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Exige beaucoup de toi-méme et attends peu des autres. Ainsi beaucoup d’ennuis te
seront épargnés.

Confucius (551 av JC —-479 av JC)

La victoire sur soi est la plus grande des victoires.
Platon (428 av JC — 348 av JC)

Tout obstacle renforce la détermination. Celui qui s’est fixé un but n’en change pas.

Léonard de Vinci (1452 — 1519)

Le travail éloigne de nous trois grands maux : I'ennui, le vice et le besoin

Voltaire (1694 — 1778)

Seuls ceux qui sont assez fous pour penser qu'ils peuvent changer le monde y
parviennent !

Henri Dunant (1828 — 1910)

Ne cherchez pas en dehors de vous : cherchez en vous-mémes ou vous ne trouverez
jamais

Bertha von Suttner (1843 — 1914)

Rien n’est particulierement difficile si on le subdivise en petites taches.
A celui qui voit loin, il n’est rien d’impossible.

Henry Ford (1863 — 1947)

Je choisis une personne paresseuse pour un travail difficile, car une personne
paresseuse va trouver un moyen facile de le faire.

La patience est un élément clé de la réussite.

Bill Gates (1955 - ...)

Ayez le courage de suivre votre coeur et votre intuition. L’un et l'autre savent ce que
vous voulez réellement devenir. Le reste est secondaire.

L’innovation, c’est une situation qu’on choisit parce qu’on a une passion brilante pour
quelque chose.

Steve Jobs (1955 - 2011)
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venais au LCSN ! Merci pour tout.

A M. Jérébme CHEVALIER,
Professeur, Directeur du Laboratoire MATEIS de Lyon, INSA Lyon
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également d’avoir accepté d’étre rapporteur de mon manuscrit. J'avais fait votre connaissance
lors d’un séminaire du GFC en 2015, ou vous aviez donné une présentation sur des implants
meédicaux. Un exposé inspirant, qui a suscité chez moi une motivation d’autant plus forte de
poursuivre dans le domaine des céramiques pour la santé. Cela s’est concrétisé lors de mes

travaux de thése et vous étiez la pour I'aboutissement de tout ceci. Merci a vous.

A M. Thierry GACOIN,
Professeur au Laboratoire de Physique de la Matiere Condensée (PMC), Ecole
Polytechnique

Un trés grand merci d’avoir accepté d’étre rapporteur de mon manuscrit. Votre
expérience dans le domaine des matériaux sol-gel et des mésoporeux a permis de mettre en
lumiére des enjeux importants au niveau de ces matériaux, notamment de part vos questions
et remarques pertinentes et tres ciblées, lors de ma soutenance. Merci aussi pour votre retour
concernant mon manuscrit, c’est toujours un plaisir que d’étre reconnu pour son travail.

A M. Pascal ANDREAZZA,
Maitre de Conférences au Laboratoire Interfaces, Confinement, Matériaux et Nanostructures
(ICMN), Université d’Orléans

J’ai un peu forcé le destin pour provoquer notre rencontre. Aprés avoir discuté avec
Caroline a propos des caractérisations GISAXS lors d’'un séminaire a Limoges en mars 2017,
c’est cette fois-ci lors d’'un séminaire a Orléans en janvier 2018 que nous avions pu nous
rencontrer a 'lCMN. Votre accueil a été des plus chaleureux, de méme quant a la possibilité
de pouvoir travailler ensemble, en réalisant des caractérisations GISAXS. Ce c6té chaleureux,
je I'ai ressenti également lors de ma seconde visite. Une semaine intense de manipulations,
qui a donné de trés bons résultats. J'ai été honoré que vous puissiez assister a ma soutenance
en tant que membre du jury, pour voir 'aboutissement de tout ce travail. Merci encore pour
votre aide et vos conseils.

A M. Xavier CATTOEN,
Chargé de Recherche a l'Institut Néel, Université de Grenoble-Alpes

Xavier, je tiens a t'adresser mes plus sincéres remerciements pour ton aide tout au
long de I'étude. La partie click a été une étape essentielle pour fonctionnaliser ces matériaux.
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Tu as contribué grandement par les nombreuses synthéses que tu as effectuées, notamment
celles du pentynoate de NHS. Je ne te remercierai peut-étre pas assez d’avoir été présent a
chaque fois que j'en avais besoin. Merci également pour tes nombreux conseils quant a la
catalyse de la réaction click, toutes les manips effectuées ont fini par payer ! Je souhaite
également te remercier de I'honneur et du plaisir que tu m’as fait, de bien vouloir participer a
mon jury de thése. C’était I'ultime occasion pour se voir, aprés avoir échangé pendant plus de
trois ans sans jamais vraiment avoir 'opportunité de se rencontrer !

A M. Fabrice LALLOUE,
Professeur, Laboratoire Contrble de I’Activation cellulaire Progression Tumorale et
Résistance thérapeutique (CAPTuUR), Faculté de Médecine et de Pharmacie de Limoges
Fabrice, je tiens a te remercier tout particulierement, d’avoir accepté de faire partie de
mon encadrement et d’avoir assuré le suivi sur la partie biofonctionnalisation, sans quoi ma
thése n’aurait pas eu autant d'impact, j'en suis certain. Nos échanges étaient trés intéressants
et sur des sujets variés, notamment du fait de la pluridisciplinarité des travaux. Tu as su étre
a I'’écoute des besoins que jexprimais et cela a été trés profitable pour I'étude, ainsi que pour
ma curiosité scientifique personnelle. Merci pour cela !

A M. Fabrice ROSSIGNOL,
Directeur de Recherche, Institut de Recherche sur les Céramiques (IRCER), Université de
Limoges

Fabrice, un trés grand merci pour tes conseils éclairés, pour la pertinence de tes
questions et de tes remarques, qui m’'ont fait avancer et m’ont toujours fait découvrir de
nouvelles choses. Nos échanges ont toujours été trés agréables et tu as su étre disponible
quand j’en avais le plus besoin, surtout vers la fin ! J'ai aussi particulierement apprécié que tu
mettes en avant les doctorants au cours des nombreuses visites ou congrés qui ont eu lieu.
Merci également de m’avoir donné les moyens nécessaires a ce projet de recherche.

A Mme Martine LEJEUNE,
Professeure, Institut de Recherche sur les Céramiques (IRCER), Université de Limoges
Merci pour tout. J'ai eu la chance d’avoir une directrice de thése avec qui les relations
humaines sont simples et chaleureuses. C’était un réel plaisir d’échanger avec toi et de se
cOtoyer autant, ce qui est facile avec un bureau a 10 meétres... Je garde en mémoire de trés
bonnes choses durant ces années de thése. Merci de ton encadrement particulier, de ta
gentillesse, de ta bonne humeur, de ton tact. Merci aussi des nhombreuses choses partagées,
des histoires drbles, des godters improvisés, ainsi que de ce mémorable séminaire au Japon !

A Mme Maggy COLAS,
Chargée de Recherche, Institut de Recherche sur les Céramiques (IRCER), Université de
Limoges

Maggy, un énorme merci pour toute I'aide que tu m’as apportée durant la thése. Cette
aide ne concernait pas que les manipulations Raman : c’est aussi toi qui m'a conseillé de
contacter Alain Gibaud pour du GISAXS, et qui m’a un peu poussé a aller parler aux gens lors
de certains congrés (MATV2L, GFSV, ...). Sans toi, certaines collaborations n’auraient pas eu
lieu et ma thése ne serait pas ce qu’elle est aujourd’hui ! Merci pour ta patience et ta pédagogie
concernant les analyses de spectroscopie. N'ayant pas eu de cours dessus, on peut vraiment
dire que je partais de zéro... ce n’est plus le cas et c’est en grosse partie grace a la bonne
rigueur scientifique et a tes conseils. Merci !!!
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A M. Jérdbme DESROCHES,
Société Kamax Innovative System

Jérbme, merci pour ton aide dans le cadre des projets Theranostic 2 et Diamed. Les
nombreuses discussions que nous avons eues ont été riches et intéressantes. Je souhaite un
bel avenir & la société Kamax.

A M. Cédric ENGUEHARD,
Société Dyameo

Cédric, je suis content d’avoir fait ta connaissance. Tu as fait preuve de persévérance
dans la gestion administrative et parfois scientifique du projet Diamed, malgré les problemes
rencontrés. Je ne doute pas de tes qualités et de I'importance de cette thématique, comme
I'ont montré les récompenses des différents concours remportés par Dyameo. J'espére de tout
coeur que tout cela servira et aboutira. Aprés m’étre autant investi sur ce sujet pendant la
thése, cela me ferait bien sar trés plaisir. Je souhaite un bel avenir et succés a Dyameo...

A M. Tigran MANSURYAN,
Société Kamax Innovative System

Merci Tigran pour ton aide et ton travail, d’'une précision d’horloger, pour la préparation
des fibres, pour le polissage, pour les différentes acquisitions qui ont été faites avec toi. En
plus d’étre d’'une efficacité redoutable, tu es quelqu’'un de trés sympathique et c’est fort
appréciable.

A M. Philippe THOMAS,
Directeur de Recherche, Institut de Recherche sur les Céramiques (IRCER), Université de
Limoges

Merci de m’avoir donné I'opportunité de réaliser ma thése au sein du laboratoire, un
environnement des plus confortables, pour des travaux a fort potentiel. Je suis persuadé qu’un
tel environnement est propice a I'épanouissement de chacun. Le labo me manquait un peu...
alors j’ai décidé de revenir en postdoc ! Merci d’avoir contribué a faire du laboratoire ce qu’il
est aujourd’hui !

A M. Arnaud VIDECOQ,
Directeur de Recherche, Axel, Institut de Recherche sur les Céramiques (IRCER),
Université de Limoges

Je tiens a vous remercier de m’avoir donné I'occasion de représenter le laboratoire
dans certains congrés, ainsi que de m’avoir permis de faire certaines caractérisations,
nécessaires a la bonne réalisation de ma thése (notamment la semaine de GISAXS a
Orléans). Encore merci.

A M. Virgile BARRET-VIVIN
Post-doctorant, Institut de Recherche sur les Céramiques (IRCER), Université de Limoges
Virgile, je ne te remercierai probablement jamais assez pour ton soutien durant cette
période toute particuliere qu’est la rédaction de thése, et tous les doutes qui vont avec... Nos
discussions, a la fois profondes au niveau scientifique, mais aussi sur le plan philosophique,
m’ont certainement beaucoup apporté. Tu as su me donner beaucoup de recul, et
indirectement une sorte d’assurance dans mes décisions. C’était également un plaisir d’avoir
travaillé avec toi ! Merci pour tout !
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A M. Nicolas VEDRENNE,
Post-doctorant, Laboratoire Contréle de I’Activation cellulaire Progression Tumorale et
Résistance thérapeutique (CAPTUR), Faculté de Médecine et de Pharmacie de Limoges
Nicolas, un trés grand merci pour ton investissement au niveau des expériences, pour
ta sympathie au quotidien. C’est appréciable de travailler avec des personnes exigeantes au
niveau du travail et qui ont a cceur de faire les choses bien. Nos discussions m’ont apporté
énormément sur le plan des connaissances en biologie et m’ont permis d’aborder la thése
avec davantage de maitrise du sujet, et mieux comprendre les tenants et les aboutissants. Je
te remercie chaleureusement pour tout ce que tu as rendu possible au niveau du projet et
€galement par rapport aux expériences qui ont été utiles a la bonne réalisation de ma thése.

A M. Achraf NOUREDDINE
Post-doctorant, Institut de Recherche sur les Céramiques (IRCER), Université de Limoges
Achraf, nous avons travaillé ensemble pendant un an ou j'ai appris a te connaitre. J'ai
été également honoré d’étre témoin pour ton mariage a Limoges. Je tiens a te remercier du
fond du coeur pour le plaisir que j'ai eu a travailler avec toi, pour les petits conseils, pour les
franches rigolades, pour ta générosité, et aussi pour le fait que tu aies conforté mon choix par
rapport a la thése, qui s’est effectivement avérée intense et trés formatrice. Merci pour tout
mon ami.

A M. Julien GRAFFION

Post-doctorant, Institut de Recherche sur les Céramiques (IRCER), Université de Limoges
Julien, je tiens a te remercier de m’avoir un peu encadré lors de mes travaux de master.

Le peu que tu m’as montré, méme parfois juste par curiosité ou pour diversifier un peu les

connaissances, m’a été profitable pour I'étude sur la partie thérapie. J’'ai récupéré ton bureau

aprés ton départ... peut-étre que ¢ca m’a donné du courage par rapport a tout le travail qu'il y

avait a faire... ? Merci a toi !

A M. Marc SINGLARD

Post-doctorant, Institut de Recherche sur les Céramiques (IRCER), Université de Limoges
Marc, je tiens a te remercier pour ta sympathie, mais aussi pour les conseils que tu as

pu me donner a propos de la technique jet d’encre de fagon générale, pour ta disponibilité

lorsque j’ai eu besoin d’information ou d’un petit coup de main. C’était un plaisir d’étre dans le

méme bureau et de te cotoyer, et méme encore maintenant au laboratoire ! A bient6ét !

A Mmes Olivia DE LOS COBOS et Marion MOUGENOT, A M. Bruno FOUSSERET,
Anciens doctorants de I'équipe jet d’encre, Laboratoire SPCTS, Université de Limoges

Un énorme merci pour vos travaux de thése, prémices de I'étude que j’ai menée et qui
ont assurément permis de commencer ma thése dans de trés bonnes conditions.

A Mmes Marion PONCELET et Chrystelle DOSSOU-YOVO, a MM. Eloi BEAUDROUET,
Nicolas BERNARDIN, Matthias BICHAUD et Cédric COQUET,
Société CERADROP, MGI Group

J’ai eu un trés grand plaisir a travailler et a échanger avec vous, vous avez été d’un
grand secours par rapport aux petits soucis qui arrivent parfois avec I'équipement du
laboratoire, qui n’est plus tout jeune ! Merci aussi pour votre écoute concernant les différentes
problématiques, techniques et industrielles, quand je voulais par exemple tester de nouvelles
options. Un trés grand merci !
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A Mmes Carole BAROU et Marie DARCHEVILLE, a M. Florent GAUTIER,
Stagiaires de recherche, Ecole Nationale Supérieure de Céramique Industrielle (ENSCI),
Limoges

Je tiens a vous remercier trés chaleureusement, de m’avoir fait confiance pour
encadrer vos travaux de stage. Chaque année nous allions un peu plus loin dans la recherche,
nous franchissions de nouvelles étapes. Des tempéraments différents, mais une méme
motivation. J’ai moi-méme appris beaucoup a votre contact et pour cela je vous en remercie
grandement !

A Mmes Anne AIMABLE et Marguerite BIENIA,
Maitre de conférences, Institut de Recherche sur les Céramiques (IRCER), Université de
Limoges

Merci a vous, vous avez contribué a la bonne ambiance a notre étage, parfois en
rendant aussi des petits coups de main. C’était sympathique de pouvoir vous cotoyer au
quotidien. Un merci spécial a Anne, qui a su me dire trés simplement d’arréter de vouloir
corriger de minimes fautes du manuscrit, alors qu’il était temps de I'envoyer ! Au plaisir de se
revoir a I'occasion.

A M. André LECONTE,
Ingénieur de Recherche, Institut de Recherche sur les Céramiques (IRCER), Université de
Limoges

Dédé, je tenais a te remercier également, pour ta sympathie au quotidien. Un vrai
personnage que j'ai appris a cotoyer, toujours la pour remonter le moral des troupes avec des
blagues recherchées (ou pas...). Sur I'aspect scientifique, j'ai pris plaisir a échanger avec toi
sur la thématique GISAXS, et cela m’a procuré du recul et un esprit plus critique par rapport a
mes manipulations. De trés bon conseil sur I'aspect humain également. Merci a toi !

A Mme Julie CORNETTE,
Ingénieure de Recherche, Institut de Recherche sur les Céramiques (IRCER), Université de
Limoges

Julie, je ne te remercierai jamais assez pour tout ce que tu as fait pour moi, I'air de rien,
une grande écoute et de petits conseils par-ci par-la qui simplifient grandement la vie ! Tu m’as
aussi poussé a plusieurs reprises a participer a des congrés ou des écoles d’été et tu as
vraiment bien fait ! Merci pour tous ces encouragements, pour ta gentillesse, pour ton écoute,
merci pour TOUT !

A M. Jean-René DUCLERE,
Professeur, Institut de Recherche sur les Céramiques (IRCER), Université de Limoges

Merci a toi Jean-René pour tes conseils, en spectroscopie UV, et merci pour ta
sympathie !

A M. Francois RIBOT,

Responsable des caractérisations RMN liquides, Laboratoire de Chimie de la Matiére

Condensée de Paris (LCMCP), Université Pierre et Marie Curie (UPMC), College de France
Un trés grand merci d’avoir bien voulu mener plusieurs campagnes de caractérisations

RMN sur mes encres. Cette étude a été trés importante concernant I'étude du vieillissement

et pour comprendre le comportement sol-gel avant dép6t. Merci aussi pour les nombreux

conseils !
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A MM. Mohamed SELMANE et Cédric BOISSIERE,

Responsables des caractérisations GISAXS, Laboratoire de Chimie de la Matiére

Condensée de Paris (LCMCP), Université Pierre et Marie Curie (UPMC), College de France
Merci a vous d’avoir procédé aux premiéres caractérisations GISAXS qui ont eu lieu

au début de cette étude. J’ai pu en bénéficier et je vous remercie chaleureusement du temps

gue vous avez passé a acqueérir les données et pour les échanges que nous avons eus.

A M. Alain GIBAUD,
Professeur, Responsable des caractérisations GISAXS, Institut des Molécules et Matériaux
du Mans (IMMM), Le Mans Université

Cher Alain, jai pu bénéficier de votre aide précieuse lorsque nous n’avions plus
d’alternative pour caractériser les échantillons par GISAXS. J'ai découvert quelqu’un de trés
pédagogue, a l'esprit vif, et je garderai en mémoire nos échanges, trés stimulants et
enrichissants. Merci pour tout.

A MM. Guillaume AMIARD et Ludovic THILLY,

Responsables des équipements FIB, Institut Pprime (P’) de Poitiers, Université de Poitiers
Il'y avait certaines zones d’ombre concernant les comportements des matériaux que je

cherchais a caractériser. Les préparations et caractérisations FIB mises en place par votre

intermédiaire ont permis, alors que le laboratoire n’était pas encore muni de tels équipements,

de mieux comprendre ces comportements des matériaux. Merci de m’avoir permis de réaliser

ces tests.

A M. Thierry BUFFETEAU,
Directeur de Recherche, Institut des Sciences Moléculaires, Université Bordeaux 1

Un trés grand merci pour votre aide concernant certaines données, lors de notre
rencontre a I'école d’été du GFSV a Porquerolles. Les petites astuces a propos de I'orientation
du porte-échantillon m’ont permis d’acquérir des spectres infrarouge beaucoup plus propres.
Merci également d’avoir bien voulu tester ce que donneraient les analyses PM-IRRAS avec
mes échantillons.

A Mmes Valérie COUDERT et Elsa THUNE,
Responsables AFM, Institut de Recherche sur les Céramiques (IRCER), Université de
Limoges

Merci a vous pour votre aide concernant les caractérisations AFM, grace aux multiples
équipements a notre disposition au laboratoire. Deux approches en apparence différentes et
pourtant complémentaires, qui m’ont permis d’étre a I'aise et autonome au niveau de la mise
en place de la pointe, des réglages a opérer, ainsi que des acquisitions réalisées. Merci donc
pour la formation que vous m’avez dispensée. Les résultats de cette technique se sont avérés
fort intéressants et c’est aussi en partie grace a votre participation.

A M. Sylvain VEDRAINE,
Maitre de Conférences, Laboratoire Xlim, Université de Limoges

Ce fut trés aimable de nous permettre de procéder a des caractérisations sur un autre
appareil AFM a une période cruciale de I'encadrement des stagiaires de recherche. Cela a
permis de confirmer les résultats attendus et d’obtenir des images exploitables, avec un
contraste intéressant.
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A Mme Amandine MAGNAUDEIX,
Maitre de Conférences, Institut de Recherche sur les Céramiques (IRCER), Université de
Limoges

Amandine, tu as toute ma gratitude pour tout ce que tu m’as apporté tout au long de la
thése. De trés bon conselil, je gardais souvent tes suggestions dans un coin de la téte, jusqu’au
moment opportun pour les tester. Je te remercie aussi infiniment pour la formation accélérée
gue tu as dispensée par rapport au maniement des cellules, pour me montrer les protocoles
de comptage de viabilité etc. Merci pour ce temps que tu as investi, et sois assurée, de
nouveau, de toute ma gratitude pour ton aide et tes conseils.

A Mme Claire CARRION,
Responsable de la plateforme de microscopie confocale et microscopie de fluorescence,
Centre de Recherche Hospitalo-Universitaire (CBRS), Faculté de Médecine et de Pharmacie
de Limoges

Claire, merci pour toute I'aide que tu as apportée tout au long de la thése. D’une
gentillesse incroyable, tu es aussi trés pédagogue et patiente. Nos échanges m’ont permis
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Introduction

Face a 'augmentation du nombre de cas de cancers d’année en année, il est devenu
impératif de trouver des méthodes de diagnostic de plus en plus rapides et fiables. En effet,
un cancer diagnostiqué et traité a un stade précoce voit I'efficacité du traitement accrue et les
chances de survie des patients n’en sont que meilleures. Les cancers a des stades précoces
sont trop petits pour étre détectables par des techniques standards (radiographie X, scanners,
IRM, etc.). Cependant, lorsqu’ils sont accessibles par les voies naturelles, comme c’est le cas
des cancers de la gorge, de I'estomac, du colon ou encore de la vessie, leur détection peut se

faire par endoscopie, qui consiste a observer des zones a risque a l'intérieur du patient.

Lors d’'une endoscopie, le caractére cancéreux des tissus biologiques est laissé a
I'appréciation du praticien. Des prélevements (biopsies) sont fréquemment réalisés, mais cela
présente un risque invasif de la tumeur. De plus, un temps non négligeable (parfois plusieurs
jours) est nécessaire aux spécialistes afin de les traiter et rendre leur verdict, ce qui laisse le
temps a la tumeur de se développer. Si la présence d’'un cancer est avérée, le patient doit
alors subir un traitement thérapeutique. Or, les techniques existantes, comme la radiothérapie
ou la chimiothérapie, sont non-spécifiques et mutilantes, autant sur le plan physique que
psychologique. Quant a d’autres techniques comme I'ablation, c’est-a-dire le retrait de
I'entiereté ou d’une partie d’'un organe, souvent employée pour des cancers a des stades

avanceés, elle présente des risques invasifs ou des complications post-opératoires.

Les travaux présentés dans ce document concernent le développement d’un
dispositif endoscopique innovant, dont le but est de réaliser un diagnostic précoce,
rapide et hautement sélectif de tissus cancéreux, associé a une thérapie ciblée et non-
invasive qui réduirait les risques opératoires et post-opératoires. Ce dispositif est un
biocapteur optique, constitué de fibres optiques sur lesquelles sont déposés des microplots de
silice mésoporeuse par un procédé d’impression jet d’encre. Dans le cadre du diagnostic, ces
microplots sont ensuite fonctionnalisés spécifiquement pour permetire I'accroche de
biomolécules qui assurent la détection spécifique des récepteurs surexprimés sur les cellules
tumorales. Ces biomolécules sont préalablement marquées en fluorescence, de telle
sorte que l'interaction avec les marqueurs cancéreux induit une modification de la
signature en fluorescence des sondes, permettant ainsi de discriminer des tissus
cancéreux par rapport a des tissus sains. Dans le cadre de la thérapie, les microplots sont
fonctionnalisés avec des photosensibilisateurs. L’excitation des photosensibilisateurs par
une source lumineuse adaptée induit la production d’oxygéne singulet, conduisant a la
mort cellulaire locale de la zone traitée, de fagon non-spécifique mais non-invasive, et qui

cible principalement les cellules cancéreuses, qui ont un métabolisme trés actif.

1 1
1



Cette sonde a été développée dans le cadre de plusieurs travaux menés a I'Institut de
Recherche sur les Céramiques (IRCER, anciennement SPCTS) depuis 2001. Les premiers
travaux portaient sur le développement du procédé d’impression jet d’encre dédié a la
réalisation de composants céramiques 3D, dans le cadre de la these de Rémi Noguera.
Ces travaux ont donné lieu a un dép6t de brevet en 2003 et a la création de la société Ceradrop
en 2006. L’'année suivante, la thése de Marion Mougenot-Poncelet, soutenue en 2007, a
démontré la faisabilité de réseaux de silice mésoporeuse fonctionnalisée, réalisés par
couplage de limpression jet d’encre et du mécanisme d’auto-assemblage induit par
évaporation (EISA). Par la suite, les travaux de théses de Brunot Fousseret, soutenus en 2010,
ont porté sur la fonctionnalisation one-pot des microplots, consistant a incorporer des
fonctions réactives directement dans le sol a imprimer. Cette étude était destinée a la capture
de métaux lourds et a montré la potentialité du procédé d’impression jet d’encre pour la
réalisation de sondes de détection. Ceci a finalement été concrétisé lors des travaux de
thése d’Olivia De Los Cobos, soutenus en 2013, et qui portaient sur la réalisation de
microplots fonctionnalisés pour du diagnostic de cancers. Un projet régional intitulé
« Theranostic » a permis de démontrer le concept de diagnostic sur des substrats de type
lamelles de verre lors de tests in vitro, en partenariat avec la société Dioptik, ainsi que le
laboratoire Controle de [I'Activation cellulaire, Progression Tumorale et Résistance
thérapeutique (CAPTUR, anciennement HCP) de la Faculté de Pharmacie de Limoges. Les
différents savoir-faire mis en jeu durant ce projet, a savoir la contribution en sciences des
matériaux de la part de I'lRCER, la contribution en biologie pour le laboratoire CAPTuUR et le
savoir-faire dans le domaine de I'optique apporté par la société Dioptik, ont notamment abouti
a un dép6t de brevet en 2013.

Les travaux sur le diagnostic présentés dans ce document visent a fiabiliser et
optimiser la détection d’un dispositif préindustriel, ainsi qu’a montrer la preuve de
concept pour des sondes de type fibres optiques fonctionnalisées, lors de tests in situ
in vivo sur modéles animaux. Deux autres projets financés par la Région Limousin puis par
la Région Nouvelle-Aquitaine ont permis de poursuivre I'étude lors d’'une collaboration avec le

laboratoire CAPTUR et la société Kamax Innovative System, qui a remplacé la société Dioptik :

- Le projet « Theranostic 2 », entre décembre 2014 et décembre 2015, qui concerne
la phase de transfert sur fibres optiques et la preuve de concept sur un modele in
situ, & savoir une membrane vascularisée d’embryon de poulet, sur laquelle une

tumeur précancéreuse a été préalablement greffée.

- Le projet « Diamed », entre février 2017 et février 2019, qui porte quant a lui sur la
preuve de concept sur modéle petit animal (souris), ainsi que sur la phase de pré-

industrialisation des fibres sous forme de consommables plus faciles d’utilisation.

1 1
2



L’étude sur la thérapie a quant a elle été réalisée dans le cadre d'un projet « ANR
NanoptPDT » entre mars 2013 et aolt 2016, en partenariat avec la société Kamax Innovative
System, le Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles (LCSN) de Limoges et I'Institut
des Biomolécules Max Mousseron (IBMM) de Montpellier. Le LCSN posséde effectivement
une expertise dans la synthése de plusieurs types de photosensibilisateurs, tandis que 'lBMM
est capable de mener différents tests biologiques. Les travaux sur la thérapie présentés
dans ce document portent sur deux voies de fonctionnalisation des sondes, et visent a
comparer leur efficacité, puis de sélectionner la meilleure afin de conduire la
démonstration de concept, c’est-a-dire la validation d’'une mort cellulaire in situ en

utilisant des fibres optiques fonctionnalisées avec des photosensibilisateurs.

Ce manuscrit sera articulé comme suit :

La premiere partie présentera un état de I’art sur le cancer, pour illustrer les
différents types de cancers concernés par le dispositif développé, notamment par rapport aux
divers marqueurs d’expression permettant la détection de ces cancers. Seront aussi
développées quelques techniques de diagnostic et de thérapie de cancers déja existantes ou

a I'état expérimental, pour illustrer la pertinence du dispositif développé.

La deuxieme partie portera sur I'étude de la structuration des réseaux de
microplots mésoporeux réalisés par impression jet d’encre. En effet, la structure de la
porosité de ces matériaux sera étudiée, car elle conditionne I'accessibilité des fonctions
chimiques servant par la suite au greffage des biomolécules. L'influence de différents
paramétres relatifs au procédé d’'impression jet d’encre sur la structuration de la porosité sera
étudiée, afin de déterminer des conditions d’'impression donnant lieu a une structure de

porosité contrdlée et qui maximise la fonctionnalisation ultérieure des biomolécules.

La troisiéme partie portera sur I’optimisation de la fonctionnalisation des dépéts.
Plusieurs étapes sont nécessaires a la fonctionnalisation des sondes (lavage de la porosité,
chimie click, greffage de biomolécules, marquage en fluorescence, etc.). Chacune de ces
étapes sera étudiée au moyen de nombreux tests expérimentaux, en vue d’'une optimisation

globale conduisant a maximiser la sensibilité de détection du dispositif.

La derniere partie portera sur I’étude des tests réalisés dans le cadre de la
thérapie, portant sur la fonctionnalisation de sondes par des photosensibilisateurs, pour
permettre un traitement anti-cancéreux local de la tumeur préalablement diagnostiquée par le
dispositif. Deux voies de préparation des sondes seront étudiées et comparées, en vue de

sélectionner celle qui donne les meilleures performances en termes de mort cellulaire.
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Chapitre I. Contexte de I’étude : état de I’art sur les méthodes de diagnostic et
de thérapie de cancers

Le cancer est une maladie qui se caractérise au niveau de l'organisme par un
dysfonctionnement cellulaire. C’est un processus long et multifactoriel, durant lequel une
cellule saine subit de nombreuses transformations (mutations, translocations, délétions)
conduisant a une accumulation d’anomalies génétiques responsables de la transformation de
la cellule normale en une cellule cancéreuse. Au cours de ce processus, cette cellule va
acquérir différentes propriétés caractéristiques des cellules cancéreuses, notamment une
capacité de prolifération accrue lui permettant de se diviser activement et créer une lésion pré-
néoplasique dite précancéreuse. Cette Iésion correspond & une masse tumorale, détectable a
partir d’'un volume de 1 cm?3, soit environ un milliard de cellules. A ce stade, la lésion est
susceptible d’étre accessible au dépistage et a un traitement purement local. En I'absence de
traitement, les cellules cancéreuses peuvent a terme envahir des organes adjacents (invasion)
ou bien coloniser progressivement des organes a distance, par l'intermédiaire des voies
sanguines ou lymphatiques (dissémination). Les facteurs de risques pouvant étre a l'origine
de cancers sont multiples (Tableau 1).

Tableau 1 — Facteurs de risques a l'origine de cancers
* Adapté du programme de cancérologie des iECN en 2016 [1]

Facteurs de risques Description

Généraux Age, sexe, origine ethnique

Antécédents familiaux, syndromes prédisposants

Génetiques Exemples : syndrome HNPCC (Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer), PAF
(Polypose adénomateuse familiale), anomalies génétiques (mutation géne BRCA1)

Environnementaux Alcoolisme, tabagisme, facteurs physico-chimiques

) Exposition a I'amiante, aux métaux lourds, aux nanoparticules, aux poussieres de bois,
Professionnels ) o )
aux produits chimiques nocifs, aux hydrocarbures, etc.

Virus (ex: HPV ou Human Papillomavirus, virus de I'hépatite C), bactéries (ex:

Infectieux
helicobacter pylori et cancer de I'estomac), parasites (bilharziose et cancer de la vessie)
Pathologie prédisposante

Médicaux Exemples: RGO (Reflux gastro-oesophagien), MICI (maladies inflammatoires
cryptogéniques de I'intestin)

latrogénes Facteurs physico-chimiques (ex : radiations ionisantes, immunosuppresseurs)
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En 2000, les cancers des voies aéro-digestives et du poumon étaient placés a la 9m¢
place des causes de mortalité dans le monde, et ont progressé a la 6°™ place en 2016 [2].
Des données enregistrées sur 'année 2012 dans le monde, ainsi que les années 2012 et 2017
pour la France, confirment cette tendance a 'augmentation du nombre de cas de cancers et
de déces par cette maladie (Tableau 2). Des prévisions pour les années 2030 font état au
niveau mondial d'une augmentation des nouveaux cas de cancers de 23,6 millions par année,

soit une augmentation de 68% par rapport a 'année 2012 [3], [4].

Tableau 2 — Quelques statistiques sur les nouveaux cas de cancers et déces enregistrés

Année 2012 Année 2012 Année 2017

Dans le monde [5] En France [6] En France [7]
Population 7 milliards 63,7 millions 65 millions
(Source : INSEE) (France métropolitaine) (France métropolitaine)
Incidence (nouveaux 14,1 millions 355 000 400 000
cas de cancers) (2 %o de la population) | (5,6 %o de la population) | (6,1 %o de la population)
Déces enregistrés par 8,2 millions 148 000 153 000
cancer (1,2 %o de la population) | (2,3 %o de la population) | (2,4 %o de la population)
Ratio 0 o 0
Déces / Incidence 58 % 42 % 38 %

Le cancer est ainsi plus présent dans les populations avec une plus forte
espérance de vie [5]. La mortalité due aux cancers est néanmoins plus forte dans les
populations « pauvres », du fait d’'une absence ou d’une impossibilité de prise en charge des
patients. Cependant, dans les populations « riches », et malgré une prise en charge de cette
maladie, les chances de guérison restent cependant trop faibles (décés d’environ 40% des

personnes ayant contracté un cancer).

Néanmoins, bien que le cancer touche en majorité des personnes d’'un age avance, il
arrive également que des sujets jeunes développent aussi des cancers, sous forme de
tumeurs cérébrales, ou sous forme de neuroblastome [8], tumeur maligne solide extra-
cérébrale la plus fréquente chez I'enfant. Il arrive que ce genre de tumeur connaisse une
régression spontannée sans traitement, mais elle peut aussi connaitre une progression rapide
fatale [9].

Il est alors impératif d’améliorer le diagnostic de cancer en le détectant le plus
précocement possible afin d’appliquer la meilleure stratégie thérapeutique. Ceci

commence par une bonne évaluation du type et du stade d’évolution de ce cancer.
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I.1. Généralités concernant le(s) cancer(s)

Le cancer se caractérise par plusieurs stades, en fonction de son degré d’évolution,
mais aussi par plusieurs types, en fonction des organes qui sont touchés. Cette multitude de
formes et de comportements peut s’expliquer par de hombreux marqueurs biologiques qui
jouent un role lors du développement du cancer, et qui vont amener la tumeur a développer
des capacités que n’ont pas les cellules saines, favorisant le développement, le maintien et la

prolifération des cellules cancéreuses dans I'organisme des patients.

[.1.1. Le cancer : plusieurs stades et plusieurs types

Un cancer est caractérisé en plusieurs stades, suivant son degré d’évolution [1] :

- Stade 1: latumeur est unique et de petite taille.
- Stade 2: la tumeur est plus volumineuse.
- Stade 3: la tumeur envahit les ganglions lymphatiques ou les tissus avoisinants.

- Stade 4: présence de métastases dans d’autres organes a distance de la tumeur
d’origine.

Les cancers peuvent aussi se décliner en plusieurs types (Tableau 3), et se

retrouver sur un trés grand nombre d’organes (Figure 1).

Tableau 3 — Les différents types de cancers

Types de cancer Appellations médicales Organes et tissus touchés

Cancers « Solides » Carcinomes Peau, muqueuses, glandes: sein, poumons,

prostate, intestin, etc.

Sarcomes Tissus conjonctifs ou de soutien : os, cartilages

Cancers « Liquides » Leucémies Sang et moelle osseuse

Lymphomes ou cancers du | Ganglions, rate, foie et affectant les lymphocytes

systeme lymphatique

Cancers « Métastatiques » ou disséminés : cancers qui | Os, foie, cerveau, poumons
ont migré par voie sanguine ou lymphatique. La nature de
la tumeur est conditionnée par le point d’origine.

Cancers secondaires: cancers consécutifs a un | Variable
traitement anti-cancéreux ayant occasionné I'apparition de
nouvelles cellules cancéreuses.
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Cancers favorisés par des facteurs
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Figure 1 — Localisations des principaux types de cancers chez la femme et 'homme [10]

La multitude de facteurs de risques explique alors que certains cancers sont beaucoup
plus fréquents que d’autres (Figure 2-a). Cependant, des cancers moins répandus peuvent

étre plus virulents et mortels, comme le cancer du pancréas (Figure 2-b).

a) Principaux cancers dans le monde b) Principales causes de décés par cancer
Cas par an (enmilliers) Total: 14.1 million Décés par an (en milliers)  Total: 8.2 million
1825 | FY Poumon 1590 [ FY Poumon
1677 [ A Sein 746 [N E Foie
1361 N ] Intestin & Anus 723 [ B Estomac
1112 [N Prostate 694 I B |ntestin & Anus
os2 [N 3 Estomac s22 [ H sein
7e2 [N Foie 400 [N E Esophage
528 Col de I'utérus 330 I E pancreas
4s MK Esophage 307 BN E prostate
430 ED vessie 266 L B o) de utérus
385 IEE Lymphome non-hodgkinien 265 I | o cemie
300 Levres, voies orales 145

Léevres et voies orales
Z1E sarcome de Kaposi

................. 2186(27% || Autres
4007 282z [ Autres

2322 8 Mélanome de la peau

Figure 2 — Classement des principaux cancers par nombre de nouveaux cas (a) ou de déces (b) [5]

Le cancer affecte donc les fonctions biologiques d’un organisme. De
nombreuses altérations génétiques sont induites au cours du processus
tumorigénique. Elles portent principalement sur des récepteurs impliqués dans la
signalisation tumorale. Ces récepteurs oncogéniques représentent des biomarqueurs

spécifiques du cancer qui peuvent faciliter la détection des cellules tumorales.
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[.1.2. Causes biologigues : comportement cellulaire et marqueurs incriminés

Le cancer dépend d’une transformation oncogénique de certaines cellules de
I'organisme qui acquiérent des propriétés tumorigéniques spécifiques (Figure 3) [11], [12].
Cette transformation dépend de I'acquisition d’anomalies génétiques responsables de la
dérégulation des mécanismes de prolifération et de mort cellulaire qui favorisent une
croissance cellulaire accrue et une résistance a I'ensemble des signaux de mort. Les
changements ne touchent pas uniquement les cellules cancéreuses mais également les
cellules saines, dans leur microenvironnement proche. Ainsi, ces derniéres sont amenées a
coopérer avec ces cellules cancéreuses, créant ainsi un « microenvironnement tumoral », en

totale interaction avec la tumeur.

Maintien des signes  Maintien de la
de prolifération croissance cellulaire
cellulaire

Dérégulation du Résistance face
métabolisme au systeme
énergétique immunitaire

WO
Résistance N wr‘.'.@ ) ¢ Réplication
face a la mort L S \q; 2 )0 possible a
cellulaire NOSE I'infini
== A
Génome ins'table aﬂammation
et mutation tumorale
favorisée
Création de nouveaux Invasion
vaisseaux sanguins  d’organeset
(angiogénese) métastases

Figure 3 — Capacités cellulaires mises en jeu dans le développement d’un cancer [12]

De nombreux mécanismes et marqueurs (génes, protéines, récepteurs) sont
impliqués dans I’apparition et le développement de tumeurs (Annexe 1) : des mutations
interviennent au niveau de 'ADN des cellules, grace notamment a la télomérase, enzyme qui
permet d’allonger I'extrémité des chromosomes et ainsi d’augmenter la vie des cellules, leur
conférant des propriétés d'immortalité et de réplication a l'infini. D’autre part, I'environnement
de la tumeur est approvisionné en molécules favorables a son développement : des facteurs
de croissance qui favorisent la prolifération cellulaire et la croissance tumorale, des facteurs
de survie qui limitent la mort cellulaire, des facteurs favorisant la formation de nouveaux
vaisseaux sanguins (angiogenése tumorale) permettant d’alimenter la tumeur, des enzymes
capables de modifier la paroi et la matrice extracellulaires, favorisant les mécanismes

d’invasion et la formation de métastases qui propagent la tumeur aux autres tissus.
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Tous ces facteurs et ces récepteurs représentent des marqueurs potentiels des
tumeurs. Le tableau en annexe 1 dresse une liste non exhaustive des principaux marqueurs

rencontrés dans les tumeurs, en y associant leur propriété et leur fonction originale.

Hanahan et Weinberg [11] ont ainsi résumé dans leurs travaux la multitude de
marqueurs incriminés, qui témoigne de la complexité des interactions cellulaires, et de la
difficulté de comprendre les causes et les effets en présence d’un cancer. Cette complexité
est accrue du fait d'une collaboration de certaines cellules saines avec les cellules
cancéreuses. Cette collaboration entre cellules tumorales et cellules du microenvironnement
est illustrée dans I'exemple suivant qui porte sur le cancer du sein. Les cellules cancéreuses
sécrétent du CSF-1 (Colony Stimulating Factor-1) qui est le principal facteur de croissance
des macrophages. Le CSF-1 va activer les macrophages qui en retour vont sécréter de 'lEGF
(Epidermal Growth Factor). L'EGF étant le principal facteur de croissance des cellules

tumorales, il va activer la prolifération et la croissance tumorale.

Certains marqueurs sont présents dans tout type de cancers (Annexe 1). Bien d’autres
génes et marqueurs sont incriminés, dans le cas de cancers précis. Par exemple, dans
le cas du cancer de la prostate (BRCA1l, BRCA2, ATM, RAD51D, ATR) [13], du col de
I'utérus (SCC-Ag, cytokératines TPA TPS Cyfra21-1, CEA) [14], ou du cancer du sein
(BRCAL, BRCA2) [15]. Parfois, la variété de génes incriminés peut expliquer la variété de
syndromes différents qui sont rencontrés, comme pour le cas des cancers colorectaux
(PMS2, MSH2, MSH6, MLH1, APC, K-RAS, Smad4, BMPR1A, b-Raf, EGFR, etc.) [16].

La détection de récepteurs en surface des cellules cancéreuses est une méthode qui
présente un intérét majeur dans le cadre de nos travaux, parmi lesquels, les récepteurs
tyrosine kinase, les intégrines, les E-cadhérines, les cytokines ou autres composants de
surface. Il a par ailleurs été prouvé que le récepteur tyrosine kinase B (TrkB) était
surexprimé a la surface des cellules cancéreuses [8], [17] et pourrait étre un bon
candidat pour envisager le diagnostic de tout type de cancer. L’EGFR est également un

récepteur souvent utilisé pour un diagnostic générigue de cancer [18].
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[.2. Outils d’aide au diagnostic et a la thérapie de cancers

Il existe des protocoles hospitaliers standards qui permettent de mettre en évidence la
présence de cancers. Cependant, le diagnostic opératoire n'est pas une vérité absolue et
laisse parfois place a beaucoup d’interprétation de la part de I'observateur. Par exemple dans
le cas de sarcomes, il n’est pas rare de le confondre avec des lésions bénignes, avec environ
55% d’erreur réalisée par ce diagnostic [19]. Il est alors important de mettre en place des
procédures et des outils de diaghostic qui soient les plus fiables possibles, tout en

étant faciles et rapides d’utilisation pour les praticiens.

[.2.1. Dépistage, recherche de signes cliniques et stades de diagnostics

Le diagnostic d’'un cancer peut se faire de fagon fortuite, comme avec la découverte
d’'une masse tumorale au cours d’une endoscopie visuelle ou d’'une radiographie X, mais peut
aussi étre systématique et de masse, comme avec le dépistage du cancer colorectal
(Hemoccult 11®, tous les 2 ans entre 50 et 74 ans), du cancer du col de I'utérus (frottis tous les
3 ans entre 25 et 65 ans) ou du cancer du sein (tous les 2 ans entre 50 et 74 ans). Du point

de vue hospitalier, le diagnostic peut se faire par I'étude de signes cliniques [1] :
- Signes de latumeur elle-méme : douleur, masse, saignement, compression

- Signes d’une extension ganglionnaire de défense du systéme immunitaire :
augmentation de volume des ganglions, en particulier les ganglions lymphatiques

(adénopathie), ou compression veineuse, lymphatique, viscérale

- Signes d’extension métastatique : au niveau des os, des poumons, du foie, du

cerveau.

Les signes cliniques permettent de conclure a un risque élevé de pathologie
cancéreuse, mais qui doit néanmoins étre confirmé par différentes approches. Des examens
médicaux sont effectués, comme des imageries médicales, des endoscopies ou des tests
biologiques, en faveur d'un diagnostic positif, puis un diagnostic de certitude, par le biais
d’'une biopsie (analyse de tissus par des anatomopathologistes) ou piéce d’exérése (retrait
et analyse d’'une partie jugée dangereuse). Ces tests peuvent étre parfois trés longs, en
fonction de délais propres a la prise en charge (délai d’attente avant examen) et en fonction

de délais incompressibles (délais d’interprétation des résultats par les spécialistes).

Une fois le diagnostic avére, le patient doit subir un bilan d’extension, afin d’obtenir
des informations sur le cancer, comme des scanners du cerveau, de 'abdomen, des tests
biologiques, ainsi qu'un bilan pré-thérapeutigue pour «gagner du temps » (bilans
préopératoire, pré-chimiothérapeutique, pré-radiothérapeutique, etc.). Tous ces outils

restent nécessaires ala prise en charge du patient.
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[.2.2. Techniqgues standards hospitalieres de diagnostic de cancers

Il existe plusieurs méthodes de mises en évidence de cellules cancéreuses [1] :

- La cytologie, qui s’attache a observer les cellules en dehors de leur
microenvironnement et indépendamment de leur architecture tissulaire. Cette
technique est rapide de mise en ceuvre et permet de guider le diagnostic, bien que ce

soit insuffisant pour I'orienter complétement (diagnostic positif, mais pas de certitude).

- L’histologie, en réalisant des biopsies ou exéréses, qui figent les tissus et
permettent d’observer les cellules en coupe, avec une coloration du noyau et du

cytoplasme des cellules pour mieux les étudier.

- L’immunohistochimie, qui consiste a rechercher la présence d’une protéine en
particulier, de fagon indirecte, en utilisant un anticorps spécifique de la protéine

recherchée, qui est marqué en fluorescence puis révélé en microscopie optique.

- L’hybridation in situ, dont le but est d’identifier une séquence d’acide nucléique (ADN
ou ARN) patrticuliére, en utilisant une sonde nucléique avec fluorochrome (exemple :
gene HER2 pour certains cancers du sein, quand 'immunohistochimie ne permet pas

de conclure).

Les biopsies ou pieces d’exérése sont des tests favorisant un diagnostic de certitude,
qui sont donc obligatoires, mais leur préparation peut prendre plusieurs jours. Il existe aussi
des examens extemporanés, c’est-a-dire réalisés sous 30 minutes lors d’'une opération
chirurgicale, afin notamment de délimiter les pourtours d’'une tumeur, mais qui peuvent donner
des faux négatifs. Aussi, certains prélévements, lors de I'opération chirurgicale, peuvent étre
non contributifs. Pour limiter cela, il faut alors privilégier des prélevements de taille suffisante,
réaliser plusieurs biopsies, et faire un repérage préliminaire par imagerie, qui doit servir a

discriminer les tissus d’architecture suspecte, par rapport au tissu sain.

Par ailleurs, dans le cas de cancers colorectaux, il arrive qu’apparaissent des polypes
bénins, qui peuvent étre retirés par sécurité (risque de transformation en tumeurs). Aussi, dans
le cas d’un dépistage positif (lors du dépistage de masse Hemoccult 11®), un patient doit alors
subir une endoscopie de contréle. De plus, si 'endoscopie révéle la présence de nombreux
polypes, le dépistage par Hemoccult 11® n’est alors plus adéquat et le patient doit alors subir
des endoscopies de contrdles complétes & 3 ans, puis tous les 5 ans a vie. Il en va de méme
pour les cancers du col de I'utérus, dans le cas d’'un frottis anormal ou dépistage positif du
papillomavirus, la patiente doit alors subir des endoscopies du col de l'utérus et biopsies afin
de vérifier la présence de lésions précancéreuses ou de dysplasies. L’endoscopie de

surveillance s’avére ainsi obligatoire dans de nombreux cas de cancers.
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1.2.2.1. L’endoscopie : quelques exemples de cas cliniques

Lorsqu’il y a forte suspicion de cas de cancers, et pour des stades avancés, des
scanners ou radiographies suffisent a montrer la présence de tumeurs (Figure 4). Dans
d’autres cas, et pour des stades moins avancés, les tumeurs sont moins visibles, et

I'endoscopie s’avére alors plus pertinente pour détecter des tumeurs précoces (Figure 5).

FRONT

Figure 4 — Exemples de tumeurs mises en évidence par imagerie : métastases du foie [20] (a),
sarcome de la machoire [21] (b), cancer du sinus droit [22] (c), cancer du poumon [23] (d),
cancer du sein [24] (e), cancer du testicule [25] (f)

Figure 5 — Colon avec polypes adénomateux [26] : sessile (a), pédonculeux (b) et tumeur étendue
latéralement (c) ; (Esophage de Barrett et Iésions néoplasiques [27] (d)(e) ; Estomac et polype [28] (f)
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1.2.2.2. Avancées technologiques dans le domaine de I’endoscopie

Des auteurs japonais ont mentionné que l'utilisation de biopsies doit étre réalisée
avec précaution, car celles-ci peuvent causer des fibroses (formation de tissus
supplémentaires) dans les zones ou sont effectuées les biopsies [29]. En particulier, cela
pourrait créer un développement prématuré si la zone est tumorale. Prenant en compte ces
considérations, il a alors été utile de développer toujours de meilleures techniques afin de
pouvoir différencier de fagcon fiable les cancers des tumeurs bénignes.

Dans I'exemple des cancers colorectaux, les polypes adénomateux trouvés lors de
certaines explorations sont des tumeurs bénignes, mais qui peuvent évoluer vers un cancer.
De nouvelles émergences dans le domaine de I'endoscopie optique permettent de mieux

contraster I'observation et discriminer plus précisément et avec fiabilité les cancers :
L’endoscopie standard est faite en lumiére blanche (WLI).

- Lachromoendoscopie, ou un colorant est dispersé lors de I'exploration dans les voies
digestives (pour étre ensuite éliminé naturellement), afin d’imprégner les tissus en
fonction des propriétés du colorant utilisé [26], [30]. Par exemple, le bleu de méthylene
met en évidence les anormalités au niveau du petit intestin et du colon (Figure 6-b).

- L’imagerie a bande spectrale étroite (NBI), qui consiste a utiliser I'absorption
spécifique des tissus en fonction de leur nature. Elle permet par exemple de mieux
éclairer le sang des vaisseaux sanguins (avec une lumiére centrée a 415 nm), afin de

mieux révéler les Iésions de type polypes pré-cancéreux (Figure 6-c & d) [27], [31].

Cette technologie est notamment proposée par la société Olympus®.

Figure 6 — Images d’'un polype de I'estomac en lumiére blanche (a) ou avec chromoendoscopie avec
bleu de méthylene (b) ; images d’'un cesophage de Barrett en lumiére blanche (c) ou avec NBI (d)

- Latechnologie Flexible spectral Imaging Colour Enhancement (FICE), qui est une
chromoendoscopie virtuelle, qui reconstitue I'image avec un filtre virtuel de longueurs
d’ondes (qui est un filtre optique physique dans le cas du NBI) [32], [33]. D’autres
modes, fonctionnant sur le méme principe sont 'imagerie en lumiére bleue (BLI) [32]
qui révéle les capillaires sanguins, sur le méme principe d’absorption que pour la

chromoendoscopie. Un mode spécial appelé Linked-Color Imaging (LCI) [32] utilise
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l'imagerie en lumiére blanche (WLI) et bleue (BLI), avec un traitement de données pour
séparer la contribution dans le rouge. Ces technologies sont notamment disponibles
aupres du groupe Fuijifilm avec les équipements Eluxeo™ et LASEREO.

- Latechnologie i-SCAN, qui utilise aussi un traitement de données d’'images, selon
trois modes d’amélioration : de surface, de contraste et de teinte. L'utilisation des
modes permet de mieux apprécier la nature des tissus observés [33]. Cette technologie
est proposée par Pentax Medical.

- L’endomicroscopie confocale (CLE), qui utilise la fluorescence intrinséque des
tissus ou un agent fluorescent appliqué par voie intraveineuse. Deux systémes sont
disponibles : un systéme intégré a I'endoscope (eCLE) comme le dispositif Pentax® ou
bien un systéme sous forme d’'une sonde (pCLE) comme le dispositif Cellvizio de la

société Mauna Kea Technologies.

- L’endocytoscopie, utilise le méme principe que la microscopie optique, a savoir
d'utiliser des grossissements de x450 a x1000. Un des distributeurs de ces

équipements est Olympus®.

Il est par la suite intéressant de comparer les performances de ces différentes

techniques endoscopiques pour savoir s’il y en a une qui s’avére plus pertinente que les autres.

1.2.2.3. Comparaison des techniques endoscopiques en termes de précision

La chromoendoscopie a montré de bons résultats concernant [l'efficacité a
diagnostiquer les cancers colorectaux (CCR) avec l'utilisation d’un colorant violet [34]. La
détection des adénomes colorectaux n’est pas nécessairement meilleure en lumiére bleue
(BLI) gu’en lumiére blanche (WLI), de plus, I'utilisation de la lumiére bleue prend davantage
de temps pour les praticiens [35]. La détection des néoplasies colorectales a montré des
résultats équivalents en termes de précision entre les systémes BLI et NBI (respectivement
74.0% et 77.8% de précision) [36]. Une autre étude présente 89.4% de précision avec le
systéme FICE [34]. Néanmoins, il semble qu’aucune de ces techniques n’ait vraiment permis

de mieux diagnostiguer les adénomes colorectaux [37].

Pour des cancers des voies aérodigestives supérieures (VADS), la technologie CLE
donne par ailleurs de bons résultats [38], de méme pour des cancers des voies

gynécologiques [39].

L'utilisation des modes LCI et BLI montrent une meilleure reconnaissance des cancers
gastriques, par rapport a 'endoscopie en lumiére blanche, avec notamment une meilleure
reconnaissance avec le mode LCI par rapport au mode BLI [32]. Une étude comparant les

modes FICE et NBI dans la détections de polypes des voies gastriques a montré
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sensiblement une meilleure efficacité du mode FICE par rapport au mode NBI, bien que le
mode NBI soit jugé plus fiable (valeur prédictive négative plus forte pour NBI) [40]. Pour le
diagnostic des métaplasies intestinales au niveau de la muqueuse gastrique, le mode FICE
présente une sensibilité faible (60%) mais une bonne spécificité (87%) [41]. Concernant
I'efficacité du mode i-SCAN, une autre étude comparative avec I'endoscopie en lumiére
blanche n’a pas permis de montrer la supériorité du mode i-SCAN [42]. L’endocytoscopie
donne quant a elle de biens meilleurs résultats, avec une sensibilité de 78.4%, une spécificité
de 93.3% et une précision de 87.3% [43].

