trouve
en bas a droite.
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Chapter V. Microarrays a aptameres pour
le couplage SPRI-MS.
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L’ objectif de cette partie du travail a été de développer de nouvelles biopuces a base
d’aptameéres pour le couplage SPRi-MS. L’évaluation de ces récepteurs aptaméres greffés, et leur
comparaison avec les anticorps précédemment étudiés, ont été réalisées en choisissant la
B-lactoglobuline et I’a-thrombine comme cibles.

L’idée était de commencer avec des conditions expérimentales simplifiées, c’est-a-dire de
réaliser des expériences cinétiques d’interactions entre les aptameres et les ligands cibles dans un
tampon de course SPRi standard, puis de définir peu & peu les conditions de performance optimales.
Toutes les modifications qui ont montré une influence positive sur les performances des aptaméres
ont été ensuite appliquées pour toutes les expériences suivantes. Par la suite, I’influence de diverses
modifications des aptameéres a été comparée au regard de leurs capacités de capture et de la
cinétique globale; enfin, un cas plus complexe a été abordé, cas dans lequel le ligand est dilué dans
un tampon complexe contenant un exces de BSA pour simuler un environnement réel. Cette
stratégie devrait permettre d’élucider quel paramétre ou quelle étape de I’expérience pourrait
influer sur la sensibilité des puces a aptameres.

Expériences de contréle

La possibilité que la capture du ligand par les récepteurs immobilisés puisse étre due a des
interactions non spécifiques, a été évaluée systématiquement par une série de contrdles lors de
chacune des expériences.

Les contrbles négatifs des expériences menées avec les aptameres dirigés contre la
thrombine, consistent en I’utilisation d’aptamere (quadruplex TC, 5’-GGG-GTT-TTG-GGG-3’) et
d’un anticorps IgG de souris incapables de se lier a la thrombine.

Les contrbles négatifs des expériences menées avec les aptameéres dirigés contre la
B-lactoglobuline, deux aptaméres consistent en I’utilisation de deux aptaméres (BLG-Sc 5’-T15-
GGT-GGT-GGT-TGT-GGT-3> et BLG-10 5’-T15-GGA-CAC-GGC-AAA-GGG-GTA-TAG-
CCT-ACC-GGA-CCG-TGA-ACA-TGG-AAT-GAT-GTG-CTG-CGT-GG-3’), et d’un anticorps
IgG de souris incapables de se lier a la f-lactoglobuline.

Au début de chaque expérience SPRI, la portion de surface de PEO sans récepteurs a été
systématiquement passivée par des injections de L-lysine. Lors des expériences SPRI, les
récepteurs de contrdle négatif (anticorps et aptaméres) ont produit un bruit de fond égal ou inférieur
a celui de la chimie de la surface passivée, qui a servi de comme référence / ligne de base, et aucune
interaction non spécifique n’a été observee a partir de ces récepteurs non spécifiques (données non
présentées).

V-1 Aptameres anti p-lactoglobuline

L utilisation d’aptaméres anti B-lactoglobuline pour une application aux biocapteurs n’est
pas courante, peu d’articles ont été publiés sur cette thematique a ce jour, aucun dans le contexte
du couplage SPRi-MS [273], [274]. Deux aptaméres anti -lactoglobuline ont été choisis a partir
de seéquences publiées dans la litterature. 1ls sont décrits pour interagir avec une grande affinité et
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specificité avec les deux variantes connues de B-lactoglobuline (A et B). Chacun de ces aptameres
a été assorti d’un aptamére contréle ne montrant aucune réactivité. De plus, afin de garantir que
I’expérience SPRi a été menée correctement, des anticorps bien caractérisés, dirigés contre
B-lactoglobuline ont été systématiquement immobilisés sur la surface du biocapteur (contréle
positif), parallélement aux aptaméres anti B-lactoglobuline.

Ces aptameres d’ADN de source commerciale ont été sélectionnés avec succes par la
méthode SELEX. lls possedent un linker T15 a leur extrémité 5°. 1l s’agit I’aptamére BLG-G
a 4 plans (5-T15-GGG-GTT-GGG-GTG-TGG-GGT-TGG-GG-3°) et son aptameére contrble
BLG-Sc (5°-T15-GGT-GGT-GGT-TGT-GGT-3’), ainsi que le BLG-14 (5’-T15-CGA-CGA-
TCG-GAC-CGC-AGT-ACC-CAC-CCA-CCA-GCC-CCA-ACA-TCA-TGC-CCA-TCC-GTG-
TGT-G-3’) et son aptamére de contréle BLG-10 (5’-T15-GGA-CAC-GGC-AAA-GGG-GTA-
TAG-CCT-ACC-GGA-CCG-TGA-ACA-TGG-AAT-GAT-GTG-CTG-CGT-GG-3?).

Les anticorps polyclonaux anti-B-lactoglobuline de lapin et des immunoglobulines G
de souris (1gG, contrdle négatif) ont é&té immobilisés a une concentration de 6 UM dans des tampons
contenant 5 % de glyceérol. Les aptameres ont été immobilisées a des concentrations de 10 et/ou
20 uM dans des tampons TE ou PBS sur la biopuce fonctionnalisée avec une monocouche de PEO
thiolés activées par la chimie NHS/DCC.

Les protéines B-lactoglobuline et ovalbumine (cette derniére utilisée comme ligand non
spécifique), ont été injectées a des concentrations de 1 pug/mL, 10 pg/mL et 100 pg/mL
successivement, avec injection d’une solution de régénération apres chaque injection de protéine.

Les sensorgrammes représentés sur la Figure V-1 montrent la réponse SPR obtenue a partir
des sites des anticorps anti-B-lactoglobuline (courbe rouge), des aptaméres BLG-14 et BLF-G
(courbes vert clair et bleu clair respectivement), des aptaméres de contréle BLG-SC et BLG-10
(bleu) et des 1gG de souris de controle (courbes pointillées bleu foncé).
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Figure V-1: Sensorgrammes SPRi obtenus suite a différentes injections de solutions
commerciales purifiées de g-lactoglobuline et d’ovalbumine de concentrations croissantes dans
un tampon de course d’acétate d’ammonium 10 mM, pH 7,5, sans soustraction du signal obtenu
a partir de la surface passivée (courbe solide bleu foncé).

Les expériences SPRi avec les microarrays aptameres anti B-lactoglobuline ont révélé
I’absence d’interactions des aptameres (immobilisés aux deux concentrations 10 et 20 pM) avec
les ligands quelques soient les concentrations testées (1-100 pg/mL, données non présentées).
Aucune réponse spécifique n’a été observée (< 0,02% de la réflectivité) avec les récepteurs de
contrble négatif (c’est-a-dire les sites d’1gG de souris, les sites d’aptaméres BLG-Sc et BLG-10)
lors d’injections de I’ovalbumine et de la B-lactoglobuline aux différentes concentrations. Par
ailleurs, aucune interaction n’a été détectée avec la surface passivée ce qui montre I’efficacité de
notre chimie de surface (PEO-NHS) pour limiter les interactions non spécifiques.

Les sensorgrammes SPRi (Figure V-1) démontrent que seule I’interaction de la
B-lactoglobuline avec son anticorps spécifique entraine une augmentation du niveau de réflectivité,
alors qu’aucun des quatre aptameéres sélectionnés n’a pu capturer la B-lactoglobuline, contrairement
a ce qui était attendu [273], [274]. Les explications possibles pourraient résider dans des conditions
de prétraitement des aptaméres a optimiser ou une formulation inadaptée des tampons
(tampon d’immobilisation des récepteurs ou tampon de course SPRi).

V-1.1 Recherche de conditions expérimentales appropriees pour I’aptasenseur
de p-lactoglobuline

Concentration aptamere — Des changements dans les conditions expérimentales en SPRi
étaient nécessaires en raison du manque de performance des aptaméres anti f-lactoglobuline décrits
précédemment. Ainsi, il a été décidé de modifier les conditions d’immaobilisation des aptameéres, et
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la composition du tampon de course en SPRi. Les meilleures résultats décrits dans la littérature,
I’avaient eté avec des aptameres immobilisés & une concentration de 10 pM censée assurer une
couverture maximale de la surface sans aucune entrave stérique pour un repliement correct des
aptameéres [274]. Afin d’évaluer I’influence de la concentration des aptaméres immobilisés sur la
détection SPRi-MS de la B-lactoglobuline et de maximiser la quantité possible de ligand retenu,
une concentration de 20 UM d’oligonucléotides a également été systématiquement testée dans ce
travail. Toutefois, seuls les résultats pour les aptaméres immobilisés a une concentration de 10 uM
seront présentés puisque les résultats pour les deux concentrations d’immobilisation ont été
identiques.

Composition tampon — En raison de leurs séquences riches en guanine (G), les aptameres
sélectionnes sont censés former des structures G-quadruplex non canoniques par empilement de
G-quartets [275]. On sait que le repliement et la stabilité de ces structures sont liés a la présence
d’un cation monovalent, en particulier K* et Na'. Le principal probléme est que la concentration
en K* a laquelle les G-quadruplexes sont formés (100-150 mM) peut fortement influencer la
détection et la qualité des données obtenues par MS [107]. L’aptamere a 4 plans est une exception,
formant des G-quadruplexes méme en I’absence de K*, il est stable en présence de 1 mM
de KCI [273]. Afin de fournir aux aptameéres des conditions adéquates pour étre fonctionnels au
sein du systéme SPRi, différentes approches ont été adoptées. Tout d’abord, K* requis a été
substitué par NH4* en augmentant la concentration initiale du tampon d’acétate d’ammonium de
10 mM a 150 mM. Ensuite, des quantités de K* (10 mM) compatibles avec la MS ont été ajoutées
au tampon volatil (par exemple 150 mM d’AcNH4" en présence de 10 mM de KCI) et, enfin, le
tampon de course d’acétate d’ammonium a été remplacé par du PBS pH 7,4 (10 mM de phosphate,
2,7 mM de KCI, 137 mM de NaCl), ce qui n’empéche pas K* d’intervenir dans la structure des
aptameres, tout en fournissant une force ionique suffisante.

Les changements du tampon de course ont été effectués en parallele avec I’échange du
tampon d’immobilisation des aptameres. Aucune des modifications testées n’a eu d’influence sur
les performances des aptaméres anti B-lactoglobuline. Les anticorps dirigés contre la
B-lactoglobuline ont été les seuls récepteurs pour lesquels des interactions ont été observées
(données non présentées).

Plusieurs études ont également rapporté une influence des ions métalliques divalents sur la
formation et la stabilité des G-quadruplexes, comme résumé par Bhattacharyya et al. [275]. On
peut suggerer que des ions divalents pourraient étre nécessaires pour le bon fonctionnement des
aptameres. Ainsi les deux, le tampon de course PBS utilise précédemment et le tampon
d’immobilisation des aptameéres, ont été complétés par 1 mM de MgCl, et de CaCl,. Aucune
amélioration des performances n’a été observée.

Renaturation aptamere — En paralléle, j’ai également veérifié I’impact des conditions
d’immobilisation des aptameres. On sait que le repliement correct des aptameres pourrait étre induit
par une courte étape de dénaturation par simple chauffage, suivie d’une étape de stabilisation par
refroidissement lent a température ambiante en présence d’ions [107]. Ainsi, tous les aptameres
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ont été dénaturés par incubation pendant 5 minutes a 90 °C, suivie d’une étape de renaturation par
refroidissement progressif jusqu’a température ambiante, ou jusqu’a 4 °C, dans différents tampons
(solution de stockage TE, tampons PBS avec et sans MgCl; et CaCl.), a des concentrations de 10,
20 et 100 uM. Des aptaméres anti B-lactoglobuline ainsi traités et non traités, ont été immobilisés
sur la surface du capteur avec des anticorps anti B-lactoglobuline et divers contréles. Aucune de
ces dernieres modifications n’a permis aux aptameres de capturer le ligand (données non
présentées).

V-1.2 Controle des aptaméres anti p-lactoglobuline par électrophorese

d’affinité, et analyse MALDI-MS des surfaces microarrays

Electrophorése d affinité — Le manque de performance des aptaméres anti B-lactoglobuline
peut étre lié a une possible influence néfaste de la monocouche de PEO utilisée pour le greffage
des aptameres lors de I’immobilisation [270], ou a un manque d’efficacité des aptaméres eux-
mémes. Par conséquent, des expériences supplémentaires pour controler la reconnaissance
moléculaire, la liaison des aptaméres anti B-lactoglobuline a leur ligand ont été menées par
électrophorese d’affinité qui permet la caractérisation des interactions biomoléculaires non
covalentes librement en solution.

L’éelectrophorése capillaire d’affinité (ACE) avec des G-quartet aptameres dans différents
tampons d’acétate (10 mM d’acétate, 150 mM d’acétate avec et sans KCI) et dans le tampon PBS
(sans MgCl; et CaCly) en tant que phase mobile a été utilisée comme méthode de référence pour
I’étude des interactions des aptameéres anti B-lactoglobuline avec la protéine ligand correspondante.
ACE était censée fournir les conditions optimales pour le repliement des aptameres, conditions
nécessaires a la reconnaissance et a la capture efficaces de p-lactoglobuline. Cependant, quelles
que soient les conditions expérimentales et les aptaméres testés, la mobilité électrophorétique de la
B-lactoglobuline n’a jamais varié (données non montrées). Ainsi, on peut suggérer que, soit le choix
des tampons utilisés n’était pas adapté, soit un autre parametre influent n’a pas été convenablement
pris en compte, soit des aptameres sélectionnés ne sont pas fonctionnels.

Analyse MALDI-TOF — Malgré le manque d’efficacité des aptaméres anti B-lactoglobuline,
I’analyse MALDI-TOF de la surface des microarrays a été systématiquement effectuée a la suite
des expériences SPRi. Aucun signal de détection n’a été obtenu a partir des sites aptaméres anti
B-lactoglobuline. Les spectres de masse obtenus étaient les mémes que ceux des sites de contréle.
Les résultats MS ont été en accord avec ceux obtenus avec le systétme SPRi pour toutes les
conditions expérimentales et les modifications testées (données non présentées).

L’origine du manque de réactivité de ces aptameéres anti B-lactoglobuline dans nos
conditions reste encore a déterminer. Ainsi, on peut suggérer que, soit le choix des tampons utilisés
n’était pas adapté, soit un autre parameétre influent n’a pas été convenablement pris en compte, soit
des aptameres sélectionnés dans leur version actuelle (avec des modifications de 5’ et des
T-linkers / polyT utilisés dans ce travail) ne sont pas fonctionnels. Nous nous sommes donc tournés
Vvers un autre systéme modele.

128



V-2 Aptameres anti thrombine

Nous avons sélectionné trois aptameres dirigés contre la thrombine: il s’agit de deux
oligonucléotides G-quadruplex genéré via SELEX, qui reconnaissent des sites distincts de la
thrombine humaine avec une grande affinité et une bonne spécificite. Le premier, I’aptamére HD1,
a été décriten 1992 [276], et le second aptamére, HD22, a été découvert en 1997 [277]. Le troisieme
est I’aptamére de fusion divalent HD1-22 [278]-[280]. A des fins de comparaison, un anticorps
dirigé contre la thrombine a également été inclus a I’expérience. La spécificité et la sensibilité de
la détection de la thrombine dans des conditions réelles ont également été évaluées.

Les deux aptaméres HD1 et HD22 ont été largement étudiés et utilisés pour le
développement de thérapies et de diagnostics basés sur les aptameres. Ils répondent également a
toutes les exigences des biocapteurs (affinité, sélectivité et spécificité), ce qui en fait des candidats
intéressants pour les applications thérapeutiques (anticoagulants) et pour la biodétection par affinité
(comme élements de détection - récepteurs), raison pour laquelle HD1 et HD22 sont probablement
les aptameres les plus étudiés [170], [276], [277], [281], [282]. Leur association avec la thrombine
est devenue un modele largement utilisé pour le développement de plateformes de biodétection
afin de démontrer la faisabilité de la technologie avec une détection impliquant des aptameres.

La thrombine est une protéase multidomaine impliquée dans un grand nombre de cascades
biologiques (par exemple, réaction de coagulation du sang et de fibrinolyse, réles pro/anti-
inflammatoires). La thrombine résulte de I’activation protéolytique de la prothrombine, son
précurseur qui circule dans le sang a une concentration de 0,1 mg/mL (=1.4 mM) [283] [284].
La prothrombine est activée de maniere protéolytique par différents facteurs ce qui entraine la
libération d’a-thrombine. La thrombine représente environ la moitié du poids moléculaire de la
prothrombine (respectivement 37,4 et 72 kDa pour les protéines humaines, Figure V-2). Ce clivage
permet I’exposition de régions fonctionnelles, c’est-a-dire le site actif et les sites de liaison, les
exosites | et I, qui déterminent la spécificité de la thrombine et jouent un réle crucial dans les
différents modes d’actions de la thrombine [285]. Ces exosites constituées des clusters de résidus
basiques bien exposés en surface sont impliqués dans la liaison de ligands anioniques
(Figure V-2 C). L occupation des exosites peut induire des changements allostériques au niveau
du site actif et influencer I’activité catalytiques de la protéase [286].
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Figure V-2: Structures moléculaires de (A) la prothrombine humaine (4NZQ) et (B)
| ’a-thrombine humaine (1HAI). (C) Structure de la thrombine superposée a une représentation de
la surface électrostatique, ou | 'emplacement de liaison du sodium et deux sites de surface, appelées
exosite | et exosite 1, sont surlignés en jaune.

Ainsi I’exosite | de reconnaissance du fibrinogéne agit comme un guide pour les substrats
(fibrinogene, la fibrine, le cofacteur Il de I’héparine) au site actif, tandis que I’exosite Il de liaison
a I’héparine est aussi le site de fixation de I’antithrombine 111, du récepteur activé par la protéase,
des facteurs V, VIl et XI, de la protéine C, de I’inhibiteur de fibrinolyse activé par la thrombine et
des GAGs [286]. Ces molécules permettent a la thrombine de participer a des interactions/réactions
qui provoquent des fonctions pro- et anti-coagulantes.

L aptamére HD1, est connu pour reconnaitre I’exosite | de la thrombine [276]. HD22,
reconnait I’exosite Il de la thrombine. Les aptaméres HD1 et HD22 montrent un effet sur la
modulation du processus de coagulation lors de la liaison a [I’exosite | et |l
respectivement [281], [282].

La thrombine présente des similitudes structurales avec son précurseur prothrombine. Par
conséquent, une question importante pour le biocapteur SPRi-MS est une possible interaction des
aptameéres anti thrombine, avec la prothrombine, qui est présente dans le sang a une concentration
micromolaire. HD1 est connue pour reconnaitre prothrombine [280], [281] mais aucune étude n’a
été menée sur I’influence des modifications de I’aptamere sur les caractéristiques d’affinité et de
spécificité de cette interaction. En revanche, rien n’est connu de I’interaction de I’anticorps
spécifique de la thrombine avec la prothrombine. C’est pourquoi, I’interaction de la prothrombine
avec les aptameéres et I’anticorps a également été abordée dans ce travail de these.

V-2.1 Structure et spécificité des aptameres anti thrombine HD1 et HD22

Pour comprendre la complexité du probléme de sélection des aptameres, il convient de
présenter un apercgu de ce que I’on sait de la structure moléculaire des aptameéres anti thrombine,
de leurs possibles modifications et de leurs interactions.
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HD22 (également noté dans la littérature HTDQ, et TBA-29 pour thrombin-binding
aptamer 29-mer), est constitué d’ADN simple brin de 29 bases, selon la séquence 5’-AGT-CCG-
TGG-TAG-GGC-AGG-TTG-GGG-TGA-CT-3” [277]. Il contient souvent differents T-linkers
(polyT) a I’extrémité 5 et a une structure mixte duplex/G-quadruplex (Figure V-3 A) [287]. Il a
été démontré par des expériences de compétition et de photo-réticulation que HD22 reconnait
I’exosite 11 de la thrombine (Ko 2,4 — 3,16 x 10° M), qui est également un site de liaison primaire
pour les GAGs et notamment de I’héparine [170], [280]. Les charges positives de I’exosite Il créent
un site de fixation pour HD22, formant un complexe qui est stabilisé par des interactions
hydrophobes (Figure V-3 D) [170].
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Figure V-3: Représentation schématique des aptameres anti thrombine (A) HD22 et
(B) HD1. Structures moléculaires de la (C) thrombine (3U69) et des complexes thrombine-
aptamére avec (D) HD22 (417Y) et (E) HD1 (4DIH). Les aptameres ADN sont mis en évidence en
bleu, la molécule de thrombine est grise.

HD1, également connu dans la littérature sous les acronymes TBA-15, G15D, HTQ ou
ARC183, est un aptameére d’ADN simple brin 15-mer de séquence 5’-GGT-TGG-TGT-GGT-
TGG-3’ [276]. Tout comme HD22, il contient souvent différents T-linkers a son extrémité 5’
ou 3’. HD1 est capable d’inhiber les fonctions pro-coagulantes de la thrombine (c’est-a-dire la
conversion du fibrinogéne en fibrine et I’agrégation plaquettaire). De plus, il peut reconnaitre le
précurseur de la thrombine, la prothrombine, avec une affinité similaire entrainant I’inhibition de
I’activation de la prothrombine (Kp 1,19 — 7,1 x 10° M pour la thrombine contre 37,2 x 10° —
7,8 x 10 M pour la prothrombine) [170], [280], [281]. HD1 se replie dans une conformation de
type chaise avec deux G-quartets espacés par deux boucles TT et un motif TGT (Figure V-3 B), ce
qui conduit a une orientation antiparalléle [288]. HD1 interagit principalement avec I’exosite | de
la thrombine, comme illustré par la Figure V-3 E, mais il existe également des preuves que la
boucle TGT interagit avec I’exosite 1l, comme cela a été découvert et confirmé par des analyses
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aux rayons X et par des analyses SPR Biacore (Kp 1,19 — 7,1 x 10° M pour I’exosite | contre
17,4 x 10° M pour I’exosite 11) [170], [289].

L’existence de deux aptameres HD22 et HD1 montre que des différences dans la séquence
d’aptamere peuvent modifier I’affinité de liaison et adresser les aptameres a des épitopes distincts
d’une méme protéine. La sélection de ces aptameres anti thrombine a été principalement motivée
par les applications thérapeutiques possibles [263], [282], [290] mais ces molécules ont également
été largement exploitées pour la biodétection. Les seuils de détection avec ces deux aptameéres anti
thrombine allant de pM a uM sont prometteurs [170], [279], [291], [292]. Cependant, en général,
ces études ont été menées en utilisant uniquement la thrombine comme récepteur modele, de sorte
que la selectivité, la specificité et la sensibilité de HD1 et HD22 n’ont pas été complétement
caractérisees. Des aptasenseurs électrochimiques, des dispositifs SPR ou d’autres méthodes de
séparation par affinité ont couramment été utilisés, pourtant ces techniques peuvent fournir des
résultats biaisés dans des milieux complexes (notamment en raison d’interaction non
specifique) [169]. Par conséquent, une méthode de détection supplémentaire est nécessaire pour
s’assurer de la nature du ligand retenu et confirmer la sélectivité et la spécificité des récepteurs de
la thrombine, ce qui, dans ce travail, a éteé réalisé par imagerie MALDI-TOF apreés analyse SPRi
(couplage SPRi-MSi).

V-2.2 Recherche de conditions expérimentales SPRi pour les aptameres HD1

et HD22 anti thrombine

Les aptameéres doivent étre fonctionnalisés avec un groupe fonctionnel a I’extrémité 5
ou 3’ pour permettre leur greffage sur le support solide. Un linker entre ce groupe et la séquence
d’oligonucléotides est nécessaire pour faciliter le repliement 3D des aptameres. Comme rapporté
dans la littérature, les positions terminales 5’ et 3’ ont toutes deux été exploitées, pour
I’immobilisation des aptaméres, cependant, seuls quelques articles ont étudié I’effet de I’orientation
de I’immobilisation, ou de la longueur du linker sur la performance de I’aptasenseur [270], [293].
Les auteurs ont affirmé que dans toutes les configurations testées, la meilleure capture de la
thrombine était obtenue lorsque les aptaméres HD1 étaient immobilisés par leur extrémité 3’ plutot
qu’en 5°. Ainsi, j’ai d’abord étudié I’influence de la position 5* ou 3’ de la fonctionnalisation des
aptameres HD1 et HD22 sur leur capacité d’interaction.