Pour les cas d’eesophage de Barrett, 'endocytoscopie s’est avérée trés décevante,
avec beaucoup de données inexploitables [44]. Les techniques de chromoendoscopie, du NBI
et d’endomicroscopie confocale (pCLE) ont été comparées dans une revue concernant les
cancers superficiels de I’cesophage [45]. Ces travaux révélent dans ce cas que la
chromoendoscopie avec I'indigo carmin (70-83% de sensibilité) est meilleure qu’en lumiére
blanche (40-64% de sensibilité). L’endomicroscopie confocale (68-96% de sensibilité) est
aussi meilleure que la chromoendoscopie, mais moins bonne que l'utilisation du NBI (90-100%
de sensibilité). Cependant, le NBI, la pCLE et la chromoendoscopie sont moins spécifiques

qgue I'endoscopie en lumiére blanche, ce qui montre la présence de faux positifs.

Toujours pour les cancers de I’cesophage, il apparait que la technologie pCLE est
non seulement limitée par sa faible sensibilité, mais elle est en plus colteuse du point de vue
de I'équipement et du colt des agents de contrastes requis [27]. D’autre part, la technologie
NBI, aprés avoir suscité beaucoup d’enthousiame, n’a pas montré de progrés dans la détection

de néoplasies de I'cesophage [46].

En conclusion, il est possible de dire que les différentes avancées
technologigues ont permis de mieux contraster les images obtenues par les praticiens
lors des observations afin de les guider dans leur prise de décision. Cependant, les
apports des différentes techniques ne permettent pas d’avoir une technique unique
d’endoscopie qui permette de détecter les cancers de différents types et pour

différentes localisations.

1.2.2.4. Autres techniques de diagnostiques émergentes

L’endoscopie par ultrasons (EUS) est une méthode de diagnostic qui a fait ses
preuves concernant la détection des cancers colorectaux, avec une forte précision (89%) [26].
Des biocapteurs utilisant des microondes permettent aussi de faire de la détection de
cellules cancéreuses (testé sur des cellules de cancers colorectaux), bien que la détection ne

soit pas nécessairement spécifique dans ce cas [47]. En effet, le biocapteur est un circuit
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électronique permettant de mesurer une différence de fréquence de résonance et d’intensité

de résonance qui semblent néanmoins propres a chaque type de cellules [48].

Des technigues de spectroscopie permettent de mettre en évidence la présence de
cancers. Par exemple, pour des cas de cancers du sein, une aiguille fibrée est utilisée afin
de récupérer la fluorescence intrinséque de tissus [49], [50]. L’aiguille est insérée par guidage
échographique a l'intérieur d’un tissu potentiellement cancéreux. La technique permet alors
de voir si le nodule est bénin ou malin, ces deux types de nodules ayant une réponse différente
en fluorescence. D’autres types de dispositifs utilisant la spectroscopie de fluorescence sont
par ailleurs déja commercialisés, comme le Fluobeam® de la société Fluoptics [51].
L’équipement consiste en une caméra de fluorescence qui n’est cependant pas utilisée pour
de I'endoscopie, le dispositif étant trop volumineux. Il sert a récupérer la signature en

fluorescence, par I'utilisation de marqueurs fluorescents peu codteux, au cours d’'une chirurgie.

La spectroscopie infrarouge est également utilisée ex vivo sur des prélevements
réalisés pour des biopsies [52], et qui donne de nombreuses informations sur la nature des
tissus, comme la quantification sur les lipides, les protéines, les sucres, etc. La méthode
consiste a cartographier le prélévement par infrarouge, avec une résolution spatiale de 10 um.
Il y a alors un trés grand nombre de spectres collectés, ce qui permet d’utiliser des méthodes
de traitement de données statistiques de chimiométrie. Par le biais d’'une banque de données
de spectres caractéristiques d’'un grand nombre de marqueurs, il serait alors possible de traiter
'image d’'un prélévement en moins de 10 secondes. La spectroscopie Raman met quant a
elle en évidence les tumeurs cérébrales [53] et permet au praticien de maximiser le volume
a réséquer, tout en minimisant le volume de tissu sain a enlever. Cette méthode a fait ses
preuves, en permettant de distinguer notamment la nécrose au sein de tumeurs, mais aussi
de différencier la tumeur des tissus sains, avec une sensibilité de 84%, une spécificité de 89%

et une précision de 87%. La société ODS médical commercialise ce type de technologie.

Enfin, la derniére avancée concerne ['utilisation de nanoparticules d’or, qui sont
sujettes a la résonance plasmonique de surface, lorsqu’elles sont soumises a des sollicitations
électromagnétiques [54]. Si elles sont marquées par des anticorps de reconnaissance,
lintensité du signal de résonance diminue, jusqu’a étre complétement atténué lors de la
reconnaissance des marqueurs d’intéréts. Des hanocomposites carbone-or, permettant de
fixer jusqu’a 3 anticorps de reconnaissance, et ont été utilisés pour la détection des marqueurs
cancéreux correspondants (CEA, PSA, AFP) [55]. Des nanoparticules de silice,
fonctionnalisées en surface par deux types d’anticorps marqués en fluorescence, ont aussi été
utilisées dans le cadre de la détection ciblée de marqueurs surexprimés dans le cas de cancers
du sein (MUCL1 et HER?2) [56].
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[.2.2.5. Autres types de biocapteurs et élaboration

Depuis les années 70, le concept de biocapteur connait une véritable explosion. Parmi
les exemples les plus courants de biocapteurs commercialisés, il est notamment possible de
citer les systemes de mesure de la glycémie (comme Accu-Check®), les tests de grossesse
(Clearblue®) ou plus récemment les tests de dépistage du VIH (autotest VIH®). La multitude

de biocapteurs existants se différencie en plusieurs types :

- De type électrochimique [57]-[59], basé sur 'immobilisation en surface de la sonde

d’'un biorécepteur générant un signal électrique lors de la détection de I'analyte.

- De type piézoélectrique [60] ou acoustique [61], pour lesquels un biorécepteur est
immobilisé en surface de la sonde. Lors de la détection de I'analyte d’intérét, un gain

de masse apparait, résultant en un changement de la fréquence de résonance.

- De type thermique [62], qui permet de mesurer les changements d’enthalpie lors de

la réaction de détection de I'analyte par le biorécepteur.

- De type optique, par la mesure d’un signal de fluorescence [63], d’absorbance [64],
de chimiluminescence [65], d’onde évanescente ou de résonance plasmonique

de surface [66].

Les biocapteurs optiques présentent le plus d’intérét. En effet, un biocapteur se doit
d’étre peu colteux (car majoritairement jetables dans le cas de diagnostics hospitaliers),
rapide et facile d’utilisation, tout en pouvant étre produit en d’importantes quantités. Il
est par ailleurs apparu intéressant d'utiliser des méthodes de dépét de matériaux sol-gel pour
la réalisation de biocapteurs, notamment des gels de silice qui présentent de trés bonnes

propriétés optiques [67].

La fonctionnalisation biologique de la sonde peut intervenir d’'une multitude de
maniéres différentes (Figure 7) [68], permettant notamment I'ancrage de biorécepteurs comme
des enzymes [69], des antigénes ou des anticorps [70], ou encore des bactéries [71] ou
des cellules [72]. Il est méme possible de fonctionnaliser la sonde en vue de réaliser un
biocapteur ADN [73], [74].
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Figure 7 — Exemples de fonctionnalisations biologiques & reconnaissance [68]
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Par rapport a la thématique de diagnostic de cancers, comme pour d’autres
thématiques biologiques, il était par ailleurs nécessaire de pouvoir développer des biocapteurs
toujours plus petits, comme c’est le cas pour les systémes microfluidiques développés pour la
détection de cancers [75]. En lien avec les techniques endoscopiques, la technologie a évolué
pour permettre Putilisation de fibres optiques, permettant une détection optique tres
sensible, et dont la fonctionnalisation intervient grace a différentes techniques comme la
photolithographie, la nano-impression, 'usinage par faisceau d’ions, I'ablation laser, le dépot

de films minces, etc. [76].

Toutes ces découvertes ont permis d’aboutir a I'élaboration de systémes pour par
exemple la détection de nanoparticules et de cellules [77], des sondes de pH utilisant
des chromophores présents en surface de la sonde [78], [79] ou bien des sondes opto-
électriques [80], similaires a la technique de chromoendoscopie, et qui utilisent des anticorps
de reconnaissance marqués en fluorescence pour pouvoir ensuite les observer avec la sonde

a l'intérieur du corps du patient.

1.2.2.6. Méthode de détection par effet FRET et exemples de cas expérimentaux

D’autres types de biocapteurs reposent sur l'utilisation d’anticorps, immobilisés en
surface de la fibre optique par le biais de protéines, la protéine et I'anticorps étant tous deux
marqués en fluorescence par des fluorochromes. Lors de la détection de la biomolécule
d’intérét, la réponse en fluorescence peut étre suivie (sous certaines conditions relatives au
couple de fluorochromes utilisé), par un phénomeéne physique de transfert d’énergie entre les
fluorochromes utilisés. |l s’agit du transfert d’énergie par résonance de type Forster ou
effet FRET.

L’effet FRET (Figure 12), a été découvert par Theodor Forster en 1946 [81] et les

conditions d’obtention de cet effet ont été rappelées dans les travaux de Lubert Stryer [82] :

A. Le spectre d’émission du fluorochrome donneur doit recouvrir une partie
du spectre d’absorption du fluorochrome accepteur. Ceci est quantifié par
lintégrale | = [ fp(1).€4(1).2*.dA avec A la longueur d'onde, f;, I'intensité

émise par le donneur et ¢, le coefficient d’extinction molaire de I'accepteur.

B. La distance séparant les deux fluorochromes doit étre inférieure a 1,8 fois
le rayon de Forster Ro, qui est le rayon pour lequel I'efficacité du transfert

d’énergie est de 50%.

C. L’orientation des dipbles a une importance sur I'efficacité du transfert
d’énergie (pas d’effet FRET si les dipbles sont orientés orthogonalement, et

FRET maximal si les dipbles sont orientés paralléelement).
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Figure 8 — Principe de la détection par effet FRET et conditions d’obtention

L’effet FRET peut étre mis en évidence de trois maniéres différentes : soit en observant
la diminution de fluorescence du donneur [83], soit en observant ’'augmentation de celle
de l'accepteur [84], soit, de facon équivalente, en observant la variation du ratio des
intensités d’émission de I'accepteur sur celle du donneur ou inversement [85]. Il est
aussi possible d’utiliser le photoblanchiment, qui est une méthode indirecte consistant a
éteindre la fluorescence d’un des fluorochromes et d’observer la variation d’intensité

de I'autre fluorochrome aprés extinction du premier [86], [87].

Les applications de I'effet FRET en biologie sont multiples. Ce phénoméne permet par
exemple, lorsqu’il est utilisé sous forme d’'une sonde fonctionnalisée avec un dérivé de
rhodamine, de mettre en évidence la présence d’ions Cu?' [88], nocifs et parfois
responsables de maladies dégénératives (Alzheimer, Parkinson, etc.) [89], ou encore de
mettre en évidence d’autres métaux trivalents tels que Fe®', AI** ou Cr3 [90], qui

interviennent dans le métabolisme cellulaire [91].

Sous forme de nanoparticules formées par auto-assemblage micellaire et chargées
avec un fluorochrome, l'effet FRET permet de déduire la présence de péroxyde
d’hydrogéne H.O, [92], élément qui, en grande concentration, occasionne des maladies
comme des cancers ou des maladies dégénératives comme Alzheimer ou Parkinson [93]. Des
nanoparticules a base de lanthanides permettent aussi d’induire un effet FRET lors de
lareconnaissance de marqueurs cancéreux, que ce soit sur support ou en voie liquide
(Figure 9-a) [94], ou aussi pour en déduire I'activité enzymatique au sein de cellules
cancéreuses, par un suivi de la diminution du signal FRET (Figure 9-b) [95]. L’effet FRET
est aussi utilisé sur d’autres types de marqueurs, notamment concernant la détection de
protéines membranaires impliqguées dans la croissance de cellules cancéreuses,

comme les protéines ERK [96].
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la détection d’analyte [94] (a) ou la quantification de I'activité enzymatique de cellule [95] (b).
Double utilisation de l'effet FRET avec des QDs [97] (c)

De nouveaux développements relatifs aux quantum dots (QDs) permettent de les
utiliser suivant de multiples assemblages pouvant étre complexes [98], qui permettent
parfois de s’affranchir d’'une source de sollicitation extérieure [99]. L’effet FRET avec des
QDs permet aussi de faire de P'imagerie de tumeurs [100], [101], I'effet FRET n’étant
déclenché que lorsque les QDs pénétrent a l'intérieur de cellules tumorales et permettant aussi
de diagnostiguer uniguement un certain type de cancer, en fonction des marqueurs utilisés,
comme pour le cas des cancers de la prostate avec I'antigene PSA [102]. Le recours a un
double effet FRET permet également d’avoir un systéme encore plus sélectif
(Figure 9-c) [99].

1.2.2.7. Biocapteurs existants et fonctionnant sur le principe d’effet FRET

Il existe actuellement des biocapteurs développés a partir de silice mésoporeuse
sous forme de microplots (Figure 10-A), bien que les travaux de Nampi et al. [103] montrent
des dépbts massifs et peu réguliers. Ces microplots sont fonctionnalisés chimiqguement par de
nombreuses étapes en vue d’'immobiliser des biomolécules marquées en fluorescence, qui
permettent de détecter la présence de troponine cardiaque | (cTnl), utile dans le diagnostic de
l'infarctus du myocarde par effet FRET [104].

Les sondes composant un biocapteur peuvent étre fonctionnalisées sur le
pourtour du cceur de la fibre ou bien a son extrémité. Les travaux de Polley et al. [105]
décrivent notamment une sonde fonctionnalisée sur son pourtour (Figure 10-B), afin
d’immobiliser un colorant fluorescent (le chlorure de dansyle) qui permet la détection d’ADN

marqué également en fluorescence (par du bromure d’éthidium).
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Les travaux de Ko et al. [106] présentent quant a eux une fibre sous forme de pointe,
fonctionnalisée a son extrémité par une protéine (G) servant d’accroche a une autre protéine
(immunoglobuline de chévre, 1gG), toutes deux marquées par des fluorochromes appropriés
(Figure 10-C). Cette sonde peut alors étre utilisée dans I'industrie agroalimentaire pour
la détection in situ de salmonelle (Salmonella). Le principe repose sur la reconnaissance
de la salmonelle par I'lgG, résultant en un changement de conformation occasionnant le

transfert d’énergie de FRET, par diminution de la distance entre les fluorochromes R < R,.
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Figure 10 — Détection de biomolécules par effet FRET : utilisation de microplots de silice mésoporeuse
par voie sol-gel (A), ou bien sous forme d’une fibre fonctionnalisée sur son pourtour (B)
ou encore sous forme d’une fibre sous forme de pointe, fonctionnalisée a son extrémité (C)

Une sonde fibrée fonctionnalisée sur son pourtour présenterait 'avantage d’avoir une
plus grande surface fonctionnalisée, par rapport a une sonde fonctionnalisée a son extrémité.
Néanmoins, une fibre fonctionnalisée a son extrémité présenterait aussi 'avantage de mieux
transmettre le signal de fluorescence réémis, par rapport a 'ouverture numérique de la fibre
concernée. Dans leur fonctionnement, et quel que soit le type de fonctionnalisation, ces
sondes sont reliées a un spectrofluorimétre, composé d’une source, de filtres, de lentilles
de focalisation et de lentilles dichroiques [104]-[106]. Ce spectrofluorimétre permet
notamment la stimulation lumineuse du fluorochrome donneur, et permet aussi d’analyser le

signal de fluorescence réémis et de conclure sur la présence ou non de signal de FRET.
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[.2.3. Etat de I’art sur les différentes techniqgues de thérapie de cancers

En milieu hospitalier, les chances de réussite d’'une thérapie sont influencées par les
facteurs liés au cancer (type de cancer, stade évolutif, taille de la tumeur, extension
ganglionnaire, extension métastatique, complications), mais aussi a des facteurs liés au
patient (état général, état nutritionnel, &ge, statut alcoolo-tabagique, statut immunodéprime,
par le VIH ou le diabéte, etc.) ainsi que des facteurs liés au traitement (prise en charge
précoce, sensibilité au traitement). La thérapie a utiliser doit étre indiquée dans le cas du

patient et doit lui permettre d’obtenir les meilleurs pronostics possibles.

Pour cela, tout patient diagnostiqué doit bénéficier d’'une réunion de concertation
pluridisciplinaire (RCP) qui réunit des chirurgiens de différentes spécialités, qui pourront
présenter au patient un plan thérapeutique qui lui sera adapté, et afin de constituer son

programme personnalisé de soins (PPS).

1.2.3.1. Techniques hospitaliéres existantes pour la thérapie de cancers

Il existe de nombreux traitements anti-cancéreux, parmi lesquels la chirurgie, la
radiothérapie, la chimiothérapie, des thérapies ciblées, des traitements par hormonothérapie
ou immunothérapie (Annexe 2). Il est a noter qu’au cours de I'année 2018, un prix Nobel de
médecine a récompensé les travaux des chercheurs James Allison [107] et Tsuku Honjo [108]

pour leurs travaux sur 'immunothérapie en tant que moyen de lutte contre le cancer.

Ces divers traitements reposent sur des principes différents et leur application doit étre
adaptée au cas de cancer en présence. En général, le traitement est spécifique de la zone
atteinte, a savoir [1] :

- Pour un cancer localisé précoce, il s’agira de traitements locaux comme la chirurgie
en premier lieu pour enlever la plus grosse partie de la tumeur, accompagné ou non
d’'une radiothérapie. Parfois, un traitement complémentaire peut intervenir avant ou

aprés la chirurgie, comme un traitement d’hormonothérapie ou de chimiothérapie.

- Pour un cancer local avancé, traité de fagcon analogue a un cancer localis€, ou bien
si la chirurgie n’est pas possible, le traitement sera alors uniquement basé sur un

mélange de radiothérapie et chimiothérapie.

- Pour un cancer métastatique étendu, la chirurgie et la radiothérapie sont inutiles, ou
servent parfois uniquement a limiter I'étendue du cancer, sans toutefois résoudre
complétement le probléme. Dans ce cas, le traitement repose principalement sur la

chimiothérapie qui agit ainsi sur 'ensemble des zones atteintes.

D’autres techniques de thérapie ont été développées depuis, basées pour certaines sur

des innovations scientifiques et techniques.
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1.2.3.2. Des techniques de thérapie ciblée et de nouveaux outils d’aide a la thérapie

De nouvelles techniques thérapeutiques ont vu le jour depuis 2010. Parmi celles-ci, le
ciblage thérapeutique a été permis par l'utilisation de nanoparticules de silice mésoporeuse
(MSNs) fonctionnalisées pouvant cibler certains récepteurs surexprimés sur les cellules
cancéreuses, comme le récepteur MMP9 dans le cas de cancers des poumons [109]. D’autres
cas de cancers sont concernés par le recours aux nanoparticules de silice, comme le
rétinoblastome. Ces nanoparticules peuvent en plus étre chargées, comme par exemple avec
un générateur photoacide permettant d’induire un saut de pH par stimulation lumineuse, aprés
incorporation par les cellules cancéreuses [110]. Des anticancéreux comme la doxorubicin
(DOX) peuvent aussi étre incorporés dans les nanoparticules de silice mésoporeuses afin de
réaliser ce ciblage thérapeutique [111].

La photothérapie dynamique (PDT) est une méthode de thérapie par la lumiére
connue depuis l'antiquité (Egypte ancienne, Inde, Chine) et utilisée pour guérir certaines
maladies, mais l'utilisation de photosensibilisateurs (PS) a suscité un intérét a partir des
années 1900. L’utilisation de ces photosensibilisateurs permet, par désexcitation de
photons, de produire de 'oxygéne singulet dans le milieu cellulaire de fagon ciblée
(Figure 11), résultant en un stress oxydatif pour les cellules cancéreuses et afin
d’enclencher leur mort par apoptose [112], [113]. En effet, 'oxygéne singulet ainsi produit
est a un état tres instable, du fait de la présence de deux électrons non appariés sur deux
orbitales de méme énergie, et qui explique la durée de vie trés courte et la forte réactivité de
cette espéce. Dans le but de trouver des photosensibilisateurs toujours plus efficaces, des
recherches sont toujours menées sur cette thématique [114]-[117].
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Figure 11 — Diagramme de Jablonski : Principe de la Photothérapie Dynamique (PDT) [114]

Par ailleurs, I'imagerie multi-photon, initialement utilisée pour du diagnostic de
cancers, a révélé une fonction thérapeutique lorsque des pulses nanosecondes de champs

électriques sont appliqués dans le cas de cancers cérébraux comme le glioblastome [118].
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Enfin, un nouvel outil d’aide a la thérapie, servant a I'établissement du plan de soins, a
émergé récemment, a savoir ’'Oncogramme® développé par la société Oncomedics. I
s’agit de prélever des cellules tumorales du patient, qui sont ensuite cultivées en laboratoire
puis exposées a différents agents chimio-thérapeutiques. La résistance ou la sensibilité des
cellules tumorales du patient par rapport aux différents agents chimio-thérapeutiques est
ensuite appréciée, ce qui aide les praticiens a adapter et sélectionner un traitement
individualisé pour chaque patient, donnant ainsi de meilleurs pronostics de survie. Ce type de

test a déja été éprouve sur des cancers colorectaux lors d’études cliniques [119], [120].

1.2.3.3. Vers I’élaboration de nouveaux dispositifs pour le traitement local de cancers
Des dispositifs existent pour le traitement local de cancers, bien que trés peu soient
recensés dans la bibliographie. Une des problématiques repose sur l'illumination de la zone a
traiter. En application externe, la lumiére ne pénétre les tissus que sur une dizaine de
millimétres, mais pour des tumeurs profondes, il est possible de recourir a des fibres optiques
insérées par le biais de cathéters (Figure 12-a) [121]. Un systéme photonique sans fil a
aussi été développé (Figure 12-b), qui fonctionne sous I'effet d’'un champ radiofréquence [122].
Néanmoins, le dispositif reste encombrant (environ 4 mm de c6té), ce qui nécessite de
limplanter au cceur de la tumeur (avec un risque invasif) et qui ne permet pas de s’affranchir

de I'application de photosensibilisateurs sous forme de nanoparticules circulantes.

Depuis 2011, une équipe américaine développe une sonde PDT qui présente
'avantage d’avoir les photosensibilisateurs immobilisés en surface de la sonde (Figure 12-c)
[123]-125], et qui permet a la fois un apport en oxygéne ainsi que la sollicitation lumineuse
par l'intermédiaire de la fibre optique. Néanmoins, cette sonde a pour défaut principal son
encombrement, a savoir des embouts sous forme de capsules de diamétre 5 mm, et qui peut

étre mutilant car nécessite d’ouvrir les tissus pour accéder a la zone a traiter.
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Figure 12 — Eclairage de la zone a traiter par le biais de fibres optiques (a), d’un microcomposant
photonique implantable (b) ou d’une sonde fonctionnalisée avec des photosensibilisateurs (c)
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I.3. Présentation du dispositif développé dans de cette étude

En vue du diagnostic de tumeurs a des stades précoces, le dispositif développé
au cours de ces travaux est constitué d’une sonde sous forme d’une fibre optique,
fonctionnalisée par des biomolécules permettant la détection de marqueurs cancéreux
par le principe d’effet FRET. La surface de ces fibres est imprimée par des microplots de
silice mésoporeuse, eux-mémes fonctionnalisés par un espaceur par chimie click, puis greffés
par des protéines et des anticorps reconnaissant les marqueurs cancéreux, ces deux
biomolécules étant marquées en fluorescence pour permettre la détection par effet FRET
(Figure 13). L’anticorps retenu est un anticorps anti-TrkB permettant de cibler le

récepteur membranaire TrkB, surexprimé ala surface des cellules cancéreuses [8], [17].
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Figure 13 — Fonctionnalisation des sondes dans le cas du diagnostic

Pour la thérapie, le méme type de fibres est utilisé, mais fonctionnalisées dans
ce cas par des photosensibilisateurs (PS) permettant d’induire la photothérapie
dynamique (PDT) et la mort des cellules cancéreuses par apoptose (Figure 14). Les PS
peuvent étre greffés par chimie click post-impression (voie N°1, Figure 14) ou bien
directement incorporés dans la solution a déposer sur la sonde (voie N°2, Figure 14).

a) b)

Voie N°2 : fonctionnalisation in situ (one-pot)

Voie N°1 : fonctionnalisation par chimie click

Greffage du
photosensibilisateur
dans les pores
par chimie click

Impression jet d’encre Libération des pores
du sol et consolidation par extraction du
post-impression tensioactif

Impression jet d’encre
du sol et consolidation
post-impression

Figure 14 — Fonctionnalisations des sondes dans le cas de la thérapie : une voie N°1 avec PS greffé
post-impression (a), ou une voie N°2 avec PS incorporé directement dans la solution a imprimer (b)
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Ces sondes sont reliées a un spectrofluorimetre capable de gérer, via une
interface informatique et un traitement du signal, I’excitation a une longueur d’onde
permettant de stimuler le fluorochrome donneur dans le cas du diagnostic, ou de
stimuler les photosensibilisateurs dans le cas de la thérapie. La transmission du signal
se fait par l'intermédiaire de la fibre optique constituant la sonde. Cette technologie a fait
I’'objet d’un premier dép6t de brevet en 2013 [126] et d’un second en 2017 [127].

Le dispositif sera limité dans un premier temps aux cancers colorectaux (CCR)
ou aux cancers des voies aérodigestives supérieures (VADS), qui concernent notamment
la cavité buccale, le pharynx, le larynx, I'cesophage. Ceci pourrait étre étendu ensuite a tout
cancer accessible par voie endoscopique (utérus, ovaires) ou par une petite incision du tissu
(cancer du sein, prostate, etc.), ce qui est par ailleurs couramment utilisé par les praticiens

hospitaliers pour certaines chirurgies (chirurgie cardiaque, gastrigue, etc.).

Comme pour les autres techniques récemment développées, le dispositif a pour but
de pouvoir limiter le nombre de biopsies a réaliser, pour ne pas créer de complications
supplémentaires, en particulier des fibroses, qui risqueraient de favoriser I’apparition

de tumeurs malignes.

Les techniques existantes actuelles permettent d’orienter le diagnostic, sans pour
autant que ce soit un diagnostic de certitude. Aussi, la précision des dispositifs compétitifs
n’excede pas les 90%, et bien souvent il revient au praticien de décider ou non s’il doit procéder
a une résection. D’autre part, le morceau réséqué peut étre analysé pour voir si les marges de
I'exérése sont saines et savoir indirectement s'il reste des cellules cancéreuses au niveau de
la zone opérée. Le dispositif envisagé doit pouvoir répondre a ces questions, a savoir
pour la détection fiable des tumeurs précancéreuses, et en cas d’exérése, de permettre
de vérifier que la tumeur n’est pas propagée en sous-cutanée et que les marges
d’exérése sont saines. Cette méthode pourrait également étre utilisée en suivi post-
opératoire pour les patients a haut risque, pour vérifier que la zone soignée n’a pas subi
de rechute. Ce dispositif ne sera toutefois pas indiqué dans le cas de tumeurs étendues,

comme dans le cas de cancers de stade 3 a 4 avec présence de métastases multiples.

Par la suite, la thérapie locale par PDT pourrait remplacer la chimiothérapie ou la
radiothérapie qui sont faites post-chirurgie pour éviter les rechutes, sous la condition
de démontrer la faisabilité et la fiabilité d’'une telle méthode par voie fibrée. La PDT
induite par des photosensibilisateurs représenterait une voie tout aussi agressive pour les
cellules cancéreuses, tout en étant « plus douce et confortable » pour le patient. Cette voie
est également moins invasive (car ciblée et locale), par comparaison avec ['utilisation de

nanoparticules utilisées pour du ciblage thérapeutique ou du relargage, qui sont circulantes.
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l.4. Objectifs global des travaux menés

L’objectif global des travaux porte sur la fiabilisation et I'optimisation de la
détection, notamment par rapport a la sensibilité de détection du dispositif, et qui se
traduit par I'optimisation du changement de signature en fluorescence par I'effet FRET,
c’est-a-dire le basculement d’énergie du fluorochrome donneur au fluorochrome

accepteur. Pour cela, plusieurs aspects sont envisageables :

- Optimiser le taux de fluorochromes donneurs par rapport au taux de
fluorochromes accepteurs : il faudrait un taux de fluorochromes donneurs qui soit maximum
pour garantir un maximum de transfert d’énergie de FRET, tout en garantissant que chaque

fluorochrome patrticipe bien a cet effet (pas de saturation de fluorescence, pas d’effet « bulk »).

- Maximiser le nombre de fluorochromes par biomolécule, tout en garantissant
un greffage équivalent, c’est-a-dire sans saturer la biomolécule, au risque que les sites

d’accroches ne soient plus accessibles et qu’elle ne soit pas ancrée a la surface de la sonde.

- Maximiser le nombre de biomolécules greffées, par I'optimisation des
protocoles de biofonctionnalisation, et en maximisant le taux d’espaceur fonctionnalisé

par chimie click, tout en garantissant la bonne répartition des biomolécules.

La structure de la porosité, en lien direct avec la répartition de I'’espaceur en
surface et en volume, influencerait ’'homogénéité du greffage des biomolécules. En
effet, plusieurs types de structurations ont déja été obtenus pour ce type de matériau, en
utilisant des solutions ou conditions d’impression différentes. Il faut par ailleurs garantir une
reproductibilité au niveau des microplots imprimés. Pour cela, la structure de la porosité est

étudiée en fonction de divers paramétres lors de I'impression (cf. Chapitre II).

L’efficacité de la chimie click, directement reliée au taux de fonctions disponibles
pour le greffage des biomolécules, est étudiée en vue d’optimiser cette réaction (cf.
Chapitre 111), en testant différents milieux réactionnels, différentes proportions, etc. L’étude du
greffage des protéines en fonction de différents taux de fonctionnalisation et différents

types de structures de porosité ont aussi été réalisés.

Pour le diagnostic, il faut bien sGr démontrer la preuve de concept avec le
dispositif réalisé, utilisant les fibres optiques fonctionnalisées, c’est-a-dire montrer la
précision et la spécificité de détection des marqueurs cancéreux choisis (cf. Chapitre III).
Pour la thérapie, la preuve de concept est également a faire (cf. Chapitre IV), dans un
premier temps, en vérifiant la possibilité de fonctionnaliser les sondes par les
photosensibilisateurs, puis dans un second temps, en réalisant des tests biologiques
préliminaires pour attester de I'efficacité du principe PDT, soit en voie in vitro sur des

cellules cancéreuses, soit en voie in vivo sur des animaux présentant une tumeur.
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Chapitre Il. Réalisation par impression jet d’encre (IJP) de réseaux de
microplots de silice mésoporeuse fonctionnalisée

Le procédé sol-gel est une voie de réalisation de dépdt par « chimie douce », en
général a température ambiante et peu colteux, avec des précurseurs faciles d’utilisation. Il
brille aussi par les multiples déclinaisons de ses domaines d’applications, parmi lesquels il est
possible de citer, de fagcon non exhaustive : des systémes pour de la détection de gaz polluants
[1], des revétements antireflets, ou protecteurs optiques [2] ou sur les vitres de certains
véhicules pour I'aéronautique [3], des revétements hydrophobes autonettoyants dans I'habitat
et I'industrie [4], des revétements anticorrosion [5] pour les transports et I'habitat, des films a
faible constante diélectrique pour I'électronique [6], des applications en tant que barriere
thermique [7], ou encore pour des applications biomédicales [8], que ce soit pour de
'encapsulation de biomolécules dans une matrice sol-gel, comme pour des biomolécules

greffées en surface d’un matériau.

Le procédé sol-gel permet d’obtenir des matériaux mésoporeux, i.e. avec des pores de
2 a 50 nm, qui offrent beaucoup de possibilités de fonctionnalisation et d’architectures
complexes. lls ont généralement une surface spécifique importante (jusqu’a 1200 m?/g) et une
mésoporosité monodisperse et contrblable [9], qui maximisent leurs propriétés. En particulier,
la silice obtenue par voie sol-gel s’avére particulierement intéressante pour I'élaboration de
biocapteurs optiques, du fait de sa transparence dans I'UV et le visible, et convient ainsi pour

des techniques de détection par absorbance, réflexion, fluorescence ou luminescence.

De nombreux procédés permettent de mettre en forme ces matériaux mésoporeux,
comme les procédés dip coating, spin coating et aérosol, propres aux revétements sol-gel, ou
encore le micromoulage de couches minces, la photopolymérisation UV, la lithographie micro-
pen ou par microcontact, ainsi que I'impression jet d’encre [10]. Ces procédés ont tous des
avantages et des inconvénients, et le procédé retenu doit étre en adéquation avec les
contraintes du systéme utilisé et de l'application recherchée. Dans le cas d’une sonde
composée d’'une fibre optique ayant une surface d'impression d’environ 1 mm de diameétre,
seule I'impression jet d’encre s’avére suffisamment pertinente pour réaliser des dépdts avec

une résolution et une précision suffisante, tout en garantissant une intégrité de ces dépéts.

Dans ce chapitre, I'état de I'art sera tout d’abord présenté, concernant le procédé sol-
gel et les différentes voies envisageables pour réaliser des dépbts de silice mésoporeuse par
voie sol-gel. Les résultats des études antérieures, portant sur la réalisation de réseaux de
microplots de silice mésoporeuse, seront ensuite résumés, avant de développer les résultats

obtenus lors de ces travaux de thése.

L= 1IN
41



[I.1. Techniques de dépb6ts de matériaux mésoporeux

[1.1.1. Procédé sol-gel

Le procédé sol-gel [11] consiste a former un réseau inorganique a partir d’'une solution
de précurseurs polymérisables dans un solvant, par chimie douce, i.e. dans des conditions
normales de température et de pression. Le précurseur inorganique utilisé est un alcoxyde
métallique M(OR),, ou M est un métal de coordinence n et R un groupement alkyle
(CnHa2n+1). Plusieurs candidats sont alors possibles pour I'élément M, parmi lesquels le silicium,

le titane, le zirconium, I'aluminium ou encore le vanadium, etc.

La suspension colloidale initiale de

Si(OH). -(V

précurseurs, formée d’entités de quelques : ﬂ
a
nanometres (oligomeres), va polymériser b q‘

et devenir de plus en plus visqueuse par Précurseurs
moléculaires oligomeres —z——— collcldes
percolation des oligoméres, jusqu’a former
et - =
un gel. La polymérisation s’effectue en deux b) —_— ;
22838,

. L] H hY 0°3° :
temps : [IPhydrolyse, conduisant a la e " sfie
formation des oligomeres, suivie de la Figure 15 — Sol-gel de silice : polymérisation
condensation (oxolation et alcoxolation),  inorganique (a) et schéema du procédé observe a

N . . . I'’échelle macroscopique (b)
amenant a la percolation des oligomeéres

pour former un squelette (Figure 15).

Les cinétiques d’hydrolyse et de condensation régissent la formation des

matériaux sol-gel et ces équations de réaction sont présentées ci-dessous :
Hydrolyse : M(OR)n+ H20 - M(OR)n-1(OH) + ROH
Oxolation : EM-OH + OH-M= > =M-O-M= + H20
Alcoxolation : EM-OR + OH-M= > =M-O-M= + ROH

Les conditions opératoires qui régissent ces T

" comgemon = /]
réactions sont multiples, a savoir par exemple la g | :g
nature du solvant utilisé pour solubiliser le % | o | E
précurseur, la concentration en précurseur, le pH de g i | E,
la solution, la température, la quantité d’eau, etc. La io %
dépendance de la formation de silice a partir du g 1=
précurseur TEOS (orthosilicate de tétraéthyle, de o s s T T

pH
formule Si(OCzHs)4) en solution dans de I'éthanol, Figure 16 — Influence du pH sur la cinétique
d’hydrolyse-condensation du TEOS [12]
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en fonction du pH en solution est illustrée Figure 16.



Pour des pH faibles, la réaction d’hydrolyse est favorisée, mais la condensation est
lente. En revanche, pour des pH neutres, soit autour de 7, I'hydrolyse est faible et la
condensation est forte. Ces cinétiques expliquent que le précurseur ait différents degrés
d’hydrolyse, et par la suite, différents degrés de polymérisation, illustré pour le TEOS par la
concentration en espéces Qi (oligomeéres de silice) contenues dans la solution (Figure 17). La
structure du réseau formé est tres dépendante du type de catalyse et du degré de

polymérisation des oligoméres formés (teneurs en especes Qj).

X _Si _Si S Si
s ¢ k9 AR AR CN
N e .
0-si-0._[ “o-si-o__| “o-si-o_ | “o-si-o. | “o-si-o.
0 X 0 X 0 Si Ie) Si 0 Si
o ~ ~ e
X X X Si si
Q, Qq Q, Q; Q,

Figure 17 — Espéces Qi (0 =i <4) obtenues lors de la condensation du TEOS (X = H ou X = CzHs)

Il convient de bien choisir les conditions opératoires, dont le type de catalyseur pour
influencer le pH [13]. Le type de catalyseur ainsi que le pH déterminent différents temps de
gélification. En effet, des acides forts (HCI, HNOs3, H,SOs...) utilisés a pH tres faibles (< 0,05)
donnent lieu a une condensation lente et un temps de gélification important. Des acides moins
forts (CH3COOH) utilisés a pH plus élevés (3,70) donnent une condensation plus rapide et un

temps de gélification moins important.

L’utilisation de ces nombreux paramétres (type de précurseur et concentration, solvant
utilisé, pH de la solution, quantité d’eau, etc.) aboutit a des propriétés différentes du matériau
(degré d’hydrolyse et de condensation, morphologie du réseau, temps de gélification). Cela

laisse alors place a une multitude de voies pour I'utilisation du procédé sol-gel (Figure 18).

e Ty
{{;"":"S‘—Q'{}?Mé:b?ﬁ Chauffage E——
—

Filrm dense

Film (xérogel)

Solution de précurseur Dépat

Hydrelyse-
Condensation

Figure 18 — Différentes possibilités offertes par le procédé sol-gel [14]
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[1.1.2. Structuration des matériaux mésoporeux

[1.1.2.1. Mécanisme d’auto-assemblage induit par évaporation (EISA)

Le mécanisme d’auto-assemblage par évaporation (EISA : Evaporation-Induced Self-
Assembly) a été mis en évidence en 1992 par des chercheurs de la société Mobil. Ceux-ci ont
montré que [l'utilisation d’une structure secondaire servant d’agent structurant, permet
'organisation des précurseurs polymériques selon une structure particuliére, lors de la
condensation du réseau inorganique. La mésoporosité est monodisperse, mais également
organisée périodiguement dans la matrice inorganique qui résulte de ce phénomeéne [15]. Cet
auto-assemblage se définit comme une organisation spontanée du matériau, grace a des

interactions non-covalentes. Le principe de ce mécanisme d’EISA est présenté en Figure 19.

C<cmc C>cmc

BICIOIO

Evaporation

’

’ Précurseur polymérique ~® Sclvant e Tensioactif # Eau

Figure 19 — Mécanisme d’auto-assemblage par évaporation (EISA) de solvant : formation de micelles

Le tensioactif est I'agent structurant utilisé pour organiser le matériau et créer
artificiellement la porosité par encombrement stérique. Une solution est préparée a partir des
précurseurs polymériques, du solvant, du tensioactif et de I'eau. Il faut garantir que la
concentration initiale en tensioactif (Co) soit trés inférieure a la concentration micellaire critique
(Cmc). Au cours du procédé, I'évaporation du solvant permet de concentrer le dép6t en eau et
en espéces non volatiles (précurseurs et tensioactif). Lorsque la concentration en tensioactif
atteint la concentration micellaire critique, des micelles de tensioactif se forment par
regroupement des parties hydrophobes au centre des micelles, les parties hydrophiles étant
orientées vers I'extérieur des micelles. Les précurseurs ou oligomeéres, également hydrophiles,
se répartissent alors autour des micelles, afin de minimiser I'énergie de surface du systéme.
L’évaporation du solvant finit ensuite d’organiser le matériau. Des exemples de structures
obtenues sont donnés en Figure 20 [16].

A B

D
Figure 20 — Structures micellaires possibles : sphérique (a), cylindrique (b), lamellaire (c),

micelle inverse (d), phase continue (e) ou liposome (f) [16]
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11.1.2.2. Différents types de tensioactifs pour différents types de structure de porosité

Différents types de tensioactifs sont utilisés pour la voie sol-gel :

- Les tensioactifs anioniques, ou le groupement hydrophile porte une charge négative,

comme pour les sulfates, les sulfonates, les phosphates et les acides carboxyliques [17].

- Les tensioactifs cationiques, ou le groupement hydrophile porte une charge positive,

comme pour les sels d’alkylammonium, les sels de céthyléthylpiperidinium, et les sels bi-

chaines (dialkyl-diméthylammonium) [17]. Le CTAB (CHs(CH2)1sN*(CHzs)3Br %) ou bromure

de céthyltriméthylammonium, utilisé avec un précurseur de silice permet d’obtenir des

pores de taille entre 1,8 et 3,7 nm, en faisant varier la longueur de la chaine alkyle [18].

Les travaux de I'équipe de David Grosso ont permis de montrer qu’il est possible d’avoir

plusieurs types de structuration de la porosité avec ce type de tensioactif [19]-21].

- Les tensioactifs non-ioniques ou neutres pour lesquels le groupement hydrophyle n’est

pas chargé, comme avec les amines primaires [22] et les copolymeéres triblocs [23].

Les copolymeéres triblocs possédent deux blocs Poly-Ethyléne-Oxyde (PEO, de formule
OCH2CHpy) et un bloc central Poly-Propyléne-Oxyde (PPO, de formule OCH,CHCHs). lls sont
représentés usuellement par la formule PEO,-PPOn-PEO, ou n est le nombre de répétitions

de la chaine PEO et m le nombre de répétitions de la chaine PPO. Le type de micelles formées

est déterminé par le rapport neo/neo [24], i.e. n/m. En effet, plus la chaine PEO hydrophile

est longue, plus la courbure des micelles est importante, ce qui conduit a former des

phases cubiques. En revanche, lorsque la taille des blocs PEO hydrophiles diminue, la phase

cubique puis la phase hexagonale disparaissent pour donner un systéme ou la phase

lamellaire domine (Tableau 4).

Tableau 4 — Premiere mésophase formée une fois la concentration micellaire critique atteinte,
pour différents copolymeéres triblocs en fonction du rapport neo/npo [24]

neo/npo << 0,1 ~0,15 ~0,25 20,5
Phase formée insoluble lamellaire hexagonale 2D cubique
Exemples - L121, L122 P123 F127

Une fois en présence du précurseur polymérisable, les phases formées dépendent

également du rapport tensioactif/précurseur, qui est un indicateur de I'arrangement du

précurseur autour des micelles de tensioactif, une fois la concentration micellaire critique

atteinte, comme illustré dans les travaux de Cagnol et al. [19].
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[1.1.3. Fonctionnalisation de matériaux mésoporeux : le cas de la silice mésoporeuse

La fonctionnalisation de la silice mésoporeuse peut intervenir de deux facons : soit en
étape post-traitement par silylation, soit en incorporation dans le réseau de silice par

co-condensation (voie one-pot).

11.1.3.1. Fonctionnalisation post-traitement par silylation

La fonctionnalisation post-traitement par silylation consiste a faire réagir les silanols
(-SiOH) de surface, ou dans les pores rendus accessibles apres élimination du tensioactif,

avec des groupements réactifs. Des exemples sont donnés ci-dessous [25] :
o cas d’un chlorosilane : = Si—OH + CI-SiR, —2222"C 5 = S§O—SiR, + HCI
e cas d’un alcoxysilane : = Si—-OH + R'O-SiR, —2° 5 = Si—O—SiR, + HOR'
e cas d'unsilazane : 2= S5i—OH + HN(SiR,), —2< 2 = 5i—O—SiR, + NH,
Néanmoins, la formation des liaisons silanols (-SiOH) est difficile a maitriser. En effet,
un traitement thermique a 400-450 °C peut étre effectué [26], ou bien une autre voie nécessite
'adsorption d’une couche d’eau en surface, mais la quantité d’eau ne doit pas étre trop

importante, au risque de conduire a une polymérisation non contrélée du matériau a greffer
[27]. Cette voie présente cependant beaucoup de fonctionnalisations possibles (Figure 21).

Si—0 B Si—0 Si—0, 0
| 1. H,0, . . S-OH
Si—O0——SiN\_~_-C—CH Si—0—Sik_~_SH T s:—o;s-\/\/g
si—0” (b 5i—0" () ‘mso, 9"
H;0" U(MeO)ssi\/\,SH
i CI’ ~ Si—O.
el €0)si™en IO (Eoysi” RO
Si—O0— S _~_-C=N {—= Si—OH [———> s-—-o7s.\/\ll/o\/
= — Si—0 (o}
Si—0 (b) Si—OH (MPS) (©) ~
H(MeO)JSi\,\/{,) l 12M HCI
E — Si—O
=, Q- [ SN
SI—O—SI\/\)\/ @ - S|—07S|\/\/<J SI—O—/—SI\/\LL<0H
= - OH
Sl—O " Si—O () Si—0 «)

Figure 21 — Différentes fonctionnalisations de silice mésoporeuse : (a) thiol, (a’) acide sulfonique, (b)
nitrile, (b’) acide carboxylique, (c) diéthylester, (c’) acide phosphorique, (d) époxyde [28]
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11.1.3.2. Fonctionnalisation one-pot par co-condensation

Un moyen pour garantir une fonctionnalisation homogéne de la silice consiste a
introduire directement I'agent de fonctionnalisation dans I'encre lors de la formulation. Les
précurseurs sont donc a la fois des tétra-alcoxysilanes (Si(OR)s) comme le TEOS, et des
organosilanes, en général des tri-alcoxysilanes (R’Si(OR)s). Ces deux types de précurseurs
subissent les réactions d’hydrolyse et de condensation, en interagissant ensemble par co-

condensation (Figure 22).

Cette méthode est trés souvent utilisée car elle est rapide, simple et ne présente pas
beaucoup de contrainte sur I'organosilane a utiliser, du moment que celui-ci est soluble dans
la solution de départ. Concernant I'élimination du tensioactif aprés réalisation du matériau,
celle-ci doit se faire a basse température (typiguement par lavage), afin de ne pas dégrader la
fonction organique greffée.

OR R’
[ | Hydrolyse
o Si + «3i Gondensatio
RONL\ ROV \ Condensation
OR
OR OR

Figure 22 — Principe de co-condensation entre un tétra-alcoxysilane et un tri-alcoxysilane

Concernant cette méthode de fonctionnalisation one-pot, plusieurs résultats ont été

obtenus précédemment :

- L’organisation du matériau diminue par augmentation de la teneur en organosilane.
Ceci est lié au fait que des espéces Qs issues de la condensation du tétra-alcoxysilane
(TEOS) sont remplacées par des espéces T; plus flexibles. De plus, il existe une limite
maximale d’incorporation des silanes, au-dela de laquelle il est difficile de garder une
structuration du matériau [29]-[31]. Cela peut méme conduire a I'apparition de nouvelles

mésophases, comme I'ont montré Babonneau et al. [32].

- L’optimum de structuration du matériau est obtenu pour un temps de vieillissement du sol

plus faible, par rapport a un sol de silice pure [31].

- Les structures a matrice hybride sont caractérisées par des parametres de maille plus

faibles, par rapport a ceux d’'une structure a matrice de silice seule [31].

- Il est difficile de savoir clairement si les groupes fonctionnels sont greffés dans les

murs de silice ou dans la porosité [29], [33], [34].

Les travaux portant sur la réalisation de microplots de silice mésoporeuse ont fait appel

a cette voie de fonctionnalisation.
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[I.2. Etat de I’art sur la réalisation de microplots de silice mésoporeuse
par impression jet d’encre

L’'impression jet d’encre est le procédé choisi pour la réalisation de microplots de silice
mésoporeuse. Un large spectre de fonctionnalisations est possible pour ces microplots, ce qui
convient parfaitement pour I'élaboration de capteurs multifonctionnels, comme une sonde de

diagnostic de cellules cancéreuses.

Cette étude se base sur des travaux antérieurs qui ont été réalisés au laboratoire
IRCER (anciennement SPCTS). La possibilité de réaliser des dépbts de microplots a tout
d’abord été mise en évidence grace aux travaux de thése de Marion Mougenot [9]. Une
premiére fonctionnalisation in situ avec un agent fluoré hydrophobe, le TFTS, a été réalisée et
étudiée de facon plus approfondie grace aux travaux de Bruno Fousseret [35]. Enfin, en vue
de réaliser des capteurs biologiques, une autre fonctionnalisation in situ a été réalisée, avec
un composant apportant des fonctions azotures (-Ns), ’AzPTES, au cours des travaux d’Olivia
De Los Cobos [36]. Ces difféerents travaux, et les avancées qu’ils ont permises, seront

développés par la suite.

[1.2.1. Formulations précédemment testées

Au cours des travaux antérieurs, les différentes encres ont été synthétisées a partir de

la formulation de base suivante, a savoir :

» Le TEOS (OrthoSilicate de TétraEthyle, Si(OCzHs)4), précurseur majoritaire et

formateur du réseau de silice.

» L’éthanol absolu, solvant permettant de solubiliser les différents précurseurs

et d’obtenir un mécanisme d’auto-assemblage induit par évaporation (EISA).

» Le pluronic F127 (PEO1ps-PPO70-PEO106), tensioactif copolymére tribloc

non-ionique, utilisé comme agent structurant responsable de la mésoporosité.

> L’eau acidifiée par de I’acide nitrique (H.O-HNO3, ¢ = 0,014 mol.L?), diminue
le pH de la solution pour assurer une hydrolyse rapide et une faible
condensation du précurseur de silice afin de contrdler la taille des oligomeéres
pour assurer une organisation de la mésoporosité et éviter le bouchage des

buses d’'impression.

La syntaxe TFoo0sEsEt2 sera utilisée pour décrire les proportions molaires d’une
formulation d’encre, avec T pour TEOS, F pour F127, E pour eau-acide et Et pour
éthanol. Dans le cas de la fonctionnalisation in situ par ajout d’un organosilane X en

proportion Y, la syntaxe sera alors T XyFo.00sEsEt20.

1 1
48




Différents organosilanes ont été incorporés dans la formulation de base (voie one-pot)

en vue de modifier les propriétés des sols et des dépbts (Tableau 5). Dans ce but, différentes

formulations ont ainsi été réalisées.

Tableau 5 — Récapitulatif des différents organosilanes testés dans les travaux antérieurs a I'lRCER

Organosilanes Formules et masses molaires Intérét de I'organosilane Références
TFTS (Tf) F3C(CF2)5(CH2)2Si(OC2Hs)3 - Composé hydrophobe qui facilite [9]
Tridécafluoro-1,1,2,2- /0 / L I’éjection (la plaque a buses étant [35]

o .

tétrahydrooctyl- ~ T}‘W hydrophile) 136]

triéthoxysilane o Fr P F FF - Diminution du mouillage et de
'é 37
MW = 510,36 g.mol- I'étalement sur le substrat [37]

MPTES (M) HS(CH2)3Si(OC:zHs)s3 - Capture de métaux lourds tels

| I
3-mercatopropyl- e que e mereure, for [9]
.z . (o) . . .
triéthoxysilane N N BN - Greffage biologique thiol- [35]
b maléimide
CHg [38]
MW = 238,42 g.mol*
Malonamide (Mal) (NOCsH11)2(CH2)4Si(OC2Hs)3 - Capture de métaux lourds tels
SI(OE) i ' i

N,N,N' N'-tétraéthyl- i(OEt)s que les lanthanides (I'europium, [35]

L . I’erbium, etc.) ou les actinides
2-triéthoxysilylpropyl- ) o [39]
1,3-propanediamide ELN NEt, (plutonium, americium, etc.)

- Capture de nanoparticules d’or [40]
MW =418 g.mol?
PTPTES (S) HC=CCH2S(CH2)3Si(OC:2Hs)3 - Fonctionnalisation alcynes
3-propargy- o / - Greffage de biomolécules
thiopropyl- ~ O Z . _
i fonctionnalisées azotures par [36]
s ; / \/\/5’\/ P
triéthoxysilane d S
/“‘ chimie click azotures-alcynes
catalysée au cuivre | (CUAAC)
MW = 306 g.mol?
AzPTES (Az) N3(CH2)3Si(OC2Hs)s3 - Fonctionnalisation azotures [36]
3-azidopropyl- /o—/ - Greffage de biomolécules [41]
0
triethoxysilane ~ \}S‘WN%J fonctionnalisées alcynes par 47
[ -
/ S chimie click azotures-alcynes [42]
catalysée au cuivre | (CUAAC) [43]

MW = 247 g.mol?

La synthése des travaux antérieurs, présentée ci-aprées, s’attachera aux résultats

marquants obtenus pour des formulations correspondant a des ajouts d’organosilanes

du type TFTS ou AzPTES, dans la mesure ou les travaux de thése font appel a ce type de

formulation.
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[1.2.2. Fonctionnalisation in situ avec ajout de TETS : TTfxFo.006EsEt20 (X = 5% ou 10%)

Marion Mougenot s’est attachée a montrer la faisabilité de réaliser des réseaux de
microplots de silice mésoporeuse par le procédé d’impression jet d’encre. Pour les premiéres
formulations testées, adaptées des travaux de Grosso et al. [44], [45], les proportions de la
formulation TEOS/F127/eau/éthanol ont été ajustées afin d’obtenir une solution avec des
propriétés physico-chimiques (viscosité, tension de surface) compatibles avec le procédé

d’'impression jet d’encre. Elle a ainsi abouti a la formulation TFo 0osEsEt20.

Afin de fiabiliser I'éjection des sols, une fonctionnalisation in situ des plots de silice
a été mise en ceuvre grace au composé hydrophobe TFTS. Le TFTS a été introduit dans
la formulation en plus du TEOS, en lien avec les travaux de Brinker et al. [37], [46], bien que
I'ajout en substitution du TEOS soit possible également [47], [48]. L’ajout de TFTS dans ce
cas vise a augmenter le caractere hydrophobe du sol afin de limiter le phénoméne de nappage
de la téte d’'impression, celle-ci ayant un caractére hydrophobe. La formulation alors testée
contient 5% molaires de TFTS, c’est-a-dire la formulation TTfo0s5F0,006EsEt20, €t dont les

caractéristiques (viscosité, tension de surface) sont compatibles avec I'impression jet d’encre.

L'étude du vieillissement du sol TTfoosFo006EsEtzo réalisée par RMN liquide du Si
montre que la condensation du sol est beaucoup plus rapide avec 5% molaire de TFTS,
par rapport au sol TFo006EsEt20 qui ne contient pas de TFTS (Figure 23). En effet, les espéces
Q2 et Qs sont en quantités égales au bout de 30 h de vieillissement pour le sol avec 5% molaire
de TFTS, contre 45 h pour le sol sans TFTS. Ceci serait di a 'augmentation de la teneur en
silicium dans la solution. Ceci a aussi été mis en évidence par le biais d’analyses DLS [9], qui
montrent des oligomeres de taille plus importante avec 5% molaire de TFTS et pour un méme
temps de vieillissement que le sol sans TFTS. Marion Mougenot a expliqué ceci par le fait que

le TFTS, en condensant avec le TEOS jouerait le rdle de pseudo-tensioactif.

100 ® 100
0 g -4 - Q2 s0l F127 —B— Q2 sol F127 + TFTS| | 0
"-\ -4 -Q3 sol F127 —m— Q3 sol F127 + TFTS
80 {\4 - a0
m
704 Ty .70
—_— Y
80 - \‘ =R
5 90 Rt 50 %
<] B R T g
40 A /— ' ' T m=———a [ 40
Pl : : "4
304 o~ : : - 30
ol ! :
20 —(f | | - 20
! | H
10 - 10
I ' '
0 ; — ‘ ; 0
0 20 LR 80 80 100

320 Vielllissement (h)

Figure 23 — Variation des espéces Q: et Qs (somme normalisée a 100%) au cours du temps
pour un sol sans TFTS (TFo00sEsEt20) et un sol avec 5% molaire de TFTS (TTfo,05F0,006EsEt20) [9]
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Les dépots, réalisés sur wafers de silicium, ont été caractérisés par diverses techniques
(DRX, MET, GISAXS). Alors que le dépbt ne contenant pas de TFTS est globalement non
structuré (Figure 24-a), celui avec TFTS présente une structure de la porosité organisée,
caractéristique d’'une structure de type rectangulaire centrée (Figure 24-b) et qui a aussi été

mise en évidence en microscopie électronique en transmission (Figure 24-c, d & e).

a) b)

02 : ?x(:u‘n»l) 2

c)
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’?7 ' Ay
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08 ; 02 " [Ts
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substrat

Figure 24 — Clichés GISAXS de réseaux monocouches réalisés avec un sol sans TFTS (a)
ou avec 5% molaire de TFTS (b). Inage MET de la section d’un microplot monocouche imprimé
a partir d’'un sol avec 5% molaire de TFTS (c). Les domaines présentent la structure rectangulaire
centrée vue de face (d) comme pour le domaine D1, ou vue a 90° (e) comme pour le domaine D2 [9].

Un réseau monocouche est mieux structuré pour un sol avec 5% de TFTS que
sans TFTS. Marion Mougenot a expliqué cela par le role de co-tensioactif du TFTS qui oriente
les parties hydrophobes vers la porosité et les parties hydrophiles vers la silice, ce qui accélére
la cinétique d’auto-assemblage des micelles cylindriques. Ceci permet au systéme d’atteindre
un état final de structuration plus avancé. L’augmentation du temps de séchage entre les
couches (correspondant & des gouttes successives), de 1 min a 10 min, permet
également d’améliorer la structuration des échantillons, chacune des couches étant

mieux structurée avant le dépét de la goutte suivante.

L’observation de la section d’un plot a été réalisée en MET sur un échantillon présentant
5 couches et 10 min de séchage entre couches, a partir du sol TTfo,0sFo,006EsEt20 (Figure 25).
Ces clichés mettent en évidence le fait que I’échantillon est globalement trés bien
organisé, avec cependant la présence d’une structure vermiculaire désorganisée au
coeeur du microplot, probablement en lien avec une accumulation de solvant a cceur. D’autre
part, les micelles sont organisées en domaines différents. Certains domaines présentent
des micelles orientées paralléelement au substrat, avec de multiples orientations dans

le plan du substrat (Figure 25).
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Figure 25 — Schéma des observations MET de la section transverse d’un microplot de 5 couches
réalisés a partir du sol TTfo0sF0,00sEsEt20 €t un temps de séchage de 10 min entre chaque couche [9]

D’autres paramétres ont été étudiés, parmi lesquels :

- La diminution du volume déposé, qui permet d’améliorer la structuration du

matériau. D’autre part, les dépbts ainsi générés sont moins sensibles aux changements

d’humidité relative.

- Le temps de vieillissement du sol TTfo0sFo00sEsEt20, qui a été optimisé. Le temps de
vieillissement précédemment utilisé était de 4 jours en se basant sur des travaux similaires
[44], [49]. Cependant, un temps de vieillissement du sol de 48 h conduit a un meilleur
degré de structuration. Par ailleurs, une augmentation du taux de TFTS de 5% a 10%

nuit a la structuration des dépots [9].

Les résultats importants qui ont été obtenus précédemment sont synthétisés dans la

figure ci-apres (Figure 26).
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Figure 26 — Evolution de la structuration d’un microplot en fonction des parameétres étudiés [50]
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[1.2.3. Fonctionnalisation in situ avec ajout d’AzPTES : TTfxAzvFo.00sEsEt20

(pour X =5%, Y =5%, 10% et 15% — pour X = 2,5%, Y = 10%)

L’ajout d’AzPTES a la formulation permet d’apporter des fonctions azotures au

matériau, et de permettre ultérieurement sa fonctionnalisation, par réaction avec des fonctions

alcynes, ce qui sera détaillé au chapitre Il1.

L’ajout de 10% d’AzPTES a la solution standard TTfoosFo.00sEsEtoo ralentit la

cinétique de condensation des oligoméres de silice [36]. Les analyses par DLS confirment

également cela, car pour 48 h de vieillissement, les oligoméres de silice sont de taille

supérieure pour le sol sans azoture par rapport au sol avec azotures.

Seule la structure vermiculaire a été observée pour le sol TTfo05AZ0.10F0.006EsEt20,

quel que soit le temps de vieillissement du sol, visible par la présence d’'un anneau de diffusion

large et peu intense sur les clichés GISAXS (Figure 27).
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Figure 27 — Clichés GISAXS de réseaux de microplots de 5 couches
du sol TTfo,0sAZ0.10F0.006EsEt20 pour différents temps de vieillissement [36]
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De méme, la structure reste vermiculaire pour des taux d’azotures de 5, 10 et 15%,

toujours avec 5% de TFTS. Le taux de TFTS a alors été diminué a 2,5% et cette diminution

a été étudiée en RMN liquide du 2°Si (Figure 28).
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Figure 28 — Variation des espéces Q2 et Qz au cours du temps de vieillissement pour un sol contenant

2,5%) de TFTS (TTfovoz5AZo_1oFo_006E5Etzo) et un sol en contenant 5% (TTfo_o5AZo_1oFo_006E5Etzo) [36]
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L’AzPTES semble avoir un effet prépondérant sur les cinétiques de condensation, par
rapport a I'effet du TFTS, car la diminution du TFTS ne fait que trés peu varier la condensation
du sol. De plus, la diminution du taux de TFTS de 5 a 2,5% permet I'apparition de la
phase rectangulaire centrée, visible par des taches caractéristiques de cette structure en
GISAXS (Figure 29-a), et qui apparait généralement sous forme de canaux en microscopie
électronique en transmission (C1, Figure 29-b), les pores cylindriques étant vus de cété ou de

dessus plutét que de face.

TTfo,025A20,1F0,00sE5Et20-48h, 5 couches sur wafer
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Figure 29 - Clichés GISAXS (a) et MET (b) de réseaux de microplots de 5 couches,
a partir d’un sol TTfo,025Az0,10F0,006 E5Et20 sur wafer de silicium [36]

Par ailleurs, I'impression de réseaux de microplots de 5 couches avec le sol
TTfo,025AZ0.10F0.006EsEt20 donne parfois des structurations organisées en surface, comme

cela a été observé lors d’analyses par microscopie a force atomique (AFM) (Figure 30).

Figure 30 — Image AFM de la surface d’un microplot de 5 couches du sol TTfo,025AZ0.10F0.006E5Et20 [36]

Ces échantillons ont ensuite été fonctionnalisés post-impression par des biomolécules.
L’étude précédente n’a pas permis de déterminer quel type de structuration de la
porosité (vermiculaire ou rectangulaire centrée) favorise la fonctionnalisation du
matériau. De plus, les conditions d’impression ne sont pas encore totalement maitrisées

et ne permettent pas de savoir I’effet des conditions opératoires sur la structuration.
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[1.3. Problématique et démarche adoptée

[1.3.1. Analyse de la problématigue

Compte tenu des objectifs visés définis au chapitre |, a savoir développer un dispositif
présentant un maximum de sensibilité en terme de détection de cancers précoces, il est

nécessaire d’'identifier les facteurs contrélant cette sensibilité.

La sensibilité de détection va étre essentiellement contrélée par le mode de
greffage des biomolécules (concentration, répartition et orientation a la surface des
microplots). Les biomolécules greffées ont une taille de 4 nm pour les protéines [51], de 8 a
14 nm pour les anticorps [52], [53], et sont de taille importante par rapport au diamétre des

pores d’environ 6 nm. Le greffage sera donc essentiellement un mécanisme de surface.

Par conséquent, le taux de greffage sera fonction de la concentration de fonctions
NHS accessibles en surface des microplots. Pour cette raison, il y a nécessité d’optimiser
I’étape de chimie click du pentynoate de NHS avec les fonctions azotures présentes dans
tout le volume des plots (cf. résultats présentés au chapitre 1ll). Ceci permettra de maximiser
le taux de fonctions NHS en surface des microplots, bien que I’accessibilité des fonctions

NHS soit contrblée par la structuration de la mésoporosité.

Par conséquent, différents parameétres ont été testés afin de modifier la
structuration de la mésoporosité et d’étudier ensuite I'incidence de la structuration sur

le mode de greffage des biomolécules. Parmi ces parametres, il y a notamment :

Le taux d’AzPTES, directement lié au taux de fonctions azotures apportées au matériau
- L’humidité relative lors du dép6ét, qui a une influence indirecte sur I'évaporation du solvant

- L’espacement entre les plots déposés (E), le type de réseau (hexagonal, carré, etc.),
ainsi que la stratégie de dép6t (cf. §11.5.4), qui influent sur la concentration locale de

solvant a évaporer.

- Le nombre de couches (N), car un nombre de couches important peut faire varier les

conditions de séchage, en raison d’'une accumulation possible de solvant dans le matériau.

Au préalable, le vieillissement des encres sera étudié, car les cinétiques d’hydrolyse
et de condensation influent sur la taille des oligomeres et sur la morphologie du réseau formé
(taille des pores, épaisseurs des murs de silice, etc.). L’étape de filtration a 1 ym de I'encre

avant impression sera aussi étudiée pour assurer une invariance de composition.

Afin d’étudier I'incidence de ces paramétres sur la structuration de la mésoporosité,
différentes encres ont été formulées et des dépbts ont été réalisés par impression jet d’encre,

selon les protocoles définis ci-apreés.
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[1.3.2. Protocoles de réalisation des différents dépo6ts de microplots

[1.3.2.1. Préparation des encres

Les encres testées au cours de ces travaux de these correspondent aux sols de
formulation TTfo,025AZxFo.006EsEt20 avec X le taux d’AzPTES (X = 1%, 5%, 10%, 15%, ou

17,5%). Les constituants sont ajoutés dans I'ordre suivant :

» Le TFTS (TridécaFluorooctylTriéthoxySilane, F3;C(CF2)sCH.CH2Si(OC:Hs)s;, ABCR),
agent hydrophobe, qui facilite I'éjection des sols pendant I'impression en évitant le
nappage de la téte d’'impression (qui a un caractére hydrophile), et diminue le mouillage

et 'étalement des gouttes lors de I'impact sur le substrat.

» L’AzPTES (3-AzidoPropylTriEthoxySilane, N3(CH)sSi(OC2Hs)s, synthétisé au
laboratoire AM2N-ICGM de Montpellier), qui introduit les fonctions azotures (-N3) dans

la solution afin de fonctionnaliser ultérieurement le matériau (cf. chapitre 111).

» Le TEOS (OrthoSilicate de TétraEthyle, Si(OC:Hs)s, Sigma-Aldrich), précurseur

majoritaire et formateur du réseau de silice.

» L’éthanol absolu (VWR Chemicals), solvant permettant de solubiliser les différents

précurseurs et d’obtenir le mécanisme d’auto-assemblage (EISA).

> Le pluronic F127 (PEO10s-PPO7-PEO10s, Sigma-Aldrich), tensioactif copolymére

tribloc non-ionique, utilisé comme agent structurant responsable de la mésoporosité.

> L’eau acidifiée par de I’acide nitrique (H.O-HNOs ¢ = 0,014 mol.L?) diminue le pH
de la solution pour assurer une hydrolyse rapide et une faible condensation du
précurseur de silice afin de contrOler la taille des oligoméres pour assurer une

organisation de la mésoporosité et éviter le bouchage des buses d’'impression.

11.3.2.2. Impression des microplots

Les échantillons sont imprimés a partir des encres préparées et en utilisant un
équipement d’impression jet d’encre de type Ceraprinter X-series. Ce procédé est
explicité en Annexe 3. Ce dispositif d'impression jet d’encre pour céramiques a été développé
initialement au laboratoire IRCER (anciennement SPCTS) [54] et a fait I'objet d’'un dépbt de

brevet [55]. Le savoir-faire a ensuite été transféré a la société Ceradrop en 2006.

Aprés impression, les échantillons sont consolidés par un traitement thermique
en étuve, avec une montée lente en température (0,1 °C/min), jusqu’a un palier a 130 °C

durant 2 jours, se terminant par une descente en température lente (1 °C/min).
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[1.3.3. Techniques de caractérisation mises en ceuvre

Différentes techniques de caractérisation ont été mises en ceuvre afin de suivre toutes

les étapes du procéde lors de la préparation des échantillons.

11.3.3.1. Caractérisation des encres

Le vieillissement des encres au cours du temps a été suivi par résonance magnétique
nucléaire (RMN) liquide de I'élément silicium °Si (cf. Annexe 4). Cette technique permet
d’étudier la vitesse de condensation du sol, liée a la taille des oligomeres, et aussi de
déterminer un temps de vieillissement optimum pour garantir une bonne structuration des
échantillons mésoporeux. Ces analyses ont été complétées avec le suivi de la taille des

oligoméres par diffusion dynamique de la lumiére (DLS) (cf. Annexe 5.1.3).

Les propriétés physico-chimiques des encres (viscosité, tension de surface,
densité) sont contrblées avant impression (cf. Annexe 5). La spectroscopie infrarouge a
transformée de Fourier (FTIR) en transmission (cf. Annexe 6.1.1) a permis de s’intéresser a

I'éventuelle variation de composition due a I'étape de filtration a 1 ym.

11.3.3.2. Caractérisation des dépobts aprés impression et consolidation

Différentes technigues ont été utilisées pour caractériser la structuration de la
porosité du matériau (cf. Annexe 7). En premier lieu, la microscopie électronique en
transmission (MET), réalisée sur des éclats de microplots déposés sur une grille a
membrane, permet d’évaluer de fagon globale les structures de porosité en présence, sans
toutefois savoir comment s’organisent ces structures au sein du matériau. La structure de la
porosité peut aussi étre caractérisée de facon plus fine grace a la diffusion des rayons X aux
petits angles en incidence rasante (GISAXS), pour une certaine épaisseur de la surface,
qui dépend de la profondeur de pénétration des rayons X. L’analyse GISAXS permet
également de quantifier certaines dimensions du réseau de pores (désordre dans le plan et

hors du plan, distances entre pores, etc.).

La structuration de la porosité peut aussi étre observée suivant la section d’un
microplot, sur environ 20 um de longueur, en utilisant des lames minces préparées par
sonde ionique focalisée (FIB), observées en MET. Pour une structure organisée ou
présentant les deux types de structurations (rectangulaire centrée et vermiculaire),
I'observation de la section permet de connaitre les arrangements des phases entre elles ainsi
que l'orientation des phases organisées. Enfin, la microscopie a force atomique (AFM) en
mode tapping permet de caractériser la structuration de la porosité présente en surface des

microplots, de fagon plus locale mais avec une trés bonne résolution.
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[I.4. Incidence sur I'organisation de la mésoporosité de facteurs propres a I’encre ou
au procédé de mise en ceuvre

Cette partie vise a comprendre, quels sont les phénomeénes qui régissent la
structuration de la mésoporosité et comment contrdler celle-ci par le biais des parameétres
procédés et/ou matériaux. Plusieurs parametres seront traités, a savoir les propriétés des
encres formulées (vieillissement, taux d’AzPTES, composition aprés filtration, etc.), ainsi que

d’autres parameétres procédés ou encore le cycle de consolidation du réseau poreux.

[1.4.1. Influence de parameétres intrinseqgues a la formulation des encres sur les
cinétigues de condensation des sols et leurs propriétés physico-chimiques

11.4.1.1. Cinétiques de condensation des sols pour différents taux d’AzPTES

L’introduction d’AzPTES a hauteur de 10% dans un sol contenant 2,5% de TFTS ralentit
les cinétiques de condensation du sol [36]. Aussi, au vu de I'application, il peut étre intéressant
d’augmenter le taux de fonctions azotures, afin de maximiser la fonctionnalisation du matériau.
Néanmoins, la structure de la mésoporosité semble dégradée pour un taux de tri-alcoxysilanes
(TFTS ou AzPTES) supérieur a 20% [29]-[32]. Afin de ne pas dépasser ce taux global de 20%,
des sols ont été formulés avec 2,5% de TFTS et différents taux d’azotures, a savoir 10%, 15%
et 17,5%, puis caractérisés par RMN liquide du ?°Si (Annexe 4).

11.4.1.1.1. Etude de I'incorporation des molécules de TFTS et d’AzPTES (especes T,)
Pour étudier les différences engendrées par différents taux de tri-alcoxysilanes, il est
pertinent de s’intéresser surtout aux espéces T, (Figure 31), caractéristiques alafois du
TFTS et de I’AzPTES (qui posséedent les fonctions azotures fonctionnalisables). Bien qu’elles
apparaissent en faible intensité, ces espéces T, sont présentes sur l'intervalle entre -38 ppm
et -70 ppm sur les spectres RMN (cf. Annexe 4.2), comme mis en évidence dans des études

antérieures par rapport a I'ajout de TFTS [9].

/Y Si Si /Sl
3 ¢ ¢ ¢
| |
R-Si-0. || R-Si-0< R-Si—-0O_ R -8i-0<,
o} X O 3 0 Si 0o Si
-~
X X~ x~ si
TO Tl TZ T3

Figure 31 — Espéces T, (0 < n < 3) obtenues lors de I'hydrolyse-condensation d’un tri-alcoxysilane

L’analyse des espéces T, (Tableau 6) montre une bonne condensation, qui est
d’ailleurs plus rapide que celle des espéces Qn (cf. § 11.4.1.1.2), ce qui suggere une
bonne incorporation de ’AzPTES et du TFTS au sein des oligoméres de silice, par co-

condensation avec le TEOS.
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Tableau 6 — Evolution qualitative générale des espéeces T, tirée de l'observation des spectres RMN

Période Observations et commentaires

A partir de 30 min | Espéces To visibles et proportionnelles au taux d’AzPTES.

Espéces T1 également visibles.

Entre lhet3h Apparition des espéces Ta.
Entre3het6h Compétition entre les réactions To>T1 et T1>T2.
Entre6h et 12 h Disparition des espéeces To. Diminution des espéces T1.

Taux d’espéeces T2 constant qui suggeére I'apparition des espéces Ts.

A24h Quantité d'espéces T2 proportionnelle au taux d’AzPTES, ce qui semble
indiquer que les cinétiques de condensation de 'AzPTES et du TFTS sont
indépendantes du taux d’AzPTES introduit. Espéces Ts visibles.

A partir de 48 h Disparition des especes Ti1. Présence uniquement d’espéces T2 et Tz, ce qui
montre la bonne condensation de 'AzPTES et du TFTS.

Pas d’évolution aprés 48 h.

D’autre part, il est possible de quantifier ces espéces T,, avec une erreur importante
(environ £ 15 %), du fait de la faible intensité des pics et de la présence d’un fort bruit sur les
spectres RMN. Il semble alors pertinent de s’intéresser a la quantité T,+Ts en fonction du

temps de vieillissement (Figure 32).

T2+T3- Az10 ——T2+T3 - Az15 -=-T2+T3- Az17,5

100,0

95,0

90,0

85,0

Tﬂ(%)

80,0
75,0
70,0
65,0

60,0
12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72

Temps de vieillissement (h)

Figure 32 — Evolution des espéeces T,+T3s hormalisées a 100% en fonction du temps de vieillissement

La somme des especes T, a été normalisée a 100% pour chaque sol, afin de raisonner
de maniére indépendante du taux d’AzPTES introduit et de comparer les comportements des
sols entre eux. La courbe T.+T3 (Figure 32) permet de s’intéresser a la fin de la condensation
de 'AzPTES et du TFTS, lorsqu’un taux de 100% est atteint pour T»+Ts, la cinétique T>>Ts
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étant treés lente apreés une trentaine d’heures. Ce taux de 100% est atteint pour T»+T3z au
bout de 24 h pour le sol Az10% et au bout de 48 h pour le sol Az15%.

Le sol Az17,5% n’atteint quant a lui jamais le taux de condensation totale. ||
resterait aprés 48 h environ 10% d’espéces T, autres que T, et Tz qui ne peuvent pas
condenser davantage, donc trés probablement des espéces Ti. Il est en effet peu probable
gue ce soit des especes Ty en raison de la cinétique rapide To>T1. Ce comportement singulier
peut s’expliquer par le fait que le sol Az17,5% est a la limite du taux de tri-alcoxysilanes
incorporables dans un sol [29]-[32].

11.4.1.1.2. Etude de la condensation du TEOS (espéces Qn) en fonction du taux
d’AzPTES introduit

L’état de condensation d’un tétra-alcoxysilane comme le TEOS peut étre
caractérisé en s’intéressant aux espéces Q, en RMN (Figure 33), dont les déplacements
chimiques sont connus (cf. Annexe 4.1) [56], [57]. Il est alors possible de quantifier ces
espéces Q, sur leurs intervalles de définition en fonction du temps de vieillissement (Figure 34

a partir des spectres en Annexe 4.2).

/X /Sl /Si /Sl /Sl
X 0 X O ¢ X O si O
Nk N o N N
0-8i-0. 0-8i-0. 0-8i—0._ 0-8i-0. 0-Si—0._
0 X o b 0 Si o Si 0 Si
X X X Si Si
Q, Q, Q, Q; Q,

Figure 33 - Especes Qn (0 < n < 4) obtenues lors de I’hydrolyse-condensation d’un tétra-alcoxysilane

—s—0Q0-Az10 —e—01-Az10 —e—02-Az10 —=—Q3-Az10 ——0Q4-Az10
-+-0Q0-Az15 -+#-Q1-Azl5 -4+-02-Az15 -+-Q3-Azl15 -«-04-Az15
Q0- Az17,5 Ql-Azl17,5 =—Q2- Az17,5 =—Q3- Az17,5 =—Q4- Az17,5

70

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72
Temps de vieillissement (h)

Figure 34 - Variation des espéces Q, (somme normalisée a 100%) au cours du temps de
vieillissement des sols TTf0,025AZoyloFo_006E5Etzo, TTfoyo25AZo,15Fo_006E5Et20 & TTfo,025AZo,175Fo_006E5Et20
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La proportion d’espéces Qo et Q: diminue trés rapidement et la proportion d’espéces
Q4 n’excéde jamais 10% du total. Pour juger de la bonne condensation du systéeme, il est
alors pertinent de s’intéresser plus particuliéerement aux espéces Q- et Qs (Figure 35). La
technique de mesure présente une erreur non négligeable (+ 2,5 %) mais qui ne nuit pas a la

tendance observée et a la qualité des courbes obtenues.

-+=-Q2'- Az10% ——Q2'- Az15% +—Q2'- Az17,5%
-a-Q3'- Az10% -—=—Q3'-Az15% -~ Q3'- Az17,5%
100
90
80
70
60
g e —
= 50 e
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40 56' 2
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Figure 35 — Variation des especes Q2 et Qs (somme normalisée a 100%) au cours du temps de
vieillissement des sols TTfo_oz5AZoy10Fo_oer5Etzo, TTfo,025AZo,15Fo_006E5Et20 & TTfo,oz5AZo,175Fo_006E5Et20

Jusqu’a 18 h de vieillissement, les trois sols ont globalement le méme comportement.
Cependant, a partir de 18 h, la cinétique de transformation Q.>Qs est plus rapide pour
le sol avec 15% d’AzPTES que celle du sol avec 10% d’AzPTES. La cinétique de
condensation du sol Az17,5% est cependant tres retardée, avec une diminution plus lente
des espéces Q. et une augmentation plus lente des espéces Qs (Figure 35), ainsi qu’une
teneur en espéces Qs toujours inférieure a celle des deux autres sols (Figure 34). La
condensation du sol contenant 17,5% d’AzPTES est donc plus lente que les sols Az10%
et Az15%. Ceci peut s’expliquer par le fait que le taux limite de fonctions de 20% est atteint,

en présence de 17,5% d’AzPTES et de 2,5% de TFTS.

Il en résulte que le temps pour lequel Q2 = Qs, correspondant a un optimum de
condensation du systeme, est différent pour le sol Az17,5% par rapport aux deux autres.
Celui-ci intervient au méme moment pour les sols avec 10 et 15% d’AzPTES (a environ
44 h de vieillissement du sol), mais intervient bien plus tard pour le sol avec 17,5%
d’AzPTES (a 61 h).
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La condensation du réseau de silice est donc favorisée lorsque le taux d’AzPTES
augmente, mais est fortement ralentie a la limite du taux de fonction (soit 17,5%
d’AzPTES ajoutés a 2,5% de TFTS, pour un total de fonctions de 20% par rapport au TEOS).

11.4.1.1.3. Bilan sur le comportement global des différents sols formulés
Les analyses des quantités d’espéces T, et Qn précédemment réalisées ont permis de

mettre en évidence plusieurs comportements des sols.

[0 Pourlesol Az17.5% :

1) Par rapport aux deux autres sols, le sol Az17,5% a un comportement singulier,

en raison d’un taux limite de tri-alcoxysilanes de 20%.

2) Le systeme des espéces Tn ne semble évoluer que trés peu aprés 48 h et il resterait
10% des espéces T, différentes des espéces T, et Tz (Figure 32) qui ne peuvent

plus condenser, c’est-a-dire probablement des espéces Ti.

3) Lesréactions surles Qn sont similaires entre le sol Az17,5% et les deux autres
sols jusqu’a 18 h. Par la suite, la réaction Q,2>Q; est trés lente pour le sol

Az17,5% et I'égalité Q, = Qs intervient tardivement, & environ 61 h.

Les conclusions 2 et 3 orientent vers I’hypothése que des tri-alcoxysilanes aient co-
condensés entre eux. En effet, ceci coinciderait avec le fait qu’il reste environ 10% d’espéces
T1 qui ne condensent plus, du fait de 'encombrement stérique consécultif a la condensation de
ces especes tri-alcoxysilanes. Ceci explique aussi la condensation moins rapide des espéeces
Q2 et Qs, par la réaction préliminaire rapide de co-condensation des tri-alcoxysilanes qui ne

réagissent alors que de fagon moindre avec les especes Qn, par rapport aux deux autres sols.

[1 Pour les sols Az10% et Az15% :

4) Entre 12 h et 48 h, la réaction T,2>Ts est plus rapide pour le sol Az10% que
pour le sol Az15% (Figure 32), ce qui s’explique par des aspects cinétiques : le sol
Az15% ayant davantage de tri-alcoxysilanes a condenser, la cinétique de la

réaction To> T3 semble plus lente car elle nécessite un temps de réaction plus long.

5) Entre 16 h et 44 h, la réaction Q»,>Qs est plus rapide pour le sol Az15% que
pour le sol Az10% (Figure 35). Ceci s’explique par le retard de condensation des
espéces T, (d’aprés la conclusion N°4) pour le sol Az15%, et qui accentue ainsi la

condensation des especes Q. pour le sol Az15%.
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En conclusion, il semble donc que les sols Az10% et Az15% aient des comportements
équivalent entre eux, avec une intersection des courbes Q et Qs intervenant a 44 h, et une
incorporation des molécules d’AzPTES par co-condensation avec le TEOS. Cette
incorporation est jugée complete a partir de 36 h pour le sol Az10% et a partir de 48 h pour le
sol Az15% (Figure 32). Les sols Az10% et Az15% pourraient donc étre idéalement utilisés

a partir de 48 h de vieillissement pour le procédé d’impression jet d’encre.

D’autre part, le sol Az17,5% présente une singularité, notamment du fait du taux
limite de tri-alcoxysilanes (20%). En effet, la condensation de 'AzPTES est trés rapide mais
incompléete, avec une saturation apres 48 h. Des molécules d’AzPTES peuvent avoir co-
condensé entre elles. Il en résulte un ralentissement global de la condensation du TEOS, avec
par la suite une possible répartition inhomogene des fonctions azotures au sein du matériau.
Un temps de vieillissement de 48 h pourrait étre adapté pour ce sol Az17,5%, comme
pour les deux autres sols, ce qui correspond a des taux quasi-équivalents de Q: et Qs.

Ces sols sont intéressants afin de maximiser le taux de fonctions azotures au sein des

échantillons. Leurs propriétés physico-chimiques sont contrélées avant de réaliser des dépots.

[1.4.1.2. Contrdle des propriétés des sols avant impression

Les propriétés physico-chimiques des encres, a savoir la densité, la viscosité et
la tension de surface, ont été mesurées a 48 h de vieillissement du sol, avant et aprés
filtration a 1 um (cf. Annexe 5). Cette étape est nécessaire pour éviter le bouchage des buses
d’'impression. Les valeurs de densité et de tension de surface ne sont que trés légerement
modifiées par I'étape de filtration, mais la viscosité diminue de fagon non négligeable, signe

gue des oligoméres condensés pourraient étre éliminés par I’étape de filtration.

Pour compléter ces caractérisations, la taille des particules a été suivie par diffusion
dynamique de la lumiére (cf. Annexe 5). Une encre non filtrée fait apparaitre a 48 h de
vieillissement une répartition bimodale : des entités d’environ 7 nm et d’autres d’environ 1000
a 2000 nm. La filtration permet d’éliminer les grosses particules, mais une signature faible est
toujours présente autour de 1000 nm pour I'encre filtrée ayant servi a 'impression, ce qui

montre I'évolution du sol a l'intérieur du réservoir de I'équipement jet d’encre.

Pour vérifier que la filtration n’induit pas de changement de composition du sol,
des analyses par spectroscopie infrarouge en transmission ont été réalisées, au moyen
de monocristaux de KBr, en normalisant les spectres obtenus par la bande des azotures a
2100 cm™ (Annexe 6.2). Les résultats laissent apparaitre que la filtration a 1 um ne modifie
pas la composition des sols. Les sols Az10%, Az15% et Az17,5% ont donc pu étre

imprimés avec I’équipement d’impression jet d’encre au bout de 48 h de vieillissement.

L= 1IN
63



[1.4.2. Evolution de la rugosité des dépo6ts par augmentation du nombre de couches

Il peut étre intéressant d’étudier I'évolution de I'épaisseur des microplots en fonction du
nombre de couches déposeées, et de savoir si cette épaisseur peut induire une interaction
optique dans le cas d’une sonde de diagnostic. L’augmentation du nombre de couches
entraine, comme attendu, une augmentation de I’épaisseur des dépots (Figure 36). Ceci
a été observeé par profilométrie et confirmé par interférométrie. Des microplots de 1, 5, 10 et
25 couches ont respectivement une épaisseur de 0,15 ym, 1,4 ym, 2,9 um et 5,6 pm.
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Figure 36 — Estimation de la hauteur des plots par profilométrie pour plusieurs nombres de couches
(a) ou par interférométrie optique sur des plots de 5 couches (b) ou 10 couches (c)

L’épaisseur moyenne d’une couche est d’environ 0,3 pm. La premiéere couche est
d’épaisseur moindre car sa morphologie est singuliére, en forme de « tache de café », avec

des bords plus épais que le centre du plot (Figure 37).

Figure 37 — Microscopies optiques de microplots de 1 couche (a), 5 couches (b), 10 couches (c)
et images par AFM (mode contact 90 x 90 um) pour des plots de 1 couche (d)(e) et 10 couches (f)
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La nature poreuse du matériau pourrait avoir une incidence sur la transmission de la
lumiere au sein du mésoporeux [58]. Il est aussi possible que la rugosité des plots induise une
modification du signal lumineux, par diminution d’intensité du faisceau retransmis, dans le
cadre de 'application en tant que biocapteur, ou les plots sont imprimés sur une fibre optique.
La rugosité des plots représente également la surface d’accroche pour les

biomolécules. C’'est pourquoi cette rugosité a été estimée en fonction du nombre de couches.

Pour cela, le modele de la calotte sphérique [9] n’est pas adapté, du fait que la
morphologie des microplots n’est pas forcément réguliere (Figure 36 et Figure 37).
Néanmoins, les mesures interférométriques permettent, par traitement de données, de
déterminer la surface développée des plots et de calculer la rugosité, définie comme le rapport
de la surface développée sur la surface projetée (Tableau 7). Ces traitements sont faits en
mesurant la surface développée et la rugosité d’un plot individuellement, i.e. sans tenir compte
du substrat, ou bien en tenant compte du substrat, i.e. sur la totalité de la fenétre d’analyse
(0,310 mm?) qui est environ du double de la surface d’une fibre optique (0,16 mm?).

Tableau 7 — Estimation de la surface développée et de la rugosité par interférométrie,
sur un plot individuellement, ou bien sur la totalité de la surface d’analyse (0,310 mm?)

Monocouche 5 couches 10 couches 25 couches
Surface Plot individuel 0,187 0,190 0,198 0,259
développée
(mm?2) Fenétre totale 0,310 0,313 0,326 0,466
Rugosité Plot individuel 1,0032 1,0056 1,0109 1,0120
Sdéveloppée
Sprojetée Fenétre totale 1,0013 1,0121 1,0516 1,5035

Pour des nombres de couches de 1 a 10, la surface développée et la rugosité ne varient
pas grandement (rugosité totale inférieure a 1,06). En revanche, pour 25 couches, la surface

développée et la rugosité augmentent grandement.

La conclusion est donc que pour des nombres de couches de 1 a 10, la surface
développée, i.e. la surface d’accroche pour les biomolécules lors des étapes de
préparation de la sonde de diagnostic envisagée, varie trés peu. En revanche pour des
nombres de couches plus important, cette surface développée varie, ce qui induirait de devoir
normaliser l'intensité du signal par rapport a la surface développée, en vue par exemple de

comparer la réponse en intensité d’échantillons qui n’ont pas les mémes nombres de couches.
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[1.5. Influence de différents parameétres du procédé sur la structuration de la porosité,
pour des encres avec 10% d’AzPTES

Afin de simplifier cette étude, les résultats présentés dans cette partie
concernent un taux d’AzPTES fixé a 10% et 2,5% de TFTS. Ce sol est le sol de référence
qui a été utilisé dans des études antérieures [36], [41], et qui a montré I'apparition d’une

structure de type rectangulaire centrée, par diminution du taux de TFTS de 5% a 2,5%.

Certains parameétres sont connus pour avoir une influence sur l'organisation de la
mésoporosité de la silice, comme par exemple le taux d’humidité lors de I'impression [19] ou
le temps de vieillissement du sol [44], [49]. Néanmoins, il existe de nombreux parametres
relatifs au procédé dont l'influence sur la structuration est encore inconnue. En
particulier, ces paramétres peuvent avoir un role sur les cinétiques d’évaporation, donc sur le
mécanisme d’auto-assemblage de la porosité, a savoir: le type de réseau (carré ou
hexagonal), 'espacement entre les plots, la stratégie de dépdt (libre ou trapéze, cf.
Annexe 3.3) et le nombre de couches. L’incidence de ces paramétres sur la structuration

de la mésoporosité sera donc étudiée en plus du taux d’humidité relative.

L’influence du taux d’AzPTES, du temps de stockage des dépbts avant consolidation

et des conditions de consolidation aprés impression sera étudiée ultérieurement.

[1.5.1. Influence du taux d’humidité relative sur la structuration de la porosité

Dans ce paragraphe, l'influence de 'humidité est étudiée pour une formulation a base
de 2,5% de TFTS et 10% d’AzPTES, ainsi que des conditions opératoires fixes au niveau du
réseau de plots déposés, a savoir un réseau de type carré, imprimé en mode libre (continu),
pour un espacement fixé entre les plots de 40 um, pour 5 couches déposées et un temps de
séchage entre couches de 10 min. Les échantillons auront également subi, aprés impression,
un traitement de consolidation standard, i.e. un cycle de recuit en étuve a 130 °C durant 48 h

sSous air.

Le taux d’humidité (ou humidité relative HR) est contrdlé sur un appareil de mesure,
type station météo, placé dans I'enceinte de I'équipement d’'impression jet d’encre. Les
échantillons ont été imprimés a 3 taux d’humidité : 30%, 40% et 50%. Aprés consolidation

en étuve, les échantillons imprimés ont été caractérisés par GISAXS et MET (Figure 38).

Les résultats présentés font apparaitre que pour un taux d’humidité de 30% la seule
structuration présente est la phase vermiculaire, visible en GISAXS (Figure 38-a) par
lanneau de diffusion large et de faible intensité, accompagné d’'une absence de tache de
diffusion. Ceci est confirmé par des observations MET qui ne montrent que la phase

vermiculaire (Figure 38-d).
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Figure 38 — Clichés GISAXS et MET de réseaux de microplots imprimés pour une encre Az10%
a des humidités relatives de 30 % (a & d), de 40 % (b & €) ou 50% (c, f & Q)

Pour un taux d’humidité de 40%, le cliché GISAXS (Figure 38-b) montre I'apparition
de taches de diffusion, caractéristiques d’une orientation préférentielle des micelles
cylindriques, et qui s’avere étre la phase rectangulaire centrée. Ceci est déduit de la position
des taches de diffusion, qui correspondent aux taches (02) et (11) trés visibles. Un faible
anneau de diffusion est présent et de large épaisseur, ce qui dénote la présence de la phase
vermiculaire, mais en plus faible proportion par rapport a I'échantillon a 30% d’humidité
relative. Les analyses MET de 'échantillon a 40% d’humidité relative ont confirmé cela, avec
sur toute la grille d’observation une présence en proportions sensiblement similaires de la
phase rectangulaire centrée (zone A, Figure 38-e) et de la phase vermiculaire (zone B,
Figure 38-e). Pour un taux d’humidité de 40%, les deux phases de structuration, la phase

rectangulaire centrée et laphase vermiculaire, sont présentes en proportions similaires.

Concernant I'échantillon imprimé avec un taux d’humidité de 50%, le cliché GISAXS
(Figure 38-c) montre un anneau de diffusion large et tres intense en comparaison de
I'échantillon 40%, ainsi que les taches de diffusion (11) et (02) de la structure rectangulaire

centrée. Ceci améne a conclure sur une proportion plus faible de phase rectangulaire centrée
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et une proportion majoritaire de phase vermiculaire au niveau de cet échantillon avec 50%
d’humidité, par rapport a I'échantillon a 40% d’humidité. Ceci est confirmé par les analyses
MET qui montrent une majorité de zones de type vermiculaire (Figure 38-f) et quelques rares
zones de type rectangulaire centré (Figure 38-g). L’échantillon avec 50% d’humidité
relative présente donc les deux types de structures rectangulaire centrée et
vermiculaire, mais avec une proportion plus faible de phase rectangulaire centrée par

rapport a I’échantillon avec 40% d’humidité.

Il existe donc des différences de structuration en fonction du taux d’humidité, qui
peuvent étre liées aux cinétiques d’évaporation lors du mécanisme d’auto-assemblage. Tout
d’abord, Cagnol et al. ont montré que pour une faible humidité relative (HR = 20%), I'’eau
et I’éthanol s’évaporaient en méme temps, laissant une couche de faible épaisseur [19].
En revanche, avec une humidité relative plus forte, I’évaporation de I’éthanol est
privilégiée et ’eau s’évapore en dernier. Il existe également des mouvements convectifs a

l'intérieur de la goutte, une fois celle-ci déposée sur le substrat [59].

Pour I'échantillon imprimé a une humidité relative de 30%, comme décrit par Cagnol
et al., il est possible que I'évaporation soit trés rapide, en figeant le systéeme en une
structuration désordonnée (Figure 39, étape 1), a savoir la phase vermiculaire. Pour un
taux d’humidité de 40% et 50%, I'’évaporation de I'eau se ferait de fagon moins rapide, le
systéme aurait alors plus de temps pour se réorganiser. La recirculation convective au sein de
la goutte permettrait ainsi la formation des domaines formés par les micelles cylindriques, qui

viendraient ensuite s’aligner aux interfaces pour donner la phase rectangulaire centrée.

Evaporation =
Czcme Cxeme "
l. {‘
CAVEE WY Y
) L3 &
# Espéces sylilées <+ Solvant EtOH «Tensioactif F127 + Eau/HNO;3 Formation de

micelles cylindriques

@ Auto-assemblage @ Organisation en domaines @ Alignement aux interfaces @ Réseau 2D hexagonal organisé

Figure 39 — lllustration du mécanisme d’auto-assemblage par évaporation (EISA)

Il'y a cependant une différence de comportement entre 40% et 50% d’humidité relative.
L’augmentation de I'’humidité relative traduit un rapport Eau/EtOH plus important
lorsque I’humidité relative augmente. Aussi, la différence observée pourrait s’expliquer par

la différence de tension de surface entre ces deux solvants, a savoir une tension de surface
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de 72,8 mN/m pour I'eau, qui est beaucoup plus forte que celle de I'éthanol, d’'une valeur de
22,27 mN/m. Cette augmentation de la tension de surface pourrait étre a I’origine d’une
formation plus lente des domaines formés par les micelles (Figure 39, étape 2), qui
résulterait par la suite en une proportion de domaines plus faibles et un alignement des
domaines qui ne serait pas privilégié. Ceci pourrait alors expliqguer que la phase
rectangulaire centrée est moins présente pour une humidité relative de 50% que pour

une humidité relative de 40%.

Il existe donc un optimum de structuration autour de 40% d’humidité relative, qui
favorise la présence de la phase rectangulaire centrée. Dans la suite de ['étude,
concernant la recherche de l'influence des différents paramétres sur la structuration de la
mésoporosité, il s’agira de se mettre dans des conditions qui permettent d’avoir les deux
structurations, a savoir un taux d’humidité d’environ 40 a 50%. En effet, s’il n’y a présence que
d’un seul type de structuration, cela ne permet pas de conclure sur l'influence des parameétres
a tester. Le taux d’humidité privilégié pour I’étude de I'influence des paramétres sera
donc fixé entre 40% et 50% d’humidité relative. Par ailleurs, un taux d’humidité plus
important n’est pas conseillé car pourrait conduire a une décourbure des micelles, et

entrainer I'apparition de phases lamellaires plus fragiles mécaniquement.

[1.5.2. Incidence du type de réseau (carré, hexagonal) sur la structuration

Le mécanisme d’auto-assemblage induit par évaporation est beaucoup influencé par
les cinétiques de séchage du solvant. Au niveau du procédé, il existe diverses fagons de faire
varier ces cinétiques, par une multitude de facteurs comme le type de réseau utilisé : carré
ou hexagonal. Le type de réseau utilisé jusqu’alors dans les études précédentes était
uniguement le réseau carré, mais il est également possible de déposer les plots suivant un
réseau hexagonal. La Figure 40 montre la différence entre ces deux types de réseau, les
fleches rouges symbolisant I'espacement entre les plots (noté E), dont la valeur a été

renseignée au niveau de I'équipement pour la fabrication voulue.

Réseau carré I ' \ f " Réseau hexagonal

—> -—

Figure 40 — Différence de conformation géométrique entre un réseau carré et un réseau hexagonal.
Les fleches rouges représentent I'espacement E entre les plots, renseigné au niveau de I'équipement.
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Concernant I'application en tant que biocapteur, il peut étre fortement souhaitable de
maximiser le nombre de plots sur la surface imprimée pour augmenter la sensibilité. Aussi, le
réseau hexagonal semble beaucoup plus pertinent pour maximiser ce nombre de plots

en surface des substrats.

Afin d’étudier I'influence du réseau sur la structuration de la mésoporosité, des facteurs
ont été gardés constants : une encre avec 10% d’AzPTES et 2,5% de TFTS, imprimée a 48 h
de vieillissement sur lamelles de verre avec un espacement fixe entre les plots de E = 40 um
(fleches rouges en Figure 40, suivant le type de réseau), une humidité relative d’environ 42%
(= 2%). Les échantillons ont été consolidés en étuve a 130 °C aprés impression, puis
caractérisés en GISAXS (Figure 41).
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Figure 41 — Clichés GISAXS d’un réseau carré (a)(b) ou d’un réseau hexagonal (c)
imprimé & partir du sol avec 10% d’AzPTES

D’aprés l'analyse GISAXS (Figure 41), le réseau carré présente une proportion
importante de phase vermiculaire (Figure 41-a), visible par la forte intensité de 'anneau de
diffusion. La phase rectangulaire centrée est également présente, mais en plus faible
proportion. Ceci est visible par la présence des taches (13) et (04), les taches (11) et (02)
n’étant pas trés visibles a cause de la forte intensité de 'anneau de diffusion, mais qui sont

bien présentes et visibles lorsque I'échelle d’intensité est modifiée (Figure 41-b).

Pour I'échantillon imprimé selon un réseau hexagonal, le cliché GISAXS (Figure 41-c)
révéle qu’il n’y a pas d’anneau de diffusion visible et des taches de diffusion (11) et (02) trés
intenses, ainsi que la présence des taches (13) et (04) de la structure rectangulaire centrée.
Ceci semble donc orienter vers le fait que seule la structure rectangulaire centrée est

présente pour I’échantillon imprimé avec un réseau hexagonal, tandis que I’échantillon
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imprimé avec un réseau carré présente les deux structurations vermiculaire et
rectangulaire centrée. Pour vérifier cela, des analyses MET ont été effectuées sur des éclats

de microplots des mémes échantillons (Figure 42).

Réseau carré

‘ Réseau hexagonal ‘ ‘

Figure 42 — Images MET d’échantillons imprimés a partir du sol Az10% avec un vieillissement de 48 h,
selon un réseau carré (a)(b) ou hexagonal (d)(e)(f) et orientations possibles des micelles (c)

Les observations effectuées sur I'échantillon imprimé suivant un réseau carré ont mis
en évidence la phase vermiculaire (Figure 42-a) ainsi que la phase rectangulaire centrée
(Figure 42-b), pour laquelle les pores cylindriques semblent étre vus selon leur longueur, étant
donné que l'orientation des micelles est différente en fonction de la direction d’observation

(illustré en Figure 42-c).

Pour I'échantillon imprimé selon un réseau hexagonal, il y a présence de larges zones
organisées de la phase rectangulaire centrée sur quelques centaines de nanometres (Figure
42-d). Ces analyses ont aussi permis de voir la structure rectangulaire centrée « de face »

révélant la contraction de la maille hexagonale (Figure 42-e et Figure 42-f).

Les analyses MET sont donc en accord avec les études en GISAXS. L’échantillon
imprimé selon un réseau carré présente les deux structurations, vermiculaire en forte
proportion et rectangulaire centrée en plus faible proportion, tandis que I’échantillon
imprimé selon un réseau hexagonal présente uniquement la phase rectangulaire

centrée avec des domaines tres bien organisés de grande taille (quelques 100 nm).

Cette différence de structuration observée pour ces deux échantillons, peut s’expliquer
par la configuration géométrique du réseau, a savoir le nombre de plus proches voisins en
termes de plots, en lien avec les cinétiques d’évaporation. Le solvant évaporé reste localement
au niveau de la zone imprimée. Dans le cas du réseau hexagonal, le nombre de plus proches

voisins est plus important que pour un réseau carré, et les plots voisins sont tous a égale
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distance (Figure 40). Par conséquent, les vapeurs de solvant des plots sont globalement
plus concentrées dans le cas du réseau hexagonal que dans le cas du réseau carré.
Ceci explique que le solvant s’évapore moins rapidement dans le cas du réseau
hexagonal, ce qui donne davantage de temps aux gouttes déposées de réaliser le

mécanisme d’auto-assemblage, permettant d’avoir une structuration mieux organisée.

Par la suite, il est donc plus pertinent de travailler avec un réseau hexagonal, ceci afin
de maximiser le nombre de microplots déposés sur une surface, mais aussi pour assurer
un caractére homogeéne a I’organisation de la structuration de la porosité. Dans la suite

de I’étude, le réseau de type hexagonal sera donc privilégié.

[1.5.3. Incidence de I’espacement entre les plots sur la structuration

Aprés avoir opté pour le réseau hexagonal, une autre fagon de modifier la densité de
plots concerne le choix de I'espacement entre les plots. Il peut étre intéressant de chercher
une valeur minimale d’espacement qui maximise le nombre de plots, tout en évitant le
phénomene de coalescence des plots. Afin de déterminer la tendance au niveau de la
structuration lorsque I'espacement diminue ('espacement « standard » sans coalescence
étant de 40 um), c’est le raisonnement inverse qui a été mis en ceuvre, a savoir augmenter
'espacement entre les plots et voir comment se comporte la structuration. Pour cela,

plusieurs espacements ont été testés : 40 um, 70 um et 100 um.

Afin de déterminer linfluence de l'espacement sur la structuration, les autres
paramétres ont été fixés : une encre avec 10% d’AzPTES et 2,5% de TFTS, imprimée a 48 h
de vieillissement sur lamelles de verre pour 5 couches, une humidité relative d’environ 42% (+
2%). La fréquence d’éjection est fixée a 1000 Hz, et pour respecter 'espacement fixé (40, 70
ou 100 um), la vitesse de déplacement du support de téte a varié linéairement (respectivement
140, 170 et 200 mm/s) avec une impression en mode continu. De plus le motif d'impression
n’a pas varié mais le temps de séchage entre couches avarié entre les échantillons, tout
en restant suffisant pour ne pas géner l'auto-assemblage (temps > 8 min),
respectivement de 13 min, 11 min et 9 min pour des espacements de 40, 70 et 100 um. Les
échantillons imprimés ont ensuite été consolidés en étuve sous air a 130 °C, puis caractérisés
en GISAXS et MET (Figure 43).

Comme énoncé précéedemment, I’échantillon avec 40 um d’espacement en maille
hexagonale présentait uniquement la phase rectangulaire centrée (cf. 11.5.2). D’autre part,
pour un espacement entre plots de 70 um, le cliché GISAXS montre un anneau de diffusion
peu intense, ainsi que les taches de diffusion caractéristiques de la structure rectangulaire
centrée (Figure 43-b). Ceci a été confirmé en MET, par observation de larges zones de type

vermiculaire désordonnée et quelques larges zones de type rectangulaire centrée « vue de
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dessus » (Figure 43-f). Enfin, pour un espacement entre plots de 100 um, le cliché GISAXS
(Figure 43-c) montre un anneau de diffusion d’intensité encore plus intense, caractéristique
d’'une plus forte proportion de phase vermiculaire. Les taches de diffusion (11), (02), (13)
et (04), caractéristiques de la phase rectangulaire centrée sont aussi présentes. Ceci a été
vérifié par analyses MET, avec une forte proportion de phase vermiculaire (Figure 43-g) et trés
peu de zones de structuration rectangulaire centrée (Figure 43-h).

| E = 40 pm | E=70 um | E = 100 pm |

Intensité (unité arbitraire)
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] | | 1
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Figure 43 — Clichés GISAXS et MET obtenus pour un réseau hexagonal et un espacement entre plots
de 40 um (a)(d)(e), 70 um (b)(f) ou 100 um (c)(g)(h), a partir d’un sol avec 10% d’AzPTES

L’augmentation de I’espacement entre les plots favorise ainsi la présence de la
phase vermiculaire, dont la proportion augmente, par rapport a la proportion de phase
rectangulaire centrée. A contrario, un faible espacement permet de maintenir la phase

rectangulaire centrée.

Ceci peut s’expliquer une fois de plus par les vitesses d’évaporation du solvant lors du
mécanisme d’auto-assemblage, juste aprés impression de la goutte. En effet, lorsque
'espacement entre les plots augmente, la concentration des vapeurs de solvant diminue, ce
qui expliqgue que le solvant s’évapore plus rapidement quand I’écartement entre plots

augmente. Les micelles cylindriques n’ont alors pas le temps de s’organiser en domaines et
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la structure se fige de plus en plus en une structure désordonnée vermiculaire. Ainsi, un faible
espacement entre les plots favorise la phase rectangulaire centrée, tandis qu’un fort

écartement favorise la phase vermiculaire.

Une analyse plus poussée permet de déduire que le type de réseau (carré ou
hexagonal) a une plus forte influence sur la structuration de la mésoporosité que le
paramétre de I'espacement entre les plots. En effet, ceci peut étre démontré a partir de
I'échantillon du réseau hexagonal avec un espacement de 70 um (Figure 43-b),
comparativement a un échantillon du réseau carré avec un espacement de 40 um
(Figure 41-a). En effet, I’échantillon imprimé suivant le réseau hexagonal avec E =70 um
présente moins de désordre (phase vermiculaire moins prononcée en raison de 'anneau de
diffusion moins intense, Figure 43-b) que celui qui estimprimé suivant le réseau carré avec
E = 40 um (phase vermiculaire davantage prononcée avec un anneau intense, Figure 41-a).
Or, pour I'échantillon imprimé selon le réseau carré avec un espacement de 40 um, il y a
davantage de plots et ils sont plus proches que pour le réseau hexagonal avec E = 70 um. En
effet, pour le réseau carré, chaque plot posséde 4 premiers voisins situés a E = 40 um de
distance, et 4 seconds voisins situés a E+/2 de distance, soit & environ 56 um de distance.
Ceci montre donc bien que le type de réseau a une plus forte influence sur la

structuration que le paramétre d’espacement entre les plots.

Pour plus de reproductibilité, les échantillons peuvent donc étre imprimés avec le
réseau hexagonal, afin d’améliorer 'homogénéité d’évaporation du solvant (plus proches
voisins équidistants). Par ailleurs, il est possible de favoriser la structure vermiculaire en
augmentant I’espacement entre les plots, ou bien la structure rectangulaire centrée en

diminuant ’espacement entre les plots, tout en évitant la coalescence.