Il est important de noter que, la prothrombine et la thrombine sont toutes deux présentes
dans les échantillons biologiques, ce qui nécessite une évaluation systématique des interactions
avec chaque protéine individuelle avec les aptaméres sélectionnés. L’exosite | de la thrombine est
également accessible sur la prothrombine, mais avec des propriétés de liaison différentes. Il est
donc appelé proexosite | [285], [294]. La valeur de Kg de HD1 pour le proexosite | est comparable
a celle de I’exosite | de la thrombine [280], mais la cinétique de la réaction de liaison est différente.
L’exosite Il est enfoui dans la prothrombine [281], si bien que la HD 22 est supposée n’avoir
aucune affinité avec cette protéine. Par conséquent, une expérience de « ligand-fishing » directe,
avec un suivi par SPRi a été réalisée en injectant une série de solutions diluées de thrombine et/ou
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de prothrombine sur le microarray de récepteurs anti thrombine, afin d’évaluer la spécificité des
aptameres envers la prothrombine.

V-2.2.1 Influence du tampon d’immobilisation HD1 et HD22
Deux aptameéres, un aptamere HD1 et un aptamere HD22, avec des linkers de différentes
longueurs, T5 ou T15, en position 5° ont été choisis (5’-T5-HD1-3’, noté HD1 5°-T5 et
5°-T15-HD22-3’, noté HD22 5°-T15) et leur capacité a développer des interactions avec la

thrombine a été comparée en fonction du tampon d’immobilisation.

Les deux aptameres, HD1 5°-T5 et HD22 5°-T15, dilués a 10 uM soit dans le tampon de
stockage des aptameéres (tampon TE pH 8,0 contenant 1M de Tris-HCI avec 0,1M d’EDTA) soit
dans le tampon de course SPRi (tampon PBS / tampon phosphate pH 7,4 contenant 10mM de
phosphate de sodium, 137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCI), ont été déposés sur la surface réactive
PEO-NHS d’une biopuce, puis incubés une nuit complete pour leur immobilisation sur la surface.
Les variations de réflectivité et la quantité de ligand capturé a partir d’injections de thrombine et
de prothrombine ont été mesurées dans le tampon de course PBS. Il est bien connu que les cations
jouent un réle clé dans la détermination de la structure secondaire quadruplex et affectent la
stabilité et I’activité de I’aptamere, comme cela a été signalé dans le cas des propriétés de
HD1 [295], mais seules quelques études ont analysé I’effet des cations sur les oligonucléotides
mixtes duplex/quadruplex comme HD22. On pense que I’addition de différents cations divalents,
en particulier Mg?* et Ca?*, peuvent affecter la stabilisation de la structure des aptaméres anti
thrombine et, par conséquent, améliorer leurs capacités de liaison [275]. Cependant, la présence de
ces sels divalents pourrait nuire a la détection ultérieure par MS, ¢’est pourquoi le tampon de course
PBS a été préparé sans MgCl; et CaCl, [296], [297].

L’immobilisation de HD1 5°-T5 a la surface du capteur dans le tampon de stockage TE a
entrainé une reconnaissance et une capture plus efficaces des protéines par rapport a
I’immobilisation dans le tampon de course PBS. Cela se déduit d’une variation de réflectivité (%)
environ deux fois plus importante pendant les injections de thrombine et de prothrombine. Les
sensorgrammes SPRi montre aussi une interaction de plus grande affinité de HD1 5°-T5 avec la
thrombine qu’avec la prothrombine, ce qui est en accord avec une moindre accessibilité de
I’exosite | a la surface de la prothrombine. De plus, le complexe HD1-thrombine formé était plus
stable, comme en témoigne la variation de réflectivité des sensorgrammes (Figure V-4).
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Figure V-4: Sensorgrammes SPRi obtenus a partir de microarray d ‘aptamere HDI 5°-T5
suite & des injections de solutions commerciales de prothrombine et de thrombine & des
concentrations de 1 pug/mL dans un tampon de course PBS (sans sels divalents). HD1 5°-T5
immobilisé dans les tampons de course TE et PBS correspondent respectivement aux courbes bleu
foncé et bleu claire, le contrdle négatif et la surface passivée correspondent respectivement aux
courbes rouge et noire.

Aucune interaction entre HD22 5°-T15 et la thrombine, ou la prothrombine, n’a été
observée: le niveau de réflectivité des sites HD22 5°-T15 était égal ou inférieur a celui des sites
contrles a la fin de I’injection (Figure V-5). L’absence de toute interaction de la thrombine avec
HD22 5°-T15 pourrait étre due soit a un repliement incorrect ou instable dans nos conditions
expérimentales, soit a I’absence d’immobilisation de I’aptameére a la surface du capteur. Dans le
cas de HD22-prothrombine, cette absence d’interaction était attendue, car HD22 est un aptamere
spécifique de I’exosite Il de la thrombine, qui n’est pas expose a la surface de la prothrombine. Les
données SPRi recueillies sur les différents sites de contréles (TC et surface passivée) ont toujours
montré une absence d’interaction comme attendu (Figure V-4, Figure V-5).

Comme les interactions aptamere-protéine n’ont été observées qu’avec HD1 5°-T5, cet
aptamere a servi de référence pour I’optimisation initiale des conditions d’immobilisation des
aptameres.
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Figure V-5: Sensorgrammes SPRi obtenus a partir de microarray d ‘aptamere HD22 5’-T15
suite a des injections de solutions commerciales purifiées de prothrombine et de thrombine a des
concentrations de 1 ug/mL dans le tampon de course PBS (sans sels divalents). HD22 5°-T15
immobilisé a partir de solutions dans les tampons de course TE et PBS correspondent
respectivement aux courbes de couleur vert foncé et vert claire, le contrdle négatif et la surface
passivéee sont respectivement de couleur rouge et noire.

V-2.2.2 Influence de la concentration des aptameres HD1 et HD22 lors de leur
immobilisation dans le tampon TE
L’influence de la concentration des aptameres déposés a la surface dans le tampon TE
(surface SAM PEO-NHS, immobilisation 16 h) sur la quantité de ligands retenus a été étudiée aux
concentration suivantes 10, 20, 50 et 100 uM (cette derniére = concentration stock). L’efficacité
de la capture de la thrombine par HD1 5°-T5 étant beaucoup plus élevée que celle de la
prothrombine, la mesure de la quantité de ligand capturé a été effectué pour des injections de
1 pg/mL de thrombine (Sigma) et de 10 pg/mL de prothrombine.

La quantité de thrombine capturée par HD1 5°-T5 était environ 10 fois plus élevée que celle
de la prothrombine, alors que la concentration de la prothrombine injectée était 10 fois plus élevée,
ce qui indique une stabilité beaucoup plus élevée des complexes de thrombine-HD1 par rapport
aux complexes de prothrombine-HD1. L efficacité de la capture du ligand par HD1 5°-T5 varie de
fagon décroissante selon les concentrations suivantes d’aptamere: 10 uM > 100 uM > 50 uM >
20 uM pour les interactions avec la thrombine et 100 pM > 10 uM > 50 uM > 20 uM pour la
prothrombine, la concentration de 20 puM étant la moins performante (Figure V-6). Une
augmentation jusqu’a 10 fois de la concentration d’aptamere ne modifie pas de maniére
significative la capture de ligand. Lorsque la concentration de HD1 est passée de 10 a 100 uM, on
n’observe qu’une légére augmentation de la capture de prothrombine par HD1 5°-T5, donc la
différence de performance entre 100 pM et 10 uM pourrait étre attribuée a une liaison non
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spécifique de la prothrombine lorsque I’aptamere est déposé a la plus forte concentration. On peut
supposer qu’a 100 uM concentration les molécules d’aptamére saturent la surface et se fixent a la
surface de maniere mixte: orientée (par amino-groupe) et non orientée (I’adsorption aléatoire),
tandis que a 10 uM les aptameéres pourraient présenter une accessibilité maximale des ligands en
raison de la favorisation de I’immobilisation orientée et, donc, la diminution de I’encombrement
stérique. Par conséquent, I’immobilisation des aptaméres a la concentration la plus faible (10 pM)

a eté choisie pour les expériences suivantes.
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Figure V-6: Histogramme montrant la densité de surface moyenne des protéines retenues
sur les sites d’aptamere anti thrombine (diluées dans du tampon TE) lors de I’injection de
thrombine et de prothrombine dans du tampon de course PBS sans MgCl. et CaCl,. Les barres
bleues correspondent a |’injection de thrombine 1 ug/mL et les barres orange a l’injection de
prothrombine 10 ug/mL. L encadré montre un zoom sur la quantité moyenne de protéines retenues
pour toutes les concentrations d'immobilisation des récepteurs HD1 5°-T5 et HD22 5°-T15.

V-2.2.3 Influence de la renaturation des aptaméres HD1 et HD22 avant I’immobilisation
sur la surface du biocapteur
Un mauvais repliement des aptameres pourrait altérer voire empécher leurs interactions.
C’est pourquoi, pour favoriser un repliement correct des aptameres, il a été décidé de procéder a
leur renaturation. Cela consiste a chauffer les aptaméres jusqu’a 90C°, avec ensuite un
refroidissement lent en présence du tampon approprié. Cette méthodologie est appliquée en routine
dans la littérature dans le but de déplier toute structure 3D préexistante qui pourrait interférer avec
la liaison de la cible [293]. En paralléle, nous avons changé de fournisseur de thrombine: la protéine
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de chez Sigma (MW 37,4 kDa) a été remplacée par celle de Cryopep (MW 36,7 kDa), et ce dernier
a eu un effet positif sur la capture du ligand par HD22.

Les interactions des deux formes non renaturées (ou intactes) et renaturées de |I’aptameére
HD1 5°-T5 avec la prothrombine et la thrombine ont été suivies en SPRi (Figure V-7 A et B
respectivement). Quelque soient les formes, nous observons que les variations de réflectivité sont
environ deux fois plus intenses avec la thrombine qu’avec la prothrombine, et que les complexes
formés sont plus stables avec la thrombine. Cependant, le complexes de la thrombine avec
I’aptameére renaturé se dissocie beaucoup plus rapidement que celui formé avec HD1 5°-T5 non
renaturées/intactes (comme le montre la baisse du niveau de réflectivité a la fin de la phase de
dissociation sur la Figure V-7 B et I’histogramme de la quantité moyenne de ligand d’affinité retenu
sur la Figure V-7 C).
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Figure V-7: Sensorgrammes SPRi obtenus a partir de microarray d’aptamére HD1 5-T5
suite a des injections de solutions de prothrombine (A) et de thrombine (B) a des concentrations
respectives de 1 ug/mL et 0,5 ug/mL dans un tampon de course PBS (sans sels divalents).
La réponse de HD1 5°-T5 immobilisée en TE sans aucun traitement est illustrée en bleu foncg,
la réponse de HD1 5°-T5 immobilisée apres denaturation et repliement en TE est illustrée en bleu
clair, le contrdle négatif et la surface passivée correspondent respectivement aux courbes rouge et
noire. L image de différence de la cellule SPRi pendant chaque injection est présentée en haut de
chaque sensorgramme. (C) L 'encadré montre | 'histogramme de la quantité moyenne de thrombine
capturée par affinité sur les sites d’aptaméres HD1 5°-T5 apres une injection de 0,5 ug/mlL de
thrombine.

Concernant HD22 5°-T15, aucune interaction avec la prothrombine n’a été observée avec
les deux formes non renaturées et renaturées de I’aptamére, comme attendu (Figure V-8 A). La
seule interaction observée a été celle de HD22 5’-T15 non renaturée avec la thrombine
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(Figure V-8 B). Néanmoins, presque aucun ligand n’a été retenu par affinité sur la surface apreés la
phase de dissociation (Figure V-8 B et C). Aucune capture de ligand n’a été observée sur les sites
de contréle pendant les injections de prothrombine et de thrombine (Figure V-8).
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Figure V-8: Sensorgrammes SPRi obtenus a partir de microarray d’aptamére
HD22 5°-T15 suite a des injections de prothrombine (A) et de thrombine (B) a des concentrations
respectives de 1 ug/mL et 0,5 ug/mL dans le tampon de course PBS (sans sels divalents). La réponse
de HD22 5°-T15 immobilisé en TE sans aucun traitement est illustrée en vert foncé, HD22 5’-T15
immobilisé apres dénaturation et repliement en TE est illustré en vert clair, le contrdle négatif et
la surface passivée correspondent respectivement aux courbes rouge et noire. L’image de
difference de la cellule SPRi pendant chaque injection est présentée en haut de chaque
sensorgramme. (C) L’encadré montre |’histogramme de la quantité moyenne de thrombine
capturée par affinité sur les sites d ’aptameres HD22 5°-T15 apres une injection de 0,5 ug/mL de
thrombine.

Les résultats obtenus suggérent que dans nos conditions expérimentales, la renaturation des
aptameres n’apporte aucune amélioration de leurs performances. Le HD22 5’-T15 non renaturé
peut adopter la bonne conformation 3D en présence de la thrombine Cryopep, mais le complexe
n’est pas stable dans le tampon de course PBS. Il est a rappeler que ce dernier ne contient pas de
cations divalents. L’ajout de Ca?* ou de Mg?* pourrait peut-étre améliorer cette stabilité. Pendant
la phase de dissociation, lorsque le tampon contenant le ligand est progressivement remplace par
du tampon de course PBS pur et que la concentration de la thrombine diminue, le complexe
thrombine-aptamére formé pourrait se dissocier en raison de I’instabilite de la conformation
adoptée en I’absence du ligand (Figure V-8 B). Compte tenu de I’amélioration des performances
de I’aptamére HD22 avec la nouvelle source de thrombine, seule la thrombine du fournisseur
Cryopep (36,7 kDa) sera utilisée pour les expériences ultérieures.
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V-2.2.4 Influence du greffage orienté 5’ ou 3’ de I’aptameére de thrombine avec linker T10

Afin d’étudier I’effet de la position 5 ou 3” du linker et donc de I’orientation de I’aptamére

HD1 a la surface, deux aptameres ont été sélectionnés portant chacun un linker T10: HD1 5°-T10

et HD1 3’-T10. Les deux aptameéres ont eté immobilisés a une concentration de 10 uM dans le

tampon TE sur une monocouche PEO-NHS. Les expériences ont été réalisees comme décrit

précédemment, avec des injections de thrombine et de prothrombine dans le tampon de course PBS
(sans sels divalents), systématiquement suivies d’injections de solution de régénération.

La Figure V-9 montre les sensorgrammes SPRIi résultant de deux injections consécutives
de thrombine a 1 pg/mL. Une premiére observation est que I’immobilisation avec le linker T10 en
position 3’ permet la liaison de la thrombine avec HD1, alors que I’immobilisation du cété 5’ ne le
permet pas. Ainsi, on peut en déduire que non seulement la position du linker mais aussi sa longueur
sont deux parameétres importants. On peut suggeérer que la longueur de linker pour chagque extrémité
devrait étre adaptée aux conditions expérimentales, car probablement I’immobilisation par
I’extrémité 5° (avec linker T10) interfére avec capacité de HD1 a lier la thrombine tandis que la
modification de 3’ améliore la stabilité structurelle et sa capture de ligand.
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Figure V-9: Sensorgrammes SPRi obtenus a partir de microarray d’aptameres anti
thrombine suite a des injections de solutions de thrombine a une concentration de 1 ug/mL dans le
tampon de course PBS (sans CaCl, et MgCl,). La figure contient deux parties correspondant a
2 injections consécutives de thrombine, sans régéenération de surface entre les deux. L impact de
| ’orientation de I'immobilisation des aptaméres a été étudié: HD1 5°-T10 est représenté en bleu
foncé et HD1 3°-T10 en bleu clair, le contrdle négatif et la surface passivée sont respectivement
des courbes marron et noire.

Dans cette série d’expériences, les deux injections successives de 1 ug/mL de thrombine
ont été effectuees sans injection de solution de régénération entre les deux (Figure V-9). Les
résultats obtenus montrent que le microarray d’aptameres est déja assez saturé dés la premiere
injection de thrombine 1 pg/mL, car les injections suivantes conduisent a une capture par affinité
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bien inférieure (la variation de réflectivité maximale est environ trois fois inférieure a celle
observée a la premiére injection). Par conséquent, pour les expériences ultérieures, les
concentrations maximales utilisées pour les injections de thrombine ont été, soit 0,5, soit 1 pg/mL
(13,5 ou 27 nM respectivement) de protéine purifiée.

V-2.2.5 Influence de la longueur du linker T5, T10, T15
Quelques indications sur I’effet de la longueur du linker peuvent étre déduites des
précédentes expériences. La comparaison des résultats obtenus a partir de HD1 5°-T5, avec ceux
des HD1 5°-T10 (Figure V-10), montre encore que la longueur du linker peuvent changer
radicalement les performances des aptameéres. Ainsi, alors que la seule différence entre les
séquences HD1 modifiées en 5’ est la longueur du T-linker (T5 ou T10), HD1 5°-T5 a réussi a
retenir la thrombine, tandis que HD1 5°-T10 n’a interagi avec aucun ligand.
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Figure V-10: Histogramme de la quantité moyenne de ligand capturé par affinité sur les
sites des aptaméres HD1 5-T5 et HD1 5°-T10 aprés /’injection de 1 ug/mL de thrombine (barres
bleues) et de prothrombine (barres orange) dans le tampon de course PBS sans CaCl, et MgClo.

Concernant I’aptamére HD22, la fonctionnalisation en 5> du linker T10 conduit a un
aptamere pleinement fonctionnel car il a été capable de reconnaitre et de capturer avec succes la
thrombine a la surface de la biopuce, contrairement a la séquence HD22 5°-T15 préecédemment
utilisée qui a pu reconnaitre le ligand, mais le complexe HD22-thrombine créé n’était pas stable
(Figure V-11). Il est important de noter que les expériences ont été réalisées sur différentes
biopuces. La quantité de thrombine retenue par affinité avec HD22 5°-T10 est méme plus élevée
qu’avec HD1 5°-T5 utilise comme référence depuis le début.

Les résultats obtenus montrent que I’efficacité de capture de la cible n’est pas en corrélation
directe avec la longueur du linker. En fonction de I’aptamere, la longueur idéale du linker dépend
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aussi de sa position 5’ ou 3’, probablement afin de permettre le repliement 3D adéquat qui autorise
la reconnaissance de la thrombine dans les conditions expérimentales spécifiques.
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Figure V-11: (A) Sensorgrammes SPRi obtenus a partir de microarray d ‘aptameres anti
thrombine suite a des injections de solutions de thrombine a une concentration de 1 ug/mL dans
le tampon de course PBS (sans CaCl, et MgCly). L’impact de la longueur du T-linker des
aptameres HD22 a été étudié: HD22 5°-T10 est représenté en vert foncé et HD22 5°-T15 en vert
clair. (B) Histogramme de la quantité moyenne du ligand capturé par affinité sur les sites des
aptameres HD22 5°-T15 et HD22 5°-T'10 apreés 1 injection de 1 ug/mL de thrombine (barres bleues)
et de prothrombine (barres orange) dans le tampon de course PBS sans CaCl; et MgCl.. Les
expériences ont été réalisées sur différentes biopuces.

V-2.2.6 Conclusions sur les conditions expérimentales SPRi pour les aptameres de la
thrombine HD1 et HD22
Dans la section V-2.2., I’effet de diverses conditions expérimentales sur la détection SPRi
de la thrombine et de la prothrombine par les aptameres HD1 et HD22 a été étudié. Tout d’abord,
I’influence des conditions d’immobilisation des aptaméres sur la reconnaissance et la capture des
ligands a été analysée. Il a été constaté que pour les deux aptameres, I’immobilisation dans le
tampon de stockage TE plut6t que dans le tampon de course PBS (sans ajout de sels divalents) était
plus favorable pour I’interaction avec la thrombine. L’effet de la concentration des aptameres lors
du greffage sur la surface de la biopuce a également été évalue, au travers de la réponse de
I’aptamere HD1 vis-a-vis des deux protéines thrombine et prothrombine. Pour ces deux protéines,
la concentration optimale d’aptameére est la plus faible utilisée soit 10 uM. Cela peut s’expliquer
par la diminution de I’encombrement stérique, qui peut alors permettre plus facilement le correct
repliement des aptameres, et par conséquent la capture du ligand lors de I’injection de thrombine
et de prothrombine [298].
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Dans toutes les expériences, HD1 a démontré une plus grande affinité pour la thrombine
que pour la prothrombine, ce qui est en accord avec les données existantes démontrant que HD1
reconnait principalement I’exosite | et que ce dernier est tres peu exposé a la surface de la
prothrombine.

Il a été observé au début, que HD22 5°-T15, était incapable de reconnaitre et de capturer ni
la thrombine ni la prothrombine. L’absence d’interactions avec la prothrombine était attendu
puisque I’exosite Il reconnu spécifiquement par HD22 n’est pas exposé a la surface de la
prothrombine. Cependant, I’absence de reconnaissance de la thrombine est surprenante et pourrait
s’expliquer par le repliement incorrect de I’aptamére apres (ou avant) immobilisation a la surface
du capteur. Par conséquent, afin d’induire un repliement 3D correct, la renaturation des aptameres
a été effectuée avant le greffage sur la surface. Aucune amélioration de la capture de ligand n’a été
observée avec ces aptaméres renaturés. Dans le méme temps, le changement de fournisseur de
thrombine (de Sigma a Cryopep) a eu un effet positif sur les performances de HD22 5’-T15.
L aptamere HD22 5°-T15 non renaturé a pu reconnaitre et lier la thrombine (tout comme le méme
aptameére renaturé), cependant le complexe formé n’était pas stable dans le tampon de course PBS
sans ajout de sels divalents. Ainsi, on peut suggérer que soit le repliement correct de HD22 5°-T15
est induit par le ligand dans nos conditions expérimentales, soit la thrombine de Sigma avait une
accessibilité moindre de I’exosite 11, ce qui a entravé sa reconnaissance par HD22. Compte tenu de
ces résultats, seule la thrombine de Cryopep a été utilisée pour les autres expériences. La
renaturation des aptaméres HD1 5°-T5 (effectuée en paralléle) a produit le méme effet - les
difficultés de reconnaissance et de capture des protéines.

Des expériences de renaturation des aptaméres avant leur dépdt sur la biopuce ont
également été réalisées avec des aptameéres avec un linker T10. Aucun effet positif sur la
reconnaissance et la capture du ligand par des aptameres n’a été observé (données non présentées),
comme les résultats obtenus avec HD1 5°-T5 et HD22 5°-T15. Certains oligonucléotides formant
des quadruplex produisent des mélanges de structures lorsqu’ils sont chauffés a 80-90 °C puis
lentement refroidis, a I’exception des aptameres de thrombine, qui ont tendance a produire une
seule conformation, ce qui signifie que les aptameres renaturés devraient retrouver leur
configuration fonctionnelle une fois refroidis [293], [299]. Ainsi, la diminution de la performance
des aptameres anti thrombine apres chauffage peut étre causée par la destruction partielle des
aptameéres.

La longueur du linker polyT, tout comme le choix de I’extrémité 5* ou 3’ pour ce linker qui
permet I’immobilisation, ont également influencé de maniére drastique la performance mesurée
par SPRi des aptameres anti thrombine. L’influence de la position 5° ou 3’ du linker a base de
thymine sur les performances de HD1 a été étudiée. Pour une comparaison rigoureuse, les
aptameres HD1 5°-T10 et HD1 3’-T10 avec un linker de longueur identique T10 ont été choisis.
L’immobilisation par I’extrémité 3’ par rapport a 5°, a été plus favorable pour HD1 ce qui pourrait
étre lié a plus grande stabilité structurale de I’aptameére dans une conformation qui permet la
reconnaissance du ligand. L’absence de reconnaissance et de capture de la thrombine par
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HD1 5°-T10, alors que HD1 5°-T5 était pleinement fonctionnel, montre également I’ importance de
la longueur du linker.

L’influence de la longueur du linker polyT sur les performances de HD22 a egalement été
étudié. A des fins de comparaison, I’immobilisation via 5 a été sélectionnée, les deux aptameéres
HD22 5°-T15 et HD22 5°-T10 ont donc été utilisés pour les expériences. HD22 a été capable de
reconnaitre et de capturer avec succes la thrombine dans le tampon de course PBS (sans sels
divalents) lorsque relié au linker T10 mais a perdu cette capacité avec un linker T15. Il y a donc
une longueur optimale du linker propre a chaque aptameére et dépendant de la position 3’ ou 5’. De
plus, la quantité plus importante de thrombine retenue par affinité sur le site de HD22 5°-T10 par
rapport a HD1 5°-T5, confirme les données rapportant une stabilité supérieure des complexes
HD22-thrombine par rapport aux complexes HD1-thrombine [170], [280].

En tenant compte de ces résultats, trois aptameres ont été sélectionnés pour la suite des
travaux de développement de microarrays aptameres en vue du couplage SPRi-MS: HD1 5°-T5,
HD1 3’-T10 et HD22 5°-T10 qui ont démontré les meilleures performances. Ces aptaméres utilisés
sans renaturation préalable ont été greffés sur la surface du biocapteur a une concentration de 10uM
dans un tampon TE.

V-2.3 Evaluation de I’aptadimer HD1-22

Deux fragments des différents anticorps (reliés entre eux par un linker polypeptidique) qui
reconnaissent simultanément des épitopes adjacents, mais non chevauchants, avec une affinité plus
élevée que les anticorps spécifiques a un seul épitope, ont été élaborés il y a plus de 20 ans [300],
[301]. La fusion de deux anticorps peut en effet abaisser la valeur Kp lors de la liaison simultanée
de deux sites de reconnaissance de la méme cible en raison d’une augmentation de la constante
d’association kon et d’une diminution de la valeur dissociation Koff.

Le méme concept a ensuite été appliquée aux aptameres par différents groupes de recherche
qui ont essayé d’améliorer I’affinité des aptameres par dimérisation [278], [279]. La stratégie
principale utilise deux aptameéres oligonucléotidiques fonctionnellement distincts, qui ciblent
différents sous-domaines protéiques de la méme protéine. L approche choisie s’est appuyée sur un
modele, celui de I’assemblage des aptameres HD1 et HD22 en un aptadimere ciblant les deux
exosites distincts de la thrombine.

Les premiers aptadimeéres de fusion, développés contre la thrombine, ont été signalés et
caractérises par Muller et al. [278], [280], [302]. Le but initial de leur étude était d’améliorer
I’activité inhibitrice. L’affinité globale de I’aptamere de fusion divalent HD1-22 5’-T10 pour
I’a-thrombine humaine, a été multipliée par dix et quatre environ, par rapport a celles des aptameres
précurseurs monovalents HD1 et HD22 respectivement. Le groupe de Hasegawa et al., travaillant
sur I’amélioration des performances des aptameres se liant a la thrombine grace a la dimérisation
de HD1 et de HD22, a également rapporté une augmentation (une valeur Kp subnanomolaire) des
affinites globales de cet aptamere de fusion [279]. Le groupe de Muller a utilisé deux différents
linkers polyA (A5 et A15), tandis que le groupe de Hasegawa a utilisé differents polyT (TO, T5,
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T10 et T20). L’aptameére de fusion qui comprend le linker A5 a révélé des valeurs de Kp similaires
acelles de I’aptameére de fusion contenant A15 [278]. L’étude de I’impact de la longueur des linkers
polyT par le groupe de Hasegawa a révélé qu’a partir de T5, lavaleur Kp devient subnanomolaire
et que les affinités des aptameres de fusion divalents étaient proches pour T5, T10 et T20.

Dans ce travail, la sélection de la longueur optimale du linker interne pour I’aptameére de
fusion divalent a été basée sur les calculs de Trapaidze [169]. Ces calculs sont baseés sur la
juxtaposition des modeles structuraux de HD1 (structure 4DII déposées dans la PDB) et HD22
(structure 417Y’) avec celui de la thrombine au regard de leurs sites de liaison exosites 1 et 2, puis
la distance linéaire entre les extrémités des aptameéres a été mesurée (environ 7,3 nm,
Figure V-12 A). La longueur de linker requise a été estimée a 9-10 nm minimum, pour tenir compte
du contournement de la thrombine (@ = 4,2 nm). Ainsi, sur la base de la taille de nucléotides
d’environ 0,67 nm, cette longueur du linker correspond a 15 nucléotides (Figure V-12 B). Un linker
T15 a donc été utilisé pour relier les deux aptameres HD1 et HD22 dans ce travail de these. Un
polyT au lieu du polyA a été choisi pour la connexion de ces aptameres a la fois pour favoriser une
plus grande affinité de I’aptadimére selon les données de la littérature, et pour prévenir les
interactions polyA-polyT avec les linkers polyT présents aux extrémités, qui peuvent entraver le
bon fonctionnement de I’aptadimere.

Figure V-12: Représentation schématique de HD1-22, | ‘aptadimére bivalent de fusion anti
thrombine. (A) Structure moléculaire du complexe aptamere-thrombine-aptamere avec HD1 en
rouge, HD22 en jaune (5SEW2). (B) Aptamére HD1-22 avec le linker interne T15 représenté autour
de la molécule de thrombine (3U69).

Il faut noter que tous les aptadimeres décrits dans la littérature ont été immobilisés sur des
biopuces de streptavidine par I’intermédiaire du groupe fonctionnel biotine fixé a I’extrémité 5°,
sans aucun linker polyT ou polyA supplémentaire inclus entre la biotine et I’extrémité de
d’aptamere. Comme tous les aptameres anti thrombine utilisés dans ce projet ont été immobilisés
sur des SAM PEO-NHS via un linker polyT a I’extrémité 5 ou 3’ (HD22 via I’extrémite 5’ et HD1
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via I’extrémité 5’ et 3’), nous avons congu un aptadimere avec un linker polyT (T10) a I’extrémité
5’ et un polyT (T15) reliant les deux séquences monovalentes de I’aptamere - HD1-22 5°-T10.

J’ai comparé les performances de I’aptadimére aux précurseurs monovalents, parmi ceux
des aptameres ayant montré les meilleurs résultats SPRi dans nos conditions expérimentales et qui
portent un linker polyT de méme longueur: HD1 3°-T10 et HD22 5°-T10. Ces aptameres, ainsi que
I’aptamere TC (contrble négatif), ont ét¢ immobilisés a une concentration de 10 uM, tandis que
I’aptamere de fusion HD1-22 5°-T10 a été immobilisé a des concentrations de 10 et 20 uM dans le
tampon de stockage TE sur la surface PEO-NHS. Les interactions des aptadiméres avec leur cible
ont été évaluées en injectant différentes concentrations de thrombine (Figure V-13) et de
prothrombine (Figure V-14) purifiées dans le tampon de course PBS (sans ajout de sels divalents).

Thrombine Thrombine Thrombine
0,1 pg/mL 0,25 pg/mL 0,5 pg/mL

>

Régénération

Réflectivité (%)
Régénération

Temps, min
mmm 10 M aptamere HD1-22 5'-T10 mmm 10 pM aptameére HD22 5-T10 === 10 pM aptamere TC (contrle négatif des aptaméres)
Bl 20 pM aptamere HD1-22 5-T10 mmm 10 uM aptamére HD1 3'-T10 Surface passivée

Figure V-13: (A) Sensorgrammes SPRi obtenus a partir d 'un microarray d ‘aptameéres anti
thrombine suite a des injections de thrombine en solution a différentes concentrations dans un
tampon de course PBS sans sels divalents. HD22 5°-T10 est représente en vert, HD1 3’-T10 en
bleu et HD1-22 5°-T10 aptameére bivalent fusionné immobilisé a 10 et 20 uM concentration en
couleurs magenta et violette respectivement. (B) Images différence de la cellule SPRi obtenues lors
de chaque injection de thrombine.

La liaison de la thrombine aux récepteurs immobilises a été testée sur une gamme de
concentrations de 0,025 a 1 pg/mL de thrombine (Figure V-13 A). La limite de détection de la
thrombine par I’aptadimere dans les conditions expérimentales décrites ci-dessus a été évaluée a
environ 0,1 pg/mL (% des changements de réflectivité aprés la phase de dissociation > 0,02).
L’efficacité globale de capture de la thrombine par I’aptadimére HD1-22 5°-T10 est égale ou
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supérieure a celle des aptaméres monovalents HD22 5°-T10 et HD1 3’-T10 (Figure V-13 A). La
quantité de ligand retenu est presque deux fois plus élevée pour HD1-22 5’-T10 que pour
HD1 3’-T10. Par rapport a HD22 5°-T10, ce facteur de proportion est plus important pour les
faibles concentrations de thrombine et presque inexistant pour les concentrations égales ou
supérieures a 0,5 ug/mL (13,5 nM). On peut également déduire de la Figure V-13 A, que
HD1-22 5°-T10 donne de meilleurs résultats lorsqu’il est déposé a 20 uM plutot qu’a 10 uM, a la
différence des aptameres monovalents (comme vu précédemment, Figure V-6).

A I’image de HD22 5°-T10 [280], [302], I’aptadimére HD1-22 5°-T10 ne montre aucune
interaction avec la prothrombine (Figure V-14). L’interaction de HD1 3’-T10 avec la prothrombine
montre une dynamique d’association/dissociation trés rapide. Par consequent, les deux aptameres
HD1-22 5°-T10 et HD22 5’-T10 peuvent étre considérés comme des aptameres spécifiques de la
thrombine.

0121 Prothrombine : | Prothrombine Prothrombine
oni | 0,25 pg/mL ‘ 0,5 pg/mL : 1 pg/mL

Réflectivité (%)
=

Régénération
Régénération
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mmm 10 pM aptamére HD1-22 5'-T10 mmm 10 M aptamére HD22 5°-T10 mmmm 10 pM aptamére TC (contrdle négatif des aptameéres)
B 20 pM aptamére HD1-22 5°-T10 = 10 uM aptameére HD1 3°-T10 EEm  Surface passivée

Figure V-14: Sensorgrammes SPRi obtenus a partir d’un microarray d’aptameéres anti
thrombine suite a des injections de solution de prothrombine commerciale purifiée a différentes
concentrations dans un tampon de course PBS sans sels divalents. HD22 5’-T10 est représenté en
vert, HD1 3°-T10 en bleu et HD122 5°-T10 aptamere bivalent fusionné immobilisé a 10 et 20 uM
concentration en couleurs magenta et violette respectivement.

A la différence des données de la littérature qui indiquent des affinités des aptadiméres deux
a dix fois supérieures pour la thrombine comparées aux aptaméres monovalents HD22 et HD1, une
telle différence d’affinité n’a pas été observée avec notre aptadimere HD1-22 5°-T10. La quasi
absence de différences de cinétique d’interaction avec la thrombine entre HD22 5°-T10 et
HD1-22 5°-T10 observées au cours de I’expérience SPRi suggérent que les conditions
expérimentales n’étaient pas optimales pour HD1-22 5°-T10. Il est probable qu’en ajoutant des
ions divalents (ImM de MgCl; et CaCl,) dans le tampon de course SPRI, les performances de
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HD1-22 pourraient se rapprocher de celles rapportées dans la littérature. Malheureusement, ces
expériences avec I’aptadimere bivalent HD1-22 en ajoutant des sels divalents au tampon PBS n’ont
pas pu étre réalisées par manque de temps.

V-2.4 Couplage avec la détection par MALDI MS et imagerie MS des biopuces
a aptameres

Toutes les surfaces de biopuces a aptameres ont été systématiquement interrogées par
MALDI-TOF MSi apreés le suivi cinétique des interactions par SPRi. Pour le couplage avec la MS,
I’injection du ligand thrombine (0,5 ou 1 pg/mL dans le tampon de course PBS) lors de I’étape
SPRi a été suivie d’un ringage de la surface des biopuces non pas avec le tampon de régénération
mais avec le tampon de course, afin de maintenir le ligand sur les récepteurs aptameéres. Puis les
biopuces ont été rincées avec de I’eau ultrapure afin d’éliminer les sels, puis séchées avec de I’air,
avant le dép6t de la matrice HABA. La matrice a été appliquée manuellement sur chaque site
d’interaction de la biopuce (méthode de dépot de matrice de type "gouttelette seche™), ainsi que sur
certaines portions de surface passivéee (surface contrdle).

Les biopuces ont été ensuite analysées par imagerie MALDI-TOF. Toutes les régions
d’intérét (ROIs) couvertes par la matrice ont été balayées automatiquement par le laser, et les
spectres de masse obtenus a partir de chacune des ROIs ont été moyennés afin de produire un seul
spectre de masse pour chaque ROI. Le résultat est constitué d’une distribution 2D de I’intensité
d’une sélection d’ions (filtre de masse m/z) superposée a la photo de la surface de la biopuce, et
des spectres de masse de chaque ROI. Il faut noter qu’outre cette analyse automatisée, une analyse
MS manuelle des ROIs a été également effectuée: les signaux obtenus ont été similaires a ceux
produits par I’analyse automatisée et systématique par MSi.

V-2.4.1 Analyse des biopuces a aptaméres HD1 et HD22 par imagerie MALDI-TOF
Les surfaces de biopuces avec les deux types d’aptameres HD1 (HD1 5°-T5, HD1 5°-T10,
HD1 3’-T10) et HD22 (HD22 5’-T15, HD22 5°-T10) ont été imageées par imagerie MALDI-TOF.

Les spectres de masse a partir des biopuces a aptamére HD1 ayant démontré des interactions
avec la thrombine par SPRi indiquent tous la détection de cette protéine sur les ROIs. Ainsi les
spectres de masse obtenus a partir de HD1 5°-T5 présentent deux pics, I’un a m/z 17568 [M+2H]?*
et I’autre a m/z 35982 [M+H]*, qui correspondent aux ions thrombine doublement et simplement
chargés (Figure V-15 A). Par ailleurs, les spectres de masse obtenus a partir des sites d’aptamére
HD1 3°-T10 montrent systématiquement un seul pic a m/z 35982 [M+H]* correspondant a I’ion
ligand monocharge (Figure V-15 B). La détection de deux états de charges de la thrombine indique
vraisemblablement une quantité de thrombine capturée sensiblement supérieure, ce qui pourrait
traduire une plus grande efficacité de capture de ligand a partir de HD1 5’-T5, comparé a
HD1 3’-T10 lors de I’expérience SPRi dans le tampon PBS (sans sels divalents).
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Figure V-15: Résultats MSi MALDI-TOF obtenus aprés |’expérience SPRi (tampon de
course PBS, sans sels divalents) directement a partir de la surface de microarray d ‘aptaméres anti
thrombine immobilisés sur la chimie PEO-NHS. (A) Spectre de masse typique obtenu a partir de
sites HD1 5-T5 et (B) spectre de masse typique obtenu a partir de sites HD1 3’-T10. Chaque
spectre de masse représenté est la moyenne des spectres de masse obtenus a partir de la ROI.

La biopuce a aptamere HD1 5°-T10 qui n’a démontré aucune interaction par SPRi conduit
a des spectres de masse ne montrant aucune détection de la thrombine a la surface des ROIs
(Figure V-16 A). Les différents spectres de masse enregistres a partir des sites de contréle étaient
également en accord I’absence de détection par SPRi - aucun pic d’ion protéique n’a été détecté
par MS (Figure V-16 B), ce qui confirme une bonne spécificité des aptaméres HD1 5°-T5 et
HD1 3°-T10 se liant a la thrombine, et que la passivation de la surface du capteur a réussi.
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Figure V-16: Résultats MSi MALDI-TOF obtenus aprés |’expérience SPRi (tampon de
course PBS, sans sels divalents) directement a partir de la surface de microarray des aptameres
anti thrombine immobilisés sur une SAM PEO-NHS. (A) Spectre de masse typique obtenu a partir
de sites HD1 5°-T10 et (B) spectre de masse typique obtenu a partir de sites TC (contrdle négatif).

Chaque spectre de masse représenté est la moyenne des spectres de masse obtenus a partir de la
ROLI.
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Concernant les spectres de masse a partir des biopuces a aptamere HD22, seule la biopuce
HD22 5°-T10 avait démontré des interactions avec la thrombine par SPRi. En accord avec ce
résultat, le spectre de masse obtenu a partir de cette biopuce montre les ions spécifiques de la
thrombine & m/z 17568 [M+2H]?* et 35982 [M+H]" (Figure V-17 B). Ce spectre est similaire a
celui obtenu avec la biopuce HD1 5°-T5 (Figure V-17 A). Comme attendu, aucun signal n’a été
détecté a partir de la région ou I’aptamere HD22 5°-T15 est immobilisé et ou aucune interaction
n’a été observée par SPRi.
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Figure V-17: Résultats MSi MALDI-TOF obtenus aprés |’expérience SPRi (tampon de
course PBS, sans sels divalents) directement a partir de la surface de la biopuce a microarray
d’aptameres anti thrombine immobilisés sur une SAM PEO-NHS. (A) Spectre de masse typique
obtenu a partir de sites d 'aptamére HD1 5’-T5. Spectres de masse typiques obtenu a partir de sites
d’aptamere HD22 5-T10 (B) et HD22 5°-T15 (C). Chaque spectre de masse représenté est la
moyenne des spectres de masse obtenus a partir de la ROI.

L’imagerie par spectrométrie de masse a ensuite permis une nouvelle analyse visuelle des
biopuces, en sélectionnant un filtre de masse correspondant a 1I’un des ions de la thrombine.
L’ image MALDI-TOF de la surface de la biopuce avec un filtre de masse a m/z 36534 (ion [M+H]"
de la thrombine) est présentée sur la Figure V-18 A. La représentation schématique de la position
des sites de récepteurs sur la surface du microarray est représentée a coté (Figure V-18 B). La
localisation des ions provenant de la thrombine sur les sites des aptameres a été facilement
déterminée, cependant, une coloration brillante de certains sites de contrdle (non liée a I’adsorption
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de ligands et a la thrombine en particulier), car aucune protéine n’a été détectée sur les sites de
controle, données non présentées) a également été observée (par exemple, ROI #13 et #16). Cela
peut s’expliquer par le niveau de bruit élevé dans ces zones, causé par la cristallisation hétérogene
de la matrice.

| 4] Fier Name Fiker Method
[ W+ thombin 36534 Da £ 0.25%

Figure V-18: Résultats MSi MALDI-TOF obtenus apreés | ‘expérience SPRi dans un tampon
de course PBS (sans sels divalents) directement a partir de la surface de microarray d ‘aptaméres
anti thrombine immobilisés sur une SAM PEO-NHS. (A) Photo typique de la surface de microarray
avec un filtre de masse de couleur magenta appliqué afin de montrer la distribution des ions sur
les ROIs analysés (numérotés et délimités par une ligne pointillée). (B) Représentation
schématique de la position des sites des récepteurs sur la surface de microarray. HD1 5°-T5 et
HD1 3°-T10 en bleu foncé et bleu clair respectivement. HD1 22 -T10 et HD1 22 -T15 en vert foncé
et vert clair respectivement. Les cercles blancs non nommes correspondent a différentes régions
de controle.

V-2.4.2 Analyse des biopuces a aptadimeéere HD1-22 par imagerie MALDI-TOF

Des images MALDI-TOF ont été produites a partir des surfaces des biopuces, a aptadimere
HD1-22 5°-T10 et des spectres de masse moyens ont été déduits de ces images MALDI-TOF.
L’ analyse SPRi a démontré des interactions avec la thrombine avec cet aptadimére et en accord
avec ce résultat les spectres de masse ont mis en évidence la présence de thrombine capturée a la
surface de ces biopuces. Quel que soit la concentration de I’aptaméere HD1-22 5°-T10 a
I’immobilisation (10 et 20 uM), seul un ion a m/z 36534 correspondant au [M+H]" de la thrombine
a été observé (Figure V-19). Par comparaison les spectres de masse a partir des biopuces
HD22 5°-T10 (Figure V-17 B) montrent toujours deux signaux a m/z 17568 [M+2H]** et
35982 [M+H]*. Ce résultat suggeére une quantité plus faible de trombine retenue sur la biopuce a
aptadimere alors les résultats SPRi ont montré que la capture de thrombine par HD1-22 5’-T10
(déposé a 20 uM) est presque égale a celle par HD22 5°-T10 (Figure V-13 A). Le fait que les
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récepteurs aptadimeres fournissent des signaux MS moins intenses pourrait s’expliquer par la
formation d’un complexe thrombine-aptadimére moins stable que celui de la thrombine-HD22 dans
nos conditions expérimentales.

E@, A o-thrombine e B o-thrombine
MW ~ 36.5 kDa MW ~ 36.5 kDa
: [M+H]"* [M+H]*
WMWWN M WMMWMWWW

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

Flgure V- 19 Resultats MSi MALDI- TOF obtenus apres |’expérience SPRi (tampon de
course PBS sans sels divalents) directement & la surface de microarray des aptaméres anti
thrombine immobilisés sur la SAM PEO-NHS. Spectres de masse typiques obtenus a partir de sites
HD1-22 5°-T10 immobilisés et a une concentration de 10 uM (A) et 20 uM (B) respectivement.
Chaque spectre de masse représenté est la moyenne des spectres de masse obtenus a partir de la
ROLI.

V-2.4.3 Conclusion sur la détection par MSi en fonction du type d’aptameére et de ses
modifications
Les limites de détection en SPRi-MS a base de microarrays d’anticorps se situent dans la
plage nano- a micromolaire. Les aptameres sont souvent associés a des affinités plus élevées que
les anticorps envers la molécule cible, de sorte que la limite de détection du systéme de couplage
SPRi-MS pourrait théoriqguement étre abaissée avec I’utilisation de microarrays a base
d’aptameéres. Cependant, des conditions optimales doivent étre définies pour permettre a la fois, le
suivi SPRIi et I’identification du ligand MSi directement a partir de la surface du biocapteur, apres
les expériences SPRi.

Les résultats obtenus par imagerie MALDI-TOF a partir de biopuces a aptameres anti
thrombine ont été en bon accord avec les résultats de I’analyse SPRi. La techniqgue MALDI-TOF
MSi a produit une image de la surface des biopuces a microarray, qui correspond a une cartographie
de la distribution des ions d’intérét. Cependant, la coloration de certains sites contrbles apres
I’application du filtre de masse a également été observée. Cela peut s’expliquer par un niveau de
bruit élevé dans certaines zones da fait d’une cristallisation hétérogene de la matrice apreés le depot
manuel de la matrice. Comme prévu, aucun signal n’a été détecté dans les régions HD1 5°-T10,
HD22 5°-T15 et sur tous les sites contréles, ce qui confirme I’absence de capture non spécifique
de ligand et une bonne passivation de la surface du biocapteur.
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La thrombine a été détectée sous la forme d’un ion [M+H]" a partir de tous les spectres de
masse obtenus a partir de sites ou les aptameéres étaient fonctionnels (HD1 5°-T5, HD1 3’-T10,
HD22 5°-T10 et HD1-22 5°-T10), tandis que les ions [M+2H]?* n’ont été détectés qu’avec un seul
petit nombre d’entre eux: HD1 5°-T5 et HD22 5°-T10. Cela est certainement dd a la quantité plus
importante de ligand retenu par ces deux aptameres, comme cela a été observé lors des
expériences SPRIi.

La capture de la thrombine était presque équivalente pour les deux aptaméres HD22 5°-T10
et HD1-22 5°-T10 pendant I’expérience SPRi, cependant seul I’ion [M+H]" a été détecté sur les
spectres de masse de I’aptadimére, alors que des ions [M+2H]?* et [M+H]" ont été détectés sur les
sites de HD22 5°-T10.

Ce chapitre représente I’une des tentatives de création du biocapteur pour la détection de la
thrombine a base sur les aptameres et I’aptadimére et c’est le premier travail qui utilise les deux
sur la méme surface de capteur simultanément. Etant encore en phase de conception, nous avons
été confrontés a certains problemes qui doivent étre résolus et réfléchis aux étapes suivantes du
développement du biocapteur basé sur I’aptadimeére. Tout d’abord, il faut encore déterminer les
conditions expérimentales optimales pour I’aptadimére. Deuxiemement, la comparaison des
aptameres et des aptadimeres doit étre effectuée avec la définition de I’affinité et de la spécificité
envers la thrombine dans les conditions réelles. Enfin, les interactions des aptadimeéres avec la
thrombine devraient étre caractérisées (les parametres d’interaction devraient étre définis).
Néanmoins, nous pensons que cette technologie est un pas en avant pour le développement de
capteurs basés sur les aptadiméres, non seulement pour la thrombine mais aussi pour d’autres
cibles.
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Chapter VI. Les microarrays mixtes
anticorps/aptameres pour le couplage
SPRI-MS
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V1-1 Les microarrays mixtes anti p-lactoglobuline pour la détection
SPRAI

Dans ce chapitre est rapportée une série d’expériences basées sur I’exploitation de biopuces
mixte combinant anticorps et aptameéres, pour la capture spécifique de la B-lactoglobuline. L’idée
a éte de concevoir une biopuce a la surface de laquelle sont immobilisés sur des sites distincts les
anticorps et les aptameéres, afin de pouvoir comparer les deux types de récepteurs dans des
conditions strictement identiques. Ainsi ces biopuces a microarrays mixtes pourraient offrir
I’opportunité de comparer directement I’impact de changements de protocoles expérimentaux sur
la performance de récepteurs de différentes natures (anticorps vs aptameére), sans avoir a pratiquer
des expériences comparatives a partir de biopuces différentes, a des moments différents, ce qui
peut engendrer des biais. Enfin, ces expériences pourraient aider a comprendre les raisons du
mangue de performance des aptameres anti B-lactoglobuline.