Pour la suite de I’étude, il sera important de pouvoir définir des conditions qui
permettent d’obtenir exclusivement I'une ou l'autre des structurations pour une méme
densité de plots, c’est-a-dire pour un méme espacement. Ceci devra servir, notamment
par rapport a I'étape de fonctionnalisation, a savoir si la fonctionnalisation se déroule
mieux en présence d’'une porosité de structure vermiculaire ou bien rectangulaire
centrée. Afin d’obtenir 'une ou l'autre des structurations pour une méme densité de plots

(méme espacement), différentes stratégies de dépot ont été testées.
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[1.5.4. Incidence de |la stratégie de dépo6t (en continu ou en plusieurs fois)

L’équipement jet d’encre permet d’'imprimer des plots de fagon ajustable. Il existe
notamment deux stratégies intéressantes : la stratégie «libre » ou continue, qui est la
stratégie utilisée par défaut et la stratégie « trapéze », qui consiste & imprimer 1 plot sur 2, et
1 ligne sur 2 (Figure 44). L’intérét de cette 2" stratégie est de pouvoir transposer les résultats
obtenus précédemment a propos de la maille hexagonale et de l'influence de I'espacement.
En effet, enraison de I'ordre de dépdt pour cette stratégie trapéze (Figure 44), chaque passage
de la téte se comporte comme s'il imprimait une maille hexagonale d'un espacement
équivalent a la somme de deux fois I'espacement et une fois le diametre des plots. Par
exemple, pour E = 40 um et un diametre de plots renseigné de 100 um, la maille trapeze

équivalente a un passage de la téte est une maille d’espacement 180 um.

s 0w u 2 @@ 17 passage
EE %M passage
5 6 708 e o 0 o El 3°™ passage
1» 25 £330 @2 e o @ Q - passage
libre trapeze

Figure 44 — lllustrations des modes de stratégies libre/continue et trapéeze.
Pour chaque stratégie, les plots sont imprimés selon I'ordre indiqué.

Le but recherché ici est de pouvoir imprimer deux échantillons de méme configuration
(méme densité de plots et méme nombre de couches) dans des conditions différentes afin
d’obtenir les deux types de structuration (vermiculaire ou rectangulaire centrée). Pour cela, la
méthode utilisée consiste a trouver des conditions d’'impression qui permettent d’avoir une
structuration rectangulaire centrée en mode libre, puis d’utiliser le méme espacement en
stratégie trapéze et voir si la structuration obtenue est vermiculaire ou non. Afin de pouvoir
caractériser, par spectroscopie infrarouge, ces échantillons une fois fonctionnalisés, les dép6ts
ont été réalisés sur des wafers de silicium (Sil'tronix), orientés selon le plan cristallographique

(100) dopés p au bore, avec une couche native de silice en surface.

Les conditions d’impression testées sont les suivantes: une encre avec 10%
d’AzPTES et 2,5% de TFTS, imprimée a 48 h de vieillissement selon un réseau hexagonal de
plots de 5 couches espacés de 40 um, et une humidité relative d’environ 40% (+ 5%). La
fréquence d’éjection est fixée a 1000 Hz. Dans le cas de la stratégie libre (ou continue), la
vitesse du support de téte est de 140 mm/s pour un temps de séchage entre couches de 13
min. En revanche pour la stratégie trapéze, la vitesse de déplacement du support de téte est
de 240 mm/s, pour un temps de séchage entre couches de 15 min. Les échantillons ont ensuite

été consolidés en étuve a 130 °C puis caractérisés en AFM et GISAXS (Figure 45).
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Figure 45 — Clichés GISAXS (a)(b) et images AFM de topographie (c)(d) ou de phase (e)(f),
obtenus dans le cas d’une stratégie libre ou trapeze, pour un sol avec 10% d’AzPTES.
L’image de phase est obtenue en enregistrant le déphasage lié a I'oscillation de la pointe.

La premiére observation concerne I'échantillon imprimé en mode libre, qui présente
une phase rectangulaire centrée, apparaissant sur le cliché GISAXS (Figure 45-a) par la
présence des taches de diffusion (11), (02), (13) et (04). Cette structure a également été mise
en évidence par des scans AFM (Figure 45-c et e) qui ont révélé la présence d’une phase
rectangulaire centrée sur toute la surface de I’échantillon (sommet, mi-rayon et bord),
visible par de larges zones de canaux localement paralléles et correspondant, lors de 'EISA,
a 'organisation des micelles cylindriques sous forme de domaines. Néanmoins, cet échantillon
imprimé en mode libre présente également une phase vermiculaire, détectée sur le cliché

GISAXS par un anneau de diffusion large et intense.

Pour I'échantillon imprimé en mode trapéze, i.e. un plot sur deux et une ligne sur deux,
seul un anneau de diffusion est observé sur le cliché GISAXS (Figure 45-b). Ceci confirme
bien que seule la phase vermiculaire est présente sur cet échantillon imprimé en mode
trapéze, ce qui a été vérifié par des scans AFM de surface qui ont systématiquement montré

la phase vermiculaire (Figure 45-d et f).

Ainsi, l'utilisation de la stratégie de dép6t en mode trapéze permet d’obtenir en
surface exclusivement la phase vermiculaire, 1a ou la stratégie libre conduit a la
présence de la phase rectangulaire centrée. Ceci rejoint ce qui a été rapporté au

paragraphe 11.5.3, car le réseau imprimé en mode trapéze est équivalent a un réseau
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hexagonal d’espacement 180 um qui serait imprimé en mode libre. L’augmentation de
'espacement entre deux microplots successifs permet donc une évaporation des solvants
beaucoup plus rapide, ce qui fige la structure, les micelles cylindriques n’ayant pas le temps
de se regrouper en domaines lors de l'auto-assemblage. Il est donc possible d’obtenir les
deux types de structuration en surface, pour une méme configuration (densité de plots,

nombre de couches, etc.) en adaptant la stratégie de dép6t des microplots.

Il est ensuite intéressant de déterminer quelle est la structuration en surface de plots

suivant le nombre de couches.

[1.5.5. Incidence du nombre de couches

L’évolution de la structuration avec le nombre de couches est inconnue pour le sol avec
10% d’AzPTES et 2,5% de TFTS. Cependant, des échantillons sur substrat verre, imprimés
en mode continu sous forme de plots de 5 couches, espacés de 40 um selon un réseau
hexagonal, présentent les deux types de structuration. La préparation d’une lame mince par
FIB a permis de montrer que les 3 premieres couches imprimées présentent une
structuration de type rectangulaire centrée, orientée paralléelement a I'interface avec le

substrat, et les 2 derniéres couches présentent la structure vermiculaire (Figure 46).

Couche de protection (surface)

N\ v\ TR N s \ N
Figure 46 — Observation en MET de la section d’un plot déposé sur substrat lamelle de verre (a),
permettant d’observer la structuration proche de la surface externe (b)(c) ou proche du substrat (d)(e)

Afin d’étudier I’évolution de la structuration suivant le nombre de couches, des
échantillons ont été préparés avec 10 couches, pour les comparer aux échantillons de
5 couches, et ont été fabriqués dans les mémes conditions (réseau hexagonal, espacement
entre plots de 40 um, impression en mode continu). Aprés consolidation en étuve, les
échantillons ont été caractérisés par GISAXS et sur des éclats de plots en MET (Figure 47).
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Figure 47 — Clichés GISAXS et images MET de microplots de 5 couches (a)(b) et 10 couches (c)(d)
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Comme montré précédemment sur des échantillons analogues, I’échantillon de
5 couches imprimé dans ces conditions est globalement rectangulaire centré, comme le
montre le cliché GISAXS (Figure 47-a), avec la présence des taches de diffusion (11), (02),
(13) et (04), ainsi que I'absence d’un anneau de diffusion de forte intensité. Ceci a été confirmé
par les analyses MET, avec la présence de grandes zones rectangulaires centrées (zone A,
Figure 47-b). La structure vermiculaire est cependant présente sur cet échantillon (zone
B, Figure 47-b).

D’autre part, I’échantillon de 10 couches ne présente que la structure vermiculaire,
déduite du cliché GISAXS par la présence d’'un large anneau de diffusion intense et de
'absence de taches de diffusion (Figure 47-c), ce qui a aussi été confirmé en MET par
l'observation de larges zones vermiculaires et I'absence totale de structure rectangulaire
centrée (Figure 47-d). Un échantillon de 5 couches est donc majoritairement
rectangulaire centré (avec un peu de structuration vermiculaire parfois), tandis qu’un

échantillon de 10 couches ne présente que la structuration vermiculaire.

L’augmentation du nombre de couches est donc défavorable pour I’organisation

de la structuration, et ce malgré un temps de séchage entre couches trés conséquent.
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L’augmentation du nombre de couches vient donc détruire la structuration
organisée des premieres couches. Ce phénomene avait déja été observé auparavant pour
des sols ne contenant ni TFTS, ni AzPTES, dont I'organisation diminue par augmentation du
nombre de couches, et qui serait attribué a une accumulation de solvant a partir d’'un
certain nombre de couches [9]. Cependant, avec I'ajout de TFTS a hauteur de 5%, les
études précédentes avaient montré une moins bonne structuration des dép6ts monocouches
mais une meilleure structuration pour les dépéts multicouches (5 couches) [9]. Ceci peut étre
da au caractére hydrophobe du sol contenant du TFTS, qui expliquerait une moins bonne
structuration pour un dépét monocouche, due & une moins bonne interaction avec le substrat
hydrophile. Pour des dépbts multicouches, le caractére hydrophobe du sol permettrait de

limiter les interactions entre couches, et expliquerait ainsi une meilleure structuration générale.

Le sol avec 2,5% de TFTS et 10% d’AzPTES a un caractére plus hydrophile, et il est
alors normal de retrouver un comportement similaire au sol sans TFTS et sans AzPTES, qui
présente une bonne structuration de la premiére couche et une moins bonne structuration pour
5 couches [9]. Il semble donc que cette structuration progressive des couches les unes
par rapport aux autres soit déterminée par le caractere hydrophile/hydrophobe du sol
et donc par le rapport AZPTES/TFTS (pour un taux de TEOS fixé). Il est alors raisonnable
de penser que la formulation du sol a une influence plus importante sur la structuration

de la mésoporosité par rapport au facteur que représente le nombre de couches.

Aussi, la conclusion tirée de I'échantillon de 10 couches (Figure 47), a savoir la
possibilité que 'augmentation du nombre de couches dégrade la structuration des premiéres
couches, met en évidence que la structuration des premiéres couches n’est pas figée,
malgré un tres bon arrangement des micelles sous forme de domaines lors du mécanisme
d’auto-assemblage. Ceci a également été observé pour des films minces obtenus par dip
coating avec le systeme CTAB/TEOS, montrant que la structuration des films passe par un
état d’équilibre pendant lequel le réseau de silice n’a pas encore gélifié et n’est donc pas
cohésif [60]. Ceci pourrait étre évité, en figeant la structuration de chaque couche avant
le dépot de la couche suivante, ce qui est possible grace a I’équipement jet d’encre, par
I'utilisation de recuit par infrarouge, UV ou recuit photonique, bien que cette derniére
étape soit encore en développement (cf. résultats 8l1.8.2). Ces différentes voies pourront

étre envisagées dans des études futures.

Le nombre de couches est donc fixé arbitrairement a 5 couches, car c’est celui qui
permet le mieux d’étudier l'influence des autres facteurs sur la structuration. En vue de
I'application, il est nécessaire de savoir quelle serait I'influence du taux d’AzPTES sur la

structuration de la mésoporosité.

L= 1IN
79



[1.6. Influence du taux d’AzPTES sur la structuration de la porosité

Le taux d’AzPTES introduit détermine le taux de fonctions azotures présentes au sein
du matériau, et conditionne son potentiel de fonctionnalisation. Il est envisageable de
maximiser le taux d’AzPTES, jusqu’a un taux limite de 17,5%, pour maximiser le nombre
de molécules ensuite greffées lors des étapes de fonctionnalisation post-impression.
Pour l'application envisagée, il s’agit de protéines d’environ 4,0 nm [51], greffées a l'intérieur
de pores d’environ 5,4 nm, compte tenu de I'utilisation du tensioactif F127. Une seule protéine
viendrait alors se greffer dans les pores en surface des microplots, ce qui excluerait une
fonctionnalisation en volume, au profit d’'une fonctionnalisation de surface par ces
protéines. Il ne serait alors pas nécessaire d’avoir un nombre de fonctions azotures important
dans les pores. Par ailleurs, pour un taux d’AzPTES de 10% avec une structuration
rectangulaire centrée en surface, il apparait que la répartition des protéines est inhomogéne
et se fait sous forme d’amas [36]. Ceci peut résulter d’'une saturation locale de la surface en
protéines greffées, a cause d'un taux d’azotures trop fort, ou bien d’'une mauvaise accessibilité
de l'intérieur des pores a cause de la structuration rectangulaire centrée. De ce point de vue,
il est alors intéressant de tester des taux d’AzPTES plus bas afin de ne pas saturer la

surface et aussi de tester si le greffage est meilleur avec une structuration vermiculaire.

Pour cette raison, l'influence du taux d’AzPTES sur la structuration de la
mésoporosité a été étudiée, pour 2,5% de TFTS et différents taux d’AzPTES : 0%
(référence), 1%, 5%, 10%, 15% et 17,5%. Un temps de vieillissement de 48 h a été observé
pour tous les sols fonctionnalisés azotures (24 h pour le sol de référence avec 0% d’AzPTES).
Le réseau a été maintenu constant, a savoir un réseau de type hexagonal, de microplots de 5
couches espacés entre eux de 40 um et imprimés en mode continu sur substrat lamelles de
verre. La fréquence d’éjection et la vitesse du support de téte ont été maintenues constantes,

respectivement a 1000 Hz et 140 mm/s.

11.6.1.1. Etude de la structuration en fonction du taux d’AzPTES

Aprés impression, et afin de caractériser complétement les échantillons, des analyses
par GISAXS, AFM et MET ont été réalisées sur les échantillons imprimés selon les mémes
paramétres, pour les différents taux d’AzPTES (Figure 48).

D’aprés ces résultats, il apparait que les échantillons avec 0, 1 et 5% d’AzPTES
présentent la phase rectangulaire centrée, visible par les taches de diffusion spécifiques.
Par ailleurs, les échantillons avec 10% d’AzPTES ont tous montré la structure
vermiculaire et une absence totale de structure rectangulaire centrée. L’échantillon avec
17,5% d’AzPTES présente aussi uniguement la phase vermiculaire. Les différentes

techniques d’analyse utilisées convergent toutes vers ces mémes résultats.

L= 1IN
80



Intensité (unité arbitraire)

1 10 100 1000

Az 0%
q,(nm?)

X| E
- | =
@
N
<
X E
n| 3
N
<

Az 10%
g, (hm™)

a, (nm)

Az 17,5%

0 0,5 1 1,5 2
Intensité (unité arbitraire)

Figure 48 — Clichés GISAXS, AFM (1 x 1 um) et MET de réseaux de microplots imprimés avec des
sols contenant 2,5% de TFTS et respectivement 0%, 1%, 5%, 10%, et 17,5% d’AzPTES
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De plus, lorsqu’il estimprimé en mode trapéze (Figure 49-b et c), I'échantillon avec 5%
d’AzPTES ne montre qu’une faible proportion de vermiculaire, par rapport a un échantillon
imprimé avec 10% d’AzPTES qui donne une structuration uniguement vermiculaire dans les
mémes conditions (cf. Figure 45, page 76). Ceci montre que pour un taux d’AzPTES de 5%,
le sol est moins sensible a la stratégie de dép6t, i.e. aux cinétiques d’évaporation du
solvant, et indique une organisation rapide des micelles cylindriques sous forme de
domaines, lors du mécanisme d’auto-assemblage. C’est aussi pour 5% d’AzPTES que
'anneau de diffusion est d’intensité la plus faible en GISAXS, ce qui dénote une bonne
organisation, et une structuration dans une direction préférentielle, par rapport aux échantillons
avec 0% et 1% d’AzPTES, qui présentent des domaines de structuration rectangulaire centrée

dans des directions totalement aléatoires (visible par la forte intensité de 'anneau de diffusion).

a)

2.6 nm 3.5nm

-2.1nm -3.2nm -1.4 nm

Figure 49 — lllustration de la structuration observée par AFM (1 x 1 um) sur un échantillon
avec un taux d’AzPTES de 5% imprimé en mode libre (a) ou en mode trapéze (b)(c)

De plus, I'échantillon avec 15% d’AzPTES n’a pas été caractérisé, mais étant
intermédiaire entre 10% et 17,5% d’AzPTES qui donnent tous deux une structuration
vermiculaire, il est alors fort probable que la structuration des échantillons avec 15%

d’AzPTES soit vermiculaire.

Ainsi, la structuration de la porosité semble dictée majoritairement par la
formulation, c’est-a-dire le taux d’AzPTES introduit, par rapport a d’autres paramétres
liés au procédé. D’apres les études antérieures [36], le passage de la structure
rectangulaire centrée a la structure vermiculaire, qui intervient autour de 10%
d’AzPTES, serait liée au caractére hydrophile de I’AzPTES, en influant sur la courbure

des interfaces.
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11.6.1.2. Etude des paramétres du réseau poreux en fonction du taux d’AzPTES

Il est possible que le taux d’AzPTES ait une influence sur la morphologie des pores.
Les analyses GISAXS ne permettent pas de déduire la taille des pores, surtout lorsque la
structure est complexe, avec par exemple des orientations de pores trés diverses malgré une
structure localement ordonnée, comme c’est le cas pour certains échantillons. Néanmoins, les
analyses GISAXS, contrairement aux observations MET, permettent d’estimer les distances
caractéristiques au sein du réseau poreux, et d’estimer le désordre au sein de la
structure. En effet, un anneau de diffusion large permet de montrer une structuration de
type vermiculaire désordonnée, la largeur de I'anneau étant liée a une disparité
importante au niveau des distances entre deux pores, dans la direction considérée. Par
ailleurs, un anneau de diffusion moins large est observé dans le cas d’'un échantillon avec 0%
ou 1% d’AzPTES (cf. Figure 48, page 81), qui met en évidence une structuration de type

rectangulaire centrée dont l'orientation des domaines n’est pas préférentielle.

De plus, il est possible d’estimer le désordre de la structure dans le plan du
substrat et hors du plan du substrat, en réalisant des coupes qui permettent d’estimer
les coordonnées gy et g, du vecteur de diffusion, relatives a I'interception de 'anneau avec
les axes vertical et horizontal (illustré en Figure 50). Il est a noter que, dans le cas de la
présence d’une structuration rectangulaire centrée, l'interception de 'anneau de diffusion avec
I'axe vertical correspond simplement a la position de la tache (02). La prémiére tache intense
sur la coupe horizontale (Figure 50-c) correspond a la réflexion sur le verre du faisceau incident
de rayons X, due a leur tres faible incidence, proche de I'angle critique de réflexion totale. Ce

faisceau induit également un dédoublement des taches (02) et (04).

d

—

g, (nm?)

(=}
-

OOt 900
100

a, (nm)

Intensité (unité arbitraire)
10

T
1

Figure 50 — Coupes effectuées afin d’estimer le désordre hors du plan et dans le plan pour les
échantillons, comme ici pour Az 0% (a) et Az 10% (b). Coupe verticale obtenue pour Az 0% (c).
Le dédoublement des taches observé est di a la réflexion du faisceau incident sur le substrat.
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Par ailleurs, 'analyse des coupes horizontales et verticales permet de déduire les
distances moyennes du réseau poreux, correspondant au désordre observé dans le plan et

hors du plan, inversement proportionnelles aux coordonnées gy et g, du vecteur de diffusion g

(%:?m@:

y

2—” ), afin de comparer le réseau obtenu suivant le taux d’AzPTES (Tableau 8).

Tableau 8 — Interception des coupes avec 'anneau de diffusion et distances entre pores
correspondantes : « dy » distance dans le plan du substrat et « d, » suivant la normale au substrat

Désordre dans le plan (intersection de Désordre hors du plan (intersection de
I’'anneau avec I’horizontale) I’anneau avec I’axe qz)
() d, () Ecart relatif () 4, (nm) Ecart relatif
gy (nm- y (nm gz (nm 2 (nm
(dy) (dz)
Az 0 %
o 0,538 11,68 / 0,868 7,24 /
(référence)
Az 1% 0,558 11,26 -3,6% 0,880 7,14 -1,4%
Az 5% 0,596 10,54 -9,8% 0,910 6,90 -4,7%
Az 10% 0,615 10,22 -12,5% 1,000 6,28 -13,3%
Az 17,5% 0,556 11,30 -3,3% 0,842 7,46 +3,1%

D’aprés I'étude de ces résultats, il est a remarquer que, hormis pour 17,5% d’AzPTES
(cas particulier qui sera traité aprés), lorsque le taux d’AzPTES augmente, la distance
entre deux pores diminue, que ce soit dans le plan du substrat (dy) ou bien dans la
direction normale au substrat (d,).

Cette diminution de la distance entre pores pourrait résulter de deux
phénoménes antagonistes :

(i) la taille des pores diminue avec le taux d’AzPTES

(i) I’épaisseur des murs de silice augmente avec le taux d’AzPTES

Le premier phénoméne s’expliquerait par le fait que la courbure des micelles est
majoritairement dictée par la nature du tensioactif, i.e. le ratio entre les chaines hydrophiles et
hydrophobes (neo/neo) du tensioactif considéré [24]. Elle est aussi dictée par le rapport
« tensioactif/Si » [21], [61], [62], car la courbure des micelles augmente lorsque la quantité
de silice totale augmente, i.e. quand le taux d’AzPTES augmente. L’augmentation de la
courbure des micelles se traduit alors inversement par une diminution faible de la taille

des pores.
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Par ailleurs, concernant la seconde hypothése, il est possible que la taille des murs de
silice soit plus élevée lorsque le taux d’AzPTES augmente. En effet, la RMN liquide du #Si a
permis de montrer que la condensation des oligoméres est favorisée lorsque le taux
d’AzPTES augmente (cinétiqgue Q2> Qs plus rapide pour 15% d’AzPTES par rapport a8 10%
d’AzPTES, page 61), ce qui donne des oligomeres de plus grande taille et une
augmentation de la fraction volumique occupée par la silice [60]. Il en résulterait alors

une augmentation de la taille des murs de silice.

Il est aussi a noter que lors du traitement de consolidation thermique, les murs
de silice subissent une contraction qui intervient suivant I’axe normal au substrat [9].
La variation observée pour la distance entre les pores fait donc intervenir en paralléle les deux
phénomeénes de fagon compétitive : la diminution de la taille des pores et 'augmentation de

I'épaisseur des murs de silice avec le taux d’AzPTES.

En considérant les taux d’AzPTES de 0%, 1% et 5%, il est possible de noter une
contraction plus importante dans le plan (respectivement -3,6% et -9,8%) plutét que hors du
plan (respectivement -1,4% et -4,7%), qui se traduit par une diminution de la taille des pores
plus importante par rapport a 'augmentation de I'épaisseur des murs de silice. En revanche,
pour 10% d’AzPTES la tendance s’inverse : |la contraction est plus importante hors du plan
(-13,3%) plutdt que dans le plan (-12,5%), qui traduirait alors que la diminution de la taille des
pores n’intervient plus et que seule intervient la contraction de I'épaisseur des murs suivant

'axe normal au substrat. Ces comportements sont illustrés en Figure 51.

Az 0% & Az 1% =» Az 5% Az 5% = Az 10%

I I | |
@ | G ® | | @

Légende :

7 == Diminution de la taille des pores
L, y =% Augmentation de la taille des murs
=== (Contraction liée a la consolidation
La largeur des fléches retranscrit l'intensité du mécanisme

Figure 51 — Schéma décrivant les phénomenes mis en jeu par augmentation du taux d’AzPTES,
entre 0, 1 et 5% (a) et le passage de 5% a 10% (b)

Concernant le cas particulier du taux d’AzPTES de 17,5%, par comparaison avec
le sol possédant 0% d’AzPTES, il y a une contraction dans le plan du substrat, liée a la
diminution de la taille des pores, mais qui est plus faible pour 17,5% d’AzPTES (-3,3%) par
rapport aux autres taux d’AzPTES, comme par exemple pour 10% d’AzPTES (-12,5%). De

plus, il y a une dilatation hors du plan du substrat (+3,1%), qui pourrait s’expliquer par
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une épaisseur des murs bien plus importante pour le sol avec 17,5% d’AzPTES. Ceci
expliquerait notamment pourquoi la contraction est plus faible dans le plan du substrat, malgré
des pores plus petits a fort taux d’AzPTES (du fait de la diminution du rapport F127/Si).

Cette hypothése concernant une taille de murs bien plus importante pour le sol
Az17,5% est a mettre en regard avec les résultats mis en avant dans le cadre de I'étude par
RMN liquide du 2°Si. Ces résultats avaient montré une forte condensation initiale du sol
possédant 17,5% d’AzPTES, notamment au niveau des espéces T,, avec un risque que
plusieurs molécules d’AzPTES aient co-condensé ensemble (cf. 811.4.1.1.3, page 62). La
présence d’espéces T, co-condensées expliquerait qu’il se produise un changement dans la
morphologie des oligomeres, a savoir une taille d’oligomeéres plus importante et une
condensation des oligoméres plus « longitudinale » que réticulaire, et qui se traduirait

alors par une augmentation importante de la taille des murs de silice dans le mésoporeux.

11.6.1.3. Conclusion sur I'organisation de la structuration en fonction du taux d’AzPTES

En conclusion, 'augmentation du taux d’AzPTES entraine une disparition de la phase
rectangulaire centrée au profit d’'une proportion de phase vermiculaire plus importante. Il
semblerait y avoir un point d’équilibre autour de 10% d’AzPTES, du fait de la présence des
deux structurations parfois obtenues, mais avec une forte dépendance vis-a-vis du taux
d’humidité pour ce taux d’AzPTES. Un taux de 5% d’AzPTES semble idéal pour stabiliser la
phase rectangulaire centrée, qui présente alors moins de désordre que des échantillons

imprimés avec un taux d’AzPTES inférieur.

L’étude a permis de montrer que Paugmentation du taux d’AzPTES a une influence
sur la courbure des micelles lors du mécanisme d’auto-assemblage et résulte en deux
phénomeénes singuliers : une diminution de la taille des pores, du fait d’'un rapport
tensioactif/Si moins important, mais aussi une augmentation de I’épaisseur des murs
de silice, du fait d’'une forte condensation des oligoméres de silice du systéme. Ceci

s’illustre trés bien pour les taux d’AzPTES de 0 a 10%.

En revanche, pour un taux d’AzPTES de 17,5%, la structure est singuliére et
présente une dilatation importante de la structure par rapport au sol de référence, qui
dénote en réalité une épaisseur des murs de silice beaucoup plus importante pour
17,5% d’AzPTES.

La structuration de la porosité est donc fortement influencée par le taux
d’AzPTES, mais est aussi influencée par d’autres facteurs. L’étude de tests croisés permet
de déterminer la prédominance de facteurs par rapport a d’autres, dans la détermination de

cette structuration de la porosité.
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Il.7. Importance relative des différents facteurs sur la structuration : tests croises

D’aprés I'étude de linfluence des facteurs réalisée, ainsi que grace a des tests croisés

supplémentaires, la prédominance de certains facteurs sur d’autres a été observée :

- Le taux d’AzPTES a une plus forte influence que le taux d’humidité : ceci a été montré
sur un échantillon avec 5% d’AzPTES, qui donne une structuration globalement
rectangulaire centrée, malgré un taux d’humidité bas, de 35%. En effet, un faible taux
d’humidité aurait tendance a favoriser plutét la structuration vermiculaire, mais ce n’est pas
le cas pour 5% d’AzPTES.

- Le taux d’AzPTES a une plus forte influence que I'effet du nombre de couches,
’espacement entre les plots ou la stratégie de dépot (libre ou trapéze) : en effet, un
échantillon avec 1% d’AzPTES imprimé avec 10 couches en mode trapéeze (avec un
espacement de 40 um et une humidité relative de 42%) a toujours montré la structuration
rectangulaire centrée en surface (Figure 52-a). D’autre part, un échantillon avec 17,5%
d’AzPTES imprimé avec 2 couches en mode libre et avec un espacement entre plots
de 30 um, donne uniquement la structuration vermiculaire (Figure 52-b), alors que les

parameétres d’impression favoriseraient une structure rectangulaire centrée.

1,5 nm

-5,9 nm

Figure 52 — Scans AFM (1 x 1 um) de la surface d’un microplot imprimé sur lamelle de verre dans les
conditions suivantes : Az1%, N10, trapéze, E40, HR42% (a) et Az17,5%, N2, libre, E30, HR37% (b)

Ainsi, il a été montré qu’en-dessous de 5% d’AzPTES, la structuration est
majoritairement rectangulaire centrée. Au-dessus de 10%, la structuration est
majoritairement vermiculaire. L’étude de la prédominance des autres facteurs n’a ainsi pu

étre mise en évidence que pour un taux d’AzPTES de 10%.
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Pour 10% d’AzPTES, la prédominance des facteurs s’exprime de la fagon suivante :

- Le type de réseau a une plus forte influence que I'espacement entre les plots
(paragraphe 11.5.2, page 69) : démontré par comparaison entre un réseau hexagonal
avec un espacement de 70 um (structuration rectangulaire centrée) et un réseau carré
avec un espacement de 40 um (structuration vermiculaire). Cette conclusion découle
indirectement de la concentration en solvant lors de I'évaporation : les vapeurs sont plus
condensées pour un réseau hexagonal que pour un réseau carré, ce qui explique une
structuration rectangulaire centrée favorisée dans le cas du réseau hexagonal par rapport

au réseau carreé.

- Le nombre de couches a une plus forte influence que I'espacement entre les plots :
ceci est déduit indirectement du fait que la structuration change trés brusquement entre
des nombres de couches de 5 et 10 (paragraphe 11.5.5, Figure 47, page 78), tandis que
la structuration ne change que trés peu pour des espacements entre plots de 40, 70
et 100 um (paragraphe 11.5.3, Figure 43, page 73). De plus, quel que soit 'espacement, et
dans des conditions d’hygrométrie favorables, les premiéres couches déposées ont

toujours été trés bien organisées, parallelement au substrat.

En conclusion, la prédominance des facteurs a permis de classer ces parameétres
par ordre d’importance décroissante, ceci afin de prédire la structuration obtenue en
fonction des parametres choisis, et de garantir une reproductibilité du procédé en vue

de son industrialisation.

La classification avec les facteurs par ordre d’importance décroissante est :

- Le taux d’AzPTES

- Lenombre de couches

- Letype deréseau (hexagonal ou carré centré)

- L’espacement entre les plots et la stratégie de dépot (libre ou trapéze)

Des tests complémentaires permettraient de déterminer comment classer le parameétre
de 'humidité relative, afin éventuellement de pouvoir s’en affranchir d’'un point de vue

industriel.
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I1.8. Vers une étape de pré-industrialisation : influence du traitement de consolidation

L’étape de recuit post-impression est importante pour la résistance du matériau,
car cette étape fige la structuration de la porosité et vise a garantir une bonne tenue
mécanique des microplots. Néanmoins, une casse des microplots est observée apres
fonctionnalisation, qui peut étre liée a des contraintes mécaniques internes apparaissant lors
de la consolidation. En effet, les données GISAXS ont permis de montrer qu’une contraction
intervient suivant la normale au substrat [9], c’est-a-dire que les plots sont en compression
suivant la normale au substrat. Il en résulterait alors des forces de traction tangentielles, le
long de la surface des plots. Ce sont ces forces qui peuvent expliquer la casse des plots, telle
gu’observée en MEB (Figure 53).

La morphologie des plots
cassés montre une casse qui est
intervenue au centre du plot, sans que
les fissures ne touchent les bords. Ce
sont donc bien des forces de
traction le long de la surface des
plots, du centre du plot vers

I’extérieur, qui sont a I'origine de la

casse observée.

Figure 53 — Casse des plots observée au MEB

Dans un objectif d’industrialisation du procédé, il est évident que la casse des
microplots doit étre évitée a tout prix, afin que des morceaux ne restent pas a l'intérieur du
patient, lors d’'une observation endoscopique avec la sonde imprimée de plots. Il y a donc
nécessité d’adapter le traitement thermique, qui engendre les contraintes thermo-mécaniques

au niveau des microplots.

D’autre part, en vue de lindustrialisation, il serait intéressant de pouvoir mettre
directement en consolidation des échantillons fraichement imprimés, plutét que d’attendre
guelques jours avant consolidation. C’est pourquoi, I'impact du temps de séchage avant

consolidation sur le réseau poreux et la structure de la mésoporosité sera étudié.

Le traitement de consolidation en étuve est également long, a une échelle de production
industrielle (64h de traitement). Un nouveau procédé de recuit, le recuit photonique (cf.
Annexe 8), pourrait permettre de réduire ces temps de traitement et sera donc étudié.
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[1.8.1. Influence du temps de séchage avant recuit sur la structuration de la porosité

Dans un but d’industrialisation du procédé, il est intéressant de pouvoir diminuer au
maximum tous les délais liés au procédé, et donc de réduire le temps entre I'impression des

échantillons et leur consolidation, qui est habituellement de 2 a 3 jours.

Dans les conditions usuelles, les échantillons sont imprimés a 48h de vieillissement
et consolidés 3 jours aprés impression. D’autres conditions ont été testées, a savoir
une impression au bout de 24 h de vieillissement, pour une consolidation 3 jours aprées
impression ou 1 heure aprés. Ceci a été réalisé avec un sol présentant 10% d’AzPTES et
2,5% de TFTS, imprimé selon des conditions dites « standards » : un réseau hexagonal de
plots de 5 couches espacés de 40 um, imprimés en mode continu et avec une humidité relative
autour de 40%. Ces échantillons ont ensuite été caractérisés par GISAXS et AFM (Figure 54).

Impressiona 48h Impression a 24h Impressiona 24h
Consolidation 3 jours aprés Consolidation 3 jours apres Consolidation 1 heure aprés

1000

100

Intensité (unité arbitraire)
10

2.5 nm 2.3 nm

-2.3 nm -2.0 nm -2.5nm

Figure 54 — Clichés GISAXS et scans AFM (1 x 1 um) d’échantillons imprimés avec un sol Az10%
imprimé : a 48 h de vieillissement et consolidé 3 jours aprés (a), a 24 h de vieillissement et
consolidé 3 jours apres (b) et a 24 h de vieillissement et consolidé directement aprés impression (c)

Comme observé précédemment, I’échantillon imprimé a 48 h de vieillissement et
consolidé 3 jours aprés impression montre la présence de la phase rectangulaire
centrée, visible a la fois sur le cliché GISAXS par les taches de diffusion (11), (02), et (13),
mais aussi par I'analyse de surface en AFM (Figure 54-a et Figure 54-d). Cet échantillon
présente trés peu de désordre dans sa structure, ce qui est visible a la fois par un
anneau de diffusion de faible intensité, ainsi qu’une zone (un « halo ») entre ’'anneau et

le faisceau réfléchi qui est d’intensité tres faible (intensité < 10, Figure 54-a).
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D’autre part, I’échantillon imprimé aprés 24 h de vieillissement et consolidé 3 jours
aprés impression présente également la structure rectangulaire centrée, comme le
montre le cliché GISAXS et le scan AFM en surface également (Figure 54-b et Figure 54-e).
Par ailleurs, cet échantillon est plus organisé que I’échantillon imprimé a 48 h de
vieillissement et consolidé 3 jours aprés, en raison d’une intensité plus importante des
taches de diffusion, synonyme d’une proportion de phase rectangulaire centrée plus
importante. Il est & noter que la phase rectangulaire centrée de ces deux échantillons
présente néanmoins un réseau poreux similaire, les taches de diffusion étant aux mémes

positions (qy ; gz) pour ces deux échantillons.

Enfin, I’échantillon imprimé a 24 h de vieillissement et consolidé directement
aprés impression montre aussi la présence de la phase rectangulaire centrée, par une
intensité forte des taches de diffusion (11) et (02). Néanmoins, cet échantillon présente
également une structure trés désordonnée, visible sur le scan AFM par l'apparition en
surface de la phase vermiculaire (Figure 54-f), mais également sur le cliché GISAXS par un
anneau de diffusion intense, et une intensité importante de part et d’autre de cet anneau
de diffusion (un « halo » d’intensité d’environ 100, Figure 54-c). Ceci traduit une disparité
forte au niveau des distances entre deux pores. D’autre part, les taches (11) et (02) sont
situées aux mémes positions en gy par rapport aux deux autres échantillons, mais avec des
valeurs de g, moins importantes. Cela revient a dire que les pores sont espacés de laméme
facon dans le plan du substrat, mais que selon la normale au substrat il y a une

contraction moins forte, par rapport a des échantillons consolidés 3 jours aprés impression.

Le désordre généré ainsi que la contraction plus faible s’expliquent alors par le fait que
I’échantillon mis directement en consolidation a subi un traitement brutal. En effet,
I'échantillon a été mis directement a 130 °C, sans qu’il n’y ait de rampe de montée en
température, ce qui a ainsi figé la structure et explique aussi la grande disparité observée au
niveau des distances caractéristiques du réseau poreux (i.e. un anneau de diffusion tres étalé
et de forte intensité). Ceci a néanmoins permis de montrer qu’il est possible d’obtenir la
phase vermiculaire en surface par ce moyen, tout en conservant une phase

rectangulaire centrée qui serait localisée au coeur du microplot.

Néanmoins, cette méthode n’est pas utilisable industriellement car génére trop
de disparités dans les distances entre deux pores, ce qui ne serait pas reproductible au
niveau des échantillons préparés. Dans le cadre d’un traitement de consolidation en
étuve, il faut donc maintenir un temps d’attente de 2 a 3 jours entre I'impression et la
consolidation. Un autre mode de recuit, le recuit photonique, présenterait I'avantage de

réduire la durée de consolidation.
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[1.8.2. Influence du type de recuit : essais par recuit photonique

Le recuit photonique (cf. Annexe 8) est un nouveau type de recuit qui consiste a
exposer les échantillons a un flash lumineux de haute intensité, de faible durée (de I'ordre de
quelques millisecondes) et sur une large plage de longueurs d’onde, du fait de I'utilisation
d'une lampe Xénon. Ce type de recuit s’avere particulierement intéressant pour le
traitement post-impression de dépdts réalisés par impression jet d’encre [63]. Cette
technique posséde I'avantage de dissiper la chaleur rapidement au niveau du substrat, grace
a des pulses de tres faibles durées, permettant de traiter des matériaux sur de nombreux
supports, (verres, plastiques, etc). Néanmoins, du fait d’'une forte énergie appliquée, des
problémes de décollage des dépdbts peuvent parfois étre observés, liés a 'adhésion des dépbts

sur le substrat [63].

Dans cette partie, les échantillons considérés ont été imprimés a partir d’un sol
contenant 17,5% d’AzPTES et 2,5% de TFTS, imprimés sur lamelles de verre avec un temps
de vieillissement de 48 h selon un réseau hexagonal. Les plots sont constitués de 5 couches
et sont imprimés en stratégie libre avec un espacement entre plots de 40 um.

11.8.2.1. Tests préliminaires de recuit et caractérisation par microscopie

Des premiers tests ont été réalisés sur un équipement X-1100 de la société Xenon sur
des échantillons imprimés le jour-méme (HR = 45%). Ces premiers tests ont consisté en une
étude exploratoire, avec un contréle visuel de la tenue mécanique, en effleurant la surface
avec un outil. Lorsque I'échantillon n’était pas consolidé, la tension a été progressivement
augmentée, puis le nombre de pulses, jusqu’a avoir des échantillons cohésifs. Les conditions
retenues pour consolider les plots sont : une tension maximale de 3000 V appliquée, un

pulse de durée 1 ms, répété 5 fois avec un temps d’attente de 500 ys entre chaque pulse.

Les échantillons ont été observés en microscopie optique et en MEB afin de voir si ce
traitement avait généré de la casse au niveau des microplots. Une opacification légere de
I'échantillon a été observée, ainsi que I'apparition de dendrites (Figure 55-a). L’analyse par
contraste chimique (mode CBS, Figure 55-b) a permis de voir que les dendrites sont de méme
nature chimique que celle du substrat. L’explication de ce phénoméne est donc liée a une
augmentation locale de la température au niveau des plots, qui est ensuite transmise
au substrat. Cet échauffement de température provoque alors la cristallisation du
substrat (lamelles de verre) a partir des plots, suivant une croissance dendritique dans le plan
du substrat. C’est d’ailleurs cette cristallisation du substrat qui explique son opacification. Afin
de s’affranchir de cette cristallisation, il faut alors augmenter le temps d’attente entre
les pulses, ce qui devrait permettre une meilleure dissipation d’énergie avant I'application du

flash suivant, et ainsi éviter une accumulation locale de chaleur.
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Figure 55 — Essais préliminaires de recuit photonique montrant une cristallisation type dendritique
du substrat (a), et observation MEB en mode CBS (d).

Des tests supplémentaires ont alors été réalisés sur un autre équipement mis a
disposition par la société Ceradrop, équipée de cette technologie pour le recuit de matériaux
réalisés par impression jet d’encre. Afin d’étudier I'influence du recuit sur la fonctionnalisation
ultérieure, les dépdts ont été réalisés sur des wafers de silicium et des lamelles de verre. Afin
d’éviter la cristallisation du substrat, le temps d’attente entre pulses a été fortement augmenté
a 6 secondes (contre 500 us auparavant), toujours pour une tension appliquée de 3000 V, un
pulse de 1 ms, répété 5 ou 15 fois. La microscopie optique n’a alors montré aucune
cristallisation des substrats. Par ailleurs, I'étalement des plots sur le substrat est plus important
en utilisant le recuit photonique (Figure 56). Ceci peut s’expliquer par une diminution de la
viscosité du dépot, en lien avec une augmentation locale de température. En effet, le systeme

n’est pas figé aprés impression et les dépbts sont libres de s’étaler davantage sur le substrat.

Recuit standard en étuve & 130°C ‘ ‘ Recuit photonique : 5 pulses a 3000V I ‘ Recuit photonique : 15 pulses a 3000V

Apreés consolidation

‘ Aprés fonctionnalisation click

Figure 56 — Images en microscopie optique d’échantillons consolidés 1 h aprés impression
par recuit en étuve a 130 °C (a)(d), par recuit photonique avec 5 pulses (b)(e) ou par recuit
photonique avec 15 pulses (c)(f), aprés consolidation et aprés fonctionnalisation

Apreés consolidation, il est possible d’observer qu’il y a de la casse sur les échantillons
recuits en étuve a 130 °C (Figure 56-a), alors qu’il 'y en a presque pas sur les échantillons
qui ont subi le recuit photonique (Figure 56-b et c).
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Apreés fonctionnalisation par chimie click (cf. Chapitre IIl), ou les échantillons sont
immergés dans des solvants chauds durant 24 4 48 h, de la casse est observée. L’échantillon
consolidé en étuve présente une casse plus importante qu’aprés consolidation, bien
gue dans des proportions acceptables (< 10%). En revanche, un échantillon consolidé
par recuit photonique avec 5 pulses présente beaucoup de casse des plots (> 40%), bien
qgue celle-ci ne génére pas de décollement de morceaux de plots, mais uniquement une
fissuration du centre des plots. Ceci peut étre d0 & une rigidité trop faible du réseau poreux,
ainsi qu’a des contraintes internes trop fortes. Celles-ci seraient alors relachées par fissuration
sous l'effet du solvant et des forces capillaires importantes, lorsque les échantillons sont sortis
du milieu click. Par contre, un échantillon consolidé par recuit photonique avec 15 pulses
montre une bonne intégrité de la structure des plots, avec une faible casse (< 5%) et pas

de décollement de morceaux de plots.

L’échantillon consolidé par recuit photonique avec 15 pulses a donc été mieux
consolidé que les deux autres échantillons. Ceci pourrait s’expliquer par une consolidation
plus aboutie sur des échantillons traités par recuit photonique, lorsque la puissance de recuit
est suffisante, conduisant a une meilleure tenue mécanique des murs de silice et par

conséquent a une meilleure rigidité de la structure poreuse.

11.8.2.2. Influence du recuit photonique sur la structuration de la mésoporosité

L’intégrité de la porosité doit étre étudiée, car il est est possible que le recuit
photonique engendre un phénoméne de bouchage des pores et mette en défaut la
fonctionnalisation du matériau, qui est conditionnée par I'accessibilité des pores. Dans ce but,

des échantillons ont été caractérisés apres recuit en AFM et GISAXS (Figure 57).

Les clichés GISAXS montrent que la structuration est vermiculaire pour tous les
échantillons. En revanche, les échantillons consolidés par recuit photonique présentent
un anneau de diffusion dont I'amplitude en q, est plus faible comparativement a ceux
traités en étuve. Ceci correspond a un réseau poreux plus dilaté selon la normale au
substrat, car le recuit photonique aurait tendance a figer le systéeme. Ce phénomene est plus
marqué pour I'échantillon recuit avec 5 pulses, mais sa rugosité de surface est assez différente
de celle des deux autres échantillons (Figure 57-b). Ceci suggére que le recuit n’est pas tout
a fait terminé, ce qui serait en accord avec une casse accentuée sur ces échantillons lors des
traitements post-consolidation (Figure 56-¢€). Pour I'échantillon recuit avec 15 pulses, il semble
qu’il soit bien consolidé, avec un état de surface similaire aux échantillons recuits en étuve,

comme le montre l'utilisation d’une échelle de couleur adaptée en AFM (Figure 57-a et c).

La porosité est donc maintenue avec le recuit photonique, et les échantillons ne

subissent pas de contraction aussi élevée que dans le cas du recuit en étuve.
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Figure 57 — Images AFM (1 x 1 um) et clichés GISAXS d’un échantillon consolidé : par recuit standard
en étuve (a)(d), par recuit photonique avec 5 pulses (b)(e) ou 15 pulses (c)(f)

11.8.2.3. Influence du recuit photonique sur la chimie du matériau et sur la
fonctionnalisation

Concernant la signature chimique des dép6éts, il est possible que la chaleur

appliquée au cours du recuit photonique altére les fonctions organiques, notamment les

fonctions azotures (-N3) qui permettent la fonctionnalisation post-impression des

dépodts. Les échantillons imprimés sur wafers de silicium ont alors été caractérisés par

infrarouge en transmission (FTIR). Les spectres ont été normalisés par rapport a l'aire totale

(Figure 58). Des différences sont notables au niveau de la signature de ces trois échantillons.

Absorbance (U.A.)

— Consolidation en étuve

— Recuit Photonique 5 pulses
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Figure 58 — Spectres infrarouge d’un échantillon consolidé en recuit standard en étuve,
par recuit photonique avec 5 pulses ou bien par recuit photonique avec 15 pulses

1 1
95



La bande azoture a 2100 cm est toujours présente sur les 3 spectres, mais est
d’intensité plus faible pour le recuit avec 15 pulses, signe qu’une altération des fonctions

azotures a lieu lors de l'utilisation du recuit photonique, bien qu’elle soit faible.

D’autre part, les échantillons ayant subi un recuit photonique montrent des liaisons plus
fortes entre 3000 et 2800 cm™, mais aussi I'apparition de deux bandes a 1470 et 1380 cm™,
et entre 1300 et 1000 cm™ une enveloppe du spectre (ensemble de bandes) d’intensité plus
importante. Le recuit photonique a donc une influence sur la chimie des dépots. Il est
possible que les variations observées soient dues a des altérations des liaisons -CH; et -CHs,
majoritairement présentes au niveau du tensioactif F127. Il est donc possible que le
tensioactif F127, en tant que polymére, subisse une altération sous I’effet d’une trop
forte température, qui modifie sa chimie. En effet, I'intensité des bandes d’intérét diminue

fortement aprés lavage de la porosité et click (cf. Figure 59).

Enfin, il semblerait que la condensation soit incompléte dans le cas des
échantillons recuits photonique. En raison d’'une variation des bandes entre 1300 et 1000
m1, il n’est pas possible de raisonner directement sur la bande Si-O-Si située a 1100 cm™.
Cependant la bande des liaisons Si-O-Si a 800 cm™ est moins importante et la bande Si-OH
située a 946 cm est plus importante pour les échantillons recuits photonique, par rapport a

I'échantillon recuit en étuve. Ces éléments traduisent une condensation incompléte [64].

11.8.2.4. Influence du recuit photonique sur la fonctionnalisation par chimie click

En ce qui concerne le potentiel de fonctionnalisation, des échantillons recuits par
photonique et recuits en étuve ont été clickés (cf. Chapitre IIl) par le pentynoate de NHS
(Figure 59), aprés lavage de la porosité, et ont été caractérisés par infrarouge en transmission
(Figure 60).

/ o)
T CuSC,.5H,0
N
|« B, Ascorhale de sodium
/ /5| N\N, + ,/// o O-.5|
@ =, Dmsotzo 11

Pentynoate de NHS
(NHS aleyne)

Figure 59 — Réaction click azotures-alcynes du pentynoate de NHS
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Figure 60 — Spectres infrarouge d’échantillons apres réaction click pour différentes conditions de
recuit. Spectre infrarouge d’un échantillon lavé mais non-clické pour comparaison.
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La diminution observée pour la bande azotures a 2100 cm™ et 'apparition des bandes
spécifiques du groupement NHS, notamment la bande de la liaison C=0 ester a 1734 cm™*
ainsi que les amides aromatiques Il autour de 1570 cm?, témoignent de la réaction de
fonctionnalisation spécifique des azotures (-N3) avec les alcynes (liaison terminale -C=CH) du
pentynoate de NHS. L’atténuation de la bande azotures est plus importante pour les
échantillons ayant subi un recuit photonique par rapport aux échantillons recuits en
étuve, ce qui traduit une fonctionnalisation plus efficace grace au recuit photonique.
Cette meilleure fonctionnalisation des échantillons recuits par photonique s’expliquerait par
une meilleure accessibilité des fonctions azotures situées dans les pores, du fait d’'une

structure plus dilatée, comme I'ont montré les résultats GISAXS (cf. §11.8.2.2, page 94).

11.8.2.5. Conclusions sur le recuit photonique

Il apparait donc que le recuit photonique permet de consolider les microplots de
silice, sans donner lieu a une contraction forte du matériau, comme dans le cas d’une
consolidation thermique en étuve. L’intégrité des microplots semble meilleure avec un
nombre élevé de pulses (15 pulses par exemple ont été testés), car de la casse est par
exemple présente pour 5 pulses, du fait de 'immersion des échantillons dans la solution click.
Par ailleurs, les fonctions azotures sont maintenues et permettent une meilleure

fonctionnalisation du matériau, grace a des pores plus accessibles.

Ces travaux ont permis de démontrer 'intérét certain d’utiliser le recuit photonique
pour la consolidation des réseaux mésoporeux imprimés par impression jet d’encre.
Cette technologie présente un intérét fort en vue de lindustrialisation du procédé car elle

permettrait de réduire considérablement les temps de traitement consacrés a la consolidation.
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[1.9. Conclusions générales sur la structuration de la mésoporosité

L’étude de I'influence des paramétres liés au procédé d’'impression jet d’encre a permis
de mieux comprendre leur incidence sur la structuration de la mésoporosité et de garantir une
reproductibilité & une échelle industrielle. Par ailleurs, des contrbles au niveau des échantillons
sont inenvisageables dans une optique de suivi en cours de fabrication, de par le codt
engendré. Aussi, I’étude de l'influence des paramétres liés au procédé a permis de

déterminer une stratégie pour obtenir systématiquement la structuration recherchée.

Quel que soit le type de structuration de la mésoporosité retenu (vermiculaire ou
rectangulaire centrée), il est important de maximiser la densité de plots en vue de pouvoir
fonctionnaliser au mieux le matériau lors des étapes post-impression. Ceci impose d’opter
pour un réseau de type hexagonal avec un espacement le plus petit possible, tout en
évitant la coalescence des plots entre eux (typiquement 40 um). Le facteur le plus
déterminant sur I'organisation de la structuration est |le taux d’AzPTES introduit dans
I’encre. Il existe un taux d’AzPTES entre 5 et 10% qui garantit 'existence des deux types de
structurations (vermiculaire et rectangulaire centrée). Toujours afin de fonctionnaliser au mieux
le matériau aprés impression, il faut garantir un taux d’AzPTES maximum par rapport a la
structuration recherchée. En effet, a ce stade une question subsiste, qui est de savoir si 'un
des types de structuration permet ou non une meilleure fonctionnalisation par chimie click et

un meilleur greffage de biomolécules, comme envisagé pour I'application.

Si la structure de type rectangulaire centrée est recherchée, cela impose les
conditions suivantes : un taux d’AzPTES inférieur a 10%, un taux d’humidité relative d’environ

40%, pour un mode d’'impression en stratégie libre et un faible nombre de couches (de 1 a 5).

Si la structuration de la mésoporosité de type vermiculaire est recherchée, les
parameétres devront étre ajustés de la fagon suivante : un taux d’AzPTES supérieur a 10% et
inférieur a 17,5% (qui correspond au taux limite de fonctions et a montré un comportement
difficile a contrdler). Idéalement, un taux de 15% d’AzPTES pourrait étre envisagé, car ce taux
permet un comportement sol-gel analogue au comportement a 10% d’AzPTES. Il est possible
que la structuration soit toujours vermiculaire pour ce taux, ou bien si ce n’est pas le cas, des
conditions favoriseraient son obtention : un taux d’humidité de 30% ou supérieur a 60%, une
stratégie de dépbt de type trapéze pour favoriser I'évaporation rapide du solvant et éviter la

formation de domaines organisés lors du mécanisme d’auto-assemblage.

Le recuit photonique a montré son utilité pour gagner un temps considérable dans la
consolidation des échantillons. Enfin, il reste a savoir quel type de structuration est le plus
favorable du point de vue des étapes de fonctionnalisation post-impression (chimie

click et greffage de protéines). Cet aspect est développé dans le chapitre suivant.
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Chapitre lll. Fonctionnalisation des microplots de silice mésoporeuse pour du
diagnostic de cancers précoces

Comme nous l'avons vu dans le chapitre I, la fonctionnalisation des microplots peut
étre réalisée par voie one-pot, en incorporant les éléments fonctionnels directement dans le
sol. Néanmoins, a chaque élément correspond un comportement sol-gel différent, ce qui
complexifie I'étude dans le cas de différentes fonctionnalisations. La fonctionnalisation par
silylation peut se révéler utile pour ne pas devoir réétudier le comportement de multiples sols
de compositions différentes. Une autre voie est cependant possible, et qui présente
I'intérét d’avoir une trés grande adaptabilité : la fonctionnalisation post-impression par

chimie click.

Les dépbts étant réalisés avec des fonctions azotures (-N3), comme vu au
chapitre Il, ils vont présenter le grand avantage de pouvoir étre fonctionnalisés par une
multitude de molécules présentant des fonctions alcynes (R-C=CH), comme dans le cas

du pentynoate de NHS.

[11.1. Etat de I’art : Chimie click et CuUAAC

[11.1.1. Principe de la chimie click

Le concept de chimie « click » ou « click chemistry » a été introduit a I'occasion des
travaux de I'équipe du Pr. Sharpless [1]. Ce concept désigne globalement un ensemble de
réactions modulables, a rendement élevé, spécifiques (pas de sous-produits ou facilement

séparables) et faciles de mise en ceuvre.
Plusieurs types de réactions click ont été définis (Figure 61) :

- Les cycloadditions d’espéces insaturées, notamment la réaction de
cycloaddition 1,3-dipolaire azoture-alcyne catalysée au cuivre (I) (CuAAC) et
de Diels-Alder.

- Les substitutions nucléophiles, notamment les réactions d’ouvertures
d’hétérocycles contraints, comme les époxydes, les aziridines, les sulfates

cycligues etc.

- Lachimie des carbonyles non-aldol, comme la formation d’urées, de thiourées,

d’hétérocycles aromatiques, d’oximes et éthers, d’hydrazones et d’amides.

- Les additions sur liaisons multiples C-C, i.e. les réactions d’oxydation,

d’époxydation, de dihydroxylation, d’aziridations et certaines additions de Michaél.
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Figure 61 — Réactions types de chimie click [2]

En particulier, la cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen est une réaction entre un
dipolarophile (alcene, alcyne, carbonyle, nitrile,...) et un composé 1,3-dipolaire (azoture, oxyde
de nitrile, diazo-alcane) qui conduit a la formation d’'un hétérocycle a 5 atomes. Néanmoins,
cette réaction nécessite des températures élevées (T > 100 °C) et n’est pas
stéréospécifique. En effet, la cycloaddition (2+3) entre un azoture et un alcyne conduit a un

mélange d'isoméres 1,4 et 1,5 du cycle triazole [3] (Figure 62).

1,2 3-triazoles

N
Ri~_ .~ R«\ /
P A N Ny \ N
R *N/ + R, —»
1\N/ — 2
azoture alcyne
régicisomére 1,4 reglmsomere 1.5

Figure 62 — Cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen entre un azoture et un alcyne terminal [3]

C’est en 2002 que Tornge et al. [4] ont utilisé des sels de cuivre (I) afin de catalyser

cette réaction, la réaction click azoture-alcyne catalysée au cuivre () ou CuAAC.

[11.1.2. Réaction click azoture-alcyne catalysée au cuivre (1) (CUAAC)

Par rapport a la cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen, qui est une réaction thermo-
activée, la CuUAAC présente I'avantage de pouvoir s’affranchir du chauffage et posséde une
propriété de régio-sélectivité en ne donnant que le régioisomeére 1,4 (Figure 63).

TN
1
N cu(l) Y S

v~
R4 //,N/ + =——R, —> 4

azoture alcyne terminal Ry
régioisomere 1,4
Figure 63 — Cycloaddition azoture-alcyne catalysée au cuivre (1) : CUAAC
Plusieurs mécanismes pourraient étre a I'origine de la formation du triazole. Un premier

modele a été proposé par Rostovtsev en 2002 [5] pour expliquer cette réaction (Figure 64).

L1 1B}
108



Dans un premier temps, il y aurait formation d’'un complexe cuivre-alcyne (2), suivi d’'un
complexe azoture-cuivre-alcyne (3). Celui-ci forme un cycle intermédiaire (4) avant de former

un triazole (5) qui va donner le triazole final de la réaction, par scission de la liaison Cu-C.
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Figure 64 — Mécanisme proposé par Sharpless et al. en 2002 pour expliquer la CUAAC [5], [6]

Cette proposition de mécanisme a été longuement débattue et revue plusieurs fois
depuis sa version initiale, notamment en tenant compte de davantage d’éléments. En effet,
Rodionov et al. ont proposé en 2005 la participation d’'un deuxi€éme atome de cuivre [7], mais
c’est en 2006 que Meldal et Tornge ont proposé un mécanisme plus complet et tenant compte
de deux voies possibles (Figure 65) [8] : l'intervention d’'un complexe de cuivre bi-nucléaire A
ou tri-nucléaire B, aprés formation du complexe cuivre-alcyne. Selon eux, le composé 3B
serait le seul composé pouvant expliquer clairement la régio-sélectivité absolue de la réaction
[8]. Cependant, les travaux plus récents de Worrell et al. [9] et Jin et al. [10] donnent plus de

crédibilité a un mécanisme impliquant deux atomes de cuivre.
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Figure 65 — Mécanisme proposé par Meldal et al. en 2006 pour la CUAAC
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Les espéces réactives dans ces mécanismes ne sont pas clairement identifiees. Cela
vient du fait que le cuivre peut former des complexes polynucléaires, de méme que le ligand
gui peut échanger facilement avec les centres de cuivre. Le mélange réactionnel contient
ainsi de nombreuses espéces organo-cuivres en équilibre, bien que la contribution
majeure soit accordée au composé cuivre-alcyne, dont sa nature lui permet de s’adapter

a une large gamme de milieux réactionnels [11].

[11.1.3. Principaux systémes catalytiques utilisés

Comme toute réaction click, la CUAAC est tres adaptable et peut se produire dans des
milieux réactionnels trés divers, ce qui permet facilement de modifier les solvants ou la
source de cuivre utilisés. Il est par exemple possible de travailler directement avec des sels
de cuivre (I), mais cela nécessite d'utiliser une base — qui peut étre mise en exces pour
maximiser le rendement —, surtout en milieu organique, afin de faciliter la formation du
complexe cuivre-alcyne [12]. Une source de cuivre (ll) peut aussi étre utilisée en présence

d’un agent réducteur, trés souvent 'ascorbate de sodium, introduit en excés [6].

Selon la source de cuivre utilisée, il est envisageable de travailler uniqguement en
milieu aqueux [13], ou uniquement en milieu organique [14]. Il y a aussi moyen de recourir
a des co-solvants (DMSO, THF, DMF, ...) afin de solubiliser des réactifs délicats ou sensibles
[15].

Meldal et Tornge ont proposé en 2008 une revue [8], qui répertorie les principaux

systémes catalytiques utilisés pour la CUAAC entre 2001 et 2008 (Tableau 9).

Tableau 9 — Récapitulatif des systémes catalytiques les plus utilisés en CuUAAC [8]

N.O. du Sels ou métaux Agent Base/sel Solvant
cuivre réducteur
Copeaux, Aucun Chlorure de | +-BuOH/H,O (1 :1),
Tournures, triéthylammonum | EtOH/H,O (1 :1),
0 Nanoclusters, H,O
Nanopoudres
Cul, Aucun Triéthylamine, THF,
Cu(CH3CN),PFs, 2,6-lutidine, DMF,
CuBr DIPEA, DMSO,
I CuBr(PPh;)s, PMDETA, Dichlorométhane,
CulP(OFt); HMTETA Toluéne,
Acétonitrile,
IL,O
CuS0..5H;0, Ascorbate  de | Aucune #-BuOH/H,O (1 :1),
1I Cu(OAc), sodium, EtOH/H,0 (1 :1),
Cuivre O DMSO/H,0 (1 :1),
0
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[11.1.4. Chimie click et applications en biologie

Pour des utilisations impliquant des modeles vivants, un des probléemes engendré par
la CuUAAC est la cytotoxicité du cuivre utilisé lors de la réaction. Ceci est tout particulierement
délicat avec I'utilisation de cellules ou de matériel biologique, et peut également dénaturer des
protéines ou encore dégrader 'ADN [16]. Ceci peut étre évité en privilégiant une réaction de
substitution sans cuivre, comme la cycloaddition azoture-alcyne promue par cycle tendu
(SPAAC) ou la réaction de Staudinger [17].

Une autre alternative est I'utilisation de ligands stabilisant le cuivre, comme le
TBTA, le THPTA [15], le BTTES [18] ou le BTTAA [19], qui protégent contre les perturbations
induites par les ions cuivre, en plus d’accélérer la cinétique de la réaction click. Enfin, aprés
réaction et en vue d’éliminer le cuivre, il est possible de complexer le cuivre avec du diéthyl-
dithiocarbamate de sodium (NaS.CN(C:Hs)2), le complexe fortement coloré ainsi formé

permet de mettre en évidence si le cuivre est totalement éliminé ou non.

Une fois la cytotoxicité du cuivre maitrisée et les conditions choisies, il est alors possible
de travailler avec des biomolécules par l'utilisation d’espaceurs [20], molécules
intermédiaires clickées, qui possedent des fonctions azotures ou alcynes a une extrémité et a

'autre extrémité des fonctions susceptibles d’interagir avec les biomolécules.

Une biomolécule de type peptidique ou protéine est constituée d’'une séquence linéaire
spécifique d’acides aminés, reliés par des liaisons peptidiques -[C=0-NH]-. Par exemple, 149
acides aminés sont répertoriés pour le séquencage de protéines [21]. Certains possédent des
fonctions réactives, comme la cystéine qui a des fonctions thiols (SH) réagissant avec des
fonctions maléimides, ou encore la lysine qui a des fonctions amines (NH-) réagissant avec
des fonctions NHS. La chimie click permet alors la fonctionnalisation spécifique

préalable au greffage de biomolécules particulieres (Tableau 10).

Tableau 10 — Méthodes de fonctionnalisation d’une biomolécule selon les fonctions ciblées

Acides Fonction dans la Fonction
Structure Espaceur
aminés protéine réactive
o
- Thiols (SH) Maléimide R—N o ° 4 b
Cystéine N e P g W (
o
o] 0, 5]
N-hydroxy- n—<
Lysine Amine (NHy) succinimide ester o—n o—H
(NHS ester) J — / ’\\:, J
- Acide (COOH) Amine R-NH, NN
,/ i ') My
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[ll.2. Travaux antérieurs sur la fonctionnalisation de microplots de silice par chimie
click catalysée au cuivre (I), suivie du greffage de biomolécules

[11.2.1. Evacuation du tensioactif F127

souhaitable de libérer au maximum la porosité en éliminant le

1) Passage des
vapeurs évaporées
du chauffe-ballon

Afin d’améliorer la réactivité des fonctions azotures, il est u

tensioactif F127 qui occupe les pores du matériau. Pour cela,

deux voies ont été testées au cours des précédents travaux, a

| 2) Tombée de

savoir (i) une dégradation par traitement thermique ou (i) £ iquide dans le
T . . = réservoir issu des
une élimination par lavage en soxhlet (Figure 66). § vaeurs condensées
Concernant IP’élimination par traitement thermique,
des analyses ATD/ATG ont montré que le F127 est éliminé a Py
partir de 200 °C sous atmosphére air [22]. Des tests de recuits =—

A 4
réalisés a 400-450 °C ont permis d’éliminer le tensioactif des o

Figure 66 — Principe de
fonctionnement d’'un montage
a des contraintes thermomécaniques au sein du matériau. a reflux type soxhlet

pores, mais avec une casse importante, trés probablement liée

Par ailleurs, I’élimination du tensioactif par lavage en soxhlet a été réalisée avec
différents solvants [23] (éthanol pur ou bien éthanol avec 1, 5 ou 10% volumique d’acide
chlorhydrique). L’efficacité du lavage a été quantifiée en infrarouge a transformée de Fourier
(FTIR), par diminution de I'aire des bandes entre 2850 et 2960 cm™, qui sont caractéristiques
des liaisons CH, et CHs majoritairement présentes dans le tensioactif. Le solvant retenu est
un mélange d’éthanol avec 5% volumique d’acide chlorydrique (HCI 37% dans de I'eau), jugé

suffisamment efficace pour éliminer le tensioactif, bien que de la casse persiste.

[11.2.2. Premiers tests de réaction click réalisés avec des alcynes modeéles

Les premiers tests de réaction click ont porté sur des alcynes modéles [23], a savoir
I'alcool propargylique (MW = 56,1 g/mol) et le pent-4-ynoate de méthyle (MW = 112 g/mol)
(Figure 67), ces deux composés présentant une structure trés simple ainsi que des fonctions

chimiques spécifiques facilement identifiables (alcool et ester).

e o =N

) ] — - | " \>‘j
i i Q
a /0—_/3, N%h; . Ascorbate de sodium / ‘—/SI M /
o, g

=y \ H,O/t-BUOH 1:1
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~
T S CuSO,.5H,0 cl’ ;":
O~—a A bate d dil O—g
b) / /S‘ N‘\N+ . \\/\'(O\ scorbate de sodium / /5' N o
a S H.Oft-BuOH 1:1 [
N N

o o—

Figure 67 — Réaction click de greffage de I'alcool propargylique (a) ou du pent-4-ynoate de méthyle (b)
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Le protocole de click fait intervenir des quantités en équivalents molaires, par rapport a
une mole d’azotures : 100 équivalents de sulfate de cuivre pentahydraté dans de I'eau distillée,
200 équivalents d’ascorbate de sodium dans de 'eau distillée et 30 équivalents d’alcynes dans
du tert-butanol. Ces solutions sont ajoutées et le tout est mis en contact avec les échantillons

durant 24 h sur une plateforme d’agitation (70 rpm) a température ambiante.

Des caractérisations FTIR ont été réalisées sur des échantillons clickés et montrent
'atténuation nette de la bande azoture, donc un trés bon taux de conversion de la réaction,
qui semble tres peu dépendant de la structuration de la porosité, comme le montrent les tests
réalisés avec différents sols (Figure 68). Cependant, ces résultats n’ont pas été obtenus pour
un unique type de sol, car le taux de TFTS a varié. Il faudrait alors le vérifier pour un unique
sol qui permette d’obtenir les deux types de structuration. De plus, les résultats présentent de
légeéres différences en fonction du type d’alcyne utilisé, ce qui peut étre lié a la taille de la
molécule et sa diffusion dans les pores du matériau (I'alcool propargylique est plus petit que

I'ester pent-4-ynoate de méthyle ce qui expliquerait une « meilleure » diffusion dans les pores).

Click d'alcool propargylique Click d’ester pent-4-ynoate de méthyle

- . Lt o
- --i [l =i

2200 2000 2200 2000 2200 2000 2200 2000

Figure 68 — Résultats des clicks d’alcool propargylique et d’ester pent-4-ynoate de méthyle réalisées
sur un sol TTfo05AZ0,10F0.006EsEt20 dOnnant une structuration vermiculaire (a)(c)
et sur un sol TTfo,025AZ0.10F0.006EsEt20 donnant une structuration rectangulaire centrée (b)(d) [23]

[11.2.3. Tests de click en vue d’une fabrication de biocapteur : click d’éthynyl ferrocéne

Le ferrocéne est utilisé pour son intérét dans la réalisation de biocapteurs enzymatiques
[24], ADN [25] ou immunocapteurs [26], [27], et a déja été intégré dans des biocapteurs
réalisés par sol-gel [28] ou avec de la silice mésoporeuse [29]. Le principe de détection repose
sur un changement de potentiel électrochimique par interaction d’oxydo-réduction entre un
analyte a détecter et un enzyme. Les travaux précédents [23] ont porté sur des tests de click

de I'éthynyl ferrocéne sur un réseau de microplots azotures (Figure 69).

EtO CuS0s.5H:0 E1O
= &3 Ascorbate de sedium
EtO }Si’v“ N, 4+ Y ————— EO }sr’\/“n; %
EtO — H:A/-BuOH 1:1 EtO M= @

Fe
=

Figure 69 - Réaction click entre 'AzPTES et I'éthynyl ferrocéne (MW = 210,05 g/mol)
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Le protocole consiste & mélanger 100 équivalents de sulfate de cuivre pentahydraté et
200 équivalents d’ascorbate de sodium dans de I'eau distillée, avec 30 équivalents d’éthynil

ferrocéne dans du tert-butanol. La réaction click dure 24 h sous agitation (70 rpm) a 'ambiante.

Des caractérisations par spectroscopie Plurenie F1Z7,  cy1) oo ooy Pluronic 127,

TFTS et AzPTE.S/ TFTS et AzPTES
(S ¥(-C-H)

Raman (Figure 70), réalisées sur un sol avec
10% d’AzPTES et 5% de TFTS, ont permis de
valider la réaction click de I'éthynil-ferrocene,

Ferrocéne
v(C=C)

|

grace a la bande présente a 1600 cm,
caractéristique des cycles cyclopentadiényles

Intensité Raman moyenne (a.u.)

d u ferrOCéne [30] . L a réaCt I on Cc I I Cc k d e 1050 1300 ‘ 1550 1800 2050 2300 2550 2800 3050

Nombre d’onde (cm!)

I’éthynyl-ferrocéne selon les conditions
o o o . Figure 70 — Spectres Raman d’un microplot de
décrites a donc été validée. Ce résultat a 5 couches (TTfo,0sAZ10Fo.006EsEt20) :

permis d’étendre I'étude a d’'autres types de apres libération de la porosité (A) et apres

. . réaction click avec I'éthynyl-ferrocéne (B) [30
capteurs biochimiques. yny (B) [30]

[11.2.4. Tests de click pour du diagnostic de cancers : click du pentynoate de NHS

Les études antérieures [23] ont permis d’entreprendre la réalisation de capteurs
biologiques pour du diagnostic de cancers, en fonctionnalisant les échantillons par des
protéines, qui possedent un grand nombre de fonctions amines (-NH.). Pour cela, il est
nécessaire de fonctionnaliser le matériau avec des fonctions NHS grace a une molécule

espaceur, le pentynoate de NHS (MW = 195 g/mol) (Figure 71).

o
9 o PN
T CuSO,5H,0 ‘IT/ ;,“ﬁN
N -
/o‘_/s‘ N“{‘\N+ . % - d Ascorbate de sodium /D“‘—/SI N / s} d
\\""Nﬁ o DMSOH,0 1:1 o

Pentynoate de NHS \

{NHS alcyna)

Figure 71 — Réaction click permettant le greffage du pentynoate de NHS

Le protocole consiste a ajouter 100 équivalents de sulfate de cuivre pentahydraté et
200 équivalents d’ascorbate de sodium dans de l'eau distillée, avec 30 équivalents de
pentynoate de NHS dans du DMSO, le tout sous agitation (70 rpm) a température ambiante
durant 24 &4 48 h.

Le succes de cette réaction n’a cependant pas été vérifié par spectroscopie et il
n’y a pas eu de quantification du taux de conversion de la réaction. Cela est d’autant plus
important a vérifier que le solvant a été modifié (solubilisation de I'alcyne dans du DMSO au

lieu du tert-butanol comme précédemment).
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[11.2.5. Greffage de biomolécules pour la détection de margueurs cancéreux

Les échantillons clickés par le pentynoate de NHS ont été greffés par des protéines G
et des anticorps anti-TrkB, ciblant le récepteur TrkB surexprimé sur les cellules cancéreuses,
selon le protocole décrit en Annexe 9. L’accroche des protéines et des anticorps a été validée
par AFM grace aux valeurs de hauteurs, bien que les biomolécules semblent faire des
agrégats en surface des microplots (Figure 72). Cependant, la réaction de greffage n’a
pas été validée chimiquement (ce qui est possible par spectroscopie par exemple).

| a) Référence apres click NHS ‘ | b) Aprés greffage des protéines G ‘ | c) Aprés greffage des anticorps |
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Figure 72 — Images AFM de la surface de microplots, apres click du pentynoate de NHS (a),
apres greffage des protéines G (b) et apres greffage de I'anticorps anti-TrkB (c) [23]

La microscopie confocale (cf. Annexe 10) a aussi montré 'accroche des protéines et
des anticorps, lorsqu’ils sont marqués en fluorescence par des fluorochromes (Figure 73-a).
Des tests de détection ont aussi été réalisés en mettant en présence une protéine BSA non-
spécifique et I'antigéne TrkB. La détection est validée de fagcon spécifique en présence de

I’antigéne TrkB, occasionnant un transfert d’énergie de FRET (Figure 73-c).
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2000 . 3000 _ : |

" — ot —G-Abréference
G-Ab reference
. P G-Ab + BSA conlrdle ——G-Ab+ Ag contrale
— Anticorps

2500
/ \ _—Protéin&s G

2500

2500

- 2000 ’_\ i — 2000 _— 2000
3 3 =
s 8 <
@ 0 /\\ @
& 1500 . i = 1500 'm = 1500
w { 0 W
5 2 | 5
£ £ £
= 1000 = AQO0 e Y = 1000

- .
N

1] + 0
580 610 860 710 560 510 660 710 560 &10 EB0 710
Longueur d'onde d'émisssion (nm) Longueur d'onde d'émisssion (nm) Longueur d'onde d'émisssion {nm)

1}

Figure 73 — Images et spectres d’émission moyennés sur un microplot, obtenus en microscopie
confocale pour des échantillons fonctionnalisés par la protéine G marquée avec I'’Alexa Fluor 594 et
des anticorps marqués avec I'Alexa Fluor 546 : pour le signal de référence (a), en présence d’une
protéine BSA non-spécifique (b) et en présence du marqueur TrkB (c) [23]
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[11.3. Objectifs de I’étude, moyens mis en ceuvre et conditions expérimentales

[11.3.1. Objectifs de I’étude et démarche adoptée

Au vu de I'application visée (Figure 13), il faut chercher a maximiser le taux de
greffage des biomolécules a la surface des microplots. Par conséquent, il est impératif
d’avoir un maximum de fonctions NHS a la surface des pores et de garantir leur

accessibilité pour le greffage des biomolécules.

Biofonctionnalisation : Biofonctionnalisation :
greffage de protéines greffage d’anticorps
G pour orienter les pour la détection des
anticorps marqueurs de cancer

Impression jet d’encre Libération des pores Greffage de I'espaceur
du sol et consolidation par extraction du dans les pores par
post-impression tensioactif chimie click

Figure 74 — Fonctionnalisation des sondes dans le cas du diagnostic

La partie 1.4 de ce chapitre vise a optimiser la réaction click du pentynoate de
NHS avec les fonctions azotures, ce qui impose de fiabiliser I'étape de lavage de la
porosité, pour garantir une bonne évacuation du tensioactif et 'accessibilité des fonctions
azotures, ainsi que de fiabiliser la réaction click du pentynoate de NHS pour des questions

de reproductibilité, tout en améliorant le rendement de la réaction.

Pour optimiser le lavage de la porosité, plusieurs voies ont été étudiées, dont le
mode de lavage (bain marie, ultrasons, soxhlet) ou encore le choix du type de solvant pour
maximiser I'’évacuation du tensioactif, tout en minimisant la casse des microplots durant cette
étape. Une fois le tensioactif F127 éliminé de la porosité, les fonctions azotures, apportées par

'AzPTES, sont alors accessibles pour la fonctionnalisation par chimie click.

Afin d’optimiser la réaction click du pentynoate de NHS, différentes voies ont été
testées, parmi lesquelles : le choix du systéme catalytique, de la source de cuivre utilisée,
l'utilisation éventuelle de ligands, la variation des quantités utilisées, ainsi que
I’amélioration de la cinétique par des facteurs comme le temps, la température ou les
conditions d’homogénéisation. L’influence de différentes conditions du matériau

(nombre de couches, structuration de la porosité, etc.) a aussi été étudiée.

Une fois la réaction click réalisée, les échantillons doivent subir un lavage post-
réaction, car ils ont résidé dans une solution contenant diverses espéces organiques de cuivre

(toxique vis-a-vis de cellules biologiques), de réducteur, d’alcynes. Pour cela, plusieurs pistes
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ont été testées : I'utilisation ou non de diéthyldithiocarbamate de sodium pour complexer
et éliminer le cuivre, de différents solvants pour solubiliser le diéthyldithiocarbamate de
sodium, et de différents protocoles de lavages post-réaction qui seront détaillés
ultérieurement. Les échantillons clickés avec le pentynoate de NHS sont par la suite destinés
a étre fonctionnalisés par des protéines et des anticorps marqués en fluorescence (Figure 13).

La partie lll.5 de ce chapitre vise a optimiser les conditions de greffage des
protéines et des anticorps en surface des échantillons, afin de maximiser la sensibilité
de détection du systeme. Pour cela, certains aspects ont retenu une attention particuliere,
comme la validation des protocoles de marquage des biomolécules par les
fluorochromes, l'étude de la variation de concentration des biomolécules lors du
greffage ou le temps d’incubation pour espérer diminuer le temps de traitement en vue de
l'industrialisation des protocoles de fonctionnalisation. D’autres aspects au niveau du matériau
ont aussi été étudiés, dont notamment I’'influence de la structuration de la porosité ou du
taux d’azotures sur le greffage des protéines et des anticorps. Différentes conditions
matériaux, déterminées au cours du chapitre Il, ont ainsi été testées afin de dégager des

conditions optimales pour la préparation des échantillons.

Les échantillons biofonctionnalisés doivent assurer par la suite une détection accrue
des marqueurs cancéreux, c'est-a-dire une trés grande sensibilité de détection du
dispositif envisagé. Il faut également pouvoir quantifier cette sensibilité par une méthode
rigoureuse, en tenant compte d’éventuelles normalisations, en vue de pouvoir comparer les
résultats obtenus pour différentes configurations testées par rapport au matériau (comme la
structuration de la porosité, le nombre de couches, la densité de microplots, etc.). Aussi, des
tests de détection seront réalisés pour estimer cette sensibilité, sur modéle in vitro grace

a l'utilisation d’antigénes recombinants, mais aussi in situ sur différents modéles vivants.

Enfin, lapartie lll.6 de ce chapitre vise a tester le dispositif et les sondes préparées
dans des conditions les plus proches de celles de I’application finale. Pour cela, le savoir-
faire est transféré sur fibres optiques, au lieu des lamelles de verre ou des wafers de silicium.
Il faut alors vérifier qu’il est possible de transposer les résultats obtenus sur les autres
substrats, comme par exemple ceux démontrés pour la structuration de la porosité ou
I'efficacité des étapes de greffage. Cette partie vise notamment a montrer la preuve de
concept pour ce mode de fonctionnalisation sur fibres optiques, par rapport a la détection
de cellules cancéreuses qui a été démontrée jusqu’a présent sur lamelles de verre

uniquement.
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[11.3.2. Conditions expérimentales pour la préparation des échantillons

Les échantillons décrits dans cette partie ont été réalisés par impression de microplots
fonctionnalisés azotures, comme étudié dans le chapitre 1. Ces échantillons vont alors subir

les étapes de lavage de la porosité, de click et de greffage des protéines et anticorps.

[11.3.2.1. Lavage de la porosité

Le lavage de la porosité peut se faire en bain marie, en soxhlet ou en cuve a ultrasons :

= En soxhlet (Figure 75-a), les échantillons sont empilés dans des paniers individuels.
Le thermostat du chauffe-ballon est gardé constant (thermostat 4-5) pour assurer le méme

nombre de cycles de reflux par échantillon, soit environ 2000 cycles pour 24 h.

= En bain marie (Figure 75-b), les échantillons sont déposés individuellement dans
des piluliers qui contiennent un volume d’'une dizaine de millilitres du solvant de lavage.
Chaque pilulier est fermé hermétiquement pour éviter I'évaporation du solvant et tous les

piluliers sont mis en bain-marie a 50 °C sur plague chauffante pendant 24 h.

= Le lavage en cuve a ultrasons (Figure 75-c) ou les échantillons sont dans des
piluliers individuels avec un volume d’une dizaine de millilitres de solvant, et fermés

hermétiqguement, puis placés dans la cuve a ultrasons durant 24 h.
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Figure 75 — Protocole de lavage en soxhlet (a), en bain marie (b) ou en cuve a ultrasons (c)
111.3.2.2. Protocoles de la réaction click du pentynoate de NHS

Afin de réaliser la réaction click du pentynoate de NHS, dont la synthése est explicitée

en Annexe 11, plusieurs protocoles ont été testés (Figure 76) :

- Protocole 1: tous les constituants sont solubilisés en une fois et la réaction se fait a
température ambiante sous agitation. Ce protocole a été envisagé pour simplifier la

préparation de la solution, en vue de l'industrialisation du procédé.

- Protocole 2 : solubilisation préalable du pentynoate de NHS dans le DMSO et réaction

en chauffant a 50 °C pour favoriser la thermodynamique du systeme. Ce protocole a
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été envisagé pour avoir des conditions intermédiaires entre les protocoles 1 et 3 et ces

conditions sont proches de celles des premiers tests de click du pentynoate de NHS
[23].

- Protocole 3 : solubilisation individuelle des réactifs, pour se rapprocher des conditions
de préparation des études antérieures, mais en chauffant la solution a 50 °C. Ce
protocole est proche des conditions de click de l'alcool propargylique et du pent-4-
ynoate de méthyle (Figure 67, §111.2.2).

4 \ N D

30 eqv NHS Homogénéisation
+100eqV CuSO4 par pipeter-refouler
+ 200 eqv Na-asc

dans DMSO / H,0 (1:1)

Agitation

\ 70 rpm

/ \ 1- Ajout de 40 eqv Na-asc aprés 24h \

2- Homogénéisation

A H H H 3- Bullage sous argon
300 ¥ = ;F 2 i
et 10 equ CuS04
NHS +40equ Na-
LDMSQ st ho Homogénéisation Agitation

Chauffage 50°C 70 rpm

2- Homogénéisation
3- Bullage sous argon

A

/ ;_; 1- Ajouts réguliers de Na-asc (toutes les 4h) x

40 equ NHS|+
+ DMSO J10 eqv CuSO,
% H.0

— -

+
40 eqv Na-asc

\ L+ % H,0
Figure 76 — Protocoles envisagés : N°1 ajout de tous les réactifs en une fois,

N°2 dissolution préalable du pentynoate NHS dans du DMSO et chauffage,
N°3 dissolution individuelle pour chaque réactif et chauffage

Homogénéisation
Chauffage 50°C

Agitation
70 rpm

( Protocole N°3 3 ( Protocole N°2? C Protocole N°1 )

Concernant l'optimisation des étapes de lavage post-réaction click, les conditions
utilisées lors de ces tests seront explicitées ultérieurement.

111.3.2.3. Protocoles de greffage des protéines et des anticorps sur les microplots

Les protocoles de marquages des protéines et des anticorps par les fluorochromes sont
détaillés en Annexes 12 et 13. Les biomolécules ainsi marquées sont ensuite mises au contact
des microplots selon le protocole explicité en Annexe 9.

Ces étapes de biofonctionnalisation sont réalisées par les biologistes du laboratoire
Captur de la Faculté de Pharmacie de Limoges.
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[11.3.3. Moyens mis en ceuvre et technigues

En vue de pouvoir préalablement vérifier la qualité du pentynoate de NHS a cliquer, la
résonance magnétique nucléaire (RMN) solide du proton et du carbone a été utilisée pour
caractériser la poudre synthétisée par I'Institut Néel. Cette analyse permet de vérifier la pureté
du produit, notamment son évolution lors du vieillissement. La spectroscopie infrarouge en
mode réflectance totale atténuée (ATR) a aussi été utilisée pour vérifier la présence des
bandes de vibrations caractéristiques des liaisons chimigues de la molécule et ainsi avoir un

spectre infrarouge de référence pour le penthynoate de NHS.

Afin de caractériser l'efficacité des étapes de lavage de la porosité, par rapport a
I'élimination du tensioactif F127, ou encore pour caractériser le rendement de la réaction click,
plusieurs techniques ont été utilisées, dont la microscopie optique, utilisée pour observer
I'effet des solvants et estimer la casse. La spectroscopie infrarouge a transformée de
Fourrier (FTIR) a également été utilisée sur substrats wafers de silicium pour caractériser
I'élimination du tensioactif ainsi que la conversion des fonctions azotures lors de la réaction
click. Cette méthode de spectroscopie infrarouge a aussi permis d’étudier le greffage des
protéines sur les microplots, en complément de la spectroscopie Raman (cf. Annexe 6.1.3),

réalisée sur lamelles de verre et sur fibres optiques.

Concernant I'étude de l'efficacité des étapes de lavages post-réaction, celle-ci a été
réalisée grace a la microscopie électronique a balayage (MEB) a dispersion d’énergie
(EDS), et qui a permis d’estimer la quantité de cuivre restante sur les échantillons et de déduire

les meilleures conditions de lavage aprés réaction click.

La signature des protéines a pu étre déterminée a I'état solide au moyen de la
spectroscopie infrarouge en mode réflectance totale atténuée (ATR) ainsi que par
spectroscopie Raman. La signature des anticorps n’a pas pu étre déterminée, car ils sont
livrés sous forme liquide diluée et qu’il n’a pas été possible de les caractériser. Le taux de
marquage, ou DOL (Degree of Labelling), est déterminé au moyen de la spectroscopie UV
d’absorption, ou I'absorption des protéines, anticorps et fluorochromes permet de déduire les
concentrations en espéces et d’aboutir a une valeur moyenne de fluorochromes par

biomolécules (DOL).

Le contréle du greffage des protéines et des anticorps a pu se faire grace a I'étude de
la topographie par microscopie a force atomique (AFM), en complément de la
spectroscopie infrarouge en transmission ou de la spectroscopie Raman. D’autre part,
lorsque les biomolécules sont marquées en fluorescence, la microscopie confocale (cf.

Annexe 10) peut étre réalisée pour valider leur présence et 'lhomogénéité du greffage.
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[1l.4. Optimisation de I’étape de réaction click du pentynoate de NHS

Afin de maximiser I'efficacité de la réaction click, il semble important de garantir que les
fonctions azotures sont bien accessibles en éliminant le tensioactif F127 des pores du
matériau, par des méthodes de lavage.

[11.4.1. Etude du lavage préliminaire de la porosité

I11.4.1.1. Différents modes de lavages : soxhlet, bain marie, ultrasons

Les études antérieures avaient sélectionné le soxhlet comme mode de lavage de la
porosité. Le montage est constitué d’'un réservoir ou sont disposés les échantillons, et qui se
remplit au fur et 8 mesure de I'’évaporation du solvant utilisé, placé dans le ballon chauffé
(Figure 66). Il apparait alors que tous les échantillons ne sont pas immergés autant les uns
que les autres, et le temps d’'immersion dépend de la position de I'échantillon dans le soxhlet.
Une premiére observation a pu montrer que les échantillons placés en position basse
(Figure 77-a) présentaient davantage de casse au niveau des plots, par rapport aux
échantillons placés en position haute (Figure 77-b). De plus, le mode de lavage par
utilisation du soxhlet était difficilement transposable au lavage de sondes de type fibres
optiques, pour lesquelles il aurait fallu insérer les fibres par le haut du réfrigérant. Pour ces
raisons, le mode de lavage par soxhlet a été abandonné, au profit d’'un lavage en bain
marie. Celui-ci présente I'avantage d’étre davantage reproductible au niveau des échantillons,
qui voient le méme temps d’'immersion. Cependant, de la casse a aussi été observée sur
des échantillons immergés en bain marie dans le solvant EtOH avec 5% volumique de
HCI 37% dans I’eau (Figure 77-c), et cette casse des plots a été attribuée a la présence de
I'acide dans le solvant. En effet, le recours uniquement a de I'éthanol pur ne donnait pas autant
de casse, mais les résultats en infrarouge montraient que le tensioactif ne semblait pas évacué
en totalité. Par la suite, le recours aux ultrasons a été tenté pour mieux évacuer le tensioactif
de la porosité, mais a été abandonné du fait d'une casse accrue des plots par I'utilisation

d’ultrasons (Figure 77-d).
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Figure 77 — Lavage de la porosité avec 5%vol HCI dans EtOH pour un lavage soxhlet
en position basse (a), un lavage soxhlet en position haute (b), un lavage en bain marie (c)
ou un lavage EtOH pur dans les ultrasons (d)

Le lavage en bain marie a alors été retenu comme mode d’évacuation du

tensioactif. Par la suite, différents solvants ont été testés en vue d’optimiser son élimination.
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I11.4.1.2. Utilisation de différents solvants pour le lavage de la porosité

Différents solvants ont été utilisés pour tester I'élimination du tensioactif en bain marie
(50 °C), estimée (de facon semi-quantitative) grace a I'analyse infrarouge en transmission, par
intégration de la bande CH,-CHjs située entre 3030 et 2800 cm™ (Tableau 11).

En premier lieu, le méthanol donnait de bons résultats, avec une trés faible casse des
plots, mais ce solvant affectait le substrat, en modifiant sa chimie de surface (moins de
groupements hydroxyles observés sur les spectres infrarouge), ce qui ne permettait pas une
guantification précise. La triéthylamine (EtsN) donnait une bonne efficacité, mais avec une
casse également importante. Le THF donne un rendement bon mais laisse des dép6ts de sels
sur les échantillons. Le DMSO donne une faible casse, mais n’a pas conduit a un rendement

trés élevé. L’éthanol a quant a lui donné des résultats trés corrects, a la fois pour 48 h et 24 h.

Tableau 11 — Synthése des résultats des lavages en bain marie avec différents solvants

Temps . Taux de casse Bande FTIR intégrée Efficacité du
. . Solvant utilisé
d’immersion (%) [3030 - 2800] cm™ (U.A.) lavage (%)
Echantillon Référence 0 1.1051
Dichlorométhane (20 °C) 6 0.8758 21
DMSO 6 0.5982 46
Toluene 8 0.5632 49
Ethanol 12 0.5116 54
48h
DMF 12 0.4765 57
Et3N 18 0.4569 59
THF 15 0.3485 68
Méthanol 2 1.1335
DMSO 4 0.6508 41
24 h THF 12 0.5763 48
Ethanol 7 0.5617 49

Aussi, comme le but est de diminuer le temps de traitement, les meilleurs résultats ont
été obtenus a 24 h pour I'éthanol, avec un rendement correct (49%) et une casse minimisée.
De plus, ce solvant est facilement disponible, peu toxique et peu cher, ce qui représente un
autre avantage en vue d’une future industrialisation du procédé global. L’éthanol a donc été

retenu comme solvant pour le lavage de la porosité durant 24 h en bain marie (50 °C).
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[11.4.2. Synthése et conditions d’utilisation du pentynoate de NHS

[11.4.2.1. Synthése et contrdles du produit
B o
Le pentynoate de NHS (Figure 78) est fourni N( M
e
par Xavier Cattoén de I'Institut Néel de Grenoble, et © =
est synthétisé selon le protocole décrit en Annexe 11. Figure 78 — Pentynoate de NHS

La pureté du produit est controlée a réception du produit par RMN en solution du **C et
du H avant envoi (Figure 79-a et b), et par infrarouge (mode ATR, Figure 79-c).
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Figure 79 — Contrble du pentynoate de NHS par RMN liquide du 2C (a)
et RMN solide du 'H (b) et contréle en infrarouge - mode ATR (c)

Les analyses RMN de contrble (Figure 79-a et b) ont montré un produit a la chimie
conforme au pentynoate de NHS, avec une fonction alcyne représentée par un triplet a
2,86 ppm et deux carbones a 72,0 et 81,9 ppm. La liaison CH; proche de cette fonction alcyne
est visible avec des protons a 2,51 ppm et un carbone a 13,4 ppm. La fonction CH»-CO a un
déplacement chimique en protons a 2,90 ppm et un déplacement chimique de 29,6 ppm en
carbone. Les deux fonctions CH; du cycle NHS sont présentes avec des protons a 2,81 ppm
et un carbone présent a 25,4 ppm. Ces déplacements chimiques sont en accord avec ceux
trouvés dans la littérature [31], bien que légérement décalés. D’autres produits sont également

présents, bien que trés minoritaires, le produit est donc globalement pur.

L’analyse de contrble par infrarouge (mode ATR) montre aussi une chimie cohérente
avec celle de la molécule synthétisée (Figure 79-c). En effet, la fonction alcyne est visible avec
la liaison CH terminale autour de 3280 cm, bien que la triple liaison C=C attendue autour de
2140-2100 cm™* soit absente. Ceci est di a I'absorption du diamant de 'ATR dans cette zone,
ainsi qu’au coefficient d’absorption faible de la liaison C=C en infrarouge. La fonction NHS est
bien présente, avec deux bandes moyennes visibles autour de 1810 et 1780 cm™. La fonction
ester est visibile avec les bandes fortes autour de 1730, 1200 et 1070 cm™. Les spectres sont

conformes ala structure de la molécule.
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[11.4.2.2. Effet du vieillissement du NHS et des conditions de stockage

La qualité du pentynoate de NHS peut étre appréciée indirectement, par le greffage de
protéines marquées en fluorescence, et observées en microscopie confocale. Cette méthode
a été utilisée pour mettre en évidence des différences qui apparaissaient au niveau des
échantillons. En premier lieu, I'étude a consisté a clicker des échantillons avec du pentynoate
de NHS trés pur et fraichement synthétisé, puis a les greffer 3 jours apres click (Figure 80-a)

ou un mois apreés click (Figure 80-b).

Figure 80 — Echantillon greffé 3 jours aprés click (a) et un mois aprés click (b)

Un échantillon greffé 3 jours aprés click présente un greffage de protéines plus
homogeéne et plus net qu’un échantillon greffé un mois aprés click. Ceci peut s’expliquer trés
simplement par la sensibilité des fonctions NHS du produit clické, qui sont fortement réactives
avec des fonctions amines ou alcools, qui pourraient circuler dans I'atmosphére. Il est donc
primordial d’assurer un temps le plus court possible entre la click du pentynoate de

NHS et le greffage des protéines.

D’autre part, le pentynoate de NHS était systématiquement contrélé visuellement avant
click, et présentait un phénomene de vieillissement au bout de quelques mois (environ 6 mois),
visible par un aspect déliquescent et une coloration jaune/brun, tandis que le produit pur est
sous forme de cristaux trés blancs (Figure 81-a). Un échantillon clické avec du pentynoate de
NHS vieilli et greffé avec des protéines présente une répartition qui n’est pas nette et
d’intensité faible (Figure 81-b), probablement di a une dégradation des fonctions NHS, ce qui
expliquerait la perte d’intensité observée en microscopie confocale et une répartition non
spécifique des protéines. Le pentynoate de NHS était ainsi gardé en dessiccateur et n’était

clické que pur sur les échantillons, afin de rester dans des conditions reproductibles.

a) Jestom] |
NHS !

vieilli

Figure 81 — Vieillissement du pentynoate de NHS observé (a) et résultat obtenu
en microscopie confocale d’un échantillon greffé avec un pentynoate de NHS vieilli (b)
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[11.4.3. Optimisation des conditions de la réaction click du pentynoate de NHS

[11.4.3.1. Tests de différents systémes catalytiques

Un test préliminaire dans I'étude du lavage de la porosité, en utilisant 'eau comme
solvant de lavage, avait montré une dégradation trés accentuée des microplots sous I'effet de
'eau. Or, les conditions établies lors des études antérieures stipulent que le milieu a utiliser
est un milieu DMSO/Eau et avec des proportions en réactifs largement saturantes (> 100
équivalents molaires), sans que d’autres systémes n’aient éte testés. La dégradation observée

peut également provenir de forces capillaires trés fortes lors du séchage du matériau.

L’étude a ainsi été menée, en recherchant des systémes catalytiques, parmi les
nombreux déja proposés dans la littérature (Tableau 9, page 110), pouvant maximiser le
rendement de la réaction click du pentynoate de NHS, par exemple avec des solvants
capables de mieux solubiliser le pentynoate de NHS au lieu du DMSO (éthanol, tert-butanol,

etc.) et si possible en évitant I'utilisation d’eau, afin de minimiser la casse des microplots.

Les conditions utilisées (Tableau 12) sont de 40 ég. mol. de pentynoate de NHS, 5 éq.
mol. pour la source de cuivre, et le cas échéant, 20 ég. mol. pour le réducteur Na-ascorbate.
Les échantillons, des microplots imprimés sur wafers de silicium, sont clickés durant 48 h puis
caractérisés en infrarouge en transmission. Le rendement de la réaction click est estimé
par la diminution de laire de la bande azoture sur l'intervalle [2250 ; 2000] cm™Y,

rapportée a I’aire de la bande avant click.

Tableau 12 — Systémes catalytiques testés pour optimiser la réaction click du pentynoate de NHS

Solvant (vol : vol) Source de cuivre Réducteur Conversion (%)
DMSO/Eau (1:1) 25
EtOH/Eau (1:1) 10

CuSO4*5H,0 Na-ascorbate
t-BuOH/Eau (1:1) 2
DMSO pur 1
THF/EtsN (1:1) Cul 8
THF/EtsN (1:1) - 5
CuBr(PPh3)3
Toluéne 10

Ces essais se sont avérés tres décevants, de par les taux de conversion obtenus, mais
également par I'impossibilité de travailler en milieu non aqueux afin de minimiser la casse, trés
présente sur les échantillons. Néanmoins ces tests ont permis de retenir définitivement le

milieu DMSO/Eau qui présente la meilleure conversion.
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[11.4.3.2. Ajustement du protocole

Les difficultés rencontrées precédemment (8111.4.3.1) ont été attribuées a une réduction
insuffisante du cuivre (1) en cuivre (I), dans le cas de I'utilisation du sulfate de cuivre en milieu
DMSO/Eau. Cependant, ceci peut étre lié a une faible diffusion des réactifs en solution. Un
précipité était notamment observable en utilisant les conditions fixées antérieurement [23], ce
qui pouvait étre également a I'origine des problémes de reproductibilité rencontrés. L’étude a
donc porté sur l'optimisation du protocole, en vue d’améliorer le rendement et la

reproductibilité de cette étape de réaction click (pour un temps de réaction de 48 h).

Les conditions utilisées dans les études antérieures [23] utilisaient 30 eqv. molaires de
pentynoate de NHS, pour 100 eqv. molaires de sulfate de cuivre et 200 d’ascorbate de sodium
(Protocole N°1, Figure 76). Un deuxiéme protocole a été mis au point, et a consisté a abaisser
la teneur de la source de cuivre (& 10 équivalents) et de l'ascorbate de sodium (a 40
équivalents) pour limiter la formation du précipité observé, tout en solubilisant mieux ces
especes (Protocole N°2, Figure 76). Le chauffage de la solution (sur plague chauffante réglée
a 50 °C) a été rajouté tout au long de la réaction pour améliorer la cinétique. Le THPTA, connu
pour améliorer la cinétique en créant un complexe avec le cuivre (1) [15], a aussi été testé.
Enfin, un troisieme protocole (Protocole N°3, Figure 76) a été testé, en diminuant les
proportions introduites en pentynoate de NHS et ainsi économiser du produit, et de plus,
chaque réactif a été solubilisé séparément pour plus de stabilité de la solution click préparée.

Tableau 13 — Synthése des résultats visant a améliorer le protocole de la click
(les quantités sont données en équivalents molaires par rapport a la quantité d’azotures)

Quantités utilisées Conditions .
Protocole . Chauffage i ] Conversion (%)
(equivalents mol. d’azotures) supplémentaires

Pentynoate de NHS : 30
N°1 CuSO4*5H20 : 100 Non / 33

Na-ascorbate : 200

Pentynoate de NHS : 300

N°2
* : 65
(sans THPTA) CuSO04*5H20 : 10
Na-ascorbate : 40 Ajout de Na-ascorbate
Pentynoate de NHS : 300 oui (40 eqv. mol.)
N°2 a24h
CuS0O4*5H20 : 10 A1
(avec THPTA) THPTA : 10
Na-ascorbate : 40
Pentynoate de NHS : 40 Ajouts réguliers de Na-
N°3 CuSO#*5H,0 : 10 Oui ascorbate (20 eqv. 81

Na-ascorbate : 10 mol.) toutes les 4 h

L= 1IN
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Le résultat montre bien que les conditions précédemment établies (protocole N°1)
n’étaient pas optimisées, avec un rendement estimé a 33%, dans les conditions de click
utilisées précédemment [23]. Par ailleurs, I'utilisation du protocole N°2 et le fait de chauffer
la solution a notamment permis de doubler le rendement de la réaction (65%), bien que
les quantités en cuivre et Na-ascorbate soient réduites par rapport au protocole N°1. Ceci est
néanmoins justifié par le fait que le cuivre est utilisé en tant que catalyseur et est souvent

utilisé en trés faible quantité (souvent moins de 5 équivalents molaires).

Concernant le protocole N°3, qui utilise le THPTA comme ligand du cuivre, le
rendement de réaction est moins bon par rapport a I’essai sans THPTA (protocole N°2),
avec une conversion de 41% contre 65% en I’absence de THPTA. Ceci peut étre lié a la
taille et 'encombrement du ligand formé entre le cuivre et le THPTA (Figure 82), de taille plus
importante, ce qui expliguerait aussi une plus faible diffusion dans les pores du matériau et un

rendement moins bon.

OH

a)

Figure 82 — Structure chimique du THPTA (a) et interaction avec le cuivre (structure simplifiée) (b) [32]

Enfin, le protocole N°3 consiste a solubiliser les réactifs séparément, a savoir que le
sulfate de cuivre et I'ascorbate de sodium sont solubilisés dans deux solutions d’eau
différentes, puis ajoutées une a une a la solution de pentynoate de NHS solubilisé dans le
DMSO (en commencant par la solution cuivre/eau puis la solution Na-ascorbate/eau). En effet,
ces réactifs étaient solubilisés dans la méme solution pour le protocole N°2, ce qui
occasionnait de trés nombreux complexes de cuivre différents, comme en témoignait le rapide
changement de couleurs de la solution, du vert au jaune puis a I'orange pour finir vers une
couleur brun foncé. Aussi, pour le protocole N°3, la quantité initiale d’ascorbate de sodium
introduit est moindre, mais des ajouts d’ascorbate de sodium sont faits plus régulierement afin
d’assurer la réduction du cuivre (ll) et la présence de cuivre (I). Dans ces conditions, le
protocole N°3 a ainsi donné de meilleurs résultats, a savoir une conversion de 81%,

contre 65% pour le protocole N°2.

Le protocole N°3, avec une solubilisation individuelle de chaque produit, a donc
été retenu, ainsi que l'utilisation du chauffage pour maximiser le rendement de réaction.
La suite de I'étude va permettre de statuer sur les quantités a utiliser et les conditions d’ajouts

du Na-ascorbate.
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[11.4.3.3. Ajustement des quantités utilisées

En vue de pouvoir industrialiser le protocole défini, il est nécessaire de statuer sur les
quantités a utiliser. En effet, le pentynoate de NHS doit étre synthétisé car il n'est pas
disponible dans le commerce, et ce produit ne doit pas étre gaché dans la mesure du possible,

bien que les réactifs utilisés pour la synthése ne soient pas trés colteux.

Le protocole N°3 est utilisé pour cette démarche, mais les quantités varient en vue de
trouver un rendement toujours plus important (Tableau 14). Pour cela, en partant de 40 eqv.
mol. de pentynoate de NHS, pour 10 eqv. molaire de sulfate de cuivre et de Na-ascorbate
(Essai N°1), la quantité de cuivre a été augmentée a 20 (Essai N°2) puis 40 (Essai N°3) en
gardant la méme quantité de Na-ascorbate que de cuivre. Par la suite, la quantité du
pentynoate de NHS a été diminuée a 20 eqv. mol. (Essai N°4), ou bien augmentée a 80 eqv.
mol. (Essai N°5), en gardant les mémes proportions entre les constituants que I'essai N°1.

Tableau 14 — Synthese des résultats obtenus dans I'ajustement des quantités
(les quantités sont données en équivalents molaires par rapport a la quantité d’azotures)

] ) Casse des
Essai Pentynoate de NHS CuS04*5H20 Na-ascorbate | Conversion (%)
plots (%)
N°1 10 10 81 48
N°2 40 20 20 89 49
N°3 40 40 90 47
N°4 20 5 5 55 25
N°5 80 20 20 89 47

Les essais effectués montrent qu’il est préférable d’augmenter la quantité de
cuivre, que ce soit pour 20 ou 40 eqv. mol. qui donnent respectivement des conversions
améliorées a 89% et 90%. Par ailleurs, 'augmentation de la quantité de pentynoate de NHS a
80 eqv. mol. n’améliore que peu cette conversion (89% au lieu de 81%). De plus, la diminution
de cette quantité de pentynoate de NHS a 20 eqv. mol. fait diminuer le rendement de réaction
(55% au lieu de 81%). Il est donc préférable de travailler avec 40 eqv. mol. de pentynoate
de NHS, tout en augmentant la quantité de cuivre, & 40 eqv. mol. par exemple, pour
garantir une cinétique rapide, donc un tres bon rendement (90%). La casse des plots est
cependant importante (environ 50% de plots cassés ou fissurés), ce qui s’explique par un
temps d’'immersion long de 48 h dans la solution. L’étude temporelle de la cinétique devrait

permettre de diminuer le temps de réaction, ainsi que la casse observée.
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[11.4.3.4. Ajustement du temps de réaction et tests croisés

Lors de I'étude, des essais préliminaires

80

avaient permis de montrer que dans les

conditions du protocole N°3, la réaction click

60

s’effectuait trés rapidement en début de

40

réaction, avec une conversion de 78% au

20

Rendement de la réaction click (%)

bout de 8 h (Figure 83), et qui permettait

0
0 8 16

également de minimiser la casse, alors Temps de séaction (b) “° N

inférieure a 10%. Figure 83 — Cinétique du protocole N°3

En vue de conclure définitivement sur d’autres conditions opératoires, ce suivi cinétique
a été répété en s'intéressant tout particulierement a d’autres paramétres et conditions

opératoires (Tableau 15), et en se focalisant sur I'intervalle de temps entre 0 h et 8 h.

Tableau 15 — Synthése des systémes catalytiques testés

Sulfate de cuivre ]
Ascorbate de sodium
Pentynoate de NHS pentahydraté
) (Na-ascorbate)
Sytéme catalytique CuS04*5H20
C C C
Eq. Mol. 1 Eqg. Mol. 1 Eq. Mol. 1
(umol/mL) (umol/mL) (umol/mL)
1-2 Standards 40 3.48 40 3.48 400 34.84
3 — [Na-asc] augmentée 40 3.48 40 3.48 800 69.69
4 — [CuS0O4*5H20] diminuée 40 3.48 20 1.74 400 34.84
5 - Eq. mol. diminués 20 1.74 20 1.74 200 17.42

Le systeme 1 reproduit le protocole N°3 tel que défini, avec une homogénéisation
réguliére par pipeter-refouler et des ajouts de Na-ascorbate au cours de la réaction (toutes les
4 h environ). Le systéme 2 propose des proportions identiques, mais la totalité de la quantité
de Na-ascorbate est ajoutée dés le début et il N’y a pas d’homogénéisation de la solution
pendant la réaction, en vue de limiter la contribution d’'un opérateur extérieur. Les systémes 3
et 4 modifient les équivalents molaires, respectivement en augmentant la concentration en Na-
ascorbate, ou en diminuant celle de sulfate de cuivre. Enfin, le systéme 5 consiste a diminuer

'ensemble des équivalents.