J’ai décidé de reproduire les conditions expérimentales décrites dans la littérature, faisant
état d’aptameres anti B-lactoglobuline fonctionnels, afin de découvrir la raison de I’absence de
performance des aptaméres anti B-lactoglobuline présentée dans ce travail dans la section
précédente (IV-1 ). Les essais avec des aptasenseurs anti B-lactoglobuline rapportés dans la
littérature ont utilisé I’'une ou I’autre des configurations suivantes: soit les aptameres étaient
immobilisées sur la surface des électrodes de graphéene sérigraphiées par absorption physique, et
ce dernier était immédiatement utilisé; soit les aptameéres étaient immobilisés a I’aide d’une liaison
chimique et des échantillons de protéines étaient ensuite injectés [273], [274]. Pour cette derniére
configuration, il est précisé que les biocapteurs étaient stockés a 4 °C avant et entre les séries
d’expériences. Dans ce travail de these, des biopuces détectant la B-lactoglobuline ont été utilisées
apres I’étape d’immobilisation des aptameéres pendant 2h soit a température ambiante, soit a 4°C.
Ainsi, nous ne pouvons pas exclure qu’une étape de stockage a 4°C dans le tampon approprié
pourrait étre une étape clé pour le repliement correct des aptameres greffés, et leur bon
fonctionnement. L’influence du temps et des conditions d’immobilisation des récepteurs a donc été
étudiée.

Afin de comparer le protocole expérimental SPRi précédemment établi (avec un temps
d’immobilisation de 2h) a celui rapporté dans la littérature, j’ai sélectionné deux temps de greffage
des récepteurs (2h et 16h), sous atmosphere humide a 4 °C. Les résultats obtenus ont conduit a la
conclusion que les aptaméres B-lactoglobuline utilisés dans ce travail n’étaient pas fonctionnels
quel que soient les tampons SPRi testés, c’est pourquoi ils ne seront pas présentés.

A partir des microarrays mixtes, j’ai tout de méme pu évaluer I’influence du tampon de
course et du temps d’immobilisation des récepteurs sur la performance des anticorps anti
B-lactoglobuline. La Figure VI-1 montre les densités surfaciques de p-lactoglobuline retenues sur
les sites d’anticorps correspondant, en fonction du tampon de course utilisé, et des durees
d’immobilisation des anticorps (2h ou 16h). Premierement, on peut observer a partir de
I’histogramme que I’immobilisation des récepteurs pendant 16h (pendant la nuit) a abouti une
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meilleure performance dans trois cas sur quatre - plus de ligand a été retenu a la surface pour tous
les tampons d’immobilisation/de course, sauf pour le tampon d’acétate d’ammonium 150 mM.
Deuxiemement, avec une durée longue d’immobilisation (16h), une quantité quasi équivalente de
ligand a éteé capturée lors de I’injection de 100 pug/mL de B-lactoglobuline, pour tous les tampons a
I’exception du tampon PBS en présence de MgCl: et CaCl,. Ce tampon a été préparé a partir de
tablettes de sels de tampon PBS en ajoutant MgCl. et CaCl a une concentration de 1 mM. Dans ce
cas, la quantité de ligand capture était presque deux fois plus élevée qu’avec le tampon PBS sans
sels divalents. Par conséquent, dans nos conditions, un temps de greffage des récepteurs de 16 h et
un tampon de course PBS contenant des sels de MgCl2 et de CaCl, sont plus appropriés pour la
détection de B-lactoglobuline en SPRi.
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Figure VI-1: Histogramme montrant la densité de surface moyenne de protéines retenues
sur les sites d ‘anticorps anti g-lactoglobuline lors de | 'injection de 100 ug/mlL de S-lactoglobuline
dans différents tampons de course. Les barres bleues correspondent a |’'immobilisation des
récepteurs pendant 16 heures et les barres orange - pendant 2 heures.

V1-2 Analyse par MALDI-TOF MS et MSi des microarrays mixtes

anti pB-lactoglobuline

Les conditions de préparation de la matrice et de I’échantillon ont une grande influence sur
I’efficacité de la détection par spectrométrie de masse [303]. Une détection satisfaisante par MS
nécessite souvent des procédures de dessalage supplémentaires, et une accumulation des signaux
afin d’augmenter la qualité du spectre de masse, apres la séparation par affinité des ligands. Une
faible résolution et faible intensité des signaux en spectrométrie de masse peut étre causée par les
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sels des tampons utilisés, retenus sur la surface de la biopuce aprés I’expérience SPRi [304]. Les
résultats de I’analyse par MS des biopuces avec pour but la détection de la B-lactoglobuline a la
suite d’expériences SPRi dans des tampons de course PBS non volatils sont représentés dans cette
partie. Contrairement au tampon acétate d’ammonium 10 mM utilisé précédemment, I’utilisation
du PBS comme tampon de course en SPRi a nécessité des efforts supplémentaires lors de
I’acquisition des spectres de masse — 1’interrogation manuelle des ROIs a été systématiquement
effectuée apres I’imagerie MALDI-TOF afin d’obtenir des spectres de masse bien résolus.

La Figure VI-2 A montre une photo de la biopuce SPRi avec un microarray (3x3) constitué
de récepteurs mixtes au centre, accompagnés de divers contréles. Sur la Figure VI-2 B, une photo
d’une partie du microarray zoomée est superposée aux résultats de la détection par MS — trois ROI
de couleur magenta relativement brillants ont pu étre remarques (ROI # 06, 07 et 12); ils
correspondent tous aux sites d’anticorps anti B-lactoglobuline. Tous les autres ROIs correspondent
soit, a des sites ou des aptaméres anti B-lactoglobuline ont été immobilisé, soit a des sites de
controle — aucun ligand n’y a été détecté dans tous les cas et toute coloration résiduelle apres
application du filtre de masse était due au niveau de bruit élevé. Les spectres de masse obtenus a
partir des sites anticorps, aprés analyse SPRi dans le tampon de course PBS sans MgCl. et CaCly,
ont montré des signaux de tres faible intensité, avec a m/z 18364, I’ion correspondant a la forme
[M+H]" de la B-lactoglobuline (Figure VI-2 C et D). Comme on peut le voir, la coloration de la
distribution des ions est relativement intense, tandis que I’intensité des pics d’ions sur le spectre de
masse est faible. Cet effet est particulierement important pour la ROl #12, qui montre une
coloration brillante a proximité du bord. Ce phénomene est attribué au niveau éleveé de bruit sur le
bord de la ROI, lié a la couche plus fine de matrice cristallisée a cet endroit. Cet inconvénient
pourrait étre résolu en remplacant la méthode de dépdt de matrice par une pulvérisation homogene
sur la surface.
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Figure VI-2: Résultats de MALDI-TOF MSi obtenus apres | ’'expérience SPRi menée avec
un tampon de course PBS (sans sels divalents) directement a partir de la surface de microarray
mixte anticorps/aptameéres anti S-lactoglobuline immobilisés sur la chimie PEO-NHS. (A) Photo
de la surface entiere de la biopuce avec délimitation des ROIls. (B) Photo de la surface du
microarray avec les résultats MSi superposeés. Filtre de masse de couleur magenta appliqué afin
de montrer la distribution des ions sur les ROIs analysés. Spectres de masse typiques obtenus a
partir de sites d’anticorps contre S-lactoglobuline (C et D) en mode linéaire positif en utilisant la
matrice HABA. Chaque spectre de masse représenté est la moyenne des spectres de masse obtenus
a partir de la ROI.

Comme les spectres obtenus n’étaient pas de bonne qualité (faible rapport signal/bruit,
faible résolution), j’ai décidé de procéder a une interrogation manuelle de la surface afin de
n’accumuler que des spectres significatifs sans faire la moyenne sur I’ensemble de la ROI, ce qui
est fait automatiquement a la fin du balayage par imagerie MALDI-TOF. Les spectres de masse
obtenus par interrogation manuelle a partir des mémes sites d’anticorps anti -lactoglobuline sont
présentes sur la Figure VI-3. Ces données sont le résultat de I’accumulation d’au moins 2000 tirs
laser obtenus a partir de différentes parties de la ROIl. Comme on peut I’observer, les nouveaux
spectres de masse ont des signaux avec un rapport S/B bien meilleur, ce qui signifie que le tampon
PBS utilise (avec rincage a I’eau avant I’application de la matrice) peut étre toléré par
MALDI-TOF.
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Sur la Figure VI1-3 C-D, des spectres de masse obtenus a partir de différents récepteurs anti
B-lactoglobuline (anticorps vs aptamere) sont superposés. Les résultats MS sont en accord avec
ceux issus de I’expérience SPRi seule, indiquant I’absence d’interactions avec les aptameres
immobilisés. Le spectre de masse avec le signal le plus faiblement résolu, obtenu a partir d’un site
a base d’anticorps anti B-lactoglobuline (#12), a été utilisé pour la Figure VI-3 C-D, mais il était
encore suffisant pour une détermination univoque des pics par comparaison avec les spectres de
masse des aptameres qui eux, ne présentent pas de signaux.
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Figure VI-3: Résultats MALDI-TOF MSi obtenus directement a partir de la surface de
microarray mixte anticorps/ aptaméres anti S-lactoglobuline immobilisés sur la chimie PEO-NHS
apres |’expérience SPRi menée avec un tampon de course PBS (sans sels divalents). (A) et (B)
Spectres de masse typiques obtenus a partir des sites d ‘anticorps anti -lactoglobuline. Le spectre
de masse obtenu a partir d ‘un site anticorps anti g-lactoglobuline (en noir) est superposé avec un
spectre de masse typique obtenu a partir (C) d un site aptamere BLG-14 (en bleu) et (D) d 'un site

aptamere BLG-G (en vert). Chaque spectre de masse représenté est la moyenne de spectres de
masse obtenus a partir d ‘une ROL.

Les spectres de masse moyens des différents sites de contrdle étaient similaires, quel que
soit le tampon de course utilisé en SPRi (tampon volatil a base d’acétate d’ammonium ou non
volatil avec le tampon PBS) - les protéines n’ont pas été détectés par MS a partir de ces sites, ni
par imagerie MALDI-TOF, ni par interrogation manuelle des sites (données non présentées).

Ensuite, I’influence de la présence d’ions métalliques divalents dans le tampon de course,
sur la capture de la B-lactoglobuline (toujours a partir des microarrays mixtes) et sur I’analyse par
MS a été étudiée. Apres les expériences SPRi réalisées avec un tampon de course non volatil
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(tampon PBS contenant 1 mM de MgCl: et de CaCl.), les biopuces ont été extraites et rincées avec
de I’eau pour éliminer I’excés de sel éventuellement présent en surface. Aprés une étape de séchage,
la matrice HABA a été déposée sur chaque plot du microarray comme décrit précédemment. J’ali
pu détecter par imagerie MALDI-TOF uniquement des quantités infimes de B-lactoglobuline, qui
ont été retenus sur les sites d’anticorps correspondants (Figure VI-4 A). J’ai donc procédé a une
interrogation manuelle par MS des divers sites d’interaction (Figure V1-4 B). Les spectres de masse
obtenus sont en parfait accord avec les résultats obtenus lors de I’expérience SPRi, la présence de
1 mM de MgCl> et de CaCl> dans le tampon PBS a permis une capture de ligand plus efficace par
rapport a toutes les compositions de tampon de course SPRi testées précédemment. Etant donné
que la quantité de ligand retenu par affinité sur les sites d’anticorps estimée par SPRi, était presque
deux fois plus élevée, en présence de MgCl. et CaClz par rapport aux expériences avec PBS sans
MgCl; et CaCly, ou dans des tampons acétate d’ammonium, la détection par MS d’ions [M+H]" et
[M+2H]?* a partir de la B-lactoglobuline et d’agrégats de protéines a charges multiples n’a pas été
surprenante (Figure VI-4 C). Le spectre de masse présenté est le résultat de I’accumulation d’au
moins 2000 tirs laser effectués aux voisinages d’un "hot-spot” de la matrice. Bien que des sels
soient encore éventuellement présents a la surface de la biopuce apres I’expérience SPRI, la
protéine a été désorbée/ionisee efficacement en MALDI, probablement parce que sa masse n’est
pas trop importante (~18,4 kDa).
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Figure VI-4: Résultats MALDI-TOF obtenus par MSi (A) et par interrogation manuelle de
la surface (B) apres | ’expérience SPRi dans un tampon de course PBS (contenant 1 mM MgCl. et
CaCly) directement a partir la surface de microarray mixte anticorps/aptaméres anti
p-lactoglobuline immobilisés sur la chimie PEO-NHS. Spectre de masse obtenu a partir des sites
d’anticorps anti f-lactoglobuline, représenté en bleu foncé et des sites de la surface passivée
représenté en vert. (C) Spectre de masse obtenu a partir de « hot-spots » de matrice (site
d’anticorps anti s-lactoglobuline), montrant de multiples ions de la molécule cible.
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Conclusion a propos des microarrays mixtes anti f-lactoglobuline

A partir d’une biopuce modele au format microarray, avec des récepteurs de type anticorps
ou aptamére, ciblant spécifiquement la B-lactoglobuline, le protocole expérimental SPRi existant a
été adapté. Un temps d’immobilisation des récepteurs plus long (pendant la nuit, ~16h) et un
tampon de course PBS contenant 1 mM de MgClI; et CaCl. (pour les expériences SPRi) ont induit
une augmentation importante de I’efficacité de capture par affinité de la B-lactoglobuline par les
anticorps pendant I’expérience SPRi, pour toutes les concentrations de protéine injectées. Aucune
interaction non spécifique n’a été observée avec I’ovalbumine indépendamment des concentrations
injectées. Cette expérience peut servir de preuve de I’affinité et de la sélectivité des anticorps
dirigés contre la B-lactoglobuline. Toutes les modifications appliquées ont été bénéfiques aux
anticorps, en revanche malgré tous les efforts déployes, aucune interaction moléculaire n’a été
observée avec les aptameres anti B-lactoglobuline. Aucune des conditions expérimentales testees
n’a permis d’observer la capture la protéine cible par les aptameres. Ce probleme doit faire I’objet
d’une étude plus approfondie.

L’ analyse de la surface de la biopuce par imagerie MALDI-TOF a été systématiquement
effectuée a la suite des expériences SPRi. L’identification du ligand retenu par affinité a été
possible dans toutes les conditions SPRi testées. Néanmoins, une influence du tampon de course
SPRi sur I’efficacité de détection suivante par MS a été observée: I’analyse est plus exigeante en
termes de travail a réaliser et de temps, apres I’expérience SPRi dans le tampons PBS, ce qui est
en accord avec les données rapportées dans la littérature. Cependant, I’amélioration du signal, liée
a une plus grande quantité de ligand retenu sur la surface du capteur dans ces conditions, compense
ces inconvénients. J’ai constaté que la quantité de B-lactoglobuline capturée dans le tampon PBS
contenant 1 mM de MgCl: et de CaCly, était telle qu’elle permettait de détecter des ions de type
dimeéres de la protéine cible, alors que dans le tampon d’acétate d’ammonium, seuls des ions mono-
et doublement chargés de monomeres de B-lactoglobuline ont été observés.

On peut noter a partir des spectres de masse obtenus, I’importance de la méthode de dépot
de matrice et du mode d’analyse par MS. Dans le cas de la détection de la B-lactoglobuline suite a
I’expérience SPRi dans le tampon PBS, qui est a la limite des quantités de sels tolérées par
MALDI-TOF, I’imagerie MS peut servir au moins pour I’identification des sites de récepteurs
recherchés - des ROI colorés ou les ions m/z cibles ont été détectés. Un examen supplémentaire
des ROI sélectionnés par interrogation manuelle (en MALDI-TOF MS classique) a souvent été
nécessaire afin d’obtenir un signal plus intense et mieux résolu. Par conséquent, une procédure
d’élimination des sels plus efficace apres les expériences SPRi réalisées en PBS avec 1 mM de
MgCl; et de CaCl: pourrait étre necessaire, en particulier si I’analyse MS est effectuée pour des
molécules de taille plus importante, souvent plus difficiles a désorber/ioniser en MALDI.
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V1-3 Les microarrays mixtes anti thrombine pour la détection SPRI

Dans cette partie du chapitre VI, nous souhaitons encore comparer les performances de
deux types de récepteurs: des aptameres et des anticorps immobilisés sur une unique surface
(biopuce au format microarray mixte). Ces aptameres et les anticorps serviront a la reconnaissance
et a la capture d’une autre protéine: la thrombine (prothrombine).

V1-3.1 Détection de la thrombine en utilisant des microarrays mixtes

Pour observer la cinétique de liaison entre la a-thrombine et les aptameres HD1, HD22
immobilisés, et pour comparer la performance de ces aptameres a celles des anticorps dirigés contre
la thrombine, différentes concentrations de thrombine allant de 0,025 a 1 ug/mL (0,68 nM a 27 nM)
ont été injectées. Conformément aux recommandations pour I’analyse cinétique SPRIi, les
concentrations de thrombine ont été obtenues par des dilutions en série d’un facteur 2 a partir de la
concentration la plus élevée (27 nM). J’ai sélectionné ces concentrations afin de couvrir le niveau
de concentration pertinent pour les accidents thrombotiques [170] et afin de tester une large gamme
de concentrations.

L anticorps monoclonal contre la thrombine et I’immunoglobuline G de souris (1gG, utilisé
comme contréle négatif) ont été immobilisés a une concentration de 6 puM dans des solutions
contenant 5% de glycérol. Les aptaméres HD22 5°-T10, HD1 5°-T5, HD1 3’-T10 préalablement
sélectionnés, et I’aptamere de contréle (TC) ont été immobilisés dans un tampon TE a une
concentration de 10 uM sur une biopuce fonctionnalisée avec une monocouche de PEO thiolés
activés par la chimie NHS/DCC. Les premiéres expériences SPRi avec des microarrays mixtes
anticorps/aptaméres détectant la thrombine ont été réalisees dans un tampon de course PBS sans
MgCl; et CaCl> (mémes conditions que pour I’aptasenseur de thrombine décrit précédemment dans
le Chapitre V). Une réponse significative (variation de réflectivité > 0,02 % aprés I’étape de
dissociation) a été observée a une concentration de thrombine aussi faible que 0,68 nM
(Figure VI-5). La réponse la plus élevée a été observée pour I’interaction de la thrombine avec les
anticorps, puis pour HD22 5°-T10 et HD1 5°-T5 et la plus faible pour HD1 3’-T10.
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Figure VI-5: Sensorgrammes SPRi des interactions des d’anticorps contre la
thrombine (A) et des aptaméres HD22 5°-T10 (B), HD1 3’-T10’ (C), HD1 5°-T5 (D) avec des
concentrations croissantes de thrombine injectée dans le tampon de course PBS sans MgCl. et

CaCl,. La légende colorée sur le c6té droit de chaque ensemble de courbes indique la
concentration de la protéine injectée.

Pour I’évaluation de I’affinité des récepteurs envers la thrombine, des quantités de ligand
retenue par unité de surface ont été calculées a partir de tous les sites ou des récepteurs ont été
immobilisés, ainsi qu’a partir des sites de contrdle. En accord avec les résultats montrés
précédemment a partir des sensorgrammes, le niveau le plus élevé de capture par affinité a été
obtenu par les anticorps anti thrombine. Ensuite parmi les aptaméres testés, HD22 5°-T10, a conduit
a la plus grande quantité de thrombine retenue, suivie par HD1 5’-T5 et HD1 3’-T10 (Figure VI-6).
La capture non spécifique de ligands par I’aptamére de contréle (TC) était proche de zéro pendant
toute I’expérience, pour toutes les concentrations de thrombine injectées (Figure VI-6). Les
données concernant la liaison de la thrombine aux sites de surface passivés, et aux sites d’anticorps

de contrble ne sont pas représentées, car la capture non spécifique était inférieure a celle de
I’aptamere TC, elle a donc été négligee.

Il est intéressant de noter que les cinétiques d’association pour les trois aptameres testés
étaient tres proches de ceux du couple anticorps-thrombine (avec une légére différence pour
HD1 3’-T10, qui présente de moins bons résultats). La principale différence réside dans la stabilité
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des complexes formés: la dissociation du complexe a partir de HD22 5°-T10 a été plus rapide que
celle a partir des anticorps, les complexes HD1-thrombine se dissociant encore plus vite par rapport
a HD22 5°-T10. Nous avons attribuée cette différence de stabilité des complexes formés aux 2
facteurs. Premierement, I’affinité beaucoup plus élevée de HD22 par rapport a HD1 est tres bien
corrélée avec la valeur presque doublée de la zone d’interface et du nombre de résidus en
interaction affichés par HD22, signalée par Russo Kraus et al. [287]. Deuxiemement, étant donné
que HD1 interagit principalement avec I’exosite | et ensuite avec I’exosite Il [169], [170], nous
avons attribué cette différence de stabilité des complexes formés aux interactions potentielles de
certains HD1 immobilisés avec I’exosite Il de la thrombine, qui rendent ces complexes instables,
fragiles pendant I’étape de dissociation, diminuant ainsi I’affinité globale des sites HD1 pour la
thrombine.

Quantité moyenne de thrombine retenue (fmol/mm?)
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Figure VI-6: Histogramme montrant la densité de surface moyenne de la thrombine retenue
par affinité sur les sites de différents récepteurs lors d’injections de thrombine de concentrations
croissantes pendant | ‘expérience SPRi dans le tampon de course PBS sans MgCl; et CacCl..

V1-3.2 Détection de la prothrombine en utilisant des microarrays mixtes

Différents auteurs ont démontré clairement que HD1 interagit avec le proexosite | de la
prothrombine [278], [281] avec une affinité comparable a celle de I’exosite | de la thrombine. En
revanche, nous ne savons pas si la cinétique de la réaction de liaison reste la méme quelle que soit
I’orientation de I’immobilisation des aptameres.

Des expériences SPRi ont été réalisées avec des microarrays mixtes préparées comme décrit
précedemment (avec différents aptameres et anticorps). Pour étudier la cinétique de liaison de la
prothrombine avec des récepteurs immobilisés, différentes solutions de prothrombine a des
concentrations allant de 0,1 a 2 pg/mL (1,75 nM a 27,5 nM) ont été injectées. Comme pour les
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concentrations de thrombine, les solutions ont été préparées par des dilutions en série d’un facteur
2 a partir de la concentration la plus élevée (27,5 nM).

Une réponse significative (variation maximale de la réflectivité différente de celle des sites
contréles) a été observée a partir de 3,45 nM (Figure VI-7), ce qui est 5 fois plus élevé que la LOD
de lathrombine. Comme la prothrombine n’a pas interagi avec HD22 5°-T10 et I’anticorps contre la
thrombine, seuls les résultats des interactions prothrombine-HD1 seront présentés ci-dessous.
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Figure VI-7: Sensorgrammes SPRi des interactions des aptamere HD1 3’-T10’ (A) et
HD1 5°-T5 (B) avec des concentrations croissantes de prothrombine injectée dans le tampon de
course PBS sans MgCl. et CaCl,. Une légende colorée sur le coté droit de chaque sensorgramme
indique la concentration de la protéine injectée.