L’étude cinétique débute a un temps t = 0, ensuite un échantillon de chaque série est
prélevé au bout de 30min, 1h30, 3h, 4h30 et 24 h puis rincé dans I'éthanol pour stopper la
réaction. Les échantillons sont ensuite caractérisés en infrarouge en transmission, et
I'intégration de la bande azotures a 2100 cm™ permet d’en déduire la conversion, semi-

guantitativement par rapport a une référence (Figure 84).
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B 1-Standard avec ajouts = 2 - Standard sans ajouts B 3 - [Na-asc] augmentée

® 4 - [Cu] diminue W 5 - Eq mol diminués
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20

Temps (h) .
Figure 84 — Evolution des fonctions azotures dans le temps pour différentes conditions opératoires

Ces résultats démontrent globalement qu’il est possible de réduire le temps de
réaction click a seulement 5 h au lieu de 24 h, ce qui permet de diminuer
considérablement la casse des microplots (< 10%). Les 5 systémes possédent un
comportement similaire, bien que les systéemes 1 et 3 soient plus rapides que les autres
systemes. De plus, I’ascorbate de sodium peut étre ajouté entierement au début de la
réaction (systeme 3 substitué au systéme 1). Cette voie alternative permet d’obtenir un
rendement équivalent tout en simplifiant de maniére significative le protocole pour 'opérateur,
notamment en vue de l'industrialisation de cette étape de fonctionnalisation.

Il est & noter que la conversion n’atteint jamais 100%. Ceci peut étre expliqué par
la présence d’'une porosité fermée, a cceur, qui présenterait des fonctions azotures non
accessibles et donc non réactives. En effet, en début de réaction, lorsque les échantillons sont
plongés dans la solution, il est logique de penser que la réaction click dans les mésoporeux
se passe comme un phénoméne de diffusion, avec une fonctionnalisation qui intervient
initialement en surface des plots, puis progressivement dans le volume du plot. Si le matériau
présente bien a cceur une porosité fermée, liée au traitement de consolidation, cela
expliquerait la saturation observée. De plus, les essais réalisés sur les échantillons consolidés
par recuit photonique (cf. Chapitre Il, 811.8.2.4.), vont dans le sens de cette hypothese, car ces
échantillons présentent un retrait moins important, donc une porosité plus accessible, et ces

échantillons sont fonctionnalisés a hauteur de 100%.

Tous les tests ainsi réalisés ont permis d’optimiser la conversion de la réaction
click, de fiabiliser et de simplifier cette étape (avec un seul ajout de Na-ascorbate en

début de réaction), et de minimiser le temps de réaction et la casse des microplots.
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[11.4.4. Potentiel de fonctionnalisation en fonction de différents parameétres du matériau

Dans cette partie, le potentiel de fonctionnalisation a été étudié sur des échantillons
présentant des différences de traitement au cours de I'étape de lavage de la porosité, ou

encore d’autre caractéristiques du matériau, comme par exemple :

- le taux d’AzPTES (ou taux de fonctions azotures), li¢ au nombre de molécules
de pentynoate de NHS pouvant étre clické

- lastructuration de la porosité, liée a la répartition et 'accessibilité des fonctions
azotures réactives,

- le nombre de couches, proportionnel a I'épaisseur et au volume du dépdt,

notamment car la click est régie par un mécanisme de diffusion (d’aprés § 111.4.3.4).

l11.4.4.1. Influence de I’étape de lavage de la porosité

Une étude préliminaire a montré que I’étape de lavage de la porosité, qui intervient
avant de réaliser la réaction click, n’a pas une grande influence sur le rendement de la
réaction click. En effet, lorsque celle-ci a été réalisée sur un échantillon sans lavage et sur
un échantillon avec lavage préliminaire a I'’éthanol en bain marie chaud, il n’'y a eu aucune
différence en termes de conversion sur ces deux échantillons. De plus, le lavage, c’est-a-dire
I'élimination du tensioactif de pores du matériau intervient quand méme lors de la réaction
click, puisque I'échantillon est immergé dans la solution click, le tensioactif diffuse alors et
quitte en partie les pores du matériau (ce qui est confirmé par analyse infrarouge en
transmission). Néanmoins, méme si le lavage de la porosité n’a pas grande influence sur
I'efficacité de la réaction click, il est important de maintenir cette étape pour ne pas

relarguer trop de tensioactif lors de la réaction click, ce qui pourrait géner la cinétique.

111.4.4.2. Influence du taux d’AzPTES et de la structuration de la porosité

D’aprés le chapitre Il, la structuration de la porosité est corrélée au taux d’AzPTES
introduit, mais peut néanmoins étre adaptée en fonction d’autres paramétres d’'impression
(notamment la stratégie de dépdt). Les échantillons testés ici, soit une dizaine par condition
(Tableau 16), présentent la méme conformation, c’est-a-dire la méme densité de microplots
(espacement constant de 40um entre les plots et maille hexagonale) et le méme nombre de
couches, a savoir 5 couches déposées, quelle que soit la condition utilisée. lls ont été clickés
selon le protocole établi précédemment (8111.4.3.4), mais avec 5 équivalents molaires de cuivre
(au lieu de 40), ceci afin d’exacerber les différences de fonctionnalisation pour ces différentes

conditions matériau et ainsi conclure de fagon plus fiable sur l'influence des paramétres testés.
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Tableau 16 — Influence du taux d’AzPTES et de la structuration de la porosité
sur le rendement de la réaction click

Condition Taux d’AzPTES (%) Structuration de la porosité Conversion click (%)
N°1 10 Rectangulaire centrée 48
N°2 10 Vermiculaire 54
N°3 17,5 Vermiculaire 63

Chaque condition a été réalisée sur 3 échantillons pour chacune des séries. La
conversion click est estimée par rapport a la moyenne, et présente un écart-type de + 2%,
montrant ainsi une bonne reproductibilité au niveau de la réaction par rapport au type
d’échantillon. En comparant les conditions N°1 et N°2, il apparait alors qu’a méme taux
d’azotures, mais avec une structuration de la porosité différente, la structuration
vermiculaire (désordonnée) semble maximiser la fonctionnalisation par chimie click.
Ceci peut s’expliquer par une meilleure accessibilité des fonctions azotures dans le cas de la
structuration vermiculaire, par rapport a la structuration rectangulaire centrée, qui est orientée

dans une seule direction et pas nécessairement accessible sur toute la surface des microplots.

Par la suite, en comparant cette fois-ci les conditions N°2 et N°3, qui présentent la
méme structuration (vermiculaire), mais a des taux d’AzPTES (ou azotures) différents, il
apparait que Paugmentation du taux d’AzPTES va en faveur d’une meilleure
fonctionnalisation par chimie click. Ceci s’expliquerait simplement, par une densité accrue

de fonctions azotures réactives, donc une proportion plus importante de molécules clickées.

111.4.4.3. Influence du nombre de couches

Pour étudier I'efficacité de la réaction click pour différents nombres de couches, des
échantillons ont été préparés a partir d’'une encre contenant 17,5% d’AzPTES, imprimée selon
un réseau de plots standard, a savoir une maille hexagonale, pour des microplots espacés de
40 um. Dans ces conditions, la structuration des échantillons est toujours vermiculaire (d’aprées

I'étude réalisée au chapitre Il).

Ces échantillons ont ensuite été consolidés, puis lavés et clickés dans les conditions
du protocole de click défini précédemment (40 équivalents molaires de pentynoate de NHS,
de sulfate de cuivre et d’ascorbate de sodium). Aprés préparation, les échantillons ont été
caractérisés par infrarouge en transmission et en microscopie optique pour estimer la casse

des microplots (Figure 85).
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Figure 85 — Efficacité de la réaction click et casse des microplots pour différents nombres de couches

D’aprés ces résultats, il apparait que le rendement de la réaction click est plus important
sur un échantillon comportant 5 couches (condition utilisée de fagon standard), que sur un
échantillon de 10 couches. La structuration de surface étant vermiculaire pour les deux, ceci
met en évidence que la réaction est bien régie par un mécanisme de diffusion du pentynoate
de NHS dans le volume des microplots. C’est préférentiellement la surface des microplots
qui est clickée, avec une proportion volumique plus importante dans le cas d’un
échantillon de 5 couches que d’un échantillon de 10 couches. Latendance est la méme
pour les échantillons de 3 couches et de 1 couche, qui possédent un pourcentage
volumique clické supérieur a celui d’un échantillon de 5 couches. Dans ces conditions,
la conversion maximale atteinte pour ces échantillons plafonne a 88%, toujours en raison de
la présence de porosité fermée, avec des fonctions azotures non accessibles a la réaction
click. Ce résultat avait été pressenti sur des expériences préliminaires, avec une solution click
avec 40 eg. mol. de pentynoate de NHS, 5 eq. mol de sulfate de cuivre et 10 eq. mol.
d’ascorbate de sodium, ou des échantillons avec 10% d’azotures de 5 couches, 2 couches et
1 couche, présentaient des conversions plus marquées, respectivement d’environ 48%, 69%
et 89%.

Les échantillons de 10 couches (Figure 85) sont aussi ceux qui présentent le plus de
casse : 20% aprés 8 h et jusqu’a 83% au bout de 48 h. Dans ces conditions, il est & noter

gue les échantillons de 3 couches et 1 couche ne présentent que peu de casse.

D’aprés les résultats obtenus, il semble donc qu’il ne faille pas privilégier un fort
nombre de couches, puisque cela engendrerait beaucoup de casse et une
fonctionnalisation moins efficace. Cependant, a ce stade, il est impossible de statuer
sur les conditions optimales, en termes de nombre de couches ou de taux d’azotures,

pour permettre un greffage optimal de protéines. Ceci sera traité par la suite (cf. 8llII.5).
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[11.4.5. Fiabilisation des étapes de lavages aprés réaction click

A lissue de la réaction click, des lavages doivent étre réalisés afin d’éliminer les
réactifs, dont le cuivre, nocif d’'un point de vue biologique. Pour cela, le diéthyldithiocarbamate
de sodium est utilisé afin de complexer les sels de cuivre [33]. Différents tests ont été effectués
afin de vérifier I'utilité de ces lavages, mais aussi leur efficacité (Tableau 17) : en changeant
le solvant qui permet de solubiliser le diéthyldithiocarbamate (éthanol EtOH ou méthanol
MeOH), mais aussi le nombre de répétitions des lavages. Les échantillons ont été clickés de
facon standard, puis lavés aprés réaction click et enfin le pourcentage de cuivre restant a
pu étre quantifié en pourcentage atomique, au moyen d’une analyse en spectroscopie

a rayons X a dispersion d’énergie (MEB EDX).

Tableau 17 — Résultats des conditions de lavages testées pour I’élimination du cuivre

Lamelle N°0 - Ref N°1 N°2 N°3 N°4
Conditions Sans 3 Ethanol 3 Ethanol 3 Ethanol 3 Ethanol
de lavage lavage 2 MeOH-Carbamate | 2 EtOH-Carbamate | 2 EtOH-Carbamate 2 MeOH-Carbamate
3 Ethanol 3 Ethanol 3 Ethanol 3 Ethanol
1 EtOH-Carbamate 1 MeOH-Carbamate
2 Ethanol 2 Ethanol
Cuivre (% at.) 1,4 0,8 0,5 0,3 0,1

Avant les lavages post-réaction, il y a 1,4% de cuivre sur les microplots, d’apres
le test réalisé sur une lamelle de référence (non-lavée). La procédure de lavage est donc

efficace car elle conduit & une nette diminution du pourcentage résiduel en cuivre.

Suite aux lavages post-réaction, la lamelle N°2 présentait une coloration brunatre
particuliere, non-visible sur la lamelle N°1. La premiére raison envisagée était que la
solubilisation du diéthyldithiocarbamate dans I'éthanol est moins efficace que dans le
méthanol, ce qui expliquerait qu’'une fois le complexe cuivre-diéthyldithiocarbamate formé,
celui-ci pourrait se retrouver piégé dans les pores du matériau. Pourtant les résultats EDS
montrent un pourcentage en élément cuivre inférieur sur la lamelle N°2 par rapport a celui de
la lamelle N°1 (0,5% au lieu de 0,8%). Ainsi, les deux solvants semblent compatibles avec
la procédure des lavages pour permettre la complexation du cuivre et faciliter son
élimination. Ceci montre également que I'absence de coloration des échantillons ne
signifie pas une élimination totale du cuivre. Enfin, ’augmentation des lavages conduit
aladiminution de lateneur en cuivre, comme le montrent les résultats des échantillons N°3
et N°4 avec respectivement 0,3 et 0,1%, mais qui rentrent cependant dans la limite de

détection de la technique EDS.
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Aussi, une seconde expérience a permis de montrer que les lavages ne sont plus
efficaces s’ils sont réalisés aprés séchage des échantillons a lair libre, ceci
probablement car les impuretés seraient emprisonnées dans le réseau de pores du matériau.
Les résultats de I'analyse EDS de ces échantillons montrent que le pourcentage atomique de
cuivre résiduel des lamelles testées oscille entre 1,1% et 1,3%. Cela confirme donc la

nécessité de réaliser les lavages post-réaction directement apreés la réaction click.

[11.4.6. Conclusions sur I’étape de fonctionnalisation par chimie click

Pour maximiser le rendement de la réaction click du pentynoate de NHS, un lavage de
la porosité en soxhlet était réalisé précédemment, avec un mélange d’éthanol et d’acide
chlorhydrique (5% en volume) durant 24 h. Les résultats ont permis de montrer que ce lavage
était non seulement non-reproductible, mais il était aussi responsable d’une casse
importante des microplots. Ce mode de lavage a alors pu étre remplacé par un lavage dans
de I'’éthanol en bain marie (sur plaque chauffante réglée a 50 °C) durant 1 a 2 h, afin de
minimiser la casse, tout en éliminant une quantité non négligeable de tensioactif.
Cependant cette étape n’est pas apparue comme fondamentalement nécessaire a la réaction

click, bien qu’elle assure que le tensioactif n’en géne pas son déroulement.

Par la suite, des conditions de conservation et d’utilisation du pentynoate de NHS ont
été mises en place, avec notamment la conservation du produit en dessiccateur a faible taux
d’humidité (5 a 10%) afin de le conserver un maximum de temps sans qu'il ne soit altéré. De
plus, I'étude a montré que les échantillons clickés avec le pentynoate de NHS doivent étre
biofonctionnalisés sous 2 jours environ, afin que les fonctions NHS ne soient pas

dégradées et que le greffage de protéines soit optimal.

Concernant la réaction click en elle-méme, le test de différents systémes catalytiques
a montré que le systétme DMSO/Eau avec sulfate de cuivre et Na-ascorbate donne les
meilleurs résultats, parmi les différents systemes testés. Différentes conditions ont par
ailleurs été optimisées pour la réaction, a savoir dans un premier temps, le fait de chauffer
la réaction (sur plaque chauffante réglée a 50 °C), ce qui a permis d’obtenir des rendements
déja bien supérieurs. Les quantités de réactifs ont aussi été optimisées afin de maximiser
la vitesse de réaction et le rendement obtenu. Enfin, la durée de réaction, initialement
de 48 h a été abaissée a environ 5 h (saturation observée apres 4 h de réaction), tout en

minimisant grandement la casse, garantissant ainsi I'intégrité des microplots.

La fonctionnalisation click par le pentynoate de NHS, réalisée sur des échantillons
présentant différentes conditions d’'un point de vue du matériau, ont mis en avant que des
échantillons de structuration vermiculaire (désordonnée) étaient mieux fonctionnalisés

gue des échantillons de structuration rectangulaire centrée (organisée). Ceci s’explique
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notamment par une meilleure accessibilité de la porosité et des fonctions azotures réactives,
dans le cas de la structuration vermiculaire. De plus, 'augmentation du taux d’azotures va
également en faveur d’un meilleur taux de fonctionnalisation, du fait d'une densité accrue
de fonctions, qui explique alors une proportion plus importante de molécules clickées. Les
tests de click réalisés sur des échantillons avec différents nombres de couches ont permis de
confirmer que cette réaction est soumise a un mécanisme de diffusion, car des échantillons
a faible nombre de couches (donc de faible épaisseur) sont mieux fonctionnalisés et
présentent moins de casse (5% maximum), par rapport a des échantillons avec un nombre de

couches important qui présentent une casse accentuée (jusqu’a 80% de casse).

Il est cependant nécessaire de s’intéresser au greffage des protéines sur ces
échantillons afin de statuer sur les conditions matériau a adopter (taux d’azotures, nombre de
couches, etc.). Dans ce but, il semblait intéressant de pouvoir quantifier au mieux la
guantité de fonction NHS clickées, afin d’avoir une idée du nombre de protéines pouvant
étre greffées sur ces échantillons, et faire par la suite le lien avec d’autres techniques (AFM,
microscopie confocale, etc.). Du fait des faibles quantités mises en jeu et du faible poids
moléculaire des atomes d’azote impliqués dans ces mécanismes, le dosage par ICP ou par
XPS se sont avérées impossibles. Une autre méthode a été mise en place, par dosage d’une
molécule de pentynoate de p-nitrophénol, clickée dans les mémes conditions que le
pentynoate de NHS, puis par dosage UV du p-nitrophénol (Annexe 14). La quantité de
molécules de pentynoate de NHS clickée a ainsi été approchée, bien que les quantités

trouvées soient sous-estimées.

Enfin, le lavage aprés réaction click a montré son utilité dans I’élimination du
cuivre résiduel au sein du matériau. Les tests réalisés ont permis d’adapter les protocoles
de lavage afin de maximiser I'élimination du cuivre. Par la suite, ces étapes de lavage, trés
contraignantes et chronophages pour un opérateur, pourraient étre automatisées en vue de

'industrialisation de toute la chaine de fabrication des sondes.

En résumé, en vue de I'industrialisation de tout le procédé, les protocoles ont été
optimisés et fiabilisés, tout en réduisant considérablement le temps de préparation des

échantillons (Tableau 18), ainsi que la consommation des produits utilisés.

Tableau 18 — Réduction de la durée du protocole de fonctionnalisation par chimie click

Lavage de la o ) Lavage post-
» Réaction click L TOTAL
porosité réaction
Protocoles antérieurs 24 h (soxhlet) 48 h 24 h (soxhlet) 4 jours
Nouveaux protocoles 1lh 5h laz2h 8 heures
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l11.5. Etude du greffage des biomolécules sur des échantillons clickés

Le systéme doit permettre la détection des marqueurs cancéreux. La méthode de
détection repose sur un phénoméne de transfert d’énergie de fluorescence, 'effet FRET, qui
a été explicité précédemment (cf. Chapitre |, 81.2.2.6, et Figure 8, page 22). Pour cela, le
matériau est biofonctionnalisé apres réaction click du pentynoate de NHS.

Une protéine G, présentant des fonctions amines (-NHy), est greffée sur les
fonctions NHS, puis un anticorps spécifique du marqueur cancéreux ciblé (anticorps
anti-TrkB) est ancré sur la protéine, par interaction chimique entre les deux
biomolécules. Afin d’utiliser le phénoméne de FRET, la protéine et I’anticorps sont
marqués par des fluorochromes, respectivement par un fluorochrome accepteur
AlexaFluor® 594 et un fluorochrome donneur I’AlexaFluor® 488 ou 546 (Figure 86).
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Figure 86 — Etapes de biofonctionnalisation des échantillons clickés avec le pentynoate de NHS

La preuve de concept avait été établie lors d’'une étude antérieure [23], bien qu'il reste
également a vérifier que le greffage soit spécifique, c’est-a-dire qu’il y a absence de
greffage en absence de fonctions NHS. Par ailleurs, I'étude porte sur I'optimisation de la
sensibilité de détection du systéeme. Pour cela, il faut maximiser la réponse lors de la détection,
c’est-a-dire le basculement d’énergie observé en fluorescence lors de la détection des
marqueurs cancéreux (diminution de I'émission du donneur au profit de celle de 'accepteur).

Aussi, plusieurs voies peuvent étre envisagées pour maximiser cette sensibilité de détection :

- Optimiser le taux de fluorochromes donneurs par rapport au taux de
fluorochromes accepteurs, pour que chaque fluorochrome donneur participe

au transfert d’énergie.

- Maximiser le nombre de fluorochromes par biomolécule, sans saturer les

sites spécifiques assurant le greffage des biomolécules.

- Maximiser le nombre de biomolécules greffées, par I'optimisation des
protocoles, tout en garantissant une répartition homogéne en surface des
microplots.
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[11.5.1. Vérification du greffage spécifique des protéines sur les microplots
fonctionnalisés azotures

L’objectif de cette partie est de pouvoir attester de la réaction de greffage des protéines
G marquées en fluorescence, se faisant sur les groupements NHS présents dans la porosité
des microplots, a l'issue de la réaction click. L'étude sera faite en premier lieu avec des
protéines non marquées en fluorescence, puis marquées par des fluorochromes, ceci en
raison du prix important des kits de marquage en fluorescence (environ 800€ pour un kit de 5
séries d’expériences). Afin de pouvoir maximiser le taux de greffage des protéines G, des

échantillons imprimés de microplots avec 17,5% d’azotures sont utilisés.

[11.5.1.1. Greffage de protéines non marquées en fluorescence

Afin de pouvoir vérifier le greffage spécifique de protéines non marquées en fluorescence, des
échantillons sont préparés aux différentes étapes de fonctionnalisation. La surface de ces
échantillons est ensuite étudiée par AFM, afin de vérifier si des entités sont présentes en
surface (Figure 87). Pour des échantillons qui ne présentent pas de groupement NHS, que ce
soit avec ou sans mise en contact avec des protéines, il est a noter que la surface a l'air
similaire a celle d’'un échantillon de référence. En revanche, un échantillon clické avec le
pentynoate de NHS et mis au contact de protéines présente une densité accrue d’entités en
surface (Figure 87-d). Des extractions de profil réalisées sur cette surface permettent de
montrer que les entités sont de taille entre 3,5 et 4,5 nm, ce qui semble correspondre aux
protéines utilisées, dont la taille est de 4,2 x 4,0 x 3,5 nm [34], [35]. La Iégeére différence de

hauteur est expliquée par la topographie engendrée par la porosité vermiculaire en surface.

a) N°1-Référence b) N°2 - Référence milieu click (Pas de NHS)
S$,=0,271 nm

Figure 87 — Scans AFM 1x1 um de la surface de microplots sans traitement (a), mis dans le milieu
click sans pentynoate de NHS (b), mis au contact de protéines G sans click de pentynoate de NHS (c)
et mis au contact de protéines G avec click préalable de pentynoate de NHS (d)
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Afin de témoigner de la fonctionnalisation par les protéines, il est aussi possible
de considérer la valeur de la hauteur moyenne arithmétique, notée S.. En effet, un
échantillon de référence, i.e. sans traitement, présente une valeur de S, de 0,247 nm et qui
correspond a la rugosité de la porosité vermiculaire présente en surface du matériau. Cette
valeur ne varie que trés peu lorsque I'échantillon est immergé dans le milieu click sans
pentynoate de NHS (Sa = 0,271 nm), ou bien sans pentynoate de NHS et en présence de
protéines (Sa = 0,294 nm), ce qui oriente notamment vers un greffage qui serait bien
spécifique. En présence de pentynoate de NHS et avant greffage des protéines, la rugosité ne
varie que trés peu [23], en raison de la faible taille de la molécule. Par la suite, lorsque
I'échantillon est clické avec du pentynoate de NHS et mis en présence de protéines G, une
augmentation nette de la valeur de S, est observée (Sa = 0,568 nm), ce qui laisse a

penser que des protéines G sont bien greffées en surface du matériau.

Néanmoins, la technique AFM ne permet pas de renseigner sur la chimie des
entités présentes en surface. Pour cela, des analyses complémentaires en spectroscopie
ont été réalisées. La technique d’infrarouge en mode ATR a permis d’obtenir la signature
spécifique de la protéine G, qui a aussi été obtenue par spectroscopie Raman, effectuée sur
la protéine G pure (Figure 88). Les bandes ont pu étre attribuées grace aux données présentes

dans la littérature, a la fois pour le spectre infrarouge [36], et pour le spectre Raman [37], [38].
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Figure 88 — Spectres infrarouge (a) et Raman (b) des protéines G utilisées

Les spectres de la protéine laissent bien apparaitre des groupements spécifiques de
celle-ci, avec notamment la présence de liaisons peptidiques autour de 1650 et 1550 cm™. La
spectroscopie Raman permet méme d’identifier des acides aminés constitutifs de la protéine
(chaine de différents acides aminés), comme par exemple la pyrrolysine (Pyr), la tryptophane
(Trp), la tyrosine (Tyr), la phénylalanine (Phe), ces acides aminés possédant en effet des
fonctions chimiques spécifiques. Par la suite, ces spectres ont servi de référence pour étudier
le greffages des protéines.
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Des lamelles de verre imprimées de microplots avec 17,5% d’azotures,
fonctionnalisées avec NHS et protéines G, ont été caractérisées en spectroscopie Raman,
mais celles-ci n’ont pas révélé d’apparition significative des bandes de vibration recherchées,
probablement du fait d’'une intensité trop faible en Raman de la réponse des protéines
greffées sur les microplots. L’infrarouge en transmission, réalisée sur des wafers de silicium
imprimés de microplots avec 17,5% d’azotures, a cependant permis de voir des différences

significatives au niveau des bandes de vibrations d’intérét (Figure 89).
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Figure 89 — Spectres infrarouge d’échantillon de référence (bleu), ou bien clické avec du pentynoate
de NHS (rose), ou bien clické NHS et mis au contact de protéines G (rouge)

D’aprés les résultats des échantillons caractérisés en infrarouge en transmission, il est
possible de noter une augmentation de la bande a 1730 cm™ aprés réaction click, ce qui atteste
de la fonctionnalisation par les groupements NHS, ainsi qu’une augmentation des bandes a
1650 et 1550 cm™. Par la suite, une fois les échantillons mis en présence de protéines G, et
malgré une bande a 1650 cm™ qui semble inchangée, il est possible de remarquer que
I'intensité de la bande C=0 a 1730 cm™ a diminué et que celle de la bande a 1550 cm™ a
augmenté. Ceci traduit bien 'immobilisation des protéines G sur les fonctions NHS, de
par la disparition de fonctions NHS réactives et I'apparition de davantage de
groupements peptidiques de la protéine. Il y a donc une complémentarité entre les
techniques de spectroscopie et d’AFM, la spectroscopie permettant une caractérisation
chimique de la réaction de greffage, et 'AFM permettant une caractérisation physique, de par

'augmentation de hauteur constatée qui est en accord avec la taille des protéines.

[11.5.1.2. Greffage de protéines marquées par un fluorochrome

Pour s’intéresser au greffage des protéines marquées en fluorescence, des

échantillons de type lamelles de verre ont été imprimées de facon standard avec des
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microplots de 17,5% d’azotures. Des échantillons fonctionnalisés NHS et d’autres non
fonctionnalisés NHS ont ensuite été mis en présence de protéines G, préalablement marquées
par le fluorochrome AlexaFluor® 594 (AF594). La surface des échantillons a ensuite été

caractérisée par AFM pour s’intéresser au greffage des protéines marquées (Figure 90).

a) N°1-Pas de NHS + protG/AF594 b) N°2 — NHS + protG/AF594
S$,=0,311 nm S$,=0,415 nm

Figure 90 - Scans AFM 1x1 um de la surface de microplots mis en présence de protéines marquées
par le fluorochrome AF594 : sans fonctionnalisation NHS (a) ou bien avec fonctionnalisation NHS (b)

En présence de fonctions NHS (Figure 90-b), il y a une bonne densité d’entités en
surface du plot (Sa = 0,415 nm), et une densité moindre (Sa = 0,311 nm), en I'absence de NHS
(Figure 90-a). Cela tend a montrer que le greffage des protéines se fait bien
préférentiellement sur les échantillons greffés NHS, mais ne serait pas spécifique, du
fait de la présence d’entités en surface des échantillons de controle. Ceci n’apparaissait
pas sur les échantillons non fonctionnalisés NHS et mis au contact de protéines non marquées

(Figure 87-c) et pourrait donc étre lié a la nature du fluorochrome utilisé.

En effet, celui-ci doit se greffer sur les protéines
par le biais de fonctions NHS présentes sur le
fluorochrome (Figure 91) et qui réagissent avec les
fonctions amines (-NH) de la protéine. Le fluorochrome

posséde aussi des zones électroniquement instables Figure 91 — Structure chimique du

(groupements N* et SOy3). fluorochrome AlexaFluor® 594
Dans le cas d’'une absence de fonctionnalisation par click, il reste alors des fonctions
azotures disponibles dans les pores du matériau, qui sont elles-mémes électroniguement
instables (groupement -N=N*=N). Il est alors possible que des protéines marquées par le
fluorochrome AF594, venant a la proximité des fonctions azotures en surface, soient attirées
par une interaction électrochimique (non-covalente) entre les fonctions azotures et certains
groupements du fluorochrome, expliquant ensuite que les lavages post-fonctionnalisations ne
suffisent pas a éliminer la totalité des protéines marquées, qui ne sont alors pas greffées de

fagon covalente sur le matériau.

Afin de vérifier que les entités détectées en AFM sont bien des protéines G marquées

par des fluorochromes, des analyses complémentaires en microscopie confocale ont été
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réalisées (Figure 92). Ceci permet, a la longueur d’'onde 655 nm, d’observer le signal de

réémission du fluorochrome AF594 et de s’intéresser a ’homogénéité du greffage.

a) N°1-Pas de NHS + protG/AF594 b) N°2 — NHS + protG/AF594

Figure 92 — Image en intensité obtenue en microscopie confocale a 655 nm, pour des échantillons
mis en présence de protéines G marquées AF594 : en I'absence de fonctionnalisation click (a)
ou préalablement fonctionnalisés par chimie click du pentynoate de NHS (b)

Un constat direct a permis de montrer qu’une réponse en intensité est présente sur un
échantillon non fonctionnalisé NHS (Figure 92-a), alors que celui-ci ne devrait pas avoir vu de
greffage de protéines et ne devrait donc pas donner de réponse en intensité. Par ailleurs, il
est d’autant plus surprenant de trouver une intensité beaucoup plus importante sur ce type
d’échantillon plutét que sur celui qui a été clické avec le pentynoate de NHS et qui doit avoir
des protéines greffées en surface (Figure 92-b).

L’explication qui semble alors la plus probable est que du fluorochrome libre, i.e.
non greffé a des protéines, soit présent dans la solution de marquage des échantillons,
et puisse alors diffuser dans la porosité. Ceci s’expliquerait par rapport a I'étape préalable
de marquage des protéines, qui, une fois marquées, sont passées au travers d’une colonne
censée filtrer les fluorochromes non greffés a des protéines. Une mauvaise filtration
entrainerait alors la présence de fluorochromes libres dans la solution qui est mise en contact
avec les échantillons. Par la suite, ces fluorochromes diffusent alors librement dans les pores
du matériau non clické, et diffusent moins facilement dans les pores du matériau clické, de par

'accroche progressive des protéines qui viennent boucher ces pores.

Ces conclusions ont été vérifiées par spectroscopie Raman, qui apporte une
information complémentaire sur les interactions chimiques. Les échantillons étant réalisés sur
lamelles de verre, il n’était pas possible d’utiliser la méthode d’infrarouge en transmission. De
plus, comme les échantillons sont marqués en fluorescence, il n’était pas possible de les
caractériser aux longueurs d’'ondes 532 et 785 nm. Ceci a néanmoins été possible a la
longueur d’onde 488 nm. Les échantillons ont été caractérisés dans les mémes conditions, a
savoir une focalisation sur le haut d’un plot, grace a un objectif x100, un réseau de 600 traits,

une excitation laser de 20 secondes a 488 nm, répétée avec 20 accumulations (Figure 93).
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Figure 93 — Spectres Raman bruts obtenus pour les différents échantillons

Les principaux résultats qui se dégagent alors de cette analyse sont les suivants :

- La bande azotures a 2100 cm™ est plus importante sur les échantillons qui n’ont
pas subi la click du pentynoate de NHS, ce qui est donc cohérent et écarte
complétement I'hypothése que les échantillons précédemment observés en

microscopie confocale (Figure 92) aient pu étre inversés.

- Les échantillons clickés avec le pentynoate de NHS et mis au contact de protéines
posseédent des bandes intenses a 1550 et 1650 cm™, qui sont caractéristiques des
liaisons peptidiques. De plus, une bande a 1360 cm?, relative a des liaisons C-N
aromatiques, est plus intense pour ces échantillons clickés avec protéines que pour

les échantillons non clickés, ce qui semble confirmer le greffage des protéines.

- Les échantillons qui n'ont pas été clickés présentent une bande a 1730 cm?, qui
correspond pourtant a la liaison C=0 ester caractéristique des fonctions NHS, bien
que ces échantillons n’aient pas été clickés. Ces fonctions sont donc celles du
fluorochrome libre, qui en possede aussi (cf. Figure 91, page 141). Ceci coincide
également avec une augmentation d’intensité du mode C-H des groupements CH>
et CHs, observé pour les bandes a 1240, 1300, 1410 et 1450 cm™.

Cette étude du greffage de protéines marquées par un fluorochrome a permis de
mettre en évidence un défaut au niveau des protocoles de biofonctionnalisation, a
savoir la présence de fluorochrome libre dans la solution de protéines marquées, ce
fluorochrome pouvant pénétrer dans les pores du matériau. De plus, comme observé

en AFM, la présence de fluorochromes sur les protéines entraine une diminution de la
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densité de protéines greffées sur la surface des plots (Sa = 0,415 nm), par rapport au

cas ou les protéines ne sont pas marquées (Sa = 0,568 nm).

Comme défini dans les objectifs de I'étude, il faut néanmoins viser a maximiser la

densité de protéines greffées, ce qui nécessite de reprendre les étapes des protocoles utilisés.

[11.5.2. Optimisation des protocoles de greffage de protéines G marguées

Il a été observé une diminution de la densité de protéines greffées, lorsque celles-ci
sont marquées par un fluorochrome. Ceci peut étre lié au nombre de fluorochromes par
protéine, c’est-a-dire le taux de marquage ou DOL (Degree of Labeling). En effet, les
fluorochromes se fixent par leur fonction NHS sur des liaisons amines de la protéine. Sile DOL
est fort, alors la protéine pourrait voir ses sites amines saturés, ce qui entrainerait une

diminution de linteraction avec les microplots fonctionnalisés NHS.

Par allleurs, la présence de fluorochrome libre peut étre liée a une étape du protocole
de marquage des protéines, a savoir I'étape de filtration en colonne (Figure 94). Pour celle-ci,
une résine est mise dans une colonne de filtration, puis la solution de protéines marquées y
est déposée puis centrifugée. La colonne est censée retenir les fluorochromes libres, de
telle sorte que le filtrat ne contienne que des protéines marquées et pas de
fluorochromes libres. D’autre part, un composant des kits de marquage, le bicarbonate de
sodium, doit permettre de maitriser le marquage, donc la valeur du DOL. Différentes conditions

ont été testées pour diminuer la part de fluorochromes libres (811.5.2.1).

ProtéinesGa lmg/mLo

+ bicarbonate de sodium Protéines G marquées

+ Fluorochrome AF594<X 150 ug/mL
| DOL=2

Centrifugation

Nanodrop : Mesure du DOL
60s316000g

et de la concentration des
protéines puis dilution

* Marquage des protéines * Elimination des fluorochromes libres

Figure 94 — Schéma synthétique du protocole de marquage des protéines par un fluorochrome

Par la suite, une fois que le DOL (taux de marquage) est maitrisé, il est possible, comme
pour la réaction click du pentynoate de NHS, d’essayer de diminuer la concentration des
protéines lors des étapes de greffage, dans I'optique d’économiser les produits, dont le colt

est élevé (800€ par kit de marquage). Le temps de réaction sera aussi étudié.
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111.5.2.1. Maitrise du taux de greffage (DOL)

Dans le kit de marquage en AlexaFluor® 594 produit par Invitrogen, il arrive que la
résine fournie soit en quantité insuffisante. Il est alors possible de la remplacer par de la résine
P6 produite par Bio-Rad. Par ailleurs, I'absence d'utilisation du bicarbonate de sodium
semblait augmenter le DOL. Différentes conditions de marquage de la protéine par le
fluorochrome AF594 ont été testées, en fonction du type de résine et de I'utilisation ou
non du bicarbonate de sodium. Les résultats des marquages par spectroscopie d’absorption
(équipement Nanodrop), sont présentés dans le Tableau 19, les concentrations en protéines
et valeurs de DOL sont calculées par le biais des équations 1 et 2. Par la suite, ces
différentes solutions de protéines G marquées ont été mises en contact avec des

échantillons similaires, qui ont été caractérisés en microscopie confocale (Figure 95).

[A280—0.56xA590]x facteur de dilution

[Protéines] (mmot/mr) = (équation 1)

MW(protéine en DA)X Azg0 (protéine a 1 mg/mL sans marquage)

moles de fluorochromes _ Asqg X facteur de dilution

DOL =

(équation 2)

moles de protéines 90 000 x [Protéines] (mmol/mL)

Tableau 19 — Synthése des résultats en absorbance pour les différentes conditions de marquage

Conditions Abs (280 nm) | Ecart-type | Abs (590 nm) | Ecart-type ?r?wr%t(‘)éli/r;sg DOL
A RéSAir\]/fgi{\ﬁt'/ﬁ%gen 0.557 +0.03 0.800 +0.04 4.64 E-06 1.91
5 | Rea e 0.378 £0.10 0.532 £0.08 3.39 E-06 1.74
. R t’“ﬁ'\*ﬁ%gen 0.646 +£0.01 0.964 +£0.01 452 E-06 2.37
o | Reane a0 0.494 £0.26 0.313 £0.03 13.6 E-06 0.26

a) Résine Kit Invitrogen Résine Bio-Rad P6

Figure 95 — Synthese des résultats obtenus pour les différentes conditions de marquage de la
protéine : images en intensité obtenues en microscopie confocale (a), quantification de l'intensité
brute récupérée sur toute la fenétre d’analyse (b) ou bien normalisée par rapport au DOL (c)

145

6.0x10%4

433 T
— 4.00

2.47

i
% _1.97

. - - - -

2.0x10%

Intensité brut (U.A.)

AVEC NaHCO,

1,91 1,74 2,37 0,26

SANS NaHCO,

2,27 2,29 1,04 7,58



Concernant le type de résine, il apparait que la résine P6 de chez Bio-Rad soit plus
sélective que larésine du kit Invitrogen, car elle donne des concentrations en protéines
plus faibles, en comparant les conditions A et B (en se basant sur les valeurs d’absorbance
a 280 nm et de concentrations en protéines calculées). La microscopie confocale donne pour
la condition B des ségrégations de fluorochromes au niveau des plots fissurés, ce qui dénote
une fonctionnalisation des pores du volume et explique ainsi une intensité localement plus
forte. Par ailleurs, l'intensité (brute ou normalisée par le DOL) mesurée sur toute la surface
observée montre des résultats similaires entre les conditions A et B, ce qui montre une
homogénéité du marquage pour ces protéines, visible aussi par ’homogénéité observée
sur les clichés de microscopie. Il semble donc préférable d’utiliser la résine du kit

Invitrogen qui permet de récupérer un maximum de protéines.

En comparant les résultats des conditions A et C (résine du kit Invitrogen), il apparait
gue I’absence de bicarbonate de sodium lors du marquage permette parfois d’avoir un
DOL plus élevé (2,37 sans bicarbonate de sodium contre 1,91 avec). Cependant I'image en
microscopie confocale pour la condition C montre des plots de plus forte intensité, ce qui peut
étre di, soit a du fluorochrome libre qui a pénétré les pores, soit a un marquage non régulier
des protéines. Pourtant, les écart-types des mesures d’absorbance au Nanodrop relevées
pour la condition C sont trés faibles, ce qui réfute 'lhypothése établie. L’intensité plus forte
observée en microscopie confocale au niveau des plots pour la condition C est donc
trés probablement liée a du fluorochrome libre. Ceci apporte donc l'information que le DOL
est surévalué, du fait de la présence de fluorochrome libre. Par ailleurs, toujours pour la
condition C, l'intensité brute mesurée sur toute la surface d’analyse est plus faible en 'absence
d’utilisation du bicarbonate de sodium (malgré la présence de fluorochrome libre). Ceci
montre donc que le marquage des protéines par le fluorochrome est moins efficient
et/ou que le greffage des protéines se fait moins bien. Or, comme le DOL est surévalué
(2,37), il serait alors moindre et globalement du méme ordre que celui de la condition A (1,91),
ce qui exclut 'hypothése que les protéines se grefferaient moins bien. Il est donc fort
probable que I’absence d’utilisation du bicarbonate de sodium augmente le DOL, mais
en réalité le marquage se fait moins bien, ce qui laisse davantage de fluorochromes
libres avant et apreés filtration, en raison d’'une possible saturation de la résine de la colonne
qui pourrait provoquer le passage de fluorochromes libres au travers de celle-ci. Il est donc
préférable d’utiliser le bicarbonate de sodium dans la réaction de marquage des
protéines par les fluorochromes, afin de fiabiliser la valeur de DOL et d’éviter la

présence de fluorochromes libres.

Enfin, la condition D testée conjugue les 2 probléemes énoncés précédemment. En

raison de I'absence d'utilisation du bicarbonate de sodium, les protéines ne sont pas bien
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marquées et il y a beaucoup de fluorochromes libres. L'utilisation de la résine P6 permettrait
de retenir beaucoup de protéines ainsi que des fluorochromes, comme le témoignent les
valeurs faibles d’absorbances a 280 et a 590 nm. Par ailleurs, il y a une aberrance au niveau
de ces mesures d’absorbances, qui renvoient une concentration plus élevée de protéines,
mais une valeur de DOL plus faible. Ces conditions sont, quoi qu’il en soit, inadaptées pour un
bon marquage des protéines par le fluorochrome.

En conclusion, ces résultats confirment qu’il vaut mieux utiliser le bicarbonate
de sodium pour garantir un marquage fiable et reproductible des protéines, ainsi qu’une
accroche homogéne des protéines sur les microplots. Il est aussi préférable d’utiliser
la résine du kit Invitrogen, afin de récupérer davantage de protéines, par rapport a la
résine P6 de Bio-Rad, qui en filtre beaucoup trop.

[11.5.2.2. Variation de la concentration en protéines et du temps de greffage

Tout comme pour la réaction click du pentynoate de NHS, il est possible de chercher a
améliorer les conditions de greffage des protéines, soit en diminuant la concentration des
protéines pour économiser des produits, soit en adaptant le temps de réaction afin de
gagner du temps. Pour cela, deux types de protéines sont utilisées, la protéine du fournisseur
Sigma-Aldrich qui est celle utilisée jusqu’alors, et celle du fournisseur ThermoFisher, qui est
moins chere. Différentes concentrations sont testées (150, 50 et 5 pug/mL) et des échantillons
de 17,5% d’azotures, préalablement clickés avec le pentynoate de NHS ont été mis en

présence de ces solutions protéiques, puis caractérisés en microscopie confocale (Figure 96).
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Figure 96 - Synthese des résultats obtenus pour les différentes concentrations en protéines : images
en intensité obtenues en microscopie confocale (a), quantification de l'intensité brute récupérée sur
toute la fenétre d’analyse (b) ou bien normalisée par rapport au DOL (c)
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En premiére observation, il est possible de voir de la casse au niveau des plots, qui
peut étre liée aux étapes précédant le greffage des protéines. Cependant, sur les plots
integres, la réponse en fluorescence est homogéne, synonyme d’'un marquage uniforme des
protéines par les fluorochromes. Par ailleurs, il semble qu’il n’y ait pas de fluorochromes libres,
sinon il y aurait des plots localement plus intenses. L'intensité globale récupérée en

fluorescence diminue lorsque la concentration des protéines diminue, comme attendu.

Malgré une casse importante des plots observés pour la condition A, l'intensité brute
récupérée est plus intense que celle pour la condition D (8.20 contre 6.15), pour une méme
concentration en protéines (150 pug/mL). Ceci est lié & un taux de marquage plus fort, avec un
DOL de 2,12 pour les protéines du fournisseur ThermoFisher, contre un DOL de 1,64 pour les
protéines du fournisseur Sigma-Aldrich. Les protéines ne sont donc pas marquées de facon
équivalente, malgré l'utilisation du méme protocole de marquage. Ceci peut s’expliquer
simplement, par la structure moléculaire des protéines, en fonction de la séquence peptidique
lors de la synthése, qui peut varier d’'un fournisseur a 'autre (la séquence est généralement
non communiquée par les fournisseurs). Pour comparer les deux types de protéines, il
convient alors de normaliser I'intensité brute par le DOL (nombre de fluorochromes par
protéine). Les intensités normalisées des conditions A et D sont alors du méme ordre de
grandeur (respectivement 3,87 et 3,75). En revanche, en comparant les intensités
normalisées pour les conditions B et E (50 pug/mL), ainsi que pour C et F (5 pg/mL), il est
possible de remarquer que l'intensité normalisée par le DOL est plus forte lorsque la
protéine du fournisseur Sigma-Aldrich est utilisée. Par la suite, c’est donc la protéine G

fournie par Sigma-Aldrich qui sera utilisée.

De plus, pour la protéine G fournie par Sigma-Aldrich, il semble que le greffage soit
équivalent pour des concentrations en protéines de 150 et 50 pg/mL, mais l'intensité diminue
de moitié pour 5 pg/mL. Aussi, malgré le besoin d’économiser des produits, il est préférable
de travailler avec une concentration en protéines de 150 yg/mL, afin de maximiser et

fiabiliser le greffage des protéines.

Pour une concentration de 150 pg/mL, il s’est également avéré que la réduction du
temps de greffage, de 30 min au lieu de 2 h, ne permettait pas de greffer complétement les
protéines. Une durée de deux heures pour le greffage des protéines adonc été maintenu

durant les protocoles.
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[11.5.3. Incidence de parameétres matériaux sur I'efficacité du greffage des protéines

Afin de pouvoir maximiser la réponse en fluorescence, l'influence de certains
paramétres matériaux sur le greffage des protéines a été étudiée, a savoir notamment
le taux de fonctions azotures du matériau, ainsi que le type de structuration de la
porosité (désordonné, de type vermiculaire ou bien ordonné, de type rectangulaire centrée).
Pour s’affranchir de la signature en spectroscopie du fluorochrome, les tests ont porté
uniquement sur le greffage de protéines sans marquage. Ceci permettrait de déterminer,
indépendamment du DOL, s’il existe une condition sur le matériau qui rende optimal le greffage
des protéines. Pour cela, les protéines ont été greffées sur des échantillons préalablement

clickés avec le pentynoate de NHS, suivant les protocoles précédemment établis.

111.5.3.1. Etude du greffage des protéines par spectroscopie infrarouge en transmission

Dans un premier temps, I'influence du taux d’azotures sur le greffage des protéines
a été étudiée par le biais de I'infrarouge en transmission (sur substrat wafer de silicium),
sur des échantillons ayant respectivement des taux d’azotures de 10% ou 17,5%, qui
présentent tous deux la structuration vermiculaire. Le suivi a été fait a différentes étapes
de la fonctionnalisation de ces échantillons, comme illustré en Figure 97 pour la série
d’échantillons avec 10% d’azotures. Aprés click du pentynoate de NHS, il y a une
augmentation des bandes a 1550, 1650 et 1730 cm™. Aprés greffage des protéines G, la bande
spécifiqgue du NHS a 1730 cm™ a diminué, au profit de celles a 1550 et 1650 cm™, qui
correspondent aux liaisons peptidiques de la protéine.

0,20 ¢ & v (5-0-5)
0,18
0,16
014 Refetenke

012
0*10 +Protein@

v (Si-OH)
v (51-0-5i)

Absorbance (A.U.)

Aprés greffage de protéines G

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

0,00,

Nombre d’'onde (cm™)

Figure 97 — Spectres infrarouge obtenus pour la série d’échantillons Az10% vermiculaire
a différentes étapes du processus de greffage des protéines G non marquées
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Afin de pouvoir réaliser une étude comparative (semi-quantitative), un traitement de
données a été effectué (avec le logiciel Wire), qui consiste a pouvoir décomposer les 3
bandes a 1550, 1650 et 1730 cm. Pour s’affranchir de la contribution des bandes présentes
en-dessous de 1500 cm?, tout le spectre a été décomposé afin d’isoler correctement les 3

bandes d’intérét (Figure 98). L’aire de ces bandes a ensuite été quantifiée.
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Figure 98 — Exemple de décomposition du spectre obtenu sur un échantillon Az17,5%
clické avec le pentynoate de NHS et greffé avec des protéines G

Une fois les aires des bandes connues, il est alors possible d’estimer le taux de
greffage de la protéine, par la diminution relative de la bande NHS a 1730 cm™. En effet,
il y a disparition des fonctions NHS lorsque la protéine se fixe sur les microplots par l'interaction
de ses fonctions amines avec les fonctions NHS présentes sur les plots. Le calcul se fait alors
selon I'équation 3 ci-dessous et qui permet d’estimer le taux de greffage des échantillons avec
10% et 17,5% d’azotures (Tableau 20) :

T€1730cm=1 Apres greffage

T
Taux de greffage prir (%) = 100 x [1 S (équation 3)

Aire 730cm=1 apres click

Tableau 20 — Synthése des résultats obtenus apres traitement des données infrarouge réalisées
sur les échantillons avec 10% et 17,5% d’azotures et de structuration vermiculaire

Aire de labande a | Aire delabande a Aire de labande | Taux de greffage
Echantillons a 1 5 Kl 4
1550 cm 1650 cm a1730cm FTIR calculé (%)
Az10 -V 0.167 0.548 0.444
Apreés click NHS
83
. Az10 -V o A0.280 A ¥ 0447V v 0.077 ¥
Aprés greffage des protéines
Az17,5-V 0.679 0.668 0.615
Aprés click NHS
51
AZ175 -V A 0.713A AO.706 A V029V
Aprés greffage des protéines

1 1
150



Ces résultats (Tableau 20) permettent de conclure que I'atténuation de la bande NHS
a 1730 cm™ est beaucoup plus forte pour un taux d’azotures de 10% par comparaison
avec un taux de 17,5%. Pourtant, malgré une densité de fonctions azotures plus importante
pour 17,5% que pour 10% d’azotures, ce résultat tendrait alors a montrer qu’il y a une
mauvaise répartition des protéines en surface pour les échantillons avec 17,5% d’azotures,
contre une bonne répartition pour les échantillons avec 10% d’azotures. Ceci est bien sOr
dépendant de la répartition des fonctions amines sur la protéine G, bien que cette donnée soit

inconnue. Cependant, ce résultat pourrait étre expliqué comme illustré en Figure 99.

Az 10 % = Vermiculaire Az 17,5 % = Vermiculaire

Figure 99 — Proposition d’explication du greffage entre des échantillons avec 10% et 17,5% d’azotures

Du fait de I’encombrement de la protéine, elle pourrait, dans le cas de 17,5%
d’azotures, se fixer en surface par le biais de plusieurs fonctions NHS. Cependant, il est
possible que la protéine écrante ainsi des fonctions NHS qui ne participent alors pas au
greffage. L’aire de la bande a 1550 cm vient appuyer cette hypothese, car son augmentation
est beaucoup plus forte avec 10% d’azotures (environ + 68%) par rapport a 17,5% d’azotures
(environ + 5%). Il en va de méme pour I'aire de la bande a 1650 cm™, qui joue un role dans
les deux contributions (présente apres click du pentynoate de NHS, ainsi qu’au niveau des
liaisons peptidiques présentes sur les protéines). En effet, il y a une diminution de l'aire de la
bande constatée pour 10% d’azotures (de 0,548 a 0,447), du fait de la forte diminution des
fonctions NHS, majoritaire par rapport a 'augmentation de la bande liée au greffage des
protéines. De plus, il y a une augmentation de l'aire de la bande pour 17,5% d’azotures (de
0,668 a 0,706), du fait d’'une faible diminution des fonctions NHS, minoritaire par rapport a

'augmentation liée au greffage des protéines.

En premiére conclusion, il semble donc que le greffage des protéines se fasse
mieux avec des échantillons avec 10% d’azotures qu’avec 17,5% d’azotures, pour une
meéme structuration vermiculaire. Par ailleurs, les tests réalisés avec des taux inférieurs (1%
notamment) n’étaient pas pertinents en infrarouge en transmission, en raison de la faible
intensité des bandes de vibration, qui ne permettait pas de conclure de fagon fiable. C’est
pourquoi la spectroscopie Raman a été utilisée en second temps afin de pouvoir qualifier plus
finement ces échantillons. De plus, des analyses par microscopie a force atomique (AFM) ont

été envisagées pour vérifier 'lhomogénéité du greffage des protéines.
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[11.5.3.2. Etude du greffage des protéines par spectroscopie Raman et AFM

L’influence du taux d’azotures et de la structuration de la porosité sur le greffage
des protéines a été étudiée dans cette partie par le biais de la spectroscopie Raman (sur
lamelles de verre) ainsi que par microscopie a force atomique (AFM). Les échantillons
utilisés présentent la méme configuration (méme réseau, méme espacement entre plots,
méme nombre de couches) et ont été réalisés pour différents taux d’azotures (Az) et différents
types de structuration de la porosité, a savoir vermiculaire (V) ou rectangulaire centrée (RC) :
Az1%-RC, Az5%-RC, Az10%-RC, Az10%-V et Az17,5%-V.

Le suivi a été réalisé avec la longueur d’'onde 532 nm, en repérant un microplot sur
chaque échantillon, et en ciblant cette zone pour chaque étape du greffage des protéines : (1)
apres impression, consolidation et lavage du tensioactif, (2) aprés réaction click du pentynoate
de NHS, (3) aprés greffage des protéines G non marquées, (4) aprés lavage a I'éthanolamine.
Le role de I'éthanolamine [39] est de pouvoir couper les fonctions NHS qui n’auraient pas réagi
avec les protéines (Figure 100), préalablement au greffage des anticorps. Les spectres étant
collectés dans les mémes conditions et a chaque fois sur le méme microplot, il est alors
possible de comparer les spectres a chaque étape de fonctionnalisation, comme illustré en
Figure 101 pour I'échantillon Az10%-RC.

Pentynoate de NHS otéine
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Figure 100 — Réaction entre le pentynoate de NHS clické et la protéine G ou I’éthanolamine,
conduisant a la disparition compléte de la liaison ester en rouge.
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Figure 101 — Spectres Raman (données brutes) pour I'échantillon avec 10% d’azotures, de
structuration rectangulaire centrée, aprés chacune des quatre étapes du processus de greffage des
protéines. Spectres du bas : spectres de référence du pentynoate de NHS et de la protéine G solide.
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De par les résultats obtenus (Figure 101), il y a une nette différence apres greffage du
pentynoate de NHS, par rapport a I'échantillon de référence, avec I'apparition de bandes entre
1250 et 1750 cm™. En revanche, la signature des protéines est difficilement identifiable, du fait
d’'une similarité des spectres aprés click du pentynoate de NHS et aprés greffage des
protéines. En effet, 'analyse étant focalisée, la quantité de protéines greffées sur la surface
analysée est minime par rapport a la contribution de I'ensemble des liaisons relatives au

matériau et au pentynoate de NHS clické en volume.