Comme pour les complexes thrombine-récepteur, I’affinité des interactions HD1-
prothrombine a été évaluée en calculant la quantité de ligands spécifiquement retenus sur les sites
d’aptameéres. L histogramme de la Figure VI-8 montre que la quantité de prothrombine retenue sur
les sites HD1 3°-T10 était environ deux fois plus élevée que celle sur HD1 5°-T5. En admettant
que le taux d’immobilisation des aptameéres est le méme peu importe, la longueur du linker et sa
position 3’ ou 5°, cela suggére que I’immobilisation via 3’ en utilisant un linker T10 influence
positivement la reconnaissance de la prothrombine. Comme la prothrombine est environ deux fois
plus grosse que la molécule de thrombine, il est possible que sa reconnaissance et sa liaison a
HD1 5°-T5 soient génées stériquement, ce qui entrainerait une diminution de I’efficacité de liaison,
une affinité plus faible. Une autre explication des résultats observés peut étre que I’immobilisation
de HD1 via P’extrémité 3’ avec un linker plus long, est plus favorable au repliement 3D des
aptameres, permettant ainsi une meilleure reconnaissance des récepteurs. Afin de savoir si c’est la
longueur du linker polyT ou I’orientation de I’immobilisation qui influence la reconnaissance et la
capture de la prothrombine, une nouvelle série d’expériences a da étre réalisée avec HD1 portant
le linker T10 en 5°. Ces expériences seront décrites dans la partie suivante.
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Figure VI-8: Histogramme montrant la densité de surface moyenne de la prothrombine
retenue par affinité sur les sites de différents récepteurs, lors d’injections de prothrombine de
concentrations croissantes pendant | ‘expérience SPRi dans le tampon de course PBS sans MgCl»
et CaCly.

V1-3.3 Influence du tampon de course sur la détection par SPRi en utilisant

des microarrays mixtes: role des ions divalents dans la réponse des aptameres

Au cours de ce travail, une faible ou une absence d’efficacité de liaison a été observée pour
plusieurs des aptameéres testés, pourtant on rapporte dans la littérature que les mémes aptaméres
avec la méme longueur de linker polyT sont pleinement fonctionnels [170], [305], [306]. En
comparant les conditions expérimentales, notamment la composition du tampon de course employé
lors de la capture du ligand en SPR, j’ai constaté que la principale différence résidait dans la
présence de sels divalents présents a une concentration de 1mM. Ces résultats concordent avec les
données publiées indiquant que le repliement des G-quartets de I’ADN peut étre affectée par les
ions Mg?* et Ca®* et par les forces ioniques du tampon utilisé [275]. Ces ions peuvent interagir en
différents points de I’oligonucléotide, induisant différentes tailles de G-quartets. Des
conformations légerement différentes du quadruplex peuvent étre la cause d’affinités différentes
pour la thrombine et/ou la prothrombine [293]. C’est pourquoi I’influence d’un nouveau tampon
de course, PBS contenant en plus, 1 mM de MgCl. et de CaCl: (par rapport au tampon PBS utilisé
jusgu’a présent) a été examinée.

VI1-3.3.1 Réle des ions divalents dans la détection de la thrombine en utilisant des
microarrays mixtes

Les interactions entre I’a-thrombine et différents récepteurs immobilisés ont été suivies en

SPRIi dans un tampon de course PBS contenant 1 mM de MgCl. et de CaCl,. Tous les aptaméres

ont été dilués dans un nouveau tampon de course & une concentration de 10 pM. Avant

I’immobilisation, diverses solutions de thrombine de concentrations allant de 0,025 a 0,5 pg/mL
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(0,68 nM a 13,5 nM) ont été injectées dans la cellule a circulation continue; HD1 5 avec le linker
T10 (HD1 5°-T10) a été testé dans de nouvelles conditions expérimentales au lieu de HD1 5°-T5.
Tous les autres réglages et paramétres ont été conservés sans aucune modification.

Une réponse significative (variation de réflectivité répétée > 0,02 % apres 1’étape de
dissociation) a été observée a partir d’une concentration de thrombine de 1,36 nM (Figure VI-9),
ce qui rend la LOD de la thrombine plus élevée dans le PBS contenant 1 mM de MgCl. et de CaCl»
que dans le tampon PBS utilisé auparavant (sans sels divalents ajoutés). Les injections de ligand a
la plus faible des concentrations testées (0,68 nM) ont provoqué une variation de réflectivité
~0,02 % unigquement avec les aptameres, pas avec les anticorps. Néanmoins, il faut noter que
I’injection suivante de thrombine a 1,36 nM a provoqué des changements de réflectivité allant
jusgu’a 0,05% (Figure VI-9 A), soit deux fois plus que lors d’une injection similaire dans PBS ne
contenant pas MgCl, et CaCl, - ce qui signifie que la LOD pour les anticorps se situe entre
0,68 nM et 1,36 nM. Des experiences spécifiques visant a définir la valeur précise de la LOD n’ont
pas été réalisées en raison de la limitation de temps.
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Figure VI-9: Sensorgrammes SPRi obtenus a partir (A) d’anticorps et a partir des
aptameres (B) HD22 5’-T10, (C) HD1 3°-T10, (D) HD1 5°-T10 (courbes solides) vs HD1 5’-T5
(courbes pointillés) dirigés contre la thrombine lors d’injections de thrombine a des concentrations
croissantes dans le tampon de course PBS avec (courbes solides) et sans (courbes pointillés)
1 mM MgCl; et CaCl». Des expériences dans différents tampons de course ont éte réalisées sur des
biopuces séparées.
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La réponse la plus importante a été observée pour I’interaction de la thrombine avec
HD22 5°-T10, puis avec HD1 5°-T10 et HD1 3°-T10, la réponse la plus faible a été mesurée a partir
des anticorps. Comme I’injection de thrombine 13,5 nM dans le nouveau tampon de course a
entrainé une augmentation de la reflectivité deux fois plus importante que celle de I’expérience
SPRi dans le PBS sans MgCl. et CaCly, j’ai décidé de I’utiliser comme concentration maximale
injectée.

Il faut noter que I’efficacité des anticorps n’était pas tres différente dans les deux tampons
de course utilisés (Figure VI-9 A), alors que les interactions de la thrombine avec les aptameres
dans le nouveau tampon PBS avec MgCl: et CaCl2 ont entrainé une augmentation de la réflectivite
d’au moins un facteur deux pour la méme gamme de concentrations testées. L’augmentation
significative du niveau de réflectivité mesurée a partir des sites d’anticorps dirigés contre a la
thrombine, lors I’étape d’association pour 1,36 et 6,75 nM de thrombine injectée, a été
contrebalancée par un taux de dissociation accru, d’ou des quantités de ligands capturés par affinité
similaires. Par conséquent, on peut considérer que la structure et la fonction des anticorps ne sont
pas affectées par le contenu du tampon PBS utilisé dans ce travail. On peut remarquer a partir des
sensorgrammes que les anticorps dirigés contre la thrombine ont une gamme de concentrations
accessibles pour la détection beaucoup plus réduite comparée aux aptameres - I’augmentation des
concentrations injectées de 6,75 a 13,5 nM dans le nouveau tampon PBS (avec 1 mM de MgCl;
et CaCly) et de 13,5 a 27 nM pour les injections dans le tampon PBS sans MgCl; et CaCl, n’a pas
entrainé d’augmentation significative de la quantité de protéine retenue. On peut supposer qu’avec
des injections de 13,5 a 27 nM de thrombine, nous nous trouvons autour de la saturation de
I’anticorps, ce qui définit la limite supérieure de détection de ce récepteur. Des expériences
supplémentaires seraient encore nécessaires pour définir la valeur précise des LOD inférieure et
supérieure des anticorps dirigés contre la thrombine dans les nouvelles conditions expérimentales.

Les profils cinétiques d’association pour les trois aptameéres testés sont similaires
(le HD22 5°-T10 présentant la meilleure performance), cependant la différence observée dans la
stabilité des complexes formés est notable (Figure VI-9 B-D). La dissociation des deux complexes
HD1-thrombine a été beaucoup plus rapide que celle des anticorps et du complexe HD22 5°-T10-
thrombine. 1l est intéressant de noter que les taux de dissociation des deux aptameres HD1 dans le
nouveau tampon de course étaient similaires de ceux du PBS sans MgCl; et CaCly, tandis que la
stabilité du complexe HD22 5°-T10-thrombine a augmenté de maniere significative. En outre, il
faut souligner que dans les nouvelles conditions expérimentales, HD1 5°-T10 était totalement
fonctionnel, contrairement aux résultats obtenus dans le tampon de course PBS sans MgCl>
et CaCl,, et son efficacité de liaison était bien meilleure par rapport a HD1 5°-T5 testé
précédemment (Figure VI-9 D). Les résultats obtenus permettent d’en déduire que les aptaméres
HD22 et HD1 5’ avec des linkers T10 avaient besoin de la présence des ions Mg?* et Ca?* afin de
stabiliser leur structure, pour permettre la reconnaissance et la liaison avec la thrombine, ce qui est
cohérent avec les informations rapportées dans la littérature [275], [293]. La reprise de la
fonctionnalité par HD1 5’ avec T10 a permis de supposer que les longueurs de linker peuvent avoir
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un grand impact sur la stabilité et la performance des aptameres, le T10 étant la longueur optimale
dans nos conditions expérimentales et pour I’application testées?.

Dans le but d’évaluer I’affinité de la thrombine pour les différents types de récepteurs, les
quantités de ligands retenus par affinité, par unité de surface, ont été calculées pour tous les sites
ou des récepteurs ont été immobilisés, ainsi que pour I’aptamere contr6le. Comme attendu,
HD22 5°-T10 a présenté la meilleure affinité avec la plus grande quantité de thrombine retenue,
suivi de HD1 3°-T10, puis de HD1 5°-T10, et enfin par I’anticorps dirigé contre la thrombine
(Figure VI-10). HD1 5°-T10 ne fonctionnait que dans le tampon PBS avec MgCl. et CaCl,, alors
que dans le PBS sans ces sels, il n’était pas efficace, tandis que HD1 5°-T5 n’était utilisé que dans
le PBS sans sels divalents. Par conséquent, I’histogramme montre la comparaison de HD1 5°-T10
a HD1 5°-T5 afin de comparer I’effet de la présence de sels divalents dans le tampon SPRi. La
capture non spécifique de ligands par I’aptamere contrdle TC était proche de zéro tout au long des
expériences, indépendamment de la concentration de thrombine injectée (Figure VI-10, I’encadré
en haut a droite représente un histogramme montrant les interactions non spécifiques entre la
thrombine et I’aptamere TC). L’histogramme de la Figure V1-10 montrent une stabilité un peu plus
grande des complexes HD1 3’-thrombine par rapport a HD1 5’-thrombine. Par conséquent, on peut
supposer que I’immobilisation des aptaméres par I’extrémité 3” est plus favorable, au moins pour
la stabilité du complexe récepteur-ligand HD1, ce qui entraine une dissociation plus lente.
Rappelons que notre but in fine était la création d’un aptasenseur SPRi-MS, or une forte rétention
des ligands est un point clé pour la suite - I’identification des ligands par MS. Dans ce contexte, le
greffage des récepteurs HD1 par I’extrémité 3’ sur la surface du biocapteur présente un net avantage
par rapport a I’immobilisation par I’extrémité 5. Les données relatives aux liaisons (interactions)
avec les anticorps de contr6le, ou avec la surface passivée, ne sont pas fournies, car la capture non
spécifique était égale a celle dans du tampon de course PBS sans MgCl. et CaCl,, également
inférieur a la capture par I’aptamére TC (Figure VI-10), et pouvait donc étre négligée.

1 Les résultats obtenus avec tous les aptameéres correspondent a ce qui était attendu sur la base de
la littérature [170], ainsi le linker T10 a été choisi afin de fournir des conditions expérimentales
comparables entre les différents aptameres anti thrombine. HD1 5°-T5 et HD22 5°-T15 n’ont pas
été testés dans le nouveau tampon PBS avec 1 mM MgClI; et CaCl, par manque de temps.
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Figure VI-10: Histogramme montrant la densité de surface moyenne de la thrombine
retenue par affinité sur les sites de différents récepteurs apres des injections de thrombine de
concentrations croissantes pendant | ’expérience SPRi avec le tampon de course PBS en présence
de 1 mM MgCl> et CaClz (barres dans les tons oranges) et avec un tampon de course PBS sans
MgCl. et CaCl, (barres dans les tons bleus). En général, plus la couleur des barres est claire, plus
la concentration du ligand injecté est faible. L 'encadré en haut a droite est une image zoomeée de
I’histogramme montrant les interactions non spécifiques entre la thrombine et |’aptamere TC
(contrdle négatif).

Conclusion pour la détection de la thrombine purifiée en utilisant des microarrays mixtes

La composition du tampon de course SPRi joue un r6le crucial dans la détection de la
thrombine par divers récepteurs. L’effet le plus prononcé est celui sur les aptameres — HD1 5°-T10
a retrouvé son activité, et HD22 5°-T10 a augmenté de maniere significative sa capacité de liaison
dans le tampon de course PBS, en présence de 1 mM MgCI, et CaCl,. Ces aptaméres avaient
certainement besoin des ions Mg?* et Ca?* pour stabiliser leur structure 3D, ce qui a permis une
reconnaissance, suivie d’une capture efficace de la thrombine. Les résultats obtenus sont en accord
avec les informations rapportées dans la littérature [275], [293].

L’effet de la composition du tampon était moins important sur la performance de I’anticorps
dirigé contre la thrombine — une légéere diminution de I’efficacité de capture du ligand a été
observée dans le nouveau tampon de course PBS avec MgCl. et CaCl,. L’ajout d’un sel divalent
dans le tampon PBS, qui a permis rendre fonctionnels les aptameres HD1 et HD22 avec le linker
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T10, a egalement permis de comparer rigoureusement I’influence du site d’immobilisation (5’ ou
3’) sur la détection de la thrombine par les aptameres. Par conséquent, pour la caractérisation plus
approfondie des microarrays mixtes anticorps/aptameres pour la détection de la thrombine, des
aptameres avec la méme longueur de linker (T10) ont été sélectionnés: HD1 3°-T10, HD1 5°-T10
et HD22 5°-T10.

VI1-3.3.2 Réle des ions divalents dans la détection de la prothrombine en utilisant des
microarrays mixtes
Pour observer la cinétique de liaison de la prothrombine avec les aptameres immobiliseés,
différentes solutions de prothrombine ont été injectées a des concentrations allant de 0,1 a 1 pg/mL
(1,75 nM a 13,8 nM) dans le systtme SPRi. Puisque les variations de réflectivité pour la
prothrombine a 13,8 nM dans le nouveau tampon de course de PBS dépassaient celles obtenues
lors d’injections a des concentrations équivalentes ou supérieures a 27,5 nM dans le PBS sans
MgClI: et CaCly, les injections ont été réalisée a une concentration maximale de 13,8 nM. Comme
pour les expériences SPRi dans le tampon de course PBS sans MgCl, et CaClz, une réponse
significative a été observée pour I’interaction de la prothrombine avec HD1 3’-T10 et avec
HD1 5°-T10 seulement, tandis que la réponse de HD22 5°-T10 et des anticorps, ainsi qu’a partir de
tous les controles était négligeable et, par conséquent, n’est pas représentée ici.

Une réponse significative (variation maximale de la réflectivité différente des sites
contréles) a été observée a partir d’une injection de prothrombine a la concentration de 1,73 nM
(Figure VI-11), ce qui est similaire a la LOD de la détection de la thrombine en présences des sels
divalents. Ceci est en accord avec les données de la littérature indiquant que I’affinité de HD1 pour
la prothrombine, est comparable a celle de HD1 pour la thrombine [278], [281]. Néanmoins, les
affinités des aptameéres testés envers la prothrombine sont beaucoup plus faibles que celles envers
la thrombine, principalement en raison de la dissociation relativement rapide des complexes
formés.

Les profils de la phase d’association de HD1 3’ et HD1 5’ avec la prothrombine, dans PBS
en présence de MgCl. et CaCly, sont similaires a ceux obtenus dans PBS sans MgCl. et CaCl,, avec
toutefois les variations maximales de la réflectivité multipliée par deux environ (Figure VI-11).
En outre, les taux de dissociation des complexes de prothrombine avec HD1 5°-T10 et avec
HD1 5°-T5 étaient similaires a ceux de HD1 3’-T10-prothrombine dans le PBS sans MgCl; et
CaCl, (comme on peut le voir sur la Figure VI-11, courbes en pointillés correspondent a
I’expérience réalisée dans le PBS sans MgCl. et CaCly), tandis que la durée de vie du complexe
prothrombine-HD1 3’-T10 a été significativement augmentée dans le nouveau tampon de course
avec sels divalentes. Ces données permettent de montrer que I’ajout de MgCl; et CaCl; a une
concentration de 1 mM a amélioré la stabilité des complexes HD1-prothrombine, en augmentant
le taux d’association, tout en réduisant les taux de dissociation.
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Figure VI-11: Sensorgrammes SPRi des interactions des aptaméres HD1 3’-T10 (A),
HD1 5°-T10 (B, courbes pleines) et HD1 5°-T5 (B, courbes en pointillés) avec des concentrations
croissantes de prothrombine injectée dans du PBS contenant 1 mM de MgCl, et CaCl, (courbes
pleines) et dans le tampon de course PBS sans MgCl, et CaClz (courbes en pointillés). La
comparaison de l’interaction entre HD1 5 et la prothrombine a été réalisée en utilisant des
aptameres avec des longueurs de linker différentes (T10 et T5), car ni | ‘'aptamére avec T5, ni celui
avec T10 n’etaient fonctionnels dans les deux tampons PBS. Les expériences dans différents
tampons de course ont été réalisées sur des biopuces séparées.

Dans le tampon de course PBS, en I’absence ou en présence de MgCl. et CaCly, I’affinité
de HD1 3’-T10 envers la prothrombine est supérieure a celle de HD1 5°. On peut le constater a la
fois en comparant les variations de la réflectivité sur les sensorgrammes (Figure VI-11) et au travers
de la quantité de ligand retenu par affinité (Figure VI-12).
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Figure VI-12: Histogramme montrant la densité de surface moyenne de prothrombine
retenue par affinité sur les sites des aptameéres HD1 3°-T10 (barres bleu claire) et HDI 5°-T10

(barres bleu fonce) lors des injections de concentrations croissantes de la prothrombine pendant
| ’'expérience SPRi dans le tampon de course PBS avec 1 mM MgCl; et CaCly.
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La quantité de prothrombine retenue sur les sites de HD 3’-T10 est environ deux fois plus
élevée que celle de HD1 5°-T10 dans le tampon de course PBS en présence de sels divalents. Les
données obtenues peuvent s’interpréter de la maniere suivante: I’immobilisation via 5 est
probablement moins favorable au repliement 3D de I’aptamere HD1, ce qui entraverait la
reconnaissance de la prothrombine et diminuerait la stabilité globale du complexe.

V1-3.4 Performance de microarrays mixtes dans des solutions biologiques

complexes (conditions reelles): effet de I’albumine

Les aptameres, en tant qu’éléments de détection, sont censés étre des oligonucléotides trés
specifiques et affins pour leur cible. Leurs caractéristiques d’affinité devraient étre les meilleures
parmi les récepteurs connus, permettant une détection sélective et sensible de la cible. Néanmoins,
avec des fluides complexes comme le plasma ou le sang, contenant diverses biomolécules en
quantité, la capture de ligands spécifiques peut étre compromise. L’un des principaux
inconvénients de la détection a I’aide d’un biocapteur en milieu complexe est, a ce jour, la réactivité
croisée avec d’autres ligands [170]. Il est donc important d’étudier la performance des récepteurs
anti thrombine dans des conditions réelles, en particulier en présence d’albumines - les protéines
plasmatiques les plus abondantes [307].

VI1-3.4.1 Effet de la BSA purifiée sur les microarrays mixtes

En conditions réelles, un biocapteur SPRi-MS devra étre capable de détecter une protéine
cible dans son environnement réel, comme le plasma ou le sang. Il est donc important de savoir
comment les aptameres et les anticorps se comporteront dans un milieu aussi complexe. La
principale question est la suivante: nos éléments de détection sont-ils suffisamment spécifiques
pour distinguer la thrombine d’autres composés présents des fluides complexes? Comme les
instruments SPRi ont leurs limites dans les milieux complexes, par exemple la salive [308] ou le
plasma [169], les performances des récepteurs doivent d’abord étre testées avec un modeéle
simplifié de fluide biologique.

Afin de modéliser le plasma, les possible interactions des récepteurs immobilisés avec la
protéine plasmatique la plus abondante, I’alboumine sérique, ont été étudiées [307]. Il a été rapporté
que I’albumine sérique était présente a la concentration de 500-700 uM dans le plasma, dans lequel
elle présente des propriétés de liaison multifonctionnelles, le role le plus important étant consacré
au transport de divers composés, c’est-a-dire les hormones, les acides gras, etc. Dans les systémes
SPR, on rapporte souvent que I’albumine sérique développe des interactions non spécifiques avec
la surface des capteurs [170], [309]. J’ai décidé d’utiliser la BSA (albumine de sérum bovin) pour
cette étude en raison de sa présence en forte concentration, de sa capacité a interagir avec un large
éventail de molécules et de son influence sur les performances en SPR, ce qui fait d’elle un candidat
potentiel pour des interactions non spécifiques avec les anticorps et les aptameéres. La spécificité
des aptameres HD1, HD22 et des anticorps spécifiques diriges contre la thrombine a éte vérifiée
par I’injection de solutions de BSA a deux concentrations (100 nM et 1 uM) dans un tampon de
course PBS en présence de MgCl, et CaCl> (1 mM). Les sensorgrammes d’interaction des
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aptameres (HD1 3°-T10, HD1 5°-T10 et HD22 5°-T10) et des anticorps avec la BSA purifiée sont
présentés sur la Figure VI1-13.
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Figure VI-13 Sensorgrammes SPRi des interactions entre les aptameres HD1 3’-T10,
HD1 5°-T10, HD22 5°-T10, [’anticorps anti thrombine et la BSA purifiée injectée a 100 nM (A) et
1 uM (B) dans du tampon de course PBS contenant 1 mM de MgCl: et de CaCl,. (C) Injection de
BSA dans le tampon de course utilisé pour passiver la surface au tout début de I 'expérience SPRI.

Contrairement aux informations rapportées dans la littérature indiquant que des interactions
non spécifiques se produisaient entre HD1 et la BSA a partir d’une concentration de 800 nM [169],
les interactions suivies par SPRi avec les deux concentrations injectées de BSA (100 nM et 1 pM)
ont eu le méme résultat, aucune non-spécificité envers la BSA n’a été observée avec les sites de
récepteurs et de contrdles dans nos conditions. Le signal non spécifique le plus important a été
rapporté dans les travaux de Trapaidze pour une concentration de 3,2 uM [169], ce qui permet de
suggerer gque I’affinité de la BSA pour HD1 pourrait étre de I’ordre du micromolaire. 1l faut noter
gu’une injection de 200 pg/mL (=3 uM) a été systématiquement effectuée au début de chaque
expérience SPRi comme étape supplémentaire de passivation de la surface PEO-NHS. Un faible
niveau d’interactions non spécifiques a été observé avec HD1 3°-T10 et avec la surface PEO-NHS
pendant cette injection, mais aprés I’étape de dissociation, aucune protéine n’a été retenue par
affinité sur ces sites (Figure VI-13 C). Compte tenu du fait que cette étape a été réalisée pour assurer
une passivation de surface adéquate, ces données ont permis de suggérer que bien qu’il existe une
certaine affinité non spécifique entre HD1 et la BSA, elle ne devrait pas influencer notre détection
de la thrombine. En outre, les travaux mentionnés ci-dessus montrent clairement I’avantage de
notre chimie de surface par rapport aux puces de dextrane. Comme la BSA est une protéine
homologue de I’albumine sérique humaine (HSA), on peut supposer que I’effet observé avec la
BSA devrait étre équivalent a celui de la HSA.

VI1-3.4.2 Effet de la BSA purifiée sur la détection de la thrombine en utilisant des
microarrays mixtes
La sélectivité des aptameéres (HD1 3°-T10, HD1 5°-T10 et HD22 5°-T10) et de I’anticorps

spécifique dirigés contre la thrombine a été évaluée apres des injections de thrombine purifiée a
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des concentrations de 2,7 et 13,5 nM, contenant de 100 nM a 1 uM BSA. Les sensorgrammes SPRi
correspondants sont indiqués sur la Figure VI1-14.
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Figure VI-14: Sensorgrammes SPRi obtenus & partir d’anticorps anti thrombine
(A, courbes rouges) et des aptaméres HD22 5°-T10 (B, courbes verts), HD1 3’-T10’ (C, courbes
bleu claire), HD1 5°-T10 (D, bleu fonce) apres des injections de concentrations croissantes de
100 nM a 1 uM de BSA dopées avec de la thrombine (Thr) de 2,7 nM et 13,5 nM dans le tampon
de course PBS en présence de 1 mM MgCl; et CaCl,.. Des ensembles de courbes expérimentales
pour chaque concentration de thrombine co-injectée avec la BSA sont séparés par des accolades;
la thrombine pure injectée sans BSA est représentée en magenta (courbes solides). Les interactions
des aptaméres HD1 avec la thrombine 13,5 nM en présence de BSA ont démontré une
augmentation significative du niveau de variation de la réflectivité, ainsi la position des ensembles
de sensorgrammes par rapport a |l ‘injection de méme concentration de thrombine pure est indiquée
par des fleches.

La présence de BSA dans le tampon de course a eu un léger effet interférent sur
I’association de la thrombine avec I’aptamére HD22 5°-T10 et avec I’anticorps contre la thrombine,
tandis que les interactions avec les deux HD1 ont été sérieusement affectées. A partir des sites de
HD22 5°-T10 et des sites d’anticorps spécifiques dirigés contre la thrombine, I’injection de
thrombine a deux concentrations 2,7 et 13,5 nM, co-injectée avec 100 a 1000 nM de BSA, a montré
une réponse plus faible que la méme concentration de thrombine pure, la différence observée dans
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les signaux étant inférieure a 10%. On peut supposer que la reconnaissance des ligands est
Iégerement entravée en présence de BSA, mais que toutes les autres propriétés de liaison sont
préserveées.

L’impact de la BSA sur la détection de la thrombine par HD1 5°-T10 a été similaire a celui
observé avec I’anticorps spécifique pour une faible concentration de thrombine (2,7 nM), tandis
que pour HD1 3°-T10, il a provoqué une légére amplification du signal. L’influence de la BSA co-
injectée était beaucoup plus importante pour la thrombine de 13,5 nM (Figure VI-14 C-D). Le
niveau de variation de la réflectivité observé a été multiplié par deux pour toutes les concentrations
de BSA co-injectées. Tous les aptaméres ont été immobilisés sur la méme surface de biocapteur et
ont été soumis a la méme solution circulante en méme temps, mais cette augmentation du signal
n’a été observée qu’avec les aptameres HD1. Par conséquent, une telle augmentation de la
réflectivité ne peut étre imputée aux sauts de I’indice de réfraction global liés aux différences de
tampons. Elle doit donc refléter la contribution de liaisons non spécifiques, qui n’ont jamais été
observeées jusqu’a présent. Je suppose qu’une telle amplification du signal pourrait étre liée, soit a
la capture non spécifique de la BSA en présence de la thrombine, soit & la liaison non spécifique
de la BSA aux complexes thrombine-HD1. Une analyse par MS a été réalisée afin d’identifier le
ligand capturé par affinité et de découvrir la cause des effets observes. Les résultats de ces
expériences seront présentés dans la partie suivante de ce chapitre.

Les quantités de ligands retenus par affinité par unité de surface ont été calculées a partir
de tous les sites ou des récepteurs ont été immobilisés, ainsi qu’a partir des sites de contréle. La
hausse de la concentration en thrombine (de 2,7 & 13,5 nM), conduit a une capture plus importante
avec les aptameres qu’a partir des anticorps. HD22 5°-T10 est I’aptamére dont la capture est la
moins perturbée par la présence de la BSA (Figure VI-15). Cet effet peut étre causé par I’entrave
a la reconnaissance des ligands spécifique ou par une capture non spécifique de BSA co-injectée
par HD1.

Les résultats obtenus confirment que le HD22 5°-T10 est le seul aptameére qui convient sans
conditions particulieres au développement d’un biocapteur de thrombine. La capture du ligand non
spéecifique par TC était proche de zéro pendant toute I’expérience, indépendamment des
concentrations de protéines injectées (Figure VI-14, Figure VI-15). Les données relatives a la
capture par les sites de surface passivées et par sites d’anticorps de contréle ne sont pas
représentées, car le niveau de liaison non spécifique était inférieur a celui du TC.
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Figure VI-15: Histogramme montrant la densité de surface moyenne de ligand retenu par
affinité sur les différents récepteurs de la thrombine apres des injections de concentrations
croissantes de BSA de 100 nM a 1 uM, dopées avec de la thrombine (Thr) de 2,7 nM et 13,5 nM,
dans le tampon de course PBS en présence de MgCl, et CaCl> (1 mM). Les résultats pour les
solutions de BSA dopées avec 2,7 nM Thr (barres dans les tons de bleu) et pour les solutions dopées
avec 13,5nM Thr (barres dans les tons d’orange) sont représentés a coté des résultats pour
I'injection de 2,7 nM Thr pure (barres rouges) et de 13,5 nM Thr pure (barres magenta). En
général, plus la couleur des barres est foncée, plus la concentration de BSA injectée est importante.

V1-4 Analyse MALDI-MS des microarrays pour la détection de la

thrombine

Aprés les expériences SPRi, I’imagerie MALDI-TOF MS (MALDI-TOF MSIi) a été
systématiquement employée dans le but d’identifier le ligand capturé. Les biopuces extraites de
I’appareil SPRi et rincées a I’eau MilliQ ont été séchées avec un flux d’air avant le dépdt de la
matrice HABA. Cette procédure a été effectuée pour tous les tampons de course utilisés pour SPRi.
La matrice a été appliquée sur chaque site de la biopuce, ainsi que sur certaines surfaces passivees
(afin d’avoir un contrdle positif). Tous les sites couverts par la matrice ont été balayes et les spectres
de masse obtenus de chacune des zones de tir laser ont été moyennés sur la ROI pour produire un
seul spectre de masse résultant pour chaque spot. Le résultat de I’imagerie MALDI-TOF a été
représenté sous la forme d’une photo de la surface de biopuce superposée avec la distribution de
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I’intensité des ions pour toute valeur m/z sélectionnée (filtre de masse). Apres I’analyse MSi,
chaque ROI a été soumise a une interrogation manuelle supplémentaire (toujours en MALDI-MS).

Les résultats typiquement obtenus par MSi a partir de microarrays constitués de récepteurs
anti thrombine (suite a I’expérience SPRi dans un tampon de course PBS sans MgCl. et CaCly)
avec un filtre de masse positionné a m/z 36534 (ion [M+H]" de la thrombine sur les spectres de
masse) sont représentés ci-dessous (Figure VI-16). Des signaux a m/z 17968 [M+2H]** et
36534 [M+H]*, qui correspondent a des ions de thrombine doublement et simplement chargés, ont
été observes a partir de tous les aptameéres testés et de I’anticorps spécifique anti thrombine.
L application d’un filtre de masse a permis de mettre en évidence les sites de capture de la
thrombine. Cependant, la coloration de la ROl #10 (Figure VI-16 A) correspondant au site de TC
(contrble négatif) a été causée par un niveau de bruit élevé sur le site ou de la matrice a cristallisé
de maniére hétérogéne. La réduction de la couche de matrice apres le premier balayage laser pour
I’imagerie MALDI-TOF a influencé I’efficacité de I’ionisation des ligands, donc les interrogations
supplémentaires par MS effectuées sur le méme microarrays n’ont apporté rien.

Spectre de masse moyen du site
- #13 correspondant a I'anticorps
| [M+2H]*" contre Ia thrombine

[|\/|+2H]2+ Spectre de masse moyen du site
A #06 correspondant a I'anticorps
w contre la thrombine
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A b | M T
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Figure VI-16: Résultats de |’'imagerie MALDI-TOF MS obtenus directement a partir de
la surface des microarrays congus pour la détection de la thrombine (chimie PEO-NHS) apres
une expérience SPRi réalisee avec comme tampon de course PBS sans MgCl; et CaCl,. Un filtre
de masse de couleur magenta a été appliqué afin de montrer la distribution des ions sur les ROI
analysées (numérotées et délimitées par une ligne pointillée). Les spectres de masse (A) et (B)
correspondant aux sites d ‘anticorps de thrombine #13 et #06 respectivement. Chaque spectre de
masse représenté est la moyenne des spectres de masse obtenus a partir de ROl indiqué.

&

(1]

Une analyse par imagerie MALDI-TOF des biopuces aprés SPRi « ligand-fishing » a aussi
éte effectué dans du PBS contenant 1 mM de MgCl> et de CaCl,. Malheureusement, aucun signal
n’a été observé, a partir des sites d’aptamere ou des sites d’anticorps immobilisés. L’interrogation
manuelle suivante de la surface par MS (méme microarray), n’a apporté aucune amélioration.
Seules des traces de thrombine ont été identifiées, le signal émergeant trés faiblement du bruit de
fond (Figure VI-17 A). Compte tenu de I’augmentation de la quantité de ligand capturé d’environ
deux fois dans le tampon PBS en présence de sels divalents, par rapport au méme tampon
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sans MgCl et CaCly, la dégradation du signal de détection en MS peut paraitre surprenante. La
cause la plus probable semble étre un mauvais rendement de désorption-ionisation, probablement
causé par la présence des sels retenus sur la surface du capteur apres les expériences SPRi menée
avec un tampon PBS avec MgCl; et CaCl.. On peut remarquer que la détection de
la B-lactoglobuline n’a pas été trop affectée dans des conditions similaires, cela est certainement

dd a la taille plus réduite du ligand retenu par I’affinité (~18,4 kDa pour la B-lactoglobuline par
rapport a ~36,7 kDa pour la thrombine).
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Figure VI- 17 Resultats del analysepar MALDI TOF MS obtenus apres I expérience SPRi
dans un tampon de course PBS avec 1 mM MgCl. et CaCl, directement a partir de la surface des
microarrays pour la détection de thrombine (chimie PEO-NHS). (A) Spectre de masse typique
obtenu a partir des sites d 'aptamere HD22 5°-T10 apreés injection de thrombine 13,5 nM pure dans
le tampon de course. (B) Spectre de masse typique obtenu a partir des sites d ‘aptamére HD1 3’-T10
suite a I’injection de thrombine 13,5 nM co-injectée avec 1000 nM de BSA.

Comme la détection par MS de la thrombine a été possible a partir de tous les sites ou des
récepteurs ont été immobilisés en utilisant comme tampon de course du PBS sans MgCl. et de
CaCly, les résultats observés par MS en présence de sels doivent étre liés soit de I’ajout de MgCl,
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soit de CaCl: (ou des deux) au tampon de course SPRi. Ceci est en accord avec les informations de
la littérature qui indiquent que les sels dans les tampons peuvent entraver la détection par MS, et
en particulier empécher la cristallisation de la matrice et I’ionisation en MALDI-TOF [310].
Toutefois aucune différence dans le dépot et le séchage de la matrice n’a été observee apres les
expériences SPRi avec le tampon de course PBS en présence de sels divalents. L’échec de la
détection par MS serait étre lié aux quantités de sels retenus sur la surface du capteur apres les
expeériences cinéetiques malgre le rincage a I’eau.

J’ai également effectué une analyse par imagerie MALDI-TOF sur les biopuces utilisées
pour I’évaluation des microarrays pour la détection de la thrombine en présence de BSA. Comme
pour les résultats obtenus précédemment, aucun ion provenant de la thrombine ou de toute autre
protéine n’a été détectée a la suite des expériences SPRi dans un tampon PBS contenant 1 mM
de MgCl. et de CaCl> (données non présentées). L’interrogation de la surface par MS a permis
d’obtenir un signal unique a m/z 36534 correspondant a I’ion [M+H]* de la thrombine. Cet ion n’a
été détecté qu’a partir des sites HD1 3°-T10, aucun autre site ou un récepteur a été immobilisé, n’a
permis de détecter le ligand retenu. La thrombine a été capturée par affinité avec la surface lors de
la co-injection avec un exces de BSA (13,5 nM de thrombine avec 1000 nM de BSA). Par
consequent, la détection par MS a partir des sites HD1 3°-T10 est en accord avec les données SPRi,
qui ont démontré une importante amplification du signal pour les sites aptameres HD1
indépendamment de la concentration en BSA injectée. L’absence d’ions de la BSA sur les spectres
de masse, malgré une concentration injectée relativement élevée, peut servir soit de preuve d’une
bonne sélectivité des récepteurs anti thrombine, soit d’une indication des difficultés de I’ionisation
du BSA dans les conditions expérimentales décrites.

Conclusions sur la détection de la thrombine par des microarrays en présence de BSA

Le comportement des aptaméres en présence d’un exces de la protéine plasmatique la plus
abondante, la BSA, a été étudié. L’injection de 3 uM de BSA purifiée utilisée pour I’étape de
passivation supplémentaire a provoqué des interactions non spécifiques avec HD1 3’-T10, tandis
que les injections suivantes a des concentrations inférieures n’ont provoqué aucune réponse.
Néanmoins, la co-injection de BSA avec de la thrombine a une faible concentration (2,7 nM) a
induit une diminution du signal (environ 10%), par rapport a une injection de thrombine seule,
depuis tous les récepteurs testés a I’exception de HD1 3’-T10, qui a montré une légére
augmentation du signal. Cet effet peut étre attribué a une légére interférence lors de la
reconnaissance des ligands par des récepteurs, en présence de concentrations excessives de BSA.
Des injections de thrombine (13,5 nM) avec différentes concentrations de BSA ont eu un effet
similaire sur la capture par HD22 5°-T10 et par les anticorps spécifiques dirigés contre la
thrombine, alors que ces injections ont provoqué une amplification significative du signal avec les
deux aptameéres HD1 testés. Ceci pourrait étre lié a la probable liaison non spécifique de la BSA
au complexe HD1-thrombine formé.

L’identification du ligand retenu a la surface du biocapteur par MALDI-TOF MS a été
rendu plus difficile dans le nouveau tampon de course PBS contenant des sels divalents ajoutés.
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Seules des quantités infimes de thrombine ont été détectées depuis les sites aptaméres apres une
injection de thrombine pure (13,5 nM) dans SPRi. La présence d’un exces de BSA lors de
I’injection de thrombine a également eu un effet sur la qualité de la détection par MS, un seul signal
(correspondant a la thrombine protonée a m/z 36534) présentant un faible rapport signal/bruit a été
obtenu a partir de sites de HD1 3°-T10. La BSA n’a jamais été détectée, a partir d’aucun des sites
ou des récepteurs ont été immobilisés, ou des sites de contrdle. Ce résultat est en accord avec les
données issues des expériences SPRIi et peut servir de preuve de la bonne affinité et de la sélectivité
des aptameéres, permettant ainsi son utilisation ultérieure pour le développement d’un biocapteur
applicable a la détection de la thrombine dans les fluides complexes.

Le seul aptameére nécessitant un simple ajustement du tampon de course était HD22 5’-T10
dans les conditions étudiées, il s’agissait du seul récepteur dont la capture de ligand lors du suivi
SPRIi n’était pas influencée par la présence de concentrations relativement élevées de BSA. Il est
probable gue la reconnaissance de son ligand ait été affectée, mais la différence d’interactions des
récepteurs avec la thrombine seule par rapport a la co-injection thrombine/ BSA est restée dans une
fourchette de 10 % pour toutes les concentrations testées.

Compte tenu de la détection limitée en MS suite aux expériences SPRi réalisées dans le
tampon de course PBS en présence de 1 mM de MgCl. et de CaCl,, une procédure de nettoyage
supplémentaire devrait étre mise au point pour permettre d’éliminer plus efficacement les sels de
la surface du biocapteur. En outre, I’influence précise de chaque sel ajouté sur la détection SPRi-
MSi nécessite une étude plus approfondie.
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Chapter VII. Nanocorps pour le couplage
SPRI-MS
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V1I-1 Nanocorps pour le couplage SPRi-MS

Le principal objectif de cette série d’expériences était d’évaluer la possibilité d’utiliser des
anticorps de camélidés a domaine unique (aussi appelés "nanocorps') comme nouveaux récepteurs
pour le couplage SPRi-MS. La sensibilité en SPRi (et la sensibilité de I’analyse qui suit par
MALDI-TOF des ligands retenus) dépend de la quantité de ligand capturé par les récepteurs a la
surface de la biopuce au format microarray. Les anticorps classiques (MW ~150 kDa) ont deux
sites de capture d’antigénes, mais sont de grande taille comparés aux nanocorps, qui comme un
anticorps entier, sont capables de se lier sélectivement & un antigene spécifique, alors que leur taille
est seulement d’environ 12 a 15 kDa. La taille plus petite et la structure & domaine unique font de
ces molécules des récepteurs tres attrayants pour le couplage SPRi-MS car I’augmentation de la
quantité d’antigénes capturés par unité de surface pourrait augmenter I’efficacité et la sensibilité
globales de I’analyse SPRi-MS; c’est pourquoi il a été décidé de tester les nanocorps et de comparer
leurs performances aux anticorps disponibles dans le commerce.

Des anticorps de camélidés a domaine unique (R3VQ-SH) qui reconnaissent
specifiquement les dépdts amyloides extracellulaires ont été synthétisés et fournis gracieusement
par le professeur P. Lafaye (Institut Pasteur, CITECH, Plateforme d’Ingénierie des Anticorps). Les
anticorps monoclonaux correspondants (B-amyloid 17-24 OptimAb (4G8)) ont été achetés a
Eurogentec (France) a des fins de comparaison. Le couple anticorps/antigéne B-lactoglobuline a
été utilisé comme modéle pour permettre une comparaison, et aussi pour s’assurer des bonnes
conditions expérimentales. Tous les anticorps ont été immobilisés a 6 uM, tandis que les
concentrations en nanocorps utilisés pour le greffage sur la surface, variaient de 6 uM a 46,5 mM
(concentration de la solution mere utilisée sous forme non diluée).

V1I-1.1 Détection SPRi-MS avec des nanocorps immobilisés directement sur
I>or

Tout d’abord, il a été décidé d’immobiliser les nanocorps fraichement recus directement
sur la surface de I’or de la biopuce sans fonctionnalisation préalable avec la chimie de surface,
puisque ces molécules possédent un groupe -SH qui peut normalement se lier efficacement a I’or
de la surface de la biopuce. 500uL de solution de nanocorps ont été déposés pour couvrir toute la
surface de la biopuce. L’essai d’immobilisation semble avoir été efficace - il a été relativement
facile de distinguer la zone couverte par les nanocorps de la surface libre (Figure V1I-1), ce qui
peut témoigner de la liaison des nanocorps a la surface du capteur.

Afin de vérifier I’hypothése d’une immobilisation efficace des nanocorps, I’étape suivante
a consisté a tester les interactions ligand-récepteur en SPRi. Au cours de I’expérience SPRi dans
un tampon de course d’acétate d’ammonium, des interactions entre R3VQ-SH et le peptide
B-amyloide (AP 1-40) ont été observees, mais il était difficile de savoir si I’accumulation de masse
observée était spécifique ou non (Figure VII-1), en raison de variations importantes du niveau de
réflectivité des différentes zones couvertes par les récepteurs.
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Injection de 100 ug/mL peptide B-Amyloide (AB 1-40)
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Figure VII-1: (4) Immobilisation d’anticorps de camélidés a domaine unique (R3VQ-SH)
sur toute la surface de la biopuce, les fleches rouges indiquant les bords de la zone couverte de
liquide et la différence entre la surface d’or fonctionnalisée par R3VQ-SH et la zone non
fonctionnalisée. (B) sensorgrammes SPRi obtenus apreés injection de 150 ul de peptide f -amyloide
commercial purifié a 100 ug/ml (Ap 1-40). Les courbes ont été obtenues a partir de sites de méme
taille et de méme type, seul [’emplacement des sites était différent.

L’analyse MALDI-TOF et la cartographie des ROIs par MSi ont également été
compliquées, en raison des difficultés liées a I’application de la matrice - les gouttelettes de matrice
fusionnaient spontanément sur la surface uniformément fonctionnalisée. Néanmoins, des spectres
de masse prouvant I’accumulation de peptides amyloides sur la surface de la biopuce ont été
obtenus suite a I’injection de 100 pg/mL AP 1-40 (Figure VI1I-2). Un filtre de masse de couleur
magenta a été appliqué pour montrer la distribution de AP 1-40 sur les sites ou un récepteur a été
immobilisé, ainsi la coloration jeune-marron de la ROI correspond aux sites de contréle, ou il n’y
avait pas de récepteur immobilisé.
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Figure VII-2: Résultats de MALDI-TOF MSi obtenus suite & une expérience SPRi menée
avec un tampon d’acétate d’ammonium directement a partir de la surface de la biopuce
uniformément fonctionnalisée avec des nanocorps R3VQ-SH dirigés contre le peptide amyloide
(sans la chimie PEO-NHS). (A) Photo de la surface de la biopuce superposée avec la répartition
des ions sur les ROIs analysés (numérotés et délimités par une ligne pointillée). (B) Spectre de
masse correspondant a la moyenne des spectres de masse obtenus a partir du ROI #03 indiqué.
C’est un spectre de masse typique obtenu pour chaque ROI de couleur magenta. Tous les autres
ROI (A, sites jeune-marrons aux coins de la photo de la biopuce) correspondent a des sites de
contréle a partir desquels aucun ion n’a été détecté (spectres de masse correspondants non
présentes).

Ensuite, j’ai essayé d’améliorer I’efficacité d’immobilisation des nanocorps (afin d’éviter
les différences entre les sites) et de vérifier un possible effet de la passivation de surface sur le
processus de détection SPRi-MSi et sur le dépdt de matrice. Une biopuce au format microarray a
nanocorps a été préparée a partir de récepteurs déposés avec et sans 5% de glycérol (Figure VII-3).
Au début de chaque expérience SPRi, aprés I’immobilisation de R3VQ-SH, une étape de
passivation de la surface "libre" (ou non fonctionnalisée) a été ajoutée. Plusieurs molécules
(L-Cystéine, saccharose et BSA) ont été testées, mais aucune d’entre elles n’a été efficace
(Figure V1I1-3). En outre, un probleme de régenération de la surface apreés I’injection de la solution
de passivation a été rencontré: une solution agueuse contenant 0,1 M glycine-HCI, pH 2,0 ad’abord
été utilisée, sans que cela soit efficace, I’utilisation de NaOH 50 mM n’a pas non plus apporté
d’amélioration. On peut supposer que la L-Cysteine se lie a la surface non modifiée du capteur et
peut probablement remplacer les nanocorps, ainsi aprés injection de glycine, les nanocorps sont
éliminées de la surface (ce qui aura conduit a une baisse significative du niveau de variation de la
réflectivité en SPRi, Figure V1I-3).
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Figure VII-3: A gauche (A), photo de la surface de la biopuce superposée a la carte des
ROIs sélectionnés (cercles verts — sites des récepteurs nanocorps R3VQ-SH greffés sur la surface
de la biopuce et cercles rouges - sites contréle). Les sites plus lumineux sur la photo de la surface
correspondent a des nanocorps immobilisés dans une solution mere et les sites plus foncés - a des
sites contenant en plus 5 % de glycérol. (B) Sensorgrammes SPRi obtenus apres injection
de 150 ulL d’une solution de L-Cystéine (I mM) dans le tampon de course, suivie d’une
régénération avec 0,1 M de glycine-HCI pH 2,0. (C) Deux images de différence sont représentées,
['une apreés injection de L-Cystéine et [’autre apres régénération par de la glycine. Ces images ont
été obtenues par le systeme SPRi lors de [’étape de dissociation apres chaque injection, reflétant
ainsi I’accumulation de masse (zones et ROIs lumineux) ou [’élimination de masse a partir de la
surface du capteur.

L’un des problemes majeurs, restait cependant, I’impossibilité de régénérer la surface apres
I’injection de AP 1-40 (Figure VI1I-4). Indépendamment du contenu et de la concentration de la
solution de régénération utilisée, j’ai observé I’apparition de points irréguliers et de bandes sur la
surface de la biopuce en SPRi, qui pourraient étre le résultat d’une liaison non spécifique de la
surface avec la protéine amyloide. Cela peut également étre lié a une passivation inefficace de la
surface, c’est pourquoi les conditions expérimentales ont neécessite des ajustements
supplémentaires.