Cependant, une autre bande, située a 675 cm™ semble intéressante (encadré,
Figure 101), attribuée au pentynoate de NHS. En effet, cette bande n’est pas présente sur la
signature du matériau de référence, ni sur la signature de référence de la protéine G, mais est
bien présente sur celle du pentynoate de NHS et se retrouve sur I'échantillon clické. Aprés
greffage des protéines, l'intensité de cette bande diminue, jusqu’a disparaitre complétement
par utilisation de I'’éthanolamine, qui coupe la liaison ester du pentynoate de NHS (Figure 100).
Il est donc apparu possible de quantifier indirectement I’efficacité du greffage des
protéines G, par la diminution relative de la bande située a 675 cm™ (intégrée sur
intervalle [658 ; 692] cm™) et attribuée a la liaison ester du pentynoate de NHS. Cette
efficacité ou « taux de greffage » est alors quantifiable par le biais de I'’équation 4 ci-dessous,

et a pu étre calculée pour tous les échantillons (Tableau 21).

Aire - R
Taux de greffage raman (%) = 100 x |1 — 7 em 1Apresgreffage] (équation 4)

Aireg,s cm—1 Apres click

La caractérisation Raman est faite pour chaque échantillon sur le méme plot et dans
les mémes conditions de focalisation, il est alors possible de calculer des ratios d’aires pour
chaque échantillon, sans devoir normaliser les spectres obtenus sur un méme échantillon. De
plus, lorsqu’il s’agit de comparer plusieurs échantillons différents, il convient généralement de
normaliser les spectres, soit par rapport a lintensité globale sur tout le spectre, soit en
normalisant par rapport a des bandes invariantes du matériau. Cependant, 'équation 4 faisant
intervenir des ratios d'aires de bandes, cela revient a s’affranchir d’'une quelconque

normalisation et permet donc de travailler directement avec les données brutes.

Tableau 21 — Synthese des résultats obtenus en Raman pour les différents taux d’azotures

Structuration de la ) i ) )
o Rectangulaire centrée (RC) Vermiculaire (V)
porosité
Echantillon Az01% - RC | Az05% - RC | Az10%-RC | Az10%-V | Az17,5% -V
Taux de greffage
100 89 72 100 72
Raman calculé (%)
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Les résultats trouvés pour Az10%-V et Az17,5%-V sont en accord avec ceux trouvés
grace a l'infrarouge, a savoir que le greffage des protéines est meilleur avec 10% qu’avec
17,5% d’azotures, pour une méme structure vermiculaire. Les valeurs calculées sont
purement indicatives, car dépendent de la technique de caractérisation et des conditions

utilisées. Il est donc normal de ne pas retrouver les mémes valeurs que celles du §111.5.3.1.

Pour un méme taux d’azotures (10%), la comparaison des deux types de
structuration montre que la structure vermiculaire est plus favorable au greffage des
protéines. Ceci peut résulter de la plus grande disponibilité des fonctions azotures pour des
pores organisés aléatoirement pour la structure vermiculaire, par rapport a des pores plus
difficilement accessibles pour la structuration rectangulaire centrée, ou les pores seraient

accessibles aux extrémités des cylindres poreux.

Pour la structuration rectangulaire centrée, la tendance des échantillons avec
1%, 5% et 10% d’azotures montre que le greffage se fait mieux a bas taux d’azotures.
Puisque les fonctions azotures sont difficilement accessibles avec la structuration
rectangulaire centrée, ce résultat peut alors s’expliquer par la probabilité de rencontre entre

une protéine et des fonctions NHS clickées, qui serait plus forte pour un taux d’azotures faible.

L’AFM a été réalisée sur ces échantillons pour vérifier 'lhomogénéité du greffage des
protéines (Figure 102). Pour les échantillons de structuration rectangulaire centrée, le greffage
des protéines est moins dense pour 1% d’azotures, mais est plus homogéne que pour 10%
d’azotures, qui a tendance a montrer des amas de protéines. L’échantillon avec 10%
d’azotures en structuration vermiculaire est également plus homogéne au niveau du greffage
des protéines, avec un greffage encore plus individualisé que pour I'échantillon avec 1%
d’azotures. L’échantillon avec 17,5% d’azotures, pourtant vermiculaire, présente un greffage
tres inhomogéne, avec des amas de protéines trés épais. Pour cet échantillon a 17,5%
d’azotures, les amas peuvent étre dus a une co-condensation des molécules d’AzPTES,
comme observé d’aprés la RMN liquide du ?°Si au chapitre Il, et qui expliquerait la présence
de zones localement plus riches en fonctions azotures et d’autres qui en seraient dépourvues.

a) Az1% - RC b) Az10% - RC

c)Az10%-V d) Az17,5%

s, |es, o7, o

a

Figure 102 — Scans AFM (1 x 1 um) de la surface d’échantillons greffés de protéines pour différents
taux d’azotures et différentes structurations : 1% RC (a), 10% RC (b), 10% V (c) ou 17,5% V (d)
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Les résultats d’AFM coincident ainsi avec les résultats obtenus en
spectroscopie (Tableau 20 & Tableau 21). Le meilleur résultat correspond a I’échantillon
avec 10% d’azotures en structuration vermiculaire, qui présente une tres bonne

répartition homogene des protéines (Figure 102-c).

[11.5.4. Mise en évidence du greffage des anticorps anti-TrkB sur les protéines G

Le marqueur cancéreux choisi pour I'étude est I'antigéne TrkB, surexprimé a la surface
des cellules cancéreuses [40], [41], et qui est reconnu spécifiguement par son anticorps
complémentaire, I'anticorps anti-TrkB. Comme tout anticorps (Figure 103), celui-ci possede
un fragment constant Fc possédant une terminaison acide carboxylique (-COOH) qui va
permettre son immobilisation sur les fonctions amines (-NH.) de la protéine. La
spécificité de détection de I'antigéne cible est dictée par la chimie du fragment spécifique Fab.
Des fonctions amines sont aussi présentes sur le site spécifique (Figure 103), et permettent le
marquage par des fluorochromes fonctionnalisés NHS, comme les AlexaFluor® [42].

Antigéne détecté . 4, Antigéne détecté

Région constante de la chaine lourde
Région variable de lachaine lourde
=== Région constante de la chaine légére
Fragment spécifique Fab > Région variable de la chaine légére
(clivage papaine) === Carbohydrate
=== Site dereconnaissance de I'antigene
-s-s-  Pontsdisulfures
----- Site de clivage papaine
_ Fragment constant Fc - Site de clivage pepsine

Fragment spécifique F(ab'),
(clivage pepsine)

Caractéristiques de la famille
protéique Wy,o,d,&

COOH COOH

Figure 103 — Schéma de structure d’un anticorps : fragment constant Fc
et fragment spécifique Fab de détection de I'antigéne correspondant [43]

Le but de cette partie est de mettre en évidence et trouver des conditions qui
optimisent I'accroche des anticorps anti-TrkB sur les protéines G. Il ne semble a priori
pas possible d'utiliser des méthodes de spectroscopie afin de caractériser précisément
I'accroche des anticorps sur les protéines. En effet, cela reviendrait a étudier la diminution des
fonctions amines (-NH) et acides carboxyliques (-COOH), déja trés présentes au niveau des
protéines, par rapport a 'augmentation des fonctions peptidiques (également trés présentes
au niveau des protéines) résultant de cette réaction (Figure 104). De plus, I'anticorps fourni
n’est pas sous forme solide comme la protéine, mais il est fourni directement en solution. Il est

alors difficile de le caractériser et d’en extraire une signature spécifique en spectroscopie.

liaison

Figure 104 — Formation de la liaison peptidique a partir des fonctions amine et acide carboxylique
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L’AFM quant a elle donne une idée de la morphologie et permet de statuer sur une
augmentation de hauteur, mais ne permettrait pas de discriminer rigoureusement les anticorps
des protéines, en surface des microplots. Il semble donc plus pertinent de marquer
chacune des biomolécules (protéine et anticorps) par un fluorochrome, et d’étudier la

signature en fluorescence aprés greffage, au moyen de la microscopie confocale.

Pour cela, des échantillons de méme configuration (réseau, espacement, nombre de
couches) ont été imprimés pour différents taux d’azotures, a savoir 1%, 5%, 10% et 17,5%.
Les échantillons avec 1% et 5% d’azotures présentent la structuration rectangulaire
centrée (RC), tandis que les échantillons avec 10% et 17,5% d’azotures présentent la
structuration vermiculaire (V). Ces échantillons ont été préparés rigoureusement dans les
mémes conditions : clickés avec le pentynoate de NHS puis greffés par des protéines G
préalablement marquées par le fluorochrome AF594 (DOL(Garse4) = 1,3), et ensuite par des
anticorps (Ac) anti-TrkB préalablement marqués par le fluorochrome AF488 (DOL(AcCarass) =

3,7). La microscopie confocale permet de vérifier le greffage des biomolécules (Figure 105).

a) AF 594 AF 488 MERGE b)
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Figure 105 — Images obtenues en microscopie confocale en mode multicanaux, permettant d’isoler la
signature des deux fluorochromes (a) et intensités correspondantes (b)

D’aprés ces résultats, il est alors possible de remarquer que I'échantillon avec 1%
d’azotures présente une réponse en fluorescence aberrante, avec une intensité a 617 nm
beaucoup plus importante que sur les autres échantillons (Figure 105-b), malgré un taux
d’azotures plus faible. Il est alors possible que du fluorochrome libre soit présent dans la
solution de protéines marquées, et ait diffusé dans les pores du matériau. En effet, avec un
taux d’azotures plus faible, il y a des pores non fonctionnalisés NHS qui sont directement
accessibles pour la diffusion du fluorochrome libre, tandis que les pores fonctionnalisés NHS

seraient localement bouchés par les protéines greffées, comme illustré en Figure 106.
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Ce phénoméne n’empéche pas une réponse normale des autres échantillons,
avec une intensité d’émission des fluorochromes qui évolue globalement de facon
linéaire avec le taux d’azotures. Que ce soit pour 5%, 10% ou 17,5%, la sighature des deux
fluorochromes correspond & une accroche des protéines et des anticorps de fagon homogéne,
comme le traduit 'image « merge » qui est la superposition des deux signatures (Figure 105-
a). Cependant, les intensités d’émission des fluorochromes sont plus faibles pour 5% que pour
10% d’azotures, avec une intensité d’émission équivalente entre les deux fluorochromes
(Figure 105-b). Ceci permet de montrer, grace a la relation ci-dessous, démontrée en Annexe
15.2, qu’il y a 4 fois plus de protéines que d’anticorps, et un anticorps peut donc étre lié

a plusieurs protéines, et certaines protéines peuvent étre sans anticorps.

(équation 5)

laccepteur | P(AF594) E(AF594) -DOL(GAF594)] Ng _ 4 Ng

Idonneur @ (AF488) E(AF488) -DOL(ACAF488) Nac Nac

En revanche pour 17,5% d’azotures, la signature des deux fluorochromes est
supérieure a celle pour 5% et 10% d’azotures, et I'intensité du fluorochrome AF488 marquant
I'anticorps est supérieure a celle du fluorochrome AF594 marquant la protéine G. Cela sous-
entend alors un nombre d’anticorps greffés plus important pour 17,5% d’azotures par
rapport aux échantillons avec 5% et 10% d’azotures. Néanmoins, d’aprés les données
AFM, le greffage des protéines non marquées ne se fait pas de fagcon homogéne sur cet
échantillon (Figure 102-d), suggérant que le greffage des protéines marguées ne serait pas
non plus optimal (d’aprés Figure 90-b). Pour I'’échantillon avec 17,5% d’azotures, des anticorps
pourraient alors étre présents en surface de I'échantillon, sans pour autant étre fixés sur des
protéines G. Ce phénoméne est observable sur la superposition (« merge ») de I'échantillon
Az17,5%, par une signature du fluorochrome AF488 plus présente au centre des microplots
(Figure 105-a).

B »
Ry gk Rod Ry g
0

Az 10% Az 17,5%
Y
Porosité de structure rectangulaire centrée (RC) Porosité de structure vermiculaire (V)
Figure 106 — lllustration des résultats obtenus par le biais de la microscopie confocale

Ainsi, bien que l'intensité de fluorescence soit maximale pour I’échantillon
Az17,5%, I’accroche des anticorps ne se fait pas de fagcon controlée et reproductible.
En revanche, I’échantillon avec 10% d’azotures et de structuration vermiculaire
présente une bonne répartition des protéines G et des anticorps en surface des

microplots. De plus, dans ces conditions, les intensités d’émission des deux
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fluorochromes sont du méme ordre de grandeur, ce qui semble judicieux en vue

d’étudier la variation de signature en fluorescence, c’est-a-dire I'effet FRET.

[11.5.5. Conclusions sur la biofonctionnalisation des échantillons mésoporeux

En vue d’optimiser le greffage des protéines G et des anticorps sur les microplots de
silice mésoporeuse fonctionnalisés, différentes techniques complémentaires ont été utilisées :
la microscopie a force atomique (AFM), la spectroscopie infrarouge en transmission et en ATR,

la spectroscopie Raman et la microscopie confocale.

En premier lieu, les conditions des protocoles de marquage et de greffage de ces
biomolécules ont été étudiées. En effet, le protocole de biofonctionnalisation (cf. Annexe 9)
avait été établi par défaut, sans vérifier que les valeurs de concentration en biomolécules et
de temps d’incubation ne soient établies comme conditions optimales. La démonstration a été
faite en ce qui concerne le protocole de greffage des protéines G, ou les conditions sont donc
optimales, pour un greffage homogéne et maximum, comme souhaité pour I'application finale

en tant que sonde de diagnostic.

En spectroscopie, la signature des protéines a pu étre acquise grace a l'infrarouge
en mode ATR et également en spectroscopie Raman. Ceci a permis d’isoler les bandes
maijoritaires de la protéine, afin de l'identifier par la suite. Différentes conditions matériaux ont
été testées, afin d’estimer par traitement de données et de fagon semi-quantitative les
conditions matériaux jugées optimales pour le greffage des protéines. En complément de
I'AFM et de la microscopie confocale, cela a permis de mieux comprendre le comportement
des protéines vis-a-vis du matériau. En effet, les protéines se greffent mieux lorsque la

mésoporosité de surface est de type vermiculaire plutdt que rectangulaire centrée.

Par ailleurs, des échantillons avec différents taux d’azotures et une mésoporosité de
type vermiculaire ont été testés, a savoir 10% et 17,5% d’azotures. Les résultats ont permis
de montrer que le greffage des protéines est inhomogéne pour 17,5% d’azotures, ce qui est
trés probablement lié & une co-condensation des molécules d’AzPTES entre elles (comme vu
au chapitre Il), donnant lieu a des zones plus riches en fonctions azotures et d’autres zones
qui en seraient dépourvues. Les protéines sont en revanche greffées de fagon homogene
sur les échantillons avec 10% d’azotures, bien qu’en plus faible quantité par rapport a
17,5% d’azotures. |l serait intéressant de voir ce que donnerait un taux d’azotures de 15%,
qui donnerait a priori un greffage de protéines similaire aux conditions des échantillons avec

10% d’azotures (comportement en RMN plus proche du sol Az10% que du sol Az17,5%).

Le greffage des anticorps a été étudié par microscopie confocale, puisque les
techniques de spectroscopie ne permettaient pas de mesurer la signature spécifique des

anticorps. Les résultats ont montré que le greffage des anticorps est dépendant du
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greffage des protéines (Figure 107). En effet, bien qu’en plus grande quantité, les anticorps
semblent greffés de fagon non homogéne sur les échantillons avec 17,5% d’azotures. Pour
les échantillons avec 10% d’azotures, le greffage semble homogéne, d’aprés la
signature en microscopie confocale, avec une bonne superposition des réponses des
deux fluorochromes marguant les deux biomolécules. Enfin, I'échantillon avec 5%
d’azotures présente aussi une réponse en fluorescence homogéne mais de plus faible
intensité par rapport aux échantillons avec 10% d’azotures. La encore, il serait intéressant de
voir la réponse d'un échantillon avec 15% d’azotures, qui devrait présenter une intensité
supérieure a celle des échantillons Az10%, tout en permettant un greffage homogéne.

Ry g4 s
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[ P Ry 4
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Ny W li, ,@u& o -

Az 1% Az 5% | \ Az 10% Az 17,5%
Y Y

Porosité de structure rectangulaire centrée (RC) Porosité de structure vermiculaire (V)

Figure 107 — lllustration des résultats obtenus par le biais de la microscopie confocale

La suite de I'’étude concerne la phase de transfert sur fibres optiques de
I'intégralité du procédé, allant de I'impression des microplots jusqu’a la détection du

signal de fluorescence.
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[11.6. Vers un dispositif préindustriel pour la détection par voie fibrée

La phase de transfert du procédé sur fibres optigues va permettre de
fonctionnaliser les fibres optiques d’une maniére analogue a ce qui a été réalisé sur
lamelles de verre en passant par les différentes étapes d’impression des microplots, de
réaction click et de biofonctionnalisation. Aussi, les étapes de lavage, de click du
pentynoate de NHS et de greffage des protéines G et anticorps nécessiteront d’ajuster les
protocoles de préparation, au vu de 'encombrement des fibres optiques par rapport aux
lamelles de verre ou aux wafers de silicium utilisés précédemment. Les méthodes de

caractérisation devront également étre adaptées a ce type de support.

Cette étude devra démontrer la viabilité du dispositif de récupération du signal
optique développé par la société Kamax Innovative System, i.e. permettre d’obtenir une
signature fiable et reproductible des cellules analysées (saines ou tumorales). Si

nécessaire, des pistes d’améliorations seront proposées pour atteindre cet objectif.

[11.6.1. Validation du dispositif développé pour I’excitation et la récupération du signal
de fluorescence

Le dispositif développé (Figure 108) permet I'excitation et la récupération du signal de
fluorescence. Ce signal doit renseigner sur la présence ou non de cellules cancéreuses lors
d’'une mise en contact in situ avec des tissus biologiques. Pour cela, le dispositif est composé
d’'une source laser (553 nm dans le cas du diagnostic) dont le signal optique est filtré (filtre
bande étroite) puis injecté jusqu’en bout de fibre. Le faisceau d’émission peut ainsi interagir
avec les fluorochromes marquant les biomolécules greffées sur les microplots, en bout de
fibre. Le signal réémis par les fluorochromes est récupéré par la fibre, et acheminé
optiquement jusqu’a un analyseur spectral pour acquérir la réponse en fluorescence.
Une interface logicielle permet de visualiser les spectres sur un écran d’ordinateur. Il est
également possible de réaliser une mesure de blanc, afin de soustraire la signature intrinséque

de la fibre, ainsi qu’une éventuelle réémission du laser qui ne serait pas filtrée.

Alimentation

Injection

Filtres
optiques
Sources laser

Diagnostic: 553 nm
Thérapie : 405 nm

Injection

Plaquette
et
micropolots

Montage optique

Figure 108 — Schéma de principe du dispositif (a) et prototype réalisé (b)
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Des tests préliminaires ont visé a valider le montage optique, en vérifiant la réponse
optique obtenue sur des échantillons de référence, a savoir des microplots de 5 couches avec
10% d’azotures, déposés sur lamelles de verre et biofonctionnalisés. Le montage optique
utilisé avec le prototype est un montage dit « fibre-lamelle » qui consiste a approcher une

fibre vierge au contact optique de la lamelle & analyser, ce qui requiert de monter les lamelles
de verre ronde sur des lames de microscopie (Figure 109).

Visualisation des spectres |

Prototype développé ‘

Fibre optique vierge

Lamelle de verre imprimée de
microplots biofonctionnalisés

Figure 109 — Utilisation du dispositif en montage « fibre-lamelle »

Lorsqu’elles sont marquées, les biomolécules ont respectivement un DOL de
1,66 pour la protéine G marguée par le fluorochrome AF594 et un DOL de 1,76 pour
I’anticorps anti-TrkB marqué par le fluorochrome AF546. Le spectre de fluorescence est
obtenu aprés prise de blanc, pour une excitation laser d’'une puissance de 20 mW,
correspondant a un diamétre du spot lumineux d’environ 1 mm, et avec un temps d’intégration
de 500 ms. Ces analyses ont permis de confirmer la réponse obtenue pour un échantillon
greffé de protéines G marquées par le fluorochrome AF594, avec un maximum d’émission
présent a 617 nm, qui correspond bien a la longueur d’'onde d’émission maximum du
fluorochrome (Figure 110-a). La réponse obtenue pour un échantillon greffé de protéines
non marquées et d’anticorps marqués par le fluorochrome AF546 est également validée,

avec un maximum d’émission présent a 573 nm, correspondant a la longueur d’'onde maximum
du fluorochrome (Figure 110-b).
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Figure 110 — Réponse optique obtenue avec le prototype pour une lamelle fonctionnalisée par des
protéines marquées AF594 (a) ou des protéines non marquées et des anticorps marqués AF546 (b)
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Il est possible de remarquer que malgré un DOL similaire, la réponse de I'échantillon
avec uniquement des protéines G marquées AF594 présente une intensité bien plus faible
(lerzom = 0,05) que celle de I'échantillon avec des anticorps marqués AF546 greffés sur des
protéines non marquées (Is7anm = 0,40). En effet, ces fluorochromes présentent des coefficients
d’extinctions molaires proches, respectivement de 104 000 cm™.M? pour le fluorochrome
AF546 et de 73 000 cm™.M? pour le fluorochrome AF594 [44]. De plus, leurs rendements
guantiques, traduisant la capacité d’un fluorochrome a réémettre un photon absorbé, sont de
0,66 pour le fluorochrome AF594 et de 0,79 pour le fluorochrome AF546 [42].

Il est possible de penser que I'intensité plus forte pour I'échantillon avec des protéines
non marquées et des anticorps marqués AF546 (ls7anm = 0,40) pourrait s’expliquer par le fait
gue les anticorps sont fixés en plus grand nombre sur des protéines non marquées. En
effet, cette intensité est bien moindre (Iszanm= 0,12) pour un échantillon greffé avec des
protéines G marquées AF594 et des anticorps marqués AF546 (Figure 111-a). Il a d’ailleurs
été montré que les protéines G non marquées se greffent en plus grande densité que des
protéines marquées (d’aprés Figure 87, p. 138 et Figure 90, p. 141), qui explique alors un plus

grand nombre d’anticorps lorsque les protéines ne sont pas marquées.

Le montage « fibre-lamelle » a de nouveau été testé dans le cas de deux échantillons
préalablement greffés dans les mémes conditions, avec des protéines G marquées AF594 et
des anticorps anti-TrkB marqués AF546. L’un des deux échantillons a été mis en présence de
BSA, une protéine non spécifique (Figure 111-a), et l'autre échantillon en présence de
'antigéne spécifique TrkB (Figure 111-b). Ce test permet alors de vérifier que le dispositif

détecte spécifiquement les marqueurs cancéreux TrkB, cibles de I’anticorps anti-TrkB.
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Figure 111 — Réponse optique obtenue avec le prototype pour une lamelle fonctionnalisée
par des protéines marquées AF594 et des anticorps marqués AF546, mis au contact
d’une protéine non spécifique (a) et du marqueur tumoral TrkB (b)
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Les résultats montrent ainsi un changement de la signature en fluorescence. En effet,
en présence d’une protéine non spécifique, la signature présente des intensités d’émission
respectivement de lszsnm = 0,12 et leizam = 0,06. En revanche, en présence de I'antigéne TrkB,
les intensités d’émission sont de Is7znm = 0,08 et lgizam = 0,08. 1l y a donc une diminution de
I'intensité d’émission du fluorochrome donneur AF546 et une augmentation de celle du
fluorochrome accepteur AF594, lors de l'interaction de I’anticorps avec I’'antigéne TrkB.
Ceci montre qu’il y a, dans ce dernier cas, un transfert d’énergie de FRET, et valide

indirectement que les antigénes ont été détectés par les anticorps.

Par la suite, il sera nécessaire de pouvoir quantifier ce transfert d’énergie de
FRET de facon relative, afin de pouvoir comparer I'efficacité du transfert de FRET pour
différentes conditions de biofonctionnalisation, comme différentes conditions de DOL par
exemple. Pour cela, il est alors possible d’introduire la notion de sensibilité de détection, qui

se définit comme un facteur de qualité, sous la forme suivante :

<1accepteur Ig17
N ldonneur Apre tact (15 ) , .
Sensibilité (S) = + prescontacls = js Contact (équation 6)
accepteur 617
(Idonneur Avant contact) <1573 Ref)

La sensibilité traduit ainsi la variation relative d’intensité du systéme, en faisant le
rapport de l'intensité de I'accepteur sur l'intensité du donneur, aprés mise en contact avec la
BSA ou l'antigéne, et de normaliser ce rapport par la méme quantité avant contact. Un effet
FRET marqué se traduit alors par une augmentation importante du rapport des intensités aprés
contact, et permet d’obtenir une forte valeur de sensibilité. S’il n’y a pas d’antigénes détectés
par les anticorps, le signal de fluorescence est inchangé et la valeur de sensibilité vaut
alors 1. Dans leurs travaux, Ko et Grant [45] étudient I'inverse (au sens mathématique) de la
sensibilité, ce qui revient a observer la diminution de cette quantité pour témoigner de I'activité

FRET, et ils considérent par ailleurs plutbt I'aire des bandes au lieu du maximum d’intensité.

Ainsi, dans les conditions utilisées, la valeur de sensibilité est de 2,0 pour le
systeme testé, a savoir des microplots de 5 couches avec 10% d’azotures, déposés
selon un réseau hexagonal avec un écartement entre plots de 40 um, fonctionnalisés
selon le nouveau protocole de click (Protocole N°3, Figure 76, page 119), et marqués par
des protéines G avec un DOL de 1,66 et des anticorps anti-TrkB avec un DOL de 1,76.

Dans les études antérieures [23], la valeur de sensibilité était également d’environ
2,0 pour le systéme considéré, a savoir des microplots de 5 couches avec 10% d’azotures,
déposés selon un réseau carré avec un écartement de 40 um, clickés avec I'ancien protocole
de click (Protocole N°1, Figure 76 en page 119), et marqués avec des protéines G ayant un

DOL d’environ 1,5 et des anticorps anti-TrkB avec un DOL supérieur d’environ 2.
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[11.6.2. Adaptation des protocoles pour la préparation des fibres et montages annexes

Le procédé doit étre adapté sur fibres afin de pouvoir transférer les résultats
précédemment montrés lors de cette étude. En effet, les fibres optiques utilisées présentent
un encombrement beaucoup plus important par rapport aux autres types de substrats
précédemment utilisés, comme les lamelles de verre (environ 300 um d’épaisseur) ou les
wafers de silicium (environ 600-700 um d’épaisseur). De plus, le maniement des fibres est

délicat, car elles peuvent casser si elles sont trop courbées.

111.6.2.1. Impression jet d’encre de microplots sur fibres optiques

Les fibres ont été préalablement polies afin d’avoir un trés bon état de surface, avec
trés peu d’aspérités. L'étude précédente [23] avait mis en évidence la faisabilité d’imprimer sur
des faisceaux multi-fibres (37 fibres de 125 ym par sonde), avec un seul microplot par fibre,
ce qui est cependant trés chronophage pour I'opérateur, qui doit repérer manuellement la

position de chaque fibre avant impression.

Les fibres utilisées pour la présente étude sont des fibres monocoeurs d’'un
diamétre de 800 um. Des microplots sont imprimés a leur surface (une trentaine de microplots
par fibre), soit de fagon continue (Figure 112-b) avec dép6t de microplots également sur la
férule métallique mais qui ne participent pas a la réponse optique, soit de facon localisée, ce
gui demande un repérage précis pour une bonne impression du motif (Figure 112-c). Pour
garantir une densité constante de microplots sur la fibre, et dans un souci d’efficacité,

I'impression continue a été privilégiée.

Un montage adaptatif a été fabriqué (Figure 112-a) conjointement avec les sociétés
Ceradrop®, Kamax Innovative System et par les techniciens de I'atelier de 'IRCER, afin
d’insérer et maintenir les fibres en position sur le support d'impression. Des logements dédiés
et des vis de maintien permettent I'ajustement de la position en Z des fibres, et de garantir une
distance constante (ou distance de travail) entre la surface imprimée de la fibre et la téte
d’impression. Un bati métallique permet d’accueillir le reste de la fibre et assure qu’elles ne

bougent pas durant 'impression.

a Fibresinsérées dans b)
les logements

Roay " | puria

Figure 112 — Montage adaptatif fixé sur le support d’impression du Ceraprinter (a) permettant
d’imprimer des microplots sur des fibres optiques en continu (b) ou seulement sur le cceur de fibre (c)
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La qualité des impressions peut étre vérifiée en cours d’'impression, avant dépoét de la
couche N+1, grace a la caméra embarquée sur le support des tétes d’'impression, ce qui
permet notamment de vérifier que le nombre de couches déposées est correct (Figure 112-b).
Les fibres ont aussi été observées grace a une caméra optique (Figure 112-c) afin de suivre
l'intégrité des microplots au cours des différents traitements.

Une fois l'impression réalisée, les microplots déposés sur les fibres sont
consolidés selon le méme protocole que précédemment, a savoir un traitement
thermique en étuve avec un palier de 2 jours a 130 °C. Pour cela, les parties plastiques
protégeant les extrémités des fibres sont retirées. Une fois la consolidation terminée, les fibres
peuvent alors subir les étapes de lavage de la porosité et de click du pentynoate de NHS.

[11.6.2.2. Lavage de la porosité et click du pentynoate de NHS

Les protocoles de lavage de la porosité et de click du pentynoate de NHS doivent
également étre adaptés du fait de 'encombrement des fibres. Pour cela, la surface imprimée
des fibres est immergée dans la solution. Le protocole de lavage de la porosité se fait alors
toujours en bain marie a 50 °C avec de I’éthanol technique (Figure 113-a & Figure 113-b).
Une faible agitation de la solution peut étre utilisée, comme pour I’'étape de click du
pentynoate de NHS, afin de garder les molécules en suspension, et éviter la formation de

précipités qui pourraient nuire a la fonctionnalisation des fibres (Figure 113-c & Figure 113-d).

=

Figure 113 — Adaptation des protocoles de lavage de la porosité (a) (b) et de click (c) (d) sur fibres

111.6.2.3. Biofonctionnalisations : montage plaque a puits et fonctionnalisation en
goutte

De facon analogue a la réaction click sur fibres, la biofonctionnalisation des fibres doit
permettre de mettre en contact la surface des fibres avec la solution de protéines G marquées
et d’anticorps marqués, les volumes utilisés étant trés faibles (environ 300 pL par fibre). Pour
cela, la société Dyameo a fait réaliser un montage par impression 3D (Figure 114-a).
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Le montage permet de biofonctionnaliser les fibres par immersion (Figure 114-a), en
traitant simultanément 12 a 36 fibres en méme temps, et la plaque 96 puits utilisée est un
consommable jetable. Cela s’avére alors trés efficace pour réduire le temps de manipulation
des fibres, notamment pour les étapes intermédiaires de lavage du protocole de
biofonctionnalisation. Un autre mode de biofonctionnalisation, dit « en goutte » (Figure 114-b),
permet de déposer un faible volume de solution de protéines marquées ou d’anticorps
marques, réduisant ainsi le volume et donc les codts de cette étape, ce qui est un énorme

avantage en considérant le prix des kits de marquage.
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Figure 114 — Biofonctionnalisations des fibres par immersion dans la solution (a) ou
biofonctionnalisation « en goutte » (b)

Les protocoles de préparation des échantillons ont ainsi été adaptés pour la
préparation de fibres optiques, sans trop dévier des conditions initialement utilisées
pour les échantillons de microplots déposés sur lamelles de verre ou sur wafers de
silicium. Le montage réalisé dans ce but, constitue un avantage considérable pour la
préparation d’'un grand nombre de fibres en série, en vue de l'industrialisation du

procédé de fabrication.

[11.6.3. Ajustement des techniques utilisées pour la caractérisation des fibres
fonctionnalisées

Comme pour les protocoles de fabrication, les techniques d’analyse doivent étre

ajustées pour la caractérisation des microplots déposés sur ces fibres optiques.

L’ajustement de I'impression jet d’encre de microplots sur des fibres optiques peut avoir
une influence sur les mécanismes d’auto-assemblage du matériau, et donc sur I'organisation
de la porosité du matériau. Ceci peut étre dd, d’'une part, a la plus faible densité de gouttes
déposées sur une fibre par rapport aux lamelles. D’autre part, les fibres optiques sont
également composées d’'un verre de silice, mais celui-ci est de nature chimique différente de
celle des lamelles de verre. Ceci peut alors se traduire par des interactions différentes lors de

'auto-assemblage par EISA, pour des gouttes de sol déposées par jet d’encre sur la fibre.
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La méthode d’observation MET pour des éclats de microplots a pu étre mise en
ceuvre sur les fibres, en grattant des microplots de la fibre et en les déposant sur une
grille d’observation. Cette analyse a permis de montrer que la structuration ne semble pas
différente sur fibres par rapport aux résultats obtenus sur lamelles de verre (pour des
conditions standards d’une impression continue de microplots de 5 couches, imprimés suivant
un réseau hexagonal avec un espacement entre plots de 40 um). En effet, il a été observé
que des microplots imprimés sur fibre avec 1% d’AzPTES possédent bien une porosité
de type rectangulaire centrée. De fagcon analogue, des microplots imprimeés sur fibre
avec 10% d’AzPTES présentent majoritairement une porosité de type vermiculaire, avec

une trés faible proportion de phase rectangulaire centrée.

Au niveau des caractérisations par spectroscopie, il a fallu adapter la technique de
mesure sur fibres. En effet, il n’était pas possible d'utiliser la spectroscopie infrarouge en
transmission. Des analyses Raman ont été possibles pour caractériser des fibres aprés
impression (sans fluorochrome), avec une source laser 4532 nm. Les spectres obtenus
(Figure 115-a) laissent apparaitre des bandes qui coincident avec les bandes
observables sur des microplots déposés sur lamelles de verre ou encore sur wafers de
silicium (Figure 115-b). Cependant, une forte luminescence est observable lors des
caractérisations avec les fibres, due trés probablement a la composition chimique du verre qui
les compose.

Une fois les fibres biofonctionnalisées avec des biomolécules marquées par des
fluorochromes, la caractérisation de ces fibres n’était pas possible avec une longueur d’'onde
d’excitation de 532 nm ou méme de 785 nm, a cause des fluorochromes utilisés. Des tests ont
été réalisés avec une longueur d’'onde de 488 nm, car cela avait précédemment permis
d’obtenir une signature pour les échantillons réalisés sur lamelles de verre. Néanmoins, il n’a
pas été possible d’obtenir des spectres corrects avec la longueur d’onde 488 nm, en

raison d’une trés forte luminescence, liée a la nature des fibres optiques utilisées.
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Figure 115 — Caractérisation Raman a 532 nm et spectres bruts obtenus pour des réseaux de
microplots réalisés avec une encre Az17,5% : sur une fibre optique (a) ou sur un wafer de silicium (b)

1 1
167



La technique de spectroscopie ATR a également été mise en ceuvre (Figure 116),
et permet d’obtenir une signature proche de celle trouvée par infrarouge en
transmission (hormis pour les bandes azotures a 2100 cm?, atténuées par le diamant ATR).
Latechnique par ATR présente des limitations fortes, a savoir qu’elle n’est ni quantitative,
ni semi-quantitative, car les intensités de bandes dépendent du contact des microplots sur la
fibre avec le diamant ATR. Aussi, la forte pression appliquée est destructive pour les microplots
de silice mésoporeuse.
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Figure 116 — Spectre infrarouge obtenu par caractérisation ATR d’une fibre Az17,5% de référence

Enfin, en ce qui concerne les caractérisations AFM, un montage adaptatif a été
réalisé pour des observations sur des fibres biofonctionnalisées (Figure 117). Cette
méthode de caractérisation pourra étre envisagée par la suite, en utilisant le mode tapping afin

de ne pas endommager les biomolécules greffées sur les microplots des fibres optiques.

Figure 117 — Montage adaptatif développé pour la caractérisation par AFM de fibres optiques
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[11.6.4. Détection de cancers in situ sur différents modeéles vivants ou prélevements

L’ajustement des protocoles et des méthodes de caractérisation sur fibres ont
globalement permis de montrer qu’il n'y avait pas de différence majeure par rapport aux
résultats démontrés sur lamelles de verre. Les microplots déposés sur fibre ont été
biofonctionnalisés avec des protéines G marquées avec le fluorochrome AF594 et des
anticorps marqués avec le fluorochrome AF546. La signature des deux fluorochromes a
été détectée grace au prototype de récupération du signal développé, ce qui a ensuite
permis d’étudier la réponse en détection, lors du contact avec des marqueurs

cancéreux, et ceci pour différents modeles vivants (Figure 118).

Un premier modeéle vivant est utilisé, a savoir le modéle de membrane chorio-
allantoidienne (CAM) de poulet, qui consiste a cultiver des ceufs de poulets fécondés, en
dehors de leur coquille (ex ovo). L’incubation de I'ceuf a 37 °C entraine le développement
embryonnaire du poulet, ainsi que l'apparition de vaisseaux sanguins. Aprés 7 jours de
développement, la membrane est suffisamment vascularisée pour permettre I'implantation de
cellules cancéreuses, aboutissant a I'apparition d’'une tumeur de 1 a 2 mm. Les tests de
détection sont réalisés 2 jours apreés greffe des cellules cancéreuses, en approchant les
fibres fonctionnalisées au contact de la tumeur (in situ). Différentes souches de cellules
cancéreuses ont été testées, comme la souche HCT 116 (cancer colorectal) ou encore HEK

TrkB+, qui sont des cellules souches du rein, modifiées pour surexprimer le marqueur TrkB.

Visualisation du signal Caméra du
de fluorescence microscope
¥ i

Fibre optique  Membrane chorio-allantoidienne
de poulet (CAM)

Figure 118 — Modele vivant utilisé pour le diagnostic in situ : membrane chorio-allantoidienne (CAM)
d’un embryon de poulet, sur laquelle a été implantée une tumeur cancéreuse
I11.6.4.1. Tests réalisés sur un modele vivant in situ : modele CAM de poulet
Les principaux résultats obtenus sur le modéle de CAM de poulet sont présentés
ci-apres, avec des exemples de spectres obtenus (Figure 119) et les résultats des tests

(Tableau 22) avec la sensibilité de détection calculée (définie par I'équation 6 ci-dessous).

<1accepteur Ig17
S 1e s Tdonneur | apr: tact (1573 ) p :
Sensibilité (S) = + prEcomarts = ; Contact (équation 6)
accepteur 617
(Idonneur Avant contact) (1573 Ref)
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Les fibres ont été préparées avec un sol contenant 10% d’azotures, pour des microplots
de 1 ou 5 couches, imprimés selon un réseau hexagonal avec un espacement entre plots (E)
de 25 pum pour maximiser le nombre de plots sur la fibre, et pour une humidité relative (HR) de
45 ou 60%. Le DOL de la protéine G marquée AF594 est d’environ 2 et le DOL de I'anticorps
anti-TrkB marqué AF546 est d’environ 5. Les spectres sont obtenus avec une longueur d’onde

d’excitation de 553 nm, une puissance de 80 mW/mm? et un temps d’intégration de 300 ms.
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Figure 119 — Spectres obtenus lors du contact de la sonde B12 avec un ceuf sain servant de
référence (a), puis apres contact avec une tumeur de souche HCT116 (b)

La fibre B12 a été mise au contact d’'un ceuf sain pour acquérir le signal de référence.
Elle a ensuite été lavée puis mise en contact avec une tumeur de souche HCT 116. Le
changement de signature en fluorescence observé (Figure 119-b) témoigne du transfert
d’énergie par effet FRET et de la détection du marqueur TrkB avec une sensibilité de 2,0
pour cette configuration. Ceci est visible a la fois par la diminution de l'intensité d’émission
du fluorochrome donneur (-36%) ainsi que par I'augmentation d’intensité d’émission du

fluorochrome accepteur (+40%).

Cependant, aprés détection des marqueurs cancéreux TrkB, il est possible qu’il y
ait décrochage de certains complexes de protéines et d’anticorps lors du retrait de la
sonde, comme cela a été observé en acquérant le spectre apres retrait, une diminution des
intensités est observée. Ceci permet de conclure un résultat important pour I'utilisation
des sondes, qui est qu’apres utilisation, les fibres optiques déja mises en contact avec
des tumeurs ne sont pas réutilisables. Néanmoins, les fibres semblent réutilisables tant

qu’elles n'ont pas été en contact avec des zones cancéreuses.

La fibre B11 est une fibre doublon de la fibre B12 (Tableau 22). Cette fibre B11 a été
mise en contact avec la masse tumorale issue de cellules HEK TrkB+, donnant une
valeur de sensibilité mesurée de 2,3 contre 2,0 pour la lignée de cellules HCT 116
(cancer colorectal). Par la suite, il faudra inclure dans le protocole de recherche de mesurer
le degré d’expression du récepteur TrkB au niveau des masses tumorales testées, car ce
degré d’expression du marqueur peut influencer la sensibilité de détection. Ces indicateurs
permettront également de conclure de fagon plus précise sur l'efficacité de détection du

dispositif, qui peut varier en fonction du type de cellules cancéreuses en présence.
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Tableau 22 — Synthése des résultats des tests réalisés avec les fibres sur le modéle CAM de poulet

Intensité Intensité
Condition Fibre et numéro Souche mesurée a mesurée a Sensibilité
d’impression d’essai / toucher tumorale S
573 nm 617 nm
FibreB12-1 CEuf sain 3300 3000 1
5 couches
E=25um FibreB12-2 HCT 116 2100 4200 2.0
HR = 45%
FibreB11-1 Hek TrkB+ 3000 7000 2.3
1 couche Fibre BO7 -1 CEuf sain 3000 7300 1
E =25 pum
HR = 60% Fibre BO7 -2 HCT 116 3000 8600 1.2
Fibre BO9 -1 CEuf sain 3000 7300 1
1 couche
E =25pum Fibre B09 - 2 HCT 116 2000 8000 1.6
HR = 45%
FibreB10-1 Hek TrkB+ 3000 9000 1.2

Les valeurs de sensibilité des fibres B1l et B12, ayant une sensibilité de
détection de 2,3 sur des cellules Hek TrkB+ et de 2,0 sur des cellules HCT 116 (cancer
colorectal) constituent des résultats trés encourageants. Le changement de signature
témoigne bien du transfert d’énergie de FRET sur ces fibres, constituées de microplots de 5

couches.

Des fibres ayant des microplots de 1 couche ont aussi été testées pour détecter
les tumeurs cancéreuses de lignée cellulaire HCT 116 ou Hek TrkB+ (Tableau 22).
Cependant, dans ces conditions, bien que leffet FRET soit observé, notamment par
laugmentation d’intensité du fluorochrome accepteur, les sensibilités mesurées sont

beaucoup plus faibles, entre 1,2 et 1,6.

Les tests réalisés durant cette campagne montrent alors que la sensibilité de
détection du dispositif est meilleure pour des fibres ayant des microplots de 5 couches
(sensibilité de 2,0 et 2,3) par rapport a des fibres ayant des microplots de 1 couche
(sensibilité de 1,2 et 1,6). Cette différence pourrait s’expliquer par un greffage différent des
protéines G. En effet, I'intensité a 617 nm est plus élevée pour les fibres ayant 1 couche (7300
au lieu de 3000 pour des microplots de 5 couches), ce qui laisse a penser qu’il y a davantage

de protéines G greffées sur les microplots de 1 couche. Par ailleurs, l'intensité a 573 nm
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est du méme ordre de grandeur (environ 3000) entre les fibres ayant des microplots de 1 ou 5

couches, ce qui laisse penser qu’il y a autant d’anticorps pour ces deux configurations.

Il est alors possible de penser que la faible sensibilité obtenue sur les fibres de
1 couche s’explique par des protéines G qui ne participent pas a I'effet FRET (Figure
120), et qui sont probablement sous forme d’amas, en raison d’une structure de la

porosité de type rectangulaire centrée sur les plots de 1 couche.
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Figure 120 — Schéma expliquant les différences entre des fibres de 1 couche (a) et 5 couches (b)

111.6.4.2. Autres campagnes réalisées et voies d’amélioration du dispositif

Suite a ces résultats trés positifs sur des fibres ayant des microplots de 5 couches, de
multiples campagnes de tests avaient été réalisées pour étudier l'influence de paramétres
matériaux (notamment le taux d’azotures et la structure de la porosité du matériau) sur la
sensibilité de détection du dispositif. Les tests devaient également permettre d’étudier la
sensibilité de détection par rapport aux différents types de lignées cellulaires, et voir si le
principe de détection est plus indiqué pour tel ou tel cas de cancers. Ceci aurait également

permis de reconfirmer les résultats obtenus, et consolider la reproductibilité des mesures.

Pourtant, ces nombreuses campagnes de tests, notamment des
expérimentations sur des préléevements de patients, ont permis de mettre en lumiéere
des problemes jusqu’alors inconnus, ainsi que des voies d’amélioration possibles,

concernant les conditions d’excitation et de récupération du signal :

- Aprés contact et lors du retrait de la fibre, la réponse en fluorescence est plus faible,
signe que des biomolécules ont pu étre arrachées de la sonde. De plus, la partie

de la fibre imprimée de plots doit étre bien en contact avec la surface a analyser.

- Il est possible que la surface organique éclairée participe au signal de fluorescence

récupéré, en lien avec une probable fluorescence des tissus en question. Il est donc
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important de réaliser des mesures de vérification avec une fibre vierge, pour vérifier
cette absence de fluorescence des tissus, et le cas échéant de pouvoir enlever

cette contribution sur le signal de fluorescence analysé.

- Les fibres possedent une auto-fluorescence importante. Un épaulement a été
observé autour de 610 nm sur les spectres. Une étude a pu montrer qu'’il s’agissait
d’'un déplacement de I'auto-fluorescence, qui résulte du traitement de consolidation
en étuve. Ce probléme pourra étre levé en utilisant des fibres non traitées
thermiquement, et des embouts de fibres qui seront imprimés avec des microplots
puis biofonctionnalisés et assemblés sur la fibre au dernier moment (juste avant de

réaliser les tests de détection).

- Les spectres donnaient initialement des bandes trés larges. Un effort a été apporté
au niveau du détecteur spectral du prototype afin d'obtenir des bandes spectrales
mieux résolues. Par la suite, le traitement des données, avec notamment la
soustraction de la réponse de la fibre (soustraction de ligne de base) est amélioré.
Cependant, des pics de réflexion du laser ont parfois été observés, ce qui traduit

que le laser est potentiellement d’une puissance trop forte.

Des améliorations sont donc nécessaires du point de vue du dispositif et de la
méthode de récupération du signal, ainsi que sur Poptimisation de la méthode de

détection, a savoir I'effet FRET.

Par la suite, différents couples de fluorochromes ont été étudiés afin d’optimiser la
détection du dispositif.
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[11.6.5. Recherche d’une optimisation de la sensibilité de détection du dispositif

La sensibilité de détection est maximale quand le transfert d’intensité du

fluorochrome donneur au fluorochrome accepteur est maximal. Afin d’améliorer la

sensibilité de détection par effet FRET, différents couples de fluorochromes ont été étudiés.

[11.6.5.1. Couples de fluorochromes utilisés et données de fluorescence

Trois couples donneur-accepteur d’Alexa Fluor (AF) ont été retenus pour optimiser la
détection par effet FRET : les couples AF488-AF594, AF546-AF594 et AF594-AF647. Des
données relatives a ces fluorochromes sont récapitulées au Tableau 23 et au Tableau 24.

Pour étre un bon candidat pour I'effet FRET, les fluorochromes utilisés doivent :

- Avoir un coefficient d’extinction élevé (capacité a absorber les photons) et un

rendement quantique élevé (capacité a réémettre un photon absorbé), afin d’avoir

ainsi une brillance élevée.

- L’intégrale de recouvrement J doit étre importante. C’est I'aire de recouvrement

de la bande d’émission du donneur avec la bande d’absorption de I'accepteur.

L’estimation du calcul de cette intégrale est détaillée en Annexe 15.3.

- La valeur Ro du couple doit étre adaptée aux dimensions du systeme: le

transfert de FRET est initié quand les fluorochromes sont distants de R < 1,8 x Ro.

Tableau 23 — Données de fluorescence des fluorochromes utilisés [42], [44]

. . Coefficient .
é:ﬁg? Abs(?]m; on Errz:]snil)on Couleur d’extinction & Rue;ndtienleeen; Brillance
(Mi.cm?) q q
AF 488 495 519 Vert 71 000 0,92 65 320
AF 546 556 573 104 000 0,79 82 160
AF 594 590 617 Rouge 73 000 0,66 48 180
AF 647 650 665 lR.Oug.e 239 000 0,33 78 870
ointain

Tableau 24 — Données de FRET pour les couples de fluorochromes utilisés [46]

Couple de fluorochromes

Intégrale de

Donneur — Accepteur valeur Ro (A) 1.8 Ro (nm) recouvrement J
AF488 — AF594 60 10,8 2008
— AF594 71 12,8 3449
AF594 — AF647 85 15,3 2442
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[11.6.5.2. Test préliminaire avec le couple de fluorochromes AF594-AF647

Un test préliminaire avec le couple AF594-AF647 a été réalisé avec des échantillons
de microplots préparés sur lamelles de verre et fonctionnalisés avec des protéines marquées
AF594 (DOL(Garses) = 4) et des anticorps marqués AF647 (DOL(Acarssa7) = 9). Ces échantillons
ont été caractérisés avec le prototype en montage « fibre-lamelle » (Figure 121-a), avec un

échantillon de référence et un échantillon mis en contact avec des antigénes TrkB.
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Figure 121 — Spectres obtenus en montage fibre-lamelle sur échantillons lamelles de verre
biofonctionnalisés (a) et contrble de la solution de protéines marquées AF594
et de la solution d’anticorps marqués AF647 en fluorimétrie en voie liquide (b)

Les spectres obtenus laissent apparaitre le pied du laser autour de 570 nm, qui est un
probléeme déja signalé au paragraphe précédent. La bande d’intensité d’émission du
fluorochrome donneur (AF594) est bien visible & 617 nm. En revanche celle du fluorochrome
accepteur (AF647) n’est pas clairement visible a 665 nm. Ceci s’explique par le fait que la
bande d’émission de I'accepteur (AF647) est faible et n’est que trés peu visible en présence
de celle du donneur, malgré un taux de marquage des anticorps plus élevé que celui des
protéines, comme le montrent les intensités observées en fluorimétrie en voie liquide (Figure
121-b). De plus, malgré une intégrale de recouvrement J d’une valeur acceptable pour ce
couple (d’aprés Tableau 24), le fluorochrome AF647 a un trés faible rendement quantique par
rapport aux autres fluorochromes, ce qui expliquerait la faible intensité observée et un

épaulement trés peu marqué pour I'émission du fluorochrome AF647 (Figure 121-a).

Pour I'échantillon qui a été mis en présence de I'antigéne TrkB, il y a une diminution
de l'intensité du donneur (AF594) mais pas d’augmentation notable de I'intensité du
fluorochrome accepteur (AF647). Dans ces conditions, il n’est alors pas possible de
confirmer avec certitude la présence d’un transfert d’énergie par effet FRET, autrement
gue par la seule diminution d’intensité du fluorochrome donneur. Néanmoins il ne s’agit
pas des mémes échantillons et cette diminution d’intensité peut étre imputée a d’autres
phénomeénes (greffage des biomolécules différent entre les deux échantillons, casse plus

importante pour I'échantillon mis en contact avec I'antigéne, etc.).
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De plus, la valeur Ro du rayon de Fdrster de ce couple est la plus élevée parmi les 3
couples de fluorochromes envisagés (Tableau 24), ce qui implique qu’il est moins spécifique
et pourrait entrainer un transfert de FRET méme en 'absence d’antigéne, comme cela sera
explicité par la suite.

En raison du faible rendement quantique du fluorochrome AF647 et du risque de
détection de faux-positifs, le couple de fluorochromes AF594-AF647 a donc été rejeté.

Les deux autres couples sont alors étudiés en voie liquide pour réaliser des tests FRET.

111.6.5.3. Comparaison des couples AF488-AF594 et AF546-AF594 en voie liquide
Les couples de fluorochromes AF488-AF594 et AF546-AF594 ont été testés en voie

liquide en spectrofluorimétrie. La voie liquide a été retenue pour s’affranchir des différences
induites par un greffage différent des protéines en surface des échantillons, et le greffage des
anticorps sur les protéines est censé étre favorisé en solution.

Dans ce but, les solutions préparées sont des solutions de protéines G marquées avec
le fluorochrome AF594 et des anticorps anti-TrkB marqués avec le fluorochrome AF546 ou
bien AF488. Les taux de marquages (DOL) sont respectivement : DOL(Garse4) = 1,6 et
DOL(AcCarsas) = 4,6 pour le couple AF546-AF594, et DOL(Garses) = 1,3 et DOL(AcCarags) = 3,7
pour le couple AF488-AF594. Pour rester proche des conditions utilisées pour la
biofonctionnalisation, la solution mesurée en fluorimétrie possede une concentration en

protéines de 150 pug/mL et une concentration en anticorps de 100 pg/mL.

La solution de référence a été mesurée avant puis aprés ajout de I'antigéne TrkB. La
solution avec le couple AF488-AF594 est excitée a une longueur d’'onde de 488 nm et la
solution avec le couple AF546-AF594 est excitée a une longueur d’'onde de 532 nm. Les
résultats sont présentés en Figure 122 et une modification de la signature en fluorescence est

observée pour les deux couples, aprés ajout de I'antigéne TrkB.

a) Couple AF488 — AF594 b) Couple AF546 — AF594
——Référence Avec antigéne TrkB ——Référence Avec Antigéne TrkB
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Figure 122 — Signature par fluorimétrie en voie liquide, avant et apres contact avec I'antigéne TrkB,
dans le cas du couple AF488-AF594 (a) et du couple AF546-AF594 (b)
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Pour le couple AF488-AF594 (Figure 122-a), malgré la faible intensité d’émission du
fluorochrome accepteur (AF594) a 617 nm, une augmentation d’intensité d’environ +30% est
constatée, mais il n’y a pas de diminution significative de l'intensité d’émission du fluorochrome
donneur (AF488) a 519 nm. Ceci peut amener a se demander s’il y a bien eu un transfert
d’énergie de FRET ou bien si cette différence d’intensité de I'accepteur est liée a une variation

locale de concentration au moment de la mesure.