Afin de greffer les récepteurs plus efficacement, une solution de tris (2-carboxyéthyl)
phosphine (TCEP) pourrait étre utilisée, elle peut éliminer la liaison S-S formée dans la solution
meére de R3VQ-SH, augmentant ainsi le nombre de groupes thiol disponibles pour la formation de
la liaison Au-S. Cependant, la TCEP est incompatible avec les tampons phosphate et ne peut pas
résoudre le probléme de I’accumulation non spécifique d’amyloide-f a la surface de la biopuce.
Pour résoudre ce dernier probleme, on pourrait envisager d’immobiliser une monocouche a base
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de MUA sur la surface contenant des sites de nanocorps préalablement greffés, ce qui devrait
permettre de passiver la surface non fonctionnalisée et d’éviter la liaison non spécifique de la
protéine amyloide. Quels que soient les résultats que I’on pourrait obtenir avec la réduction de la
liaison S-S et la couverture de surface par du MUA, le design expérimental proposé ne pourra pas
permettre de comparer les nanocorps aux anticorps conventionnels, en raison des différences dans
la chimie d’immobilisation et les conditions expérimentales requises. Par conséquent, une nouvelle
approche expérimentale est nécessaire pour atteindre des conditions qui satisfassent aux deux types
de récepteurs.
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Figure VII-4: (A) SPRi sensorgrammes obtenus lors de ['injection de 150 uL 1 ug/mL de
peptide amyloide-f (Af 1-40) dans le tampon de course suivie d’une régénération par
0,1 M glycine-HCI, pH 2,0. (B) Les images de la cellule de flux et les images de différence sont
représentées sous les injection correspondantes. Ces images ont été obtenues par le systeme SPRi
lors de [’étape de dissociation de chaque injection, les images de différence reflétent donc
l’accumulation de masse (zones lumineux) a la surface du biopuce. Les bandes lumineuses
apparaissant aprés la régenération sont probablement dues a une liaison non spécifique
d’amyloide a la surface.

V11-1.2 Détection SPRi-MS en utilisant des microarrays pour la détection de
d’amyloide sur PEO-NHS SAM

Il a été decidé d’utiliser notre chimie de surface conventionnelle PEO-NHS afin d’eviter le
probléme de la liaison non spécifique et les difficultés de comparaison entre les nanocorps et les
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anticorps. Les premiéres expériences ont été realisées dans un tampon aqueux d’acétate
d’ammonium (couramment utilisé en laboratoire pour le couplage SPRi-MS), mais ce n’était pas
la solution optimale pour le stockage et I’utilisation de Ap 1-40 (peptide a été recu dans PBS-HCI).
En outre, méme une dilution 100 fois plus importante du ligand dans le tampon de course a entrainé
une baisse persistante de la réflectivité pendant I’injection (Figure VII-5 A - B). Afin d’éviter les
problémes d’incompatibilité des tampons, toutes les expériences suivantes ont été réalisees dans
du tampon PBS.
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Figure VII-5: (4) sensorgrammes SPRi obtenus avec [’injection de 150 ul de peptide
amyloide-g (4p 1-40) a 10 ug/mL dans un tampon de course d’acétate d’ammonium, suivie d ‘une
régénération par 0,1 M de glycine-HCI, pH 2,0. (B) sensorgrammes SPRi obtenus lors de
Uinjection de 150 uL de Af 1-40 a 1 ug/mL et 10 ug/mL dans le tampon de course. (C) L’image de
la cellule de flux et l'image de différence obtenues par le systeme SPRi lors de [’étape de
dissociation avec l’injection de 0,1 M glycine-HCI, pH 2,0. L’image de différence refletent donc
["accumulation de masse (zones lumineux) a la surface du biopuce. Les bandes lumineuses
apparaissant apres la régénération sont probablement dues a une liaison non spécifique de la
protéine amyloide avec la surface.

Dans la série d’expériences suivante, la création de microarrays mixtes
anticorps/nanocorps (y compris des anticorps B-lactoglobuline bien caractérisés utilisés comme
modele) a été réalisée sur la chimie de surface du PEO-NHS (Figure VI1I-6 A). Les expériences
SPRIi ont été réalisées dans le tampon de course PBS sans MgCl. et CaCl.. La passivation de la
surface a été effectuée selon le protocole établi au laboratoire en utilisant 1 mM de L-Lysine dans
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le tampon de course, 0,1 M de glycine-HCI, pH 2.0 a été utilisé pour la régénération. J’ai observé
des interactions spécifiques avec le couple anticorps-antigene B-lactoglobuline, cependant le
niveau d’interaction non spécifique était élevé, indiquant que la passivation de la surface n’était
pas complete. L’injection de AP 1-40 dilué n’a pas entrainé d’interaction spécifique, de plus une
Iégere baisse de réflectivité a été observée a nouveau. J’ai également observé une liaison non
spécifique de faible niveau des anticorps AP 1-40 a B-lactoglobuline lors de I’injection de 50 pg/mL
de protéine (Figure VI11-6 B). Les résultats obtenus montrent que la composition du tampon PBS
actuellement utilisée est différente de celle fournie avec la solution mére de AP 1-40, et que les
nanocorps utilisés n’étaient probablement pas fonctionnels dans ces conditions expérimentales. En
outre, I’étape suivante de régénération de la surface a révelé le méme probleme de liaison non
specifique de la protéine amyloide avec la surface (Figure V1I-6 C).

J’ai décidé de changer les récepteurs spécifiques de I’amyloide afin de vérifier la
disponibilité de I’amyloide dans la solution injectée pour les récepteurs immobilisés sur la surface.
J’ai donc utilisé des anticorps dirigés contre AP (4G8) disponibles dans le commerce, au lieu des
nanocorps testés précédemment. La performance des nouveaux récepteurs apres immobilisation
sur la surface du capteur a été comparée aux anticorps bien caractérisés contre la B-lactoglobuline.
Cependant, des problemes d’incompatibilité de tampon et de dép6t non spécifique d’amyloide sur
la surface de la biopuce, ont persisté indépendamment de la méthode de passivation utilisée, et de
I’ajustement du tampon de course SPRi pour s’adapter au tampon de stockage du peptide Ap 1-40
(données non présentées).

Les analyses MALDI-TOF MS qui ont succédées a ces expériences SPRi n’ont montré
aucune différence par rapport a la premiére analyse effectuée avec des nanocorps immobilisés
directement sur la surface d’or. De la protéine Ap 1-40 a en effet été trouvée sur chaque ROI du
microarray.

Les principales difficultés rencontrées ont été:

- La liaison non spécifique et "non régénérable" de AP 1-40 avec la chimie de surface, qui a
probablement provoqué une agrégation de I’amyloide observée dans I’image de différence
sous forme de bandes lumineuse sur toute la surface de la biopuce. Ces agrégats ne peuvent
étre éliminés par aucune solution de régénération de surface utilisée sans endommager les
récepteurs immobilisés sur la biopuce.

- La différence entre le tampon de la solution mére AP 1-40 (dont le contenu précis reste
inconnu) et le tampon de course PBS (ou acétate d’ammonium), qui ne permet pas de suivre
la cinétique du processus de liaison (I’incompatibilité des tampons entraine des variations
brutales de reflectivité lors de I’injection, observés comme la variation de réflectivité
négative sur les sensorgrammes).

- L’adaptation du tampon de course SPRi au contenu de la solution mére AP 1-40 a
également été limitée en raison de I’absence d’informations précises de la part du fabricant.
Le processus d’échange de tampons pour la solution mere de AP 1-40 n’a pas non plus
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réussi pour toutes les méthodes utilisées (données non présentées) — on peut supposer que
cela a été causé par I’agrégation amyloide pendant le processus d’échange de tampons, qui
a conduit a I’absence de peptide monomere "libre”. Ce dernier a probablement entrainé
I’absence de toute interaction ligand-récepteur pendant I’injection de AB 1-40 (données non
présentées).
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Figure VII-6: A gauche (A), la photo de la surface de la biopuce superposée a la carte des
ROIs sélectionnés. (B) SPRi sensorgrammes obtenus lors de [’injection 150 uL 10 ug/mL de
peptide amyloide-f (44 1-40) dans le tampon de course PBS sans MgCl. et CaCly, suivie d’'une
régénération par 0,1 M glycine-HCI, pH 2.0. (C) Les images de la cellule de flux et de la différence
sont représentées sous l’injection correspondante. Ces images ont été obtenues par le systeme
SPRi lors de [’étape de dissociation de chaque injection, reflétant ainsi I’accumulation de masse
(zones lumineux) ou [’élimination de masse de la surface du capteur. Les bandes lumineuses

apparaissant aprés la régénération sont probablement dues a une liaison non spécifique
d’amyloide a la surface.

Conclusion sur | utilisation des microarrays pour la détection de d’amyloide pour le couplage
SPRi-MS

Les expériences du SPRi avec des récepteurs spécifiques de protéines amyloides et, en
particulier, avec les nanocorps, se sont révélées compliquées pour de diverses raisons.
L’incompatibilité du tampon de course du SPRi avec celui de la solution mére de peptide amyloide
a perturbé le suivi de la cinétique des interactions ligand-récepteur. La liaison non spécifique et
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irréversible de AP 1-40 & la surface du biocapteur, malgré toutes les méthodes de passivation de la
surface utilisées jusqu’a présent, a également contribué a compliquer les analyses SPRi et MS.

Il existe encore plusieurs moyens susceptibles d’améliorer les conditions d’utilisation des
nanocorps, comme I’immobilisation sur I’or directement avec MUA ou PEG-CHgs, avec ou sans
réduction des groupes S-S préformés dans la solution mere R3VQ-SH, I’utilisation de nouvelles
solutions de régenération, etc. Toutefois, identifier une solution tampon qui serait adaptée a la fois
a I’expérience SPRi et au stockage du peptide Ap 1-40 reste le probléme majeur.

Pour conclure, I’utilisation d’un autre couple nanocorps-ligand moins complexe pour le
développement du couplage SPRi-MS serait préférable.
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Conclusions et perspectives
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Réussir en routine, la détection multiplexe en temps réel, d’un grand nombre de ligands ou
de biomarqueurs a partir de fluides complexes, avec la possibilité d’identifier les ligands capturés
directement par le biocapteur, constituerait une contribution majeure pour de nombreuses
applications biomédicales et pharmaceutiques.

Afin de s’approcher au plus prés de cet objectif, le travail de recherche effectué dans le
cadre de cette these a été principalement consacré a la conception de nouvelles biopuces au format
microarrays, destinés au couplage SPRi-MS, et faisant appel a des récepteurs alternatifs aux
anticorps, notamment des microarrays a aptameres, des microarrays mixtes anticorps/aptameres et
des microarrays a base de nanocorps. Une partie des travaux a également été dédiée au
développement d’un couplage innovant entre deux technologies d’imagerie, la SPRi et la MSi.
Dans le cadre de ce projet doctoral, les aspects fondamentaux liés aux interactions moléculaires
entre des aptameéres et leur cible, entre récepteurs anticorps/nanocorps avec leurs antigénes
correspondants ont aussi été abordés. Plusieurs difficultés affectant la performance des biopuces a
aptameéres et a nanocorps ont été identifiés.

Au cours de ce projet, trois principaux types de récepteurs (molécules sondes) ont été
étudiés pour le couplage SPRi-MS: les anticorps, les aptameres et les nanocorps. Des adaptations
de protocoles expérimentaux ont été nécessaires pour répondre aux besoins de chaque type de
récepteur. La faisabilité des microarrays mixtes anticorps/aptameres a également été évaluée. Ces
différents systemes ont été étudiés sur la base de couples récepteur-ligand considérés comme
modeles dans la littérature, a savoir des récepteurs ciblant la B-lactoglobuline et la thrombine. Un
couplage SPRi-MSi mettant en ceuvre une seule et méme surface de biocapteur a été mis en ccuvre
pour la premiere fois au cours de ces travaux de these. Le développement de cette méthode, et les
progres réalisés avec I’automatisation de la procédure de détection en MSi ont été décrits en détail
a partir de I’exemple des microarrays mixtes anticorps/aptameres.

Les premiers couples étudiés en SPR-MS ont impliqués des anticorps ou des aptameres
anti B-lactoglobuline. Un manque de performance a été observé a partir des aptameres
anti B-lactoglobuline, malgré tous les efforts déployés pour découvrir des conditions
expérimentales appropriées. Des expériences complémentaires réalisées avec les aptaméres
anti B-lactoglobuline en utilisant I’ACE n’ont pas permis de révéler I’origine du probléme. La
capacité des aptameres a la reconnaissance et la capture efficaces de la B-lactoglobuline, n’a pas
été démontrée quels que soient les tampons testés (tampons acétate avec et sans KCI, tampon PBS
sans MgCl» et CaCly). Des expeériences supplémentaires sont donc nécessaires pour comprendre le
manque de performance des aptameéres anti -lactoglobuline, peut-étre relié a des problémes de
repliement adéquat ou d’orientation a la surface de la biopuce. L’optimisation du protocole
SPRIi-MSi a donc été réalisée a partir du récepteur anticorps dirigé contre la B-lactoglobuline: de
nettes améliorations de la capture par affinité de la P-lactoglobuline ont été obtenues lors
d’expériences SPRi réalisées en utilisant un tampon de course PBS contenant 1 mM de MgCl; et
de CaCl.. L’identification par MS du ligand retenu montre également une amélioration du rapport
signal/bruit.
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Le deuxiéme systeme modele employé pour I’étude de la faisabilité d’un couplage
SPRi-MSi a eté celui impliquant des récepteurs de la thrombine. Une étude rigoureuse en SPRi a
révélé que la bonne fonctionnalité des aptameéres anti thrombine dépend de la composition du
tampon: des ions divalents sont nécessaires pour stabiliser leur structure 3D, ce qui est crucial pour
la reconnaissance et la capture des ligands. La détermination des conditions de performance
optimales pour les aptaméres anti thrombine a permis de comparer I’importance du site
d’immobilisation de ces récepteurs (selon 5’ ou 3’), sur la détection de la thrombine par les
aptameres. L’ immobilisation par I’extrémité 3’ de I’aptamére HD1 s’est révélée meilleure pour la
capture de la thrombine purifiée, par rapport a I’immobilisation en 5°. L’étude de la spécificité des
récepteurs de la thrombine a révélé que les aptameres HD1 immobilisés en 3’ et 5° étaient aussi
capables de reconnaitre et de capturer la prothrombine, tandis que HD22 et I’anticorps spécifique
contre la thrombine n’avaient aucune affinité pour la prothrombine. Quant au récepteur anticorps
anti thrombine, I’impact du tampon de course SPRi sur le fonctionnement d’anticorps spécifiques
contre la thrombine a été moins prononcé, I’ajout de MgCl. et de CaCl, ayant méme légérement
diminué I’efficacité de capture des anticorps.

L’ impact d’espéces moléculaires interférentes, comme I’albumine sérique, sur la détection
de la thrombine en SPRi-MSi en utilisant des microarrays mixtes aptameére/anticorps a également
été etudié dans le cadre de ce travail. L’aptamére HD1 est probablement impliqué dans des
interactions non spécifiques avec I’albumine sérique (BSA), mais son affinité pour la BSA n’a été
observée qu’a partir de concentration relativement élevée (~3 uM). Il a été observé que la BSA
interagissait avec les complexes HD1-thrombine. L’injection de thrombine en présence d’un exces
de BSA a provoqué une augmentation de la masse accumulée sur la surface du capteur, par rapport
a I’injection de thrombine seule pour les deux aptameres HD1 testées (HD1 3°-T10 et HD1 5°-T10)
a partir d’une concentration de BSA de 500nM. Cela suggere que I’effet observeé est le résultat de
I’affinité de la BSA pour le complexe HD1-thrombine. Néanmoins, la thrombine a pu étre identifiée
par MS sur tous les récepteurs spécifiques anti thrombine, méme en présence de BSA presque cent
fois plus concentrée. HD22 et les anticorps spécifiques dirigés contre la thrombine n’ont pas montré
d’interaction significative avec la BSA, se traduisant par leur capacité a capturer la thrombine qui
n’est que légérement réduite en présence de BSA, mais la quantité moyenne de ligand retenu sur
les sites d’anticorps était presque trois fois plus faible que celle retenue par HD22. Ainsi,
I’aptamére HD22 s’est avére étre un élément de détection spécifique, sélectif et trés affin pour la
thrombine, et a titre de comparaison il a montré un net avantage sur les aptameres HD1 et
I’anticorps spécifique anti thrombine.

Une approche utilisant un aptadimeére HD1-22 en couplage SPRi-MSi a également été
exposée. Cette approche a permis de détecter la thrombine avec une spécificité et une sélectivité
élevée. L’aptadimeére est une molécule bi-spécifique composee de deux aptameres interconnectés
avec un linker d’acide nucleique. L’aptadimere permet de cibler simultanément deux épitopes
distincts sur la méme molécule cible. HD1-22 offre donc une solution efficace pour améliorer la
détection de la thrombine, grace a une bonne spécificité, une sélectivité et une affinité au ligand.
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Des résultats prometteurs ont été obtenus lors de tests préliminaires dans un tampon de course PBS
bien que les conditions expérimentales optimales restent a définir.

Les analyses par MSi des microarrays mixtes ont été peu fructueuses apres les expériences
SPRIi dans des tampons de course PBS. Malgré le rincage des biopuces avec de I’eau ultrapure
avant le dép6t de la matrice, I’identification MS des ligands n’a été possible qu’apres
I’accumulation du signal en interrogeant manuellement la surface. L’automatisation par MSi avec
un signal moyenné sur I’ensemble de la ROI n’a pas pu fournir de résultats suffisants. Les
difficultés rencontrées peuvent s’expliquer par le fait que la désorption/ionisation de la cible a été
perturbée en présence de sels. Seules des quantités infimes de thrombine ont été détectées a partir
des sites d’aptameéres apres « ligand-fishing », a la fois apres injection de thrombine seule et de
thrombine en présence d’un exces de BSA. Compte tenu de ces résultats, une procédure de
nettoyage supplémentaire devrait étre développée pour une élimination plus efficace du sel de la
surface du biocapteur apres les expériences SPRi. Néanmoins, les quelques résultats positifs
obtenus avec des biopuces au format microarray a partir d’aptaméres anti thrombine au cours de
ce travail s’averent prometteurs pour le couplage SPRi-MSi a des fins de biodétection.

L utilisation de nanocorps comme nouveau type de récepteur pour le couplage SPRi-MSi
a également été évaluée. Des anticorps a domaine unique, spécifiqguement dirigés contre la protéine
amyloide (R3VQ-SH), aimablement fournis par le professeur Pierre Lafaye (Institut Pasteur,
CITECH, Plateforme d’Ingénierie des Anticorps), ainsi que des anticorps commerciaux dirigés
contre la protéine amyloide ont été étudiés. L’utilisation des amyloides pour I’étude du couplage
SPRi-MSi s’est avérée complexe. Plusieurs problémes sont survenus: I’accumulation non
specifique de peptides amyloides a la surface du biocapteur, et la différence de nature entre le
tampon de stockage (solution mére) des peptides amyloides et le tampon de course SPRi ont rendu
impossible I’étude des interactions récepteur-ligand. L’analyse MSi des biopuces apres les
expériences SPRi a confirmé la nature non spécifique de la liaison amyloide avec la surface du
biocapteur. En outre, des difficultés ont été rencontrées lors de I’étape de régénération de la surface
des biocapteurs en SPRi, ainsi que lors de I’échange du tampon de stockage de la protéine
amyloide. Il serait intéressant de poursuivre les recherches entreprises avec les nanocorps, en tant
que nouveau type de récepteur pour le couplage SPRi-MSi, en prenant un ligand modele moins
complexe que la protéine amyloide.

Dans le cadre de ce travail de doctorat, j’ai également porté mes efforts sur les possibilités
que peut offrir le couplage SPRi-MSi en termes de facilitation et d’automatisation des mesures. La
méthode de dépdt de matrice est I’un des parameétres importants du couplage. Son impact sur la
détection par MS et par MSi a été démontré dans ce travail: la couverture non homogéne des
microarrays par la matrice a conduit a une mauvaise cartographie des sites de capture de ligand en
MSi, ce qui a nécessité une interrogation manuelle supplémentaire par MS des sites des récepteurs
et des sites de contrdle. Afin d’apporter une solution a ce probleme, la nébulisation de la matrice a
I’aide d’une source DESI convertie en simple sprayeur a été développée. Elle a permis une
couverture homogene de la surface du biocapteur par la matrice, ce qui s’est traduit par une
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identification homogene des protéines déposées sur la surface. Les futurs développements du
couplage SPR-MS devront inclure une procédure de nébulisation de la matrice. Une autre source
d’amélioration des performances des biopuces SPR destinées au couplage MS a été la gravure par
ablation laser la surface d’or afin de faciliter I’identification des ROIs pour I’analyse MSi. Les
expériences SPRi en utilisant ces nouvelles biopuces gravées n’ont pas apporté de résultat positif
— seules des interactions non spécifiques ont été observées. On peut supposer que cela a été causé
par la méthode employée — 1’or éjecté pendant I’ablation laser a été redéployé aux abords de la
région ablatée, ce qui a probablement entrainé la pollution de la surface d’or. D’autres expériences
sont encore nécessaires pour perfectionner I’organisation de la surface des biopuces selon cette
stratégie. Une des solutions possibles pourrait étre I’ablation laser avec aspiration du matériel éjecté
pour éviter son redéploiement sur la surface. Le potentiel de développement du couplage SPRi-
MSi avec ces nouvelles biopuces gravées, en particulier en combinaison avec le dépbt de matrice
par nébulisation, est important. Les résultats obtenus doivent étre capitalisés pour poursuivre le
développement ultérieur de la méthode.

Pour conclure, de nouvelles biopuces SPRi au format microarray ont été congues avec des
récepteurs de type aptamere, anticorps et nanocorps, avec des succés autour d’un cas modeéle basé
sur I’utilisation de récepteurs spécifiques de la thrombine. En particulier, des progrés importants
ont été réalisés dans la compréhension des exigences expérimentales pour reussir la détection SPRi
en utilisant des aptameres. A notre connaissance, I’utilisation d’aptameres dans le contexte du
couplage SPRi-MSi constitue une « premiere », mais ce travail montre que leur utilisation nécessite
de bien maitriser les conditions expérimentales. Les résultats obtenus ont nécessité le
développement d’un outil SPRi-MSi qui, dans un avenir proche, pourrait étre tres utile dans les
domaines biomédical et pharmaceutique.
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Annexe |

Protocole de fonctionnalisation de SAM
Introduction

Ce protocole décrit la procédure de fonctionnalisation d’une surface métallique d’or par
une monocouche auto-assemblée de polyoxyéthylenes thioles (PEO) dont la fonction acide
carboxylique libre est activée par le NHS. Cette méthode est basée sur la forte affinité des atomes
de soufre (présents dans les molécules de PEO thiolés) pour I’or et sur la réactivité des fonctions
du NHS sur les fonctions amines libres des biomolécules a immobiliser.

Principe :

Immobilisation de molécules des récepteurs (protéines, peptides, oligonucléotides...) sur des
surfaces fonctionnalisées par une monocouche auto-assemblée de PEO-NHS.

1. Greffage de PEO sur le support, puis activation par NHS
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Procédure pour deux biopuces :

1. Nettoyage par UV-ozonolysis pendant 20 minutes: les biopuces sont déposées dans UV-
ozonolyseur avec face métallique vers le haut aprés avoir été rincées avec de grandes quantités
d’acétone et d’ethanol absolu.

2. Dépodt de PEO thiolés: 4 mg de PEO sont dissous dans 3,48 ml d’éthanol absolu, et les biopuces
sont immergées dans cette solution directement aprés le traitement dans UV-ozonolyseur. Le
bécher est ensuite enveloppé de plusieurs couches de parafilm pour éviter I’évaporation, puis de
papier d’aluminium (car les fonctions thiol du PEO sont photosensibles). Enfin, le bécher couvert
est placé dans une boite en polystyrene et est laissé en agitation pendant 6 heures dans un endroit
avec une température ambiante constante de 22 °C.

Apreés les 6 heures d’immobilisation de PEO, les biopuces sont retirées du premier bain,
rincées a I’éthanol absolu, puis immergées dans le bécher suivant rempli d’éthanol absolu et laissés
en agitation pendant 5 minutes dans les mémes conditions que pour I’étape 2 (parafilm, feuille
d’aluminium, a I’intérieur de la boite en polystyréne). Cela permet d’éliminer toutes les molécules
non immobilisées, c’est-a-dire de rincer les biopuces de PEO non-greffé. Enfin, les biopuces sont
extraites du bain d’éthanol absolu, rincées a I’éthanol absolu et séchées sur I’essuie-tout, coté
métallique vers le haut, par de flux d’air doux d’une bouteille vide.

3. Activation de PEO thiolé déposé: 55,2 mg de NHS, 106 mg de DCC et 7 mg de
4-pyrrolidinopyridine sont dissous dans 2,17 ml de DMSO. Les biopuces séchées sont ensuite
immergées dans le bain de DMSO avec le mélange d’activation dissous fraichement préparé. Le
bécher est enveloppé d’une feuille d’aluminium, placé a I’intérieur de la boite en polystyréne et est
laissé en agitation pendant 16 heures (pendant la nuit) dans un endroit avec une température
ambiante constante de 22 °C.

Ensuite, les biopuces sont rincées au DMSO et deux fois a I’eau MilliQ de la méme maniére
que lors de I’étape 2 de rincage apreés I’immobilisation de PEO (rincage au solvant, biopuces dans
le bain de solvant pendant 5 min et rincage a nouveau). Enfin, les deux biopuces doivent étre
séchées sur I’essuie-tout, coté metallique vers le haut, par de flux d’air doux d’une bouteille vide.
Enfin, les biopuces doivent étre stockées a 4 °C, dans un flacon scellé avec du parafilm et recouvert
d’une feuille d’aluminium pour les protéger de la lumiére, jusqu’a leur utilisation.

4. Immobilisation des récepteurs de protéines: les biopuces sont laissées pendant 1 heure a
température ambiante avant d’étre déposées. Les récepteurs concernés doivent étre déposés sur la
surface de la biopuce au moins 2 heures avant I’expérience SPRi (mais les meilleurs résultats ont
été obtenus avec un temps d’immobilisation égal a ~ 16 heures). Pour le dépdt manuel, le volume
standard par site de récepteur était 0,2 plL.
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Annexe |1

Surface Plasmon Resonance Imaging-Mass Spectrometry Coupling on
Antibody Array Biochip: Multiplex Monitoring of Biomolecular
Interactions and On-Chip Identification of Captured Antigen

Anastasiia Halushkina, William Buchmann, Nathalie Jarroux, and Régis Daniel

Abstract

The coupling of surface plasmon resonance imaging (SPRi) with mass spectrometry (MS) offers a very promising
multidimensional analysis. This system takes advantage of the two well-established techniques: SPR, which allows
for the analysis of biomolecular interactions through the determination of kinetic and thermodynamic constants, and
MS, which can characterize biological structures from mass measurements and fragmentation experiments. Here, a
protocol for the coupling of SPRi with matrix-assisted laser desorption/ionization mass spectrometry (MALDI-MS)
is described using a biochip grafted by antibodies in an array format. Interaction between B-lactoglobulin antibodies
and the protein antigen is detected and analyzed by SPRi. Then, the arrayed biochip which fitted a commercially
MALDI target was inserted in a MALDI source, and mass spectra were recorded directly from the biochip surface
from each antibody spot, showing protein ions attributed to the corresponding specific protein antigens.

Key words: Biomolecular interactions, Surface plasmon resonance, Mass spectrometry, Matrix-assisted laser
desorption/ionization, Poly(ethylene glycol), B-Lactoglobulin, Antibodies

Introduction

Biomolecular interactions are at the core of numerous biological processes, and several
techniques are available to determine either their thermodynamic features or their structural
determinants. The hyphenation of thermodynamic and structural methods raises much interest as
it allows a multidimensional and comprehensive characterization of bio-interactions. The coupling
of surface plasmon resonance (SPR) with mass spectrometry (MS) from a unique surface common
to both techniques, so-called SPR-MS coupling, meets this objective of full characterization as
SPR provides kinetic and thermodynamic data by real-time monitoring of bio-interactions [1-6]
and MS allows the structural identification of the specifically captured ligands on the SPR sensor
surface [7— 9]. The SPR monitoring of bio-interactions requires the immobilization of one partner
of interaction (i.e., receptor) on a biosensor surface or in a channel, whereas potential binding
partners (ligands) are flowed over the immobilized receptors. Because SPR does not provide any
structural data about the captured ligands due to the principle of SPR detection based on optical
measurement, the coupling with MS provides a real added value in this respect [10].

Initial SPR-MS developments were based on the use of a sensor chip with a limited number of
flow cells, requiring elution steps for the recovery of the captured biomolecules and their
subsequent MS analysis [11-16]. Alternatively, a SPR-MS coupling based on a sensor chip in a
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microarray format has been developed in the past decade, allowing multiplexed and high-
throughput SPR-MS analyses involving SPR imaging (SPRi) and matrix-assisted laser
desorption/ionization (MALDI)-MS on the same sensor surface [17-22]. This chapter will
describe a step-by-step procedure to implement this recently developed SPRi-MALDI-MS
method, including (1) the SPRi biochip preparation, (2) the SPRi experiment allowing the
determination of interaction and the ligand capture, and (3) the direct on-chip MALDI-MS
detection of specifically retained ligands (Fig. 1). More precisely, the procedure will be applied to
the analysis of antibody-antigen interactions as an example. We will detail in a first step the
functionalization of the chip gold surface by a self-assembled monolayer (SAM) of short
poly(ethylene glycol) (PEG) chains, a key step in order to reduce the nonspecific binding,
especially when analyzing bio-interactions in complex mixtures such as in biological fluids. The
PEG chains are terminated by a N-hydroxysuccinimide (NHS) group as an active end for antibody
grafting. Then, we will describe the SPRi detection and recording of the complex formation
between B-lactoglobulin and its corresponding antibody immobilized on the sensor surface over a
range of concentrations (1-100 ug/ mL ~ 54.5 nM-5.45 uM) (Fig. 2a). Last, we will describe the
MALDI-MS detection and identification of the specifically retained antigen on the receptor spots
directly from the biochip surface. Femtomolar amounts of captured B-lactoglobulin, as determined
by SPR, were sufficient for the on-chip direct MS detection and to obtain good quality mass
spectra. The mass spectra exhibited protein ions corresponding to the specific antigen, without any
trace of nonspecific ligand (Fig. 2b). The biochip surface free from receptors was also devoid of
nonspecifically bound proteins (Fig. 2c), indicating that the functionalization of the sensor surface
by short PEG chains greatly minimizes the unspecific binding.
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(1) SPRi biochip preparation
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Fig. 1 Main steps of the SPRi-MALDI-MS experiment: (1) SPRi biochip preparation, (2) SPRi experiment allowing the
determination of interaction and ligand capture, and (3) direct on-chip MALDI-MS detection of specifically retained
ligands

Materials
2.1Chemical 1. O-(2-Carboxyethyl)-O'-(mercaptoethyl) heptaethylene glycol (PEG)
Reagents aliquoted to 3.5 pL (~4 mg) and stored at 20 °C.

2. 4-Pyrrolidinopyridine.
3. N-Hydroxysuccinimide (NHS).
4. N,N’-Dicyclohexylcarbodiimide (DCC).
5. 2-(4-Hydroxyphenylazo)-benzoic  acid (HABA, MALDI matrix).
6. Trifluoroacetic acid (TFA).
High index liquid “Serie B” for connection between glass prism and SPRi-
Slides (HORIBA Scientific, France).
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8. 55% (v/v) Glycerol prepared by dilution in deionized water from 100%

glycerol.
i : g : : B-lactoglobulin
; i : 100 pg/mL
(a ) B-lactoglobulin: iB-lactoglobulin: :
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=
=
O oa
=
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Fig. 2 (a) SPRi sensorgrams obtained after injections of B-lactoglobulin at different concentrations (1, 10, and
100 pg/mL) in 10 mM ammonium acetate buffer pH 7.5, (b) MALDI-TOF mass spectrum obtained after the SPRi
experiment directly from an anti-B-lactoglobulin antibody plot of biochip surface, (c) MALDI-TOF mass spectrum

obtained after the SPRi experiment directly from a passivated area of the biochip surface

2.2 Proteins Protein solutions can be prepared and stored up to 1 week, at 4 °C (unless
(Receptors and indicated otherwise).
Ligands)

1. B-Lactoglobulin from bovine milk.

2. Polyclonal antibody against B-lactoglobulin.
3. Monoclonal antibody against ovalbumin.

2.3 Solvents, All aqueous solutions were prepared using ultrapure water and analytical
Buffer, and grade reagents.

Solutions for

SPRi Experiment 1. Ultrapure water, 18.2 MQ cm.

2. Ethanol absolute.
3. Dimethyl sulfoxide (DMSO).

4, Current buffer for SPRi: 10 mM ammonium acetate, pH 7.5. Add about
500 mL water to a 1 L graduated cylinder or a glass beaker, and transfer
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2.4 Equipment

2.5 Instrument

2.5.1SPR

© ©o N o a ~ w NP

N o =
w N B O

1.33 mL of 7.5 M ammonium acetate stock solution to the cylinder as well.
Add water to a volume of 900 mL. Mix and adjust pH with ammonium
hydroxide. Make up to 1 L with water. Store at 4 °C.

. Passivation solution: 1 mM r-lysine. Add about 40 mL of current buffer to

a 50 mL plastic flacon. Weigh 0.00731 g L-lysine, and transfer to the flacon.
Dissolve the powder, and add current buffer to a final volume of 50 mL.
Leave one aliquot at 4 °C for current use, and store the remaining aliquots
at 20 °C.

. Regeneration solution: 0.1 M glycine-HCI, pH 2.0. Add about35 mL water

to a 50 mL graduated cylinder or a glass beaker. Weigh 0.37535 g glycine,
and transfer to the cylinder. Add water to a volume of 40 mL. Mix and adjust
pH with HCI (see Note 1). Add water to a final volume of 50 mL with water.
Store at 4 °C.

UV-ozonolyzer.

Laboratory rocker.

Light table.

Petri dish.

Polystyrene box.

Box filled with ice.

Empty squeeze bottle.

50 mm diameter glass beakers.
Plastic flacons 50 mL.

. Aluminum foil.

. Parafilm.

. Lens wipes (no-dust optic wipes).
. Plastic tweezers.

SPR imaging (SPRi) experiments should be performed using an SPRi-Plex
imager (HORIBA Scientific, France) equipped with 660 nm light-emitting
diode (LED) and charge-coupled device (CCD) camera or imager with
similar specifications. Data acquisition and instrument control should be
performed via SPRi-View P4.1.0, and quantitative analysis of the
experimental data should be done with the software SPRi-Analysis 1.2.1 or
equivalent.

. SPRi glass prism.
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2.5.2 MALDI-TOF
Mass
Spectrometry

Gold-covered glass slides (SCHOTT-AG, Switzerland): thickness x length
x width = 0.5 mm x 28 mm x 12 mm, chromium bonding layer 1 to 2 nm,
gold layer 50 nm, roughness: maxi 7 A° (see Note 2).

1. MALDI-TOF experiments should be performed using an Autoflex Speed
MALDI-TOF/TOF MS instrument or equivalent. This instrument is
equipped with a SmartBeam II™ laser (modified Nd:YAG laser) pulsed
with 1 kHz frequency. Mass spectra acquisition and instrument control
should be performed via FlexControl 3.4. Mass spectra should be processed
using FlexAnalysis software (version 3.3.80.0) or equivalent.

2. TLC adapter MALDI target plate (i.e., target plate for MALDI imaging
with fixations).

3. Customized transparent plastic film, used as a mask figuring the array
pattern to guide the manual spot deposition (see Note3).

4. Matrix solution: 0.05 M 2-(4-Hydroxyphenylazo)-benzoic acid (HABA)
in acetonitrile/water 50%/50% (v/v), 0.2% trifluoroacetic acid (TFA).
Weigh 12.1 mg of HABA in a plastic vial. Add 1 mL of acetonitrile/water
50/50% (v/v), 0.2% TFA. Dissolve matrix and mix solution thoroughly to
ensure that matrix solution is homogeneous.

Methods

3.1Gold Surface
Cleaning

3.2 PEG
Self-Assembled
Monolayer

Preparation steps described in Subheadings 3.1-3.3 are for the preparation of
two biochips (see Note 4).

Prior to use, the gold surface of the glass slides is systematically cleaned by
ozonolysis. Glass slide handling should be performed exclusively with plastic
tweezers.

1. Rinse the gold-covered glass slides with copious amounts of acetone, and

dry with airflow using an empty squeeze bottle nozzle (see Note 5).

2. Rinse glass slides with copious amounts of ethanol absolute and dry again

as in step 1.

3. Drop glass slides off (gold side up) in the UV-ozonolyzer for 30 min.

1. Dissolve aliquot (3.5 pL ~4 mg) of PEO in 3.48 mL of ethanol absolute to
obtain 2.5 mM PEO solution and mix it thoroughly. Transfer solution into
@ 50 mm beaker. Tightly cover the beaker with parafilm and aluminum foil
(see Note 6).

2. Immerse the UV-ozonolysis cleaned biochips (golden side up) one-by-one
in the PEO solution. Take care not to overlay them.

3. Cover the beaker with several layers of parafilm and aluminum foil. Put
the covered beaker inside a polystyrene box and close the lid.
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3.3 PEG
Activation
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Place the polystyrene box on the laboratory rocker and leave stirring at
50 rpm for 6 hours.

Stop the rocker and take out beaker with biochips. Take biochips out one
by one, rinse with ethanol absolute and immerse into another beaker filled
with ethanol absolute.

Repeat step 3 and leave on the laboratory rocker for stirring at 50 rpm for
5 min.

Stop the rocker and take out beaker with biochips. Take biochips out,
rinse with ethanol absolute once again. Handling biochips one by one,
place them (golden side up) on a paper towel and dry using airflow from
an empty squeeze bottle.

Transfer biochips inside Petri dish and close the lid. Cover the Petri dish
with aluminum foil.

1. Mix 727 pL of 715 mM DCC in DMSO with 727 uL of 660 mM
NHS in DMSO and 727 pL of 660 mM 4-pyrrolidinopyridine in DMSO
(or dissolve 55.2 mg of NHS, 106 mg of DCC and 7 mg of
4-pyrrolidinopyridine in 2.17 ml of DMSO; see Note 7) in a beaker.

2. Take the biochips out of the Petri dish, and immerse them one
by one in the activation solution mixture prepared in step 1.

3. Cover the beaker with several layers of aluminum foil. Put the
covered beaker inside the polystyrene box, and close the lid.

4, Place the polystyrene box on the laboratory rocker, and rock
at50 rpm for 16 h.

5. Stop the rocker, and take out the beaker with the biochips. Take

biochips out, rinse them with DMSO, and immerse them into another
beaker filled with DMSO.

6. Repeat step 3, and leave on the laboratory rocker rocking at
50 rpm for 5 min.
7. Stop the rocker, and take out the beaker with the biochips. Take

the biochips out, rinse them with water, and immerse them into another
beaker filled with water.

8. Repeat step 3, and leave on the laboratory rocker rocking at
50 rpm for 5 min.

9. Stop the rocker, and take out the beaker with the biochips. Take
the biochips out one by one, and rinse them with water again.

10. Place the biochips (gold side up) on a paper towel, and dry them
using airflow from an empty squeeze bottle.
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3.4Antibody
Grafting

3.5 Biochip -
SPRi
Prism Assembly

3.6 Passivation of
the Biochip
Surface

11. Transfer the biochips into separate empty, labelled flacons.
Tightly close the lids, and wrap the flacons with aluminum foil. Store at
4 °C (see Note 8).

Take the flacon with the biochip from the fridge, and leave it for 1h at
room temperature before immobilization of antibodies. Do not remove
the aluminum foil before using the biochip.

Prepare 6 uM antibody solution containing 5% glycerol: To each 5 pL
aliquot of 1 mg/mL (~6.67 pM) solution of each antibody, add 0.5 pL of
55% glycerol. Mix thoroughly and keep on ice during the spotting of the
antibodies. Afterward, store at 4 °C and mix thoroughly prior to next
usage.

Indicate the positions to be arrayed on the transparent plastic film. Then

place this plastic film on the light table. Place the biochip over the
transparent plastic film in order to see where to spot.

. Spot manually 0.2 pL droplets of anti-B-lactoglobulin and control anti-

ovalbumin antibody solutions (prepared in step 2) onto the surface of the
biochip in an array format according to the spot locations indicated on
the transparent plastic film placed on the light table.

Put the biochip inside the Petri dish with a piece of wet paper towel inside
(to ensure humidity), close the lid, and wrap it tightly with parafilm and
cover with aluminum foil.

Leave the biochips for immobilization at 4 °C for 16 h before the SPRi
experiment. If time-saving is a priority, immobilization time can be
reduced (see Note 9).

. Clean the SPRi glass prism by spraying it with ethanol absolute and

wiping with lens wipes. Thoroughly dry the prism, and insert it in the
prism holder of the SPRi device.

2. Depose 1 uL (or less, see Note 10) of the refractive index
matching oil on the surface of the prism, and gently slide the biochip
over the prism. Ensure no air bubbles remain between the glass slide
and the prism (see Note 11).

The free reactive NHS groups remaining after antibody grafting are
passivated by reaction with L-lysine.

1.

Insert the prism holder containing the prism and mounted biochip inside
the SPRi device, and fix it.

. Inject 150 puL of 1 mM L-lysine in current buffer followed by injection

of 150 pL of the regeneration solution (see Note 12 for injection details).
Repeat this injection sequence three times.
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3.7 SPRi Experiment

3.8MALDI-TOF
MS Experiment

. Prepare a 100 pg/mL stock solution of B-lactoglobulin (~5.45 uM):

weigh 0.2 mg of B-lactoglobulin in a plastic vial (i.e., 2 mL plastic tube),
and add 2 mL of SPRi current buffer. Mix well to dissolve the powder
completely. Store at 4 °C up to 1 week and mix thoroughly prior to next
use.

. Dilute the 5.45 uM B-lactoglobulin stock solution in the SPRi current

buffer to obtain the tenfold analyte dilution series 545 and 54.5 nM
B-lactoglobulin (see Note 13). Store at 4 °C up to 1 week, and mix
thoroughly prior to next use.

. Define the spots as regions of interest (ROIs) in the SPRi analysis

software. Set the flow rate to obtain a laminar flow in the flow cell
(50 uL/min when using the SPRi-Plex device (see Note 14 for
experimental setup details). Wait for the SPRi baseline stabilization.

. Inject 150 pL of 54.5 pM (1 pg/mL) B-lactoglobulin solution, and

monitor the receptor-ligand interactions (see Note 12 for the injection
details).

. At the end of the dissociation phase, inject 150 uL of the regeneration

solution.

. Repeat steps 4 and 5 for successive increasing concentrations of

B-lactoglobulin (see Note 15).

. For the biochip dedicated to further MALDI analysis, the last injection

of B-lactoglobulin should not be followed by the regeneration step in
order to keep the captured ligand on the biochip.

. Stop the SPRi experiment, and remove the prism holder from the SPRI.

Gently remove the biochip from the prism, and dry it thoroughly with
airflow (see Note 16).

. Clean the SPRi prism by spraying it with ethanol absolute and wiping

with lens wipes. Thoroughly dry the prism, and store it.

1. Depose 0.11 uLL of MALDI matrix solution on each receptor spot
as well as on several receptor-free locations serving as control
immediately after the biochip drying (see Note 17). The spot positions
are identified after SPRi experiment by using the transparent plastic
stencil (figuring spot location) placed over a light table.

. Allow the matrix to crystalize (dry) completely. Put the biochip in a

labelled flacon, tightly close it, and store it at 4 C until MALDI-TOF MS
experiment (see Note 18).

. Insert the biochip into the MALDI target plate, and introduce it into the

mass spectrometer source.
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. Record mass spectra using the following set of parameters: linear mode,

positive ion mode, extraction delay, 450 ns; ion source 1 (IS1) voltage,
19.5 kV; ion source 2 (IS2) voltage, 17.65 kV; lens voltage, 6.5 kV. Mass
range: 5000-100,000 Da. The laser intensity should be set to just above
the desorption/ ionization threshold. Laser shots should be accumulated
over each spot to obtain a better signal-to-noise ratio (see Note19).

. Eject the MALDI plate (target), and recover the biochip. Put the biochip

in a labelled flacon, and store it for possible further analysis at room
temperature in the absence of light.

Notes

. Concentrated HCI (12 M) can be used at first to narrow the gap from the

starting pH to the desired pH. From then on, it would be better to use less
concentrated HCI (e.g., 6 and 1 M) to avoid a sudden drop in pH beyond
the target pH value.

. At first glance, it is difficult to identify the gold side. Were commend

using glass slides with a mark, for instance, a bevelled corner in order to
facilitate orientation and routine manipulations.

. Alight table and a customized plastic film with marked spot localizations

are required for manual spotting and matrix deposition. Alternatively, a
commercial spotter can be used; in this case, refer to the settings of the
manufacturer. Keep the spot deposition scheme, indicating the position
of immobilized molecules — it will be required for the definition of SPRi
spots and matrix deposition as well.

. Given the duration of the activation procedure (~20 h), it is convenient

to functionalize two biochips at the same time. For that purpose, all
materials (including the beaker size) were adapted for preparation of two
biochips. Materials, such as beaker size and chemicals, should be
readjusted for different numbers of biochips.

. Ensure that you are handling the biochips with the gold side up all the

time and that the gold-covered surface does not come into contact with
any objects (wipes, beaker walls, etc.) in order to avoid any
contamination or damage. Take care not to damage or scratch the gold
coverage during manipulations, especially with the tweezers.

. Parafilm is used to prevent evaporation, while aluminum foil (and,

eventually, the polystyrene box) ensures protection against any
photochemical reaction of the thiol function of PEG.

. We find it most convenient to prepare separate stock solutions by

accurate weighing of dry DCC, NHS, and 4-pyrrolidinopyridine in
distinct plastic vials (i.e., 2 mL plastic tubes). Right before the activation
step, dry products should be dissolved in the proper amount of DMSO
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directly in the vial. We advise to use a vortex and/or ultrasound bath
(short pulses) to ensure that reagents are completely dissolved.
Alternatively, DCC, NHS, and 4-pyrrolidinopyridine solutions might be
prepared a few hours in advance and stored in separate tightly covered
glass beakers at room temperature (25 C) in the absence of light.

8. Activated SPRi biochips can be stored up to 1 month at 4 °C, protected
from humidity and in the absence of light.

9. 2 hours is the minimum required time. If time-saving is not a priority,
immobilization time can be extended for better results.

10. The volume of the refractive index matching oil required for the efficient
adhesion of the biochip to the prism depends strongly on the viscosity of
the oil and the surface to be covered, so it should be adapted for each
particular case. The volume should be sufficient to completely fill the
space without air bubbles between the prism and the biochip, but not in
excess to avoid oil bleed at the prism sides.

11.We suggest deposing the oil in a line shape, rather than droplet, and start
sliding the biochip over the surface. We have found that relatively
viscous oil deposition near the short side of the prism and slow sliding
along the surface result in optimal coverage without air bubbles.

12.Each injection consists of two phases of distinct lengths: an association
phase (~5 min at a 50 uL/min flow rate) and a dissociation phase (~15—
30 min at a 50 uL/min flow rate), successively. The length of each phase
depends on the SPRi system design and receptor-ligand couple used;
thus, it should be adapted for each particular case.

13.For protein serial dilution, we recommend the use of plastic tubes with
volumes slightly superior to the syringe volume used for protein loading
into the flow cell. For example, the use of 2 mL plastic tubes combined
with 1 mL syringe will allow the highest recovery of the solution from
the bottom of the vial.

14.We are using an SPRi system with a hexagonal-shaped flow cell. It was
maintained at 25 °C, and the flow rate was fixed at 50 puL/min across all
experiments. The flow rate should be adapted depending on the SPR
system used: it should be neither fast, nor mass transport limited, to
permit efficient monitoring of molecular interactions.

15.We have found that additional injection of current buffer prior to the next
analyte injection maintains the cleanliness of the loop and ensures that
the obtained SPRi response is produced by the analyte interactions with
the immobilized receptors only.

16.At this stage, it is possible to include a direct on-chip trypsin digestion
step in order to ascertain the identification of the affinity-captured
antigen protein. It is performed by directly dropping the trypsin protease
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on each spot of the biochip followed by MALDI-TOF MS identification
of the resulting peptides according to [18, 21].

17.Control MALDI matrix spots should be located both inside and outside
the SPRIi flow cell area in order to control the efficiency of the surface
chemistry passivation.

18.We strongly recommend performing MS analysis immediately after
matrix deposition and drying. Nevertheless, storage at 4 °C in the dark
for up to 1 week is also acceptable. Beyond this period, the efficiency
(sensitivity) of MS analysis is seriously decreased, likely due to protein
degradation.

19.We suggest accumulating hundreds of shots per spot to obtain a clear
mass spectrum.
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