Pour le couple AF546-AF594 (Figure 122-b), une diminution de l'intensité d’émission
du fluorochrome donneur (AF546) d’environ -13% est observée a 573 nm, ainsi qu’une
augmentation d’intensité d’émission du fluorochrome accepteur (AF594) d’environ +12% a 617
nm, ce qui confirme la présence d’'un effet FRET pour le couple AF546-AF594. |l est
cependant surprenant de ne pas voir un effet FRET plus marqué que dans le cas des résultats
obtenus sur modéle vivant (Figure 119). Par ailleurs, en se basant sur les valeurs de
concentrations en protéines et en anticorps, ainsi que sur les valeurs respectives de DOL, il y
aurait environ deux fois plus de fluorochromes AF546 que de fluorochromes AF594 (d’aprés
I'équation 5 page 157, démontrée en Annexe 15.2). De plus, la brillance du fluorochrome
AF546 est environ deux fois plus élevée que celle du fluorochrome AF594 (Tableau 23). De
ce fait, le spectre de référence devrait faire figurer une intensité d’émission du
fluorochrome AF546 quatre fois supérieure a celle du fluorochrome AF594, or ce n’est

pas le cas.

La seule explication de ces résultats serait la possibilité qu’il y ait un effet FRET
déja présent au niveau du systeme en solution, avant méme I’ajout de I’antigéne TrkB.
Cette possibilité a d’ailleurs été évoquée dans les travaux de Ko et Grant [45], comme étant
liée au mouvement brownien des biomolécules en solution, qui déclencherait le transfert
d’énergie de FRET lorsque celles-ci sont proches. Cependant, la seule agitation moléculaire
liée au mouvement brownien ne suffit pas a expliquer le faible effet FRET observé en Figure
122. En effet, du fait de 'agitation en solution, I'accroche des anticorps sur les protéines est
censée étre favorisée, par rapport au cas d’échantillons de microplots de silice mésoporeuse,
pour lesquels les protéines sont immobilisées en surface. Il est alors fort possible que le

greffage des anticorps sur les protéines se fasse plus rapidement en solution.

La présence de l'effet FRET avant ajout de I'antigene suggére que les fluorochromes
sont déja en condition de FRET, c’est-a-dire a une distance I'un de l'autre qui permet le
transfert d’énergie. La distance entre les fluorochromes est liée a la position de chaque
fluorochrome sur la protéine et I'anticorps, et dépend également de la position de la

protéine par rapport a I’anticorps, donc de leur condition d’accroche.
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Une hypothese pour expliquer I'effet FRET obtenu en voie liquide en I'absence

d’antigéne serait liée au greffage entre les protéines et les anticorps.

111.6.5.4. Etude des conditions de margquage des fluorochromes sur les biomolécules et
des conditions d’accroche entre les protéines et les anticorps

Au niveau des biomolécules et concernant les sites possibles pour le marquage des
fluorochromes, il est a rappeler que les Alexa Fluor utilisés sont fonctionnalisés NHS et doivent
donc se fixer sur les fonctions amines (NH-) des biomolécules. La séquence peptidique de
la protéine G inclut des acides aminés de type lysine avec des fonctions amines, qui

peuvent cependant se situer n’importe ou au niveau de la protéine.

Pour I’anticorps, les fonctions amines sont situées a I’extrémité du fragment
spécifique (région variable des chaines légére et lourde), autour du site de détection de
I’antigéne (Figure 123). |l est cependant possible, en fonction du séquencage de I'anticorps,

gue des résidus lysines soient aussi présents sur la région constante de la chaine Iégére [47].

Antigéne détecté Antigéne détecté

&4

== Région constante de lachaine lourde
Régionvariable de la chaine lourde
-oo- &==3  Région constante de lachaine légére
Fragment spécifique Fab &= Régionvariable delachaine légére
(clivage papaine) wewss  Carbohydrate
=== Sijte dereconnaissance de I’antigéne
-s-s-  Pontsdisulfures
- FragmentconstantFc 77T Site de clivage papaine
----- Site de clivage pepsine

Fragment spécifique F(ab’),
(clivage pepsine)

Caractéristiques de la famille -
protéique w,y,a,d,e

COOH COOH

Figure 123 — Structure chimique d’un anticorps [43]

En ce qui concerne les conditions d’accroche entre la protéine et I'anticorps,
I’anticorps peut se fixer d’ordinaire sur la protéine de fagcon non-covalente au moyen de
son fragment Fab’ ou F(ab’). [48], [49] (Figure 123), comme c’est probablement le cas pour
la voie liquide. Cependant, sous certaines conditions, il est aussi possible que I’anticorps
se fixe par son fragment Fc sur la protéine G [50]-[52], grace aux groupements
carboxyliques (COOH) en bout du fragment Fc qui interagissent avec les groupements
amines (NHz) de la protéine. Cela donne alors lieu a deux configurations possibles pour

'accroche des anticorps et des protéines (Figure 124).

a) % b)
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Figure 124 — Deux configurations pour le greffage des protéines sur les anticorps : en bout du
fragment constant de la chaine lourde (a) ou en bout du fragment spécifique de la chaine légére (b)
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Les conditions d’accroche des biomolécules influencent la distance entre les
fluorochromes (Figure 124), ce qui peut donc avoir un réle sur le transfert par effet FRET. Ceci
est caractérisé par le rayon de Forster R, du couple, qui est la distance correspondant a une
efficacité de transfert de FRET de 50%. Ce parametre Ro caractérise également la précision

et le caractére sélectif de I'effet FRET mis en avant :

- Plus la valeur de Rq est faible, plus les fluorochromes doivent étre proches
pour qu’il y ait un transfert par effet FRET. Le systéme est donc plus sélectif,

mais le transfert d’énergie peut étre de moindre intensité.

- A contrario, si la valeur de Rp est élevée, les fluorochromes pourront réaliser
davantage de transfert d’énergie, mais présenterait le risque d’avoir
davantage de faux-positifs, c’est-a-dire une réponse par effet FRET en I'absence

des antigénes cancéreux du fait de la proximité des fluorochromes.

De plus, les anticorps ont généralement des dimensions d’environ 14,2 x 8,5 x 4,0
nm [47], [53], tandis que les protéines G ont des tailles d’environ 4,2 x 4,0 x 3,5 nm [34],
[35]. La valeur de Ry est respectivement de 60 A soit 6,0 nm pour le couple AF488-AF594 et
de 71 A soit 7,1 nm pour le couple AF546-AF594 (Tableau 24) [46].

Dans ces conditions, il est alors possible qu’un greffage de protéines au niveau du
fragment F(ab’),, occasionne un effet FRET en I’absence d’antigéne, comme illustré en
Figure 125-a. En voie liquide, les biomolécules ont plus de mobilité et cette configuration serait
privilégiée. Par la suite, c’est cette configuration d’accroche des biomolécules qui explique le
faible effet FRET observé en voie liquide pour les deux couples lors de I'ajout de
I'antigéne TrkB (Figure 122).

Cependant, si les protéines sont greffées en bout du fragment Fc de I'anticorps, par
interaction entre les groupements carboxyliques des anticorps avec les groupements amines
des protéines, la distance entre les fluorochromes serait supérieure et il y aurait moins de
risque qu’un effet FRET soit présent en situation initiale, c’est-a-dire en I’absence

d’antigéne, comme illustré en Figure 125-b.

a) 3% RS VL S
5% \\ /7 B C
Rl <1,8x R& I / Marqueurs TrkB I / 1,8 xRy <R, I l Marqueurs TrkB - | l / FRET
FRET 1 _— | b . & R;<1,8XR,

Figure 125 — Influence des conditions d’accroche des protéines avec les anticorps
sur la présence d’un effet FRET initialement (a) ou qui se déclencherait
uniquement lors de la détection de I'antigene (b)

Il faut alors s’intéresser au greffage des anticorps sur les protéines dans le cas des

réseaux de microplots fonctionnalisés, afin de savoir quelle est la configuration d’accroche.
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111.6.5.5. Etude de 'orientation des anticorps en surface des réseaux de microplots

Il est intuitif de penser que 'accroche des anticorps sur les protéines dépend de la
répartition de celles-ci en surface des microplots, comme ce que semblaient d’ailleurs montrer

les résultats précédemment obtenus (8l11.5.4, page 155).

Au niveau des microplots, lorsque les protéines sont bien dispersées en surface et
de fagon homogéne, comme c’est le cas pour des microplots de 5 couches avec 10%
d’azotures (Figure 102, page 154), il est possible que les anticorps soient en position
« debout » [47], [54], ce qui expliquerait une détection optimale, comme observée dans le
cas des tests de détection sur modéle CAM avec des fibres Az10% de 5 couches (Figure 119).
En effet, dans ces conditions, la structuration de la porosité est vermiculaire et les protéines

sont greffées de fagon homogéne.

En revanche, lorsque la structuration est rectangulaire centrée (i.e. pour de faible taux
d’azotures ou de faibles nombres de couches d’aprés le chapitre Il), ou bien pour 17,5%
d’azotures, les protéines forment des amas et il est possible de trouver des anticorps
gui seraient vus en position « sur le cdté » [47]. Cette position expliquerait une mauvaise
détection des antigénes, avec au moins un des sites de détection non-accessible aux
antigénes. Cette hypothése expliquerait alors les résultats décevants obtenus sur fibres
pour des microplots de 1 couche, dont la porosité de surface est de structure
rectangulaire centrée (Figure 120). Cette position des anticorps « de c6té » a aussi été
observée par AFM pour des échantillons avec 17,5% d’azotures qui présentaient des amas

de protéines (Figure 126).
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Figure 126 — Image AFM d’un échantillon Az17,5% de 5 couches greffé de protéines et d’anticorps

Sur cette image AFM, les anticorps sont visibles trés rarement lorsque la rugosité est
supérieure a environ 7 nm, et toutes les entités présentes font maximum 10 nm de hauteur,

alors que des anticorps en position « debout » auraient une hauteur théorique de 11 nm en
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'absence de protéines [53]-[55]. Ce positionnement des anticorps « de coté » malgré la

présence des protéines G a été identifié et est déja connu dans la littérature [47].

Les résultats précédemment établis semblent donc bien confirmer que les
anticorps ont une bonne orientation « debout » si les protéines sont réparties de facon
uniforme et sans agréggat en surface des microplots. Par la suite, la bonne orientation
des anticorps rend accessibles les sites de détection de I'antigéne et devrait permettre de

maximiser la sensibilité de détection du dispositif.

111.6.5.6. Conclusions sur les tests avec différents couples de fluorochromes

En conclusion, les tests réalisés en voie liquide par spectrofluorimétrie ont permis de
mettre en évidence qu’il y a bien un effet FRET obtenu par mise en présence de
I’antigéne TrkB, pour les deux couples de fluorochromes AF488-AF594 et AF546-AF594.
Cependant, cet effet FRET est moindre et indique qu’en voie liquide les fluorochromes
sont déja en partie en position de FRET avant mise en contact avec I’antigéne. Ceci tend
a montrer que les protéines et les anticorps se greffent alors différemment en voie liquide, par
rapport a la voie supportée ou les protéines sont bien dispersées et de fagon homogene sur
les microplots. Les échantillons qui présentent un mauvais greffage de protéines ou bien
des amas de protéines tendraient alors systématiquement vers un mauvais greffage
des anticorps, qui seraient orientés en « position couchée ». Ceci résulterait en une
mauvaise détection des antigénes, du fait de sites de détection non-accessibles, ainsi
gue de la possibilité d’avoir un effet « faux FRET » présent initialement, avant ajout de

I’antigéne.

De plus, il semble que les couples de fluorochromes AF546-AF594 et AF488-
AF594 soient tous deux adaptés pour réaliser des tests de détection par effet FRET avec
les protéines et anticorps utilisés. Le couple AF488-AF594 possede une valeur de Ro
inférieure au couple AF546-AF594 (respectivement de 6,0 nm et 7,1 nm) et serait donc encore
plus sélectif du point de vue de I'application finale, afin d’éviter au maximum la présence de
faux positifs. D’autre part, le fluorochrome AF488 est trés intéressant en raison de son
rendement quantique élevé (0,92). Aussi, la source laser utilisée avec le couple AF488-AF594
permet de solliciter surtout le fluorochrome donneur, sans induire de fluorescence intense par
rapport au fluorochrome accepteur. Ceci permettrait que l'augmentation d’émission du
fluorochrome accepteur soit uniquement liée au transfert d’énergie de FRET. Autrement dit, le
couple AF488-AF594 utilisé avec une source d’excitation autour de 488 nm serait

pertinent afin d’améliorer la fiabilité de détection, c’est-a-dire la précision du dispositif.

Ce couple AF488-AF594 a donc été utilisé pour réaliser des tests

supplémentaires de détection.
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[11.6.6. Test du couple de fluorochromes AF488-AF594 sur modéle vivant (souris)

Le couple defluorochromes AF488-AF594 a été testé in situ sur un modéle vivant,
a savoir une souris ayant eu une greffe de tumeur. De fagon similaire au marqueur TrkB,
les cellules cancéreuses expriment a leur surface membranaire davantage de
récepteurs cibles des facteurs de croissance épidermique ou EGFR [56], [57]. Pour
détecter ce type de récepteur, il est nécessaire d'utiliser des anticorps complémentaires, c’est-
a-dire des anticorps anti-EGFR, mais la préparation des échantillons reste similaire. Des
microplots de silice mésoporeuse ont été imprimés sur lamelles de verre avec un sol Az10%
dans les conditions standards et ont été clickés avec le pentynoate de NHS. lls ont ensuite été
greffés avec des protéines G marquées avec le fluorochrome AF594 (DOL(Garses) = 2), puis
avec des anticorps anti-EGFR marqués avec le fluorochrome AF488 (DOL(Acarass) = 3). Les
tests ont été réalisés avec des fibres optiques et les spectres ont été obtenus grace au
prototype développé.

Pour ces tests, chaque lamelle a été collée au bout d’une fibre. Une premiére fibre a
été mise au contact d’'un tissu sain de la souris pour prendre un spectre de référence. Une
seconde fibre a ensuite été mise au contact de la tumeur. Ces conditions sont alors assez
proches des conditions opératoires, lors d’'une exploration faite par un praticien. Les spectres
obtenus sont présentés en Figure 127.
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Figure 127 — Spectres de fluorescence obtenus grace au prototype pour des lamelles collées en bout
de fibres, dont I'une a été mise en contact d’un tissu sain et une autre en contact d’une tumeur

Les résultats ainsi obtenus montrent alors le basculement d’intensité, avec une
diminution de I'intensité d’émission du fluorochrome donneur (AF488) et une augmentation de
l'intensité d’émission du fluorochrome accepteur (AF594). Ceci traduit alors bien un
transfert d’énergie de FRET et la sensibilité mesurée pour cette configuration est de 5,3.
La sonde traduit alors indirectement la présence des cellules cancéreuses, reflétée par
la surexpression des récepteurs EGFR a la surface de la membrane de ces cellules. La

valeur élevée de sensibilité traduit cette surexpression de fagcon nette et indiscutable. Cette
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valeur de sensibilité est supérieure aux valeurs de sensibilité obtenues pour le récepteur TrkB
(sensibilité de 2,0 a 2,3 en fonction du type de tumeur), mais pour pouvoir comparer, il est
nécessaire de quantifier 'expression de ces récepteurs, afin de pouvoir normaliser la réponse
obtenue. Ces caractérisations, ainsi que des tests sur d’autres types de cellules cancéreuses,

pourront étre envisagées comme perspectives de ce travail.

Il est possible de noter que les échantillons testés sont différents et auraient donc
initialement des réponses optiques différentes. De la méme facon, il est possible que
I'opérateur, en manipulant la fibre, induise des réponses optiques différentes au niveau de la
sonde. Néanmoins, I'intérét de travailler avec deux fluorochromes permet de s’affranchir
de ces problemes, car la sensibilité est calculée sous forme de ratios d’intensités, ce
qui permet d’'une certaine fagon de normaliser les spectres et de s’affranchir d’étre
rigoureusement dans les mémes conditions optiques. Ceci se rapprocherait alors des

conditions réelles d'utilisation lors d’'une exploration par un praticien.

La détection du récepteur EGFR, surexprimé sur les cellules cancéreuses, adonc
été mise en évidence grace au prototype avec une valeur trés prometteuse de sensibilité

de 5,3. Différentes perspectives pourront venir consolider ces résultats.
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[11.6.7. Conclusions et perspectives

Les travaux réalisés ont permis de transposer sur fibres optiques les protocoles de
préparation des échantillons. Différentes techniques ont également pu étre adaptées pour la
caractérisation des microplots déposés sur ces fibres optiques. La porosité du matériau se

comporte globalement de facon similaire sur fibres optiques par rapport aux lamelles de verre.

Les tests réalisés ont mis en évidence que le greffage des protéines se fait de fagcon
plus homogéne et réguliére pour des microplots de 5 couches avec un taux d’azotures
de 10% ayant une structuration vermiculaire. En dehors de ces conditions, le greffage des
protéines se fait beaucoup moins bien, de fagon inhomogéne sous forme d’amas de protéines.
Par la suite la répartition des protéines influence grandement ’accroche des anticorps
et la détection des antigénes, comme 'ont montré les résultats sur modéle vivant de CAM
de poulet : les fibres avec 10% d’azotures permettent une détection maximale avec des
microplots de 5 couches (structuration vermiculaire) par rapport a des microplots de 1
couche (structuration rectangulaire centrée). Des tests de greffage d’une protéine G-
cystéine peuvent étre envisagés. En effet, cette protéine posséde a I'une de ses extrémités
un grand nombre de fonctions thiols (-SH), permettant une orientation spécifique de la
protéine, la ou la protéine G standard est orientée aléatoirement. Ceci permettrait aussi de
greffer davantage d’anticorps [55], tout en étant sOr qu’ils soient en configuration « debout ».

Cependant, cela requiert de changer la fonctionnalisation et la formulation du sol utilisé.

Différents problémes ont été identifiés et pour la plupart résolus, notamment la
présence de FRET avant mise en contact avec I'antigéne. Afin de s’en affranchir, le couple
de fluorochromes doit étre choisi de facon pertinente. Les tests ont montré que le couple
AF594-AF647 n’est pas un bon candidat en raison de la faible intensité d’émission du

fluorochrome AF647, qui met en doute la présence de I'effet FRET.

Les couples AF546-AF594 et AF488-AF594 sont de trés bons candidats pour la
configuration envisagée, avec une valeur de rayon de Forster R, compatible avec les
dimensions des protéines et des anticorps. Ces deux couples ont donné des résultats trés
intéressants in situ sur différents modéles vivants, avec des valeurs de sensibilité qui
traduisent bien la surexpression des marqueurs liés au cas de cancers. Pour le couple
AF546-AF594, une sensibilité de 2,0 a été obtenue avec I'anticorps anti-TrkB sur le modéle
CAM de poulet avec une tumeur issue de cellules HCT 116 (cancer colorectal) et une
sensibilité de 2,3 pour une tumeur issue de cellules HEK TrkB+ surexprimant le récepteur
TrkB. Pour le couple AF488-AF594, une sensibilité de 5,3 a été obtenue avec I’anticorps
anti-EGFR sur un modéle vivant de souris présentant une tumeur xénogreffée. Les tests
ont aussi permis de mieux appréhender la gestion du signal optique (prise de blanc et
traitement informatique du signal), pour un protocole d'utilisation simplifié pour les praticiens.
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Différents marqueurs cancéreux pourraient étre étudiés, en fonctionnalisant les
microplots grace aux anticorps complémentaires. De plus, différentes voies existent pour
contrbler la position du fluorochrome sur I'anticorps, parmi lesquelles, la synthése
d’anticorps de type « flashbody » [58]. Généralement utilisés pour cibler des antigénes, ces
anticorps fluorescents sont synthétisés en insérant dans leur séquence peptidique une
protéine fluorescente GFP (Green Fluorescent Protein) [59]. Cette méthode permettrait de
maitriser a la fois la position des fluorochromes et leur nombre par anticorps, assurant

ainsi une reproductibilité du taux de marguage (DOL) des anticorps.

Par la suite, quand les conditions relatives aux protéines et aux anticorps utilisés
seront établies, il faudrait reconfirmer le choix du couple de fluorochromes utilisé et
trouver un ratio de fluorochromes donneurs/accepteurs maximisant le transfert
d’énergie de FRET. En effet, les travaux de Ko et Grant [45] ont montré qu’un tel ratio existe
et sa valeur différe en fonction des biomolécules utilisées. De plus, s’il y a recours a la protéine
G cystéine, il semble pertinent de maintenir le fluorochrome accepteur au niveau de la
protéine, en raison de I'accroche possible de plusieurs anticorps, qui seraient donc porteurs
des fluorochromes donneurs. Cette configuration pourrait garantir un transfert d’énergie de

FRET maximal.

Enfin, des tests sur différents modéles vivants (souris, cochons, etc.) pourront
étre répétés dans des conditions toujours plus optimales et pour tester encore
davantage de margueurs cancéreux. A terme, des tests cliniques de certification seront
nécessaires en vue de commercialiser les sondes de détection. Auparavant, des tests sont
réalisables sur des prélévements de patients atteints de cancers, par la mise en place d’'un
protocole de recherche, avec par exemple des oncologues et praticiens du CHU de Limoges.
Cela permettrait de dresser des données de sensibilité représentatives, relativement au type
de marqueurs cancéreux et a leur expression et déterminer de fagon fiable dans quels cas de
cancers le dispositif peut étre indiqué. La préparation des sondes par le biais de
'impression jet d’encre trouverait aussi toute son utilité, grace a la potentialité de
fonctionnaliser une sonde avec différents types de marqueurs, en adaptant la

formulation des microplots et les étapes de fonctionnalisation (Figure 128).

\ Anticorps 1

Thiols A Anticorps 2
Q Q 0 sulSiites zotures Aleynes

Anticorps 3

=> pas de FRET
Marqueur 2 : S=3 =» cancer type 2

Marqueur

Marqueur 3 : 5=4 =» cancer type 3

Figure 128 — Détection multiple de marqueurs cancéreux permise par l'impression jet d’encre
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Chapitre IV. Application pour de la thérapie de cancers précoces par
Photothérapie Dynamique (PDT)

La photothérapie dynamique (PDT) est une méthode alternative et innovante de
traitement de cancers utilisant un photosensibilisateur (PS) et de 'oxygéne moléculaire.
L’utilisation d’'un photosensibilisateur permet, par désexcitation de photons (Figure 11-a), de
produire de ’oxygéne singulet (1O2) dans le milieu cellulaire, occasionnant un stress oxydatif

pour les cellules et déclenchant leur mort par apoptose [1]-[4].

La fonctionnalisation de réseaux de microplots de silice \\
mésoporeuse a été réalisée de facon préalable grace a des @
porphyrines. La fixation par réaction click de porphyrine mono- %
alcyne ou tétra-alcyne (Figure 129) sur des microplots azotures a ‘ ’.,N - /P
donné des résultats peu encourageants. Les porphyrines sont \}/ J EQO
de taille trop importante pour pouvoir venir se clicker a // \

I'intérieur des pores des microplots de silice. _ _
Figure 129 — Porphyrine

tétra-alcyne

Aussi, I’étude a alors porté sur deux voies alternatives :

1) Une fonctionnalisation par voie one-pot, en incorporant directement la porphyrine
dans I’encre préparée. Dans ce but, une porphyrine tétra-triéthoxysilane (Figure 11-b) a

été synthétisée. Ce composé est capable de se co-condenser avec le TEOS.

2) Une fonctionnalisation par chimie click avec un photosensibilisateur de taille plus

petite : la phénalénone propargylée (Figure 11-c).

a) b) Porphyrine tétra-triéthoxysilane c) Phénalénone
PS i MW= 1664 g/mol propargylée
état excité (E1O)Si Si(OEY); MW =248 g/mol
P— 4
1 HN NH
v (o] [e]
Bt S ¢ So
état excité singulet | 1 \\ww,y sitersrstiing O O o
6 \ o
g 3P*_'_ PS \%
Qo
<

—— | état excité triplet
0, Réactions O O

Fluorescence

de type Il HN NH
*10 » Destruction de la tumeur Hy O O\
PS Substrat f
2 Po l i_ . .
[ état fondamental ] * Substrat* — Réactions radicalaires (EO)Si SIOEYs

Figure 130 — Principe physique de la Photothérapie Dynamique (PDT) : diagramme de Jablonski (a).
Structure chimique de la porphyrine tétra-triéthoxysilane (b) et de la phénalénone (c).
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Des analyses thermiques ATD/ATG sous air ont permis de montrer que la porphyrine
ne subit pas d’altération avant 220 °C, et serait donc compatible avec le traitement de
consolidation a 130 °C dans le cadre de la voie one-pot. De méme, la phénalénone ne subit
pas de transformation avant 100 °C et est donc compatible pour une réaction de click chemistry
en solution a 50 °C. Les deux voies sont donc envisageables sans qu’il n’y ait a priori

d’altération des photosensibilisateurs lors des traitements envisagés.

IV.1. Objectifs de I’étude concernant la thérapie

Chacune des deux voies envisagées présente a la fois des avantages et des
inconvénients et ont donc été menées en paralléle. La voie one-pot (Figure 131-a) permet
de simplifier les étapes et de diminuer le temps de préparation des échantillons, mais
cela peut générer beaucoup de pertes au niveau des co(ts, du fait d’'une quantité importante

d’encre qui n’est pas utilisée (retenue dans le réservoir puis jetée).

La voie click (Figure 131-b) permet de réutiliser les résultats déja démontrés
précédemment : la structuration de la mésoporosité des microplots azotures (cf. Chapitre II),
ainsi que les conditions optimisées de fonctionnalisation par chimie click (cf. Chapitre Ill). La
voie click nécessite néanmoins davantage d’étapes (lavage de la porosité, réaction, lavages
post-réaction) mais permettrait de préparer a I'avance les réseaux de microplots et de les

conserver jusqu’au moment de réaliser la fonctionnalisation par chimie click.

a) b)

Figure 131 — lllustration des deux voies testées : voie one-pot avec la porphyrine tétra-triéthoxysilane
(a) ou voie click avec la phénalénone propargylée (b)

Le but principal de cette partie est de montrer qu’il est possible de fonctionnaliser
des réseaux de microplots de silice mésoporeuse par des photosensibilisateurs.
Ensuite, des tests seront envisagés pour estimer le rendement en terme de production
d’oxygéne singulet pour chacune des deux voies, et seront a mettre en regard
d’expériences biologiques de mort cellulaire. Par la suite, les deux voies seront

compareées afin de sélectionner celle qui donne les meilleurs résultats.
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IV.2. Fonctionnalisation one-pot par la porphyrine tétra-triéthoxysilane

La porphyrine tétra-triéthoxysilane a été synthétisée au Laboratoire de Chimie des
Substances Naturelles (LCSN) de Limoges, selon le protocole décrit en Annexe 16.1. La
guantité de porphyrine finale utilisable pour préparer une encre étant trés limitée, le
pourcentage molaire de porphyrine par rapport au TEOS a été fixé a 1%, soit la
formulation TTfo,025P00,01F0,006EsEt20, étant donné que les autres constituants sont maintenus

en proportions similaires par rapport & celles du sol de référence (TTfo,025F0,006EsEt20).

IV.2.1. Etude de la cinétiqgue de condensation du sol porphyrine TTfo025P00.01Fo.006 EsEt20

La cinétique de condensation du sol porphyrine a été étudiée par RMN liquide du 2°Si
(cf. Annexes 4.1 et 4.3) et comparée a celle du sol de référence. Les spectres RMN font
apparaitre des différences notables entre les deux sols en termes de vitesse de condensation :

- Entre0Ohetl2h,lesol porphyrine condense moins rapidement gue le sol de
référence, ce qui est visible notamment par la diminution moins rapide des especes
Qo et Qi, ainsi que par l'apparition moins rapide des espéces Qs pour le sol

porphyrine par rapport au sol de référence.

- A 24 h, les spectres sont similaires pour les deux sols, avec des quantités de
Q1, Q2 et Q3 similaires. Ceci montre que le sol porphyrine a rattrapé son retard

au niveau de sa condensation, par rapport au sol de référence.

- A48 h etjusqu’a 96 h, la condensation du sol porphyrine est retardée, ce qui
est visible par une quantité de Qs moins importante pour le sol porphyrine par

rapport au sol de référence.

Le sol porphyrine possede donc un comportement singulier par rapport au sol
de référence et a une cinétique de condensation globalement plus lente que le sol de
référence. Cette faible condensation du sol porphyrine peut étre liée a I'encombrement
stérique de la porphyrine. De plus, ses groupements silylés sont trés espacés entre eux, ce

qui pourrait limiter les interactions avec le TEOS.

Les espéces Q- et Qs ont été quantifiées par intégration des spectres RMN sur leurs
intervalles respectifs, ceci afin de déterminer le temps de vieillissement a appliquer au sol
porphyrine (Figure 132, erreur de mesure de + 2,5%) et qui intervient lorsque Q2 = Qs, en vue

de l'impression de ce sol.

Les tracés illustrent bien que la condensation du sol porphyrine est plus lente, car
I'égalité Q. = Qs intervient plus tardivement pour le sol de référence, a environ 40 h

contre environ 34 h pour le sol de référence.
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Figure 132 — Variation des espéces Q: et Q3 (somme normalisée a 100%) au cours du temps de
vieillissement des sols TTfo.025F0.006EsEt20 €t TTfo025P00 01F0.006E5Et20

En tenant compte de l'erreur de mesure (x 2,5%), les deux sols peuvent donc étre
imprimés avec un temps de vieillissement médian. Un temps de vieillissement de 36 h a
donc été adopté pour les deux sols TTfo025F0.006EsEt20 €t TTfo,025P00.01F0.006EsEt20. Des

impressions ont par la suite été réalisées avec ces deux sols afin de fabriquer des échantillons.

IV.2.2. Impression de microplots mésoporeux fonctionnalisés avec la porphyrine

En vue d'imprimer les deux sols TTfo025F0.006E5Et20 €t TTfo,025P00,01F0.006EsEt20, leurs
caractéristiques physico-chimiques ont été mesurées afin de déterminer le rapport d’éjection

des sols (Tableau 25), & 36 h correspondant au début des impressions et a 72 h a titre indicatif.

Tableau 25 — Propriétés physico-chimiques a 36 h et 72 h pour les sols utilisés

Soluti Densité Tension de v » Rapport
olution ensité iscosité YR g
testé Temps @ 3)p surface y P )n d’éjection
estée - bas
’ (mN/m) _Re__ Jery
We
Erreur liée a la mesure +0,01 +0.1 £01 .
Sol 36h 0,85 23,4 3,8 6,0
Référence 79 h 085 v2a » -
Sol 36 h 0,86 23,5 438 48
Porphyrine 79 h 0.86 yas - >
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Les propriétés physico-chimiques des sols laissent apparaitre une viscosité et une
tension de surface plus faibles que celles préconisées par les constructeurs (cf. Annexe 5),
mais le rapport d’éjection est compris entre 1 et 10 et permet d’envisager I’éjection des
sols. Des impressions ont alors été réalisées a 36 h de vieillissement des sols, dans des
conditions standards d’impression : un réseau hexagonal compact, avec des microplots de

5 couches, espacés entre eux de 40 um et déposés suivant une stratégie libre.

Un probleme est apparu avec le sol porphyrine, a savoir un bouchage important
du filtre a 1 um, utilisé lors de l'injection de I'encre dans le réservoir d’'impression afin
d’éliminer les grosses particules (il n’y avait pas ce probléme avec le sol de référence). Cette
observation laisse a penser que, pour le sol porphyrine a 36 h de vieillissement, les
oligoméres de silice étaient de trés grande taille, trés probablement a cause de
I'encombrement de la porphyrine qui est une grosse molécule.

Une analyse par DLS (cf. Annexe 5.1.3), réalisée a 48 h de vieillissement sur les sols
non filtrés (Figure 133), a permis de confirmer cette hypothése. Le sol de référence a été utilisé

tel quel et le sol porphyrine a été dilué 8 fois pour permettre I'analyse, du fait de la forte
coloration de la porphyrine en solution.

Le sol standard laisse apparaitre une répartition plurimodale de particules, avec des
particules d’environ 7,9 nm et des particules de plus grande taille, autour de 300 nm et 2400
nm (Figure 133-a). En revanche le sol porphyrine ne laisse apparaitre que des particules
de trés grosses tailles, d’environ 7400 nm (Figure 133-b). Ceci s’explique par la taille de la
porphyrine, car bien que la condensation soit moindre pour ce sol, les oligoméres sont alors
plus gros, du fait d’'une porphyrine de taille importante par rapport au TEOS.

a) b)
6 4
15
8 8 10 1
c [=
Q (7]
3 =1
o o
0 2 ‘o
S S
w w 5 1
0 : ‘ /\/—\ 0

0,1 1 10 100 1000 10 000 0,1 1 10 100 1000 10 000

Diameétre de particules (nm) Diameétre de particules (nm)

Figure 133 — Analyse par DLS (en mode intensité) aprés un temps de vieillissement de 48 h, pour le
sol standard TTfo025F0.006EsEt20 (2) et pour le sol porphyrine TTfo,025P00,01F0.006EsEt20 (b)

Malgré le probleme de filtration observé, des échantillons ont tout de méme pu étre
fabriqués a partir du sol porphyrine. Des analyses chimiques doivent étre réalisées afin de
confirmer la présence de la porphyrine dans ces échantillons.
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IV.2.3. Validation de la présence de porphyrine au sein des dépots réalisés

Afin d’identifier la présence de la porphyrine au sein des microplots déposés dans le
cas du sol TTfo025P00,01F0.00sEsEt20, 1a spectroscopie infrarouge s’avére pertinente pour
identifier les liaisons chimiques au sein du matériau. Le spectre de référence de la porphyrine

tétrasilylée a été obtenu en utilisant la technique infrarouge en mode ATR (Figure 134).
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Figure 134 — Chimie de la porphyrine tétra-triéthoxysilane (a) et spectre infrarouge correspondant (b)
Sur le spectre de la porphyrine tétra-triéthoxysilane, sont présentes les bandes
caractéristiques de la porphyrine : celle de la liaison N-H (élongation autour de 3300 cm™),
celles de la liaison =C-H des cycles aromatiques (élongation vers 3000 cm™ et déformation
vers 950 cm™?), celles des liaisons peptidiques (entre 1570 et 1650 cm™?), celles de la liaison
C-N aromatique (élongation vers 1300 cm™), ainsi que celle de la liaison Si-O-C (élongation

entre 1000 et 1100 cm™?) et celle de la liaison Si-C (élongation autour de 800 cm™).

Les dépﬁts des sols TTfo,osto_oosEsEtzo et TTfo,ozsPOo,mFo_oersEtzo ont été réalisés sur

wafers de silicium pour les caractériser par infrarouge en transmission (Figure 135).

l l l l l l l
— Sol Référence TTf, o,:F; 0osEsEtyo v (Si-OrSi)
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Figure 135 — Spectres infrarouge d’échantillons réalisés avec le sol de référence TTfo025F0.006EsEt20
ou avec le sol a base de porphyrine TTfo,025P00,01F0.006EsEt20
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La présence de la porphyrine tétra-triéthoxysilane dans les dép6ts réalisés avec
le sol TTfo025P00,01F0.006EsEt20 €St mise en évidence par la modification du massif situé
entre 2800 et 3000 cm™?, liée a la présence des modes C-H correspondant aux liaisons -

CH; linéaires et =C-H aromatiques de la porphyrine tétra-triéthoxysilane.

Une autre méthode pour attester de la présence de la porphyrine tétra-triéthoxysilane
au sein des dépbts réalisés avec le sol TTfo025P0001F0.006EsEt20 est de s’intéresser a une
correspondance de signature par spectroscopie UV-visible (cf. Annexe 6.1.4). Cette
technique est utilisée en mode double faisceau afin d’enlever la contribution optique des
substrats lamelles de verre (Figure 136). La porphyrine posséde des bandes
caractéristiques, dont une bande forte a 430 nm correspondant au maximum
d’absorption (dite bande de Soret) et des bandes plus faibles a 520, 560 et 650 nm,

comme ['atteste la signature de la porphyrine en voie liquide dans du DMF.

I
I Porphyrine/DMF (voie liquide)
2
g Lamelles microplots standards
c
s TTfo,025F0.006E5E oo
A
[=}
é Lamelles microplots porphyrines
‘ TTfo,ozsP00,01F0.006E5Et20
- — A R B i

(=] [=] (=] o (=] [=] [=] [=] (=] [=)

(1] [ o -] [11] 0 [33] -] o 0

o o L) L3 wn Ts] (X} [Y-=] M~ M~

Longueur d’onde (nm)

Figure 136 — Spectres UV-visible d’échantillons réalisés a partir du sol TTfy,025P00,01F0.006EsEt20

Les échantillons de microplots réalisés a partir du sol TTfo025P00,01F0.006EsEt20
possédent également les bandes caractéristiques de la porphyrine, telle que la bande
de Soret a 430 nm et les bandes plus faibles a 520, 560 et 650 nm. Un élargissement de
la bande de Soret est visible et correspond a un phénomene classiquement observé lorsque
les photosensibilisateurs sont fixés sur des matériaux ou surfaces [5]. La présence de la

signature de la porphyrine confirme qu’elle est bien présente au sein des microplots de silice.

Afin de vérifier l'intégrité de la porphyrine par rapport a sa fonction de
photosensibilisateur, il est également possible de vérifier I’émission de fluorescence de
la porphyrine, lorsqu’elle est excitée. Pour cela, la microscopie confocale (cf. Annexe 10)
a été utilisée avec comme source une diode laser a 405 nm. L’illumination a 405 nm permet
d’exciter la porphyrine au niveau de la bande de Soret (Figure 136), se traduisant par une

émission de fluorescence des microplots (Figure 137).
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Figure 137 — Image en microscopie confocale (a) et spectres d’émission associés (b)

La microscopie confocale permet alors de vérifier que la signature de fluorescence
est homogéne au sein des microplots observés (Figure 137-a) et que I’émission est
reproductible entre les différents plots (Figure 137-b). La présence de la porphyrine au sein
des échantillons est alors bien validée par la présence d’'une émission autour de 665 nm, qui

traduit la désexcitation du photosensibilisateur par émission de photon (Figure 11-a).

De plus, la porphyrine ne semble pas dégradée initialement du point de vue de
sa signature en fluorescence. En effet, lorsqu’elle est excitée trop longtemps, la porphyrine
subit un phénoméne d’extinction de sa fluorescence ou photoblanchiment, qui est également
observable par microscopie confocale (Figure 138). Ceci montre également que les
échantillons ne sont pas réutilisables apreés sollicitation lumineuse de la porphyrine, ce
qui nécessite d’avoir plusieurs échantillons identiques en vue des caractérisations de I'activité

du photosensibilisateur (production d’oxygéne singulet et efficacité sur la mort cellulaire).

a) t=6min b) t=12min c) t=18 min d) t=24min

Figure 138 — Observation du photoblanchiment de la porphyrine a différents temps d’excitation
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IV.2.4. Caractérisations de la structuration poreuse des dépots réalisés

Avant d’étudier I'activité de la porphyrine incorporée au sein des microplots de silice, il
est intéressant de caractériser I'organisation de la porosité des matériaux. En effet, la
structuration de la porosité pourrait avoir une influence sur la diffusion de 'oxygéne singulet
produit par la porphyrine, afin de pouvoir cibler plus efficacement les cellules cancéreuses

dans le cadre de la thérapie.

Afin d’étudier la structuration de la porosité en volume, des caractérisations ont
été effectuées par GISAXS et MET sur des échantillons de microplots préparés a partir des
deux sols TTfo025F0.006EsEt20 €t TTfo,025P00,01F0.006EsEt20 (Figure 139).

Intensité (unité arbitraire)

T T
1 10 100 1000

Figure 139 — Caractérisations structurales par GISAXS et MET de réseaux de microplots
sans porphyrine (a)(b), et avec porphyrine (c)(d). Section d’un microplot avec porphyrine,
préparée par FIB : en surface (e) ou au niveau du substrat (f).

Les clichés GISAXS laissent apparaitre les taches caractéristiques de la structure
rectangulaire centrée, a la fois pour I'échantillon de référence (Figure 139-a), et aussi pour
celui avec 1% de porphyrine (Figure 139-b). Néanmoins, cette structure n’est pas organisée
de facon similaire suivant les deux types de sol. En effet, les clichés de microscopie
électronique en transmission laissent apparaitre une seule orientation des pores pour
I’échantillon sans porphyrine, |a ou I’échantillon avec porphyrine présente des
orientations tres variées des pores, phénomeéne qui se vérifie dans toute la section des
microplots, ala fois en surface (Figure 139-e) et au niveau du substrat (Figure 139-f).
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Ces différences d’orientation des pores trouvées sur les échantillons avec porphyrine
pourraient s’expliquer par une différence au niveau de la taille et de la morphologie des
oligoméres, en raison de la structure chimique de la porphyrine. En effet, 'analyse par
DLS avait montré la présence d’oligoméres de grande taille pour le sol avec porphyrine, par
rapport au sol de référence (Figure 133). La présence d’oligoméres de taille plus
importante et de morphologie différente expliquerait ensuite que, lors de I'auto-
assemblage, I'arrangement des micelles sous formes de domaines se fasse
difféeremment, avec des domaines a forte teneur en TEOS ayant une seule orientation des

pores, mais qui viendraient percoler autour des oligomeéres a base de porphyrine.

Les spectres GISAXS viennent confirmer cette hypothése d’oligomeéres de taille
plus importante. En effet, les positions des taches différent en g, entre le sol de référence et
le sol avec la porphyrine. Un traitement de données permet de déduire les dimensions
caractéristiqgues de la maille du réseau poreux (Tableau 26). Il apparait que la structure du
réseau poreux est plus dilatée hors du plan (b) pour les échantillons de microplots avec
porphyrine, et ce, malgré la contraction qui intervient durant la consolidation des échantillons.

Tableau 26 — Caractéristiqgues de maille pour un réseau de plots sans porphyrine ou avec porphyrine

Référence Sans Porphyrine Microplots Avec Porphyrine
TTfo,025F0,006E5Et20 TTfo,025P00,01F0,006EsEt20
Taches gy (nm™) gz (nm™) a (nm) b (nm) gy (nm™) gz (nm™) a (nm) b (nm)
(02) 0 0,8685 I 14,5 0 0,6769 1 18,6
(11) 0,4552 13,8 0,3534 17,8
0,4313 14,6 0,4312 14,6
(13) 1,2994 14,5 1,0602 17,8

La présence de porphyrine au sein du sol conduit a un réseau organisé avec un
ordre a courte distance, avec une taille de domaines d’environ 100 nm (Figure 139-d,e,f),
la ou le sol sans porphyrine présente un ordre a grande distance, avec des domaines
de taille supérieure a 500 nm (Figure 139-b). De plus, une question subsiste, quant a savoir
si la porphyrine tétra-triéthoxysilane est présente a I'intérieur des murs de silice (par
condensation totale), ou bien si elle est présente en surface des pores (par condensation
partielle), ce qui pourrait jouer un roéle au niveau de P’activité du photosensibilisateur
pour la photothérapie dynamique. Des tests ultérieurs pourront cependant répondre a cette
question, notamment par la possibilité de métaller la porphyrine par diffusion d’'un métal dans

les pores, puis par dosage afin de déterminer la proportion de porphyrine active.

La voie par chimie click de phénalénone propargylée assure quant a elle que le
photosensibilisateur soit bien en surface des pores, par réaction avec les fonctions azotures

accessibles dans les pores. Cette voie click a été testée en paralléle de la voie one-pot.
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IV.3. Fonctionnalisation par chimie click de phénalénone propargylée

La phénalénone propargylée a été synthétisée au Laboratoire de Chimie des
Substances Naturelles (LCSN) de Limoges, selon le protocole décrit en Annexe 16.2. Afin
d’augmenter l'efficacité de la phénalénone, il est pertinent de maximiser son taux de

fixation par la réaction de click chemistry sur les échantillons.

Dans ce but, un sol avec 17,5% d’AzPTES est utilisé et les réseaux de microplots
sontimprimés dans des conditions standards, comme établies au chapitre Il : des plots de
5 couches, espacés entre eux de 40 um et imprimés en mode continu selon un réseau
hexagonal. Ces échantillons ont été clickés avec la phénalénone grace au protocole décrit
comme optimal au chapitre Ill. Pour préparer la solution click, 40 équivalents de phénalénone
dans du DMSO sont ajoutés a 40 équivalents de sulfate de cuivre pentahydraté dans de I'eau
osmoseée, ainsi que 40 équivalents d’ascorbate de sodium dans de I'eau osmosée (avec un
rapport volumiqgue DMSO/H.O de 1). La réaction se déroule durant 24 h a 50 °C. Les

échantillons sont ensuite lavés selon le protocole de lavage post-click décrit au chapitre |l.

Les échantillons réalisés sur lamelles de verre possédent en spectroscopie UV
d’absorption la méme signature que celle de la phénalénone, avec une large bande
d’absorption entre 330 et 480 nm (Figure 140).
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Figure 140 — Spectre UV d’absorption de la phénalénone propargylée dans du DMF (a) et apreés click
sur des microplots Az17,5% déposés sur lamelles de verre (b)

La spectroscopie infrarouge a ensuite été utilisée pour valider chimiquement la
présence de la phénalénone aprés réaction click sur les microplots, par réaction des
alcynes de la phénalénone avec les azotures des microplots. Le spectre de référence de la
phénalénone propargylée a été obtenu grace a la spectroscopie infrarouge en mode ATR
(Figure 141). Sur le spectre, sont notamment présentes les bandes caractéristiques de la
liaison =C-H des alcynes autour de 3300 cm™ (élongation) et une autre autour de 700 cm™?
(déformation hors du plan), ainsi que la bande de la liaison C=C des alcynes autour de 2140-
2100 cm? (élongation). Les cycles aromatiques sont présents entre 1600 et 1450 cm

(élongation). D’autres liaisons sont visibles, comme la bande de la liaison cétone aromatique
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C=0 autour de 1600 cm™ (élongation) et celle de la liaison éther aliphatique C-O-C autour de
1000 cm™ (élongation).
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Figure 141 — Chimie de la phénalénone propargylée (a) et spectre infrarouge correspondant (b)

Les dépdts sur wafers de silicium ont été clickés avec la phénalénone et caractérisés
par spectroscopie infrarouge en transmission (Figure 142). Les résultats montrent une forte
diminution de la bande azoture N3 autour de 2100 cm™, ainsi que I'apparition d’une bande
intense entre 1500 et 1700 cm™, relatives aux liaisons C=C aromatiques traduisant la présence
des noyaux aromatiques de la phénalénone. La variation relative de I'aire de la bande azotures

autour de 2100 cm™ permet d’estimer le taux de conversion de la réaction.
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Figure 142 — Spectres infrarouge d’échantillons de référence avec 17,56% d’azotures sans traitement,
et d’échantillons clickés avec la phénalénone propargylée

Ceci valide donc la fonctionnalisation par la phénalénone pour des microplots
avec 17,5% d’azotures. De plus, la réaction s’effectue avec un taux de conversion trés
important (> 90%), qui valide qu’une forte proportion de photosensibilisateur se trouve

dans les pores du matériau.
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IV.4. Caractérisation de 'activité des échantillons fonctionnalisés par les
photosensibilisateurs : description de la problématique

Lorsqu’il est excité par une source lumineuse, un photosensibilisateur produit de
I'oxygéne singulet par désexcitation (Figure 11, page 193). L’oxygéne singulet ainsi produit
est une preuve de lactivité chimique du photosensibilisateur. En phase gazeuse,
I'oxygéne singulet a une durée de vie d’environ 72 minutes, contre quelques microsecondes a

quelques nanosecondes lorsqu’il est en solution [6].

Il existe deux maniéres pour caractériser I'activité du photosensibilisateur et son réle
dans le mécanisme de PDT, a savoir : la quantification directe ou indirecte de I'oxygéne
singulet produit, ainsi que I'observation d’une mort cellulaire, lorsque les échantillons

fonctionnalisés sont excités par une source lumineuse compatible.

L’étude doit permettre de comparer les deux types de photosensibilisateur. Cependant,

cette comparaison est difficile, pour plusieurs raisons :

- Les deux photosensibilisateurs ont des maxima d’absorption différents, a
savoir un maximum d’absorption autour de 430 nm pour la porphyrine tétra-

triéthoxysilane et deux maxima pour la phénalénone, autour de 370 et 390 nm.

- Les deux photosensibilisateurs sont dans des proportions trés différentes au
sein des échantillons préparés, a savoir un taux de porphyrine plus faible (1%) que

celui de la phénalénone clickée (~ 17,5% en raison du fort taux de conversion).

- La structure de la porosité est différente pour les deux voies : vermiculaire
désordonnée pour la voie click de phénalénone (Az17,5%) et rectangulaire centrée
désordonnée mais localement ordonnée pour la voie one-pot avec la porphyrine.
De plus, il n’est pas sOr que la porphyrine soit en surface de la porosité car elle

pourrait étre enfermée dans les murs de silice lors de la condensation du sol.

En considérant que la phénalénone et la porphyrine n'ont pas leur maximum
d’absorption a la méme longueur d’onde, une source d’excitation a une longueur d’onde
intermédiaire sera utilisée. Pour cela, deux lasers ont été mis a disposition par la société
Kamax Innovative System, un premier laser a 405 nm, de puissance maximum 10 mW et

réglable par pas de 10% et un second laser a 420 nm non réglable.

Les tests consisteront alors d’abord a mettre en évidence la production
d’oxygéne singulet pour quantifier chimiquement I’activité des photosensibilisateurs.
Par la suite, des tests réalisés en présence de cellules viseront a montrer qu’il y a mort

cellulaire lorsque les photosensibilisateurs sont excités par une source lumineuse.
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IV.5. Mise en évidence de la production d’oxygéne singulet : tests sur des fibres
optiques fonctionnalisées avec la porphyrine en voie one-pot

IV.5.1. Choix des conditions opératoires pour la guantification de I’'oxygéne singulet

Dans la littérature, diverses études ont porté sur la mise en évidence de I'oxygéne
singulet de facon indirecte, par le biais de molécules réagissant avec cette espéce réactive
[7]-9]. Parmi ces molécules, le 9,10-diméthylanthracéne (DMA) est un bon candidat pour
quantifier la production d’oxygéne singulet avec des porphyrines [10]. En effet, la
structure chimique du DMA est modifiée sous I’action de I’'oxygéne singulet (Figure 143-
a) et conduit a la formation d’un endopéroxyde. Cette oxydation du DMA se traduit par une
disparition des bandes d’absorbance entre 350 et 410 nm (Figure 143-b) [11].

Bande de Soret
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Figure 143 — Modification de la structure chimique du DMA en présence d’oxygéne singulet (a) et
observation de sa dégradation en solution dans du DMF (c = 10~ mol.L') en présence d’une
porphyrine (c = 106 mol.L) éclairée par une lampe large spectre [11] (b)

Le DMF utilisé pour solubiliser le DMA est remplacé par de I’éthanol pur, car le
DMF pourrait dissoudre la gaine plastique de la fibre. La solubilisation du DMA dans

I’éthanol induit un déplacement des bandes d’absorption, a 358, 377 et 398 nm.

Le DMA a donc été utilisé en solution (c = 10 mol.L?)
pour mettre en évidence de fagon indirecte la production
d’'oxygéne singulet pour des fibres imprimées avec des
microplots de 5 couches, grace au sol contenant la porphyrine

tétra-triéthoxysilane (voie one-pot). Les fibres ont été

imprimées en mode continu et environ 32 plots sont déposés
Figure 144 — Fibre imprimée

sur le cceur de la fibre (diamétre de 0,8 mm, Figure 144). avec le sol porphyrine (P01%)

L’analyse a été réalisée par spectroscopie UV d’absorption sur solvant grace a des

cuves en quartz (3 mL par cuve), sur un spectrometre Cary UV/Vis/NIR 5000 en mode double

faisceau, afin de corriger la ligne de base. La source d’excitation pour la porphyrine est le laser

Imen|
206

0




405 nm (10 mW) de puissance ajustable. Avant de procéder aux analyses, un bullage

d’oxygeéne gazeux a été réalisé dans la solution stock DMA/EtOH afin de I'enrichir en oxygéne.

IV.5.2. Choix de la puissance a appliguer avec le laser 405 nm

La puissance laser a appliquer doit étre la plus élevée possible afin de maximiser le
taux d’oxygéne singulet produit. Cependant, cette puissance doit aussi assurer que la

molécule a doser ne soit pas dégradée sous l'effet du laser.

Afin de valider qu’il n’y a pas d’interaction sous I'effet de I'irradiation laser, la
solution DMA/EtOH a été irradiée avec le laser au travers d’une fibre vierge trempant
dans la solution. Les tests préliminaires ont montré que l'illumination a puissance
maximale du laser (100%, soit 10 mW) provoque la dégradation du DMA, visible par une
diminution des trois bandes d’absorption a 358, 377 et 398 nm, en I’absence de

photosensibilisateur (Figure 145).
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Figure 145 — Dégradation du DMA observée sous l’effet de l'irradiation laser a 405 nm

Cependant, d’autres tests ont permis de montrer qu’il n’y a pas de dégradation du
DMA pour une puissance du laser de 0 a 50%. La puissance laser de 50% est donc
retenue pour la suite des tests, afin de s’affranchir de la dégradation du DMA par le

laser, tout en maximisant la sollicitation du photosensibilisateur.

IV.5.3. Validation de la production d’oxygéne sinqulet par voie fibrée

Afin de valider la production d’oxygéne singulet dans le cas de microplots déposés sur
des fibres optiques, les échantillons considérés sont des fibres optiques imprimées avec le sol

porphyrine Po1% et des microplots de 5 couches. Le laser est utilisé a 50% de puissance.

Le protocole de mesure est similaire a celui utilisé précédemment, a savoir de I'éthanol
pur placé dans la cuve référence du spectromeétre et la solution DMA/EtOH (c = 10 mol.L?)

placée dans la cuve échantillon (3 mL). La cuve échantillon est éclairée tout d’abord avec une
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fibre vierge durant 20 min a 50% du laser, afin de vérifier 'absence de dégradation de la
porphyrine. Par la suite, la cuve échantillon est nettoyée et renouvelée avec la solution stock
de DMA/EtOH, éclairée cette fois-ci avec une fibre porphyrine durant 20 min a 50% du laser,
afin d’étudier la dégradation du DMA. Les résultats obtenus lors de ces caractérisations sont

présentés en Figure 146.
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Figure 146 — Signature UV d’absorption de la solution DMA/EtOH apres sollicitation avec le laser 405
nm a 50% durant 20 minutes, via une fibre vierge ou bien une fibre imprimée de microplots porphyrine

Les résultats font apparaitre une diminution négligeable de I'absorbance dans le cas
d’une irradiation pendant 20 minutes a 50% de puissance, au travers d'une fibre vierge
(diminution d’absorbance de 0,03 sur la bande a 377 nm). Ceci confirme dans ces conditions
une dégradation négligeable du DMA sous l'effet du laser. Or, dans ces mémes conditions
d’irradiation laser, une forte diminution de I’absorbance est observée lors de I'utilisation
d’une fibre imprimée de microplots porphyrine (diminution d’absorbance de 0,4 sur la
bande & 377 nm). Ceci valide alors qu’il y a eu production d’oxygéne singulet en

présence de la porphyrine excitée a 405 nm durant 20 minutes.

La production d’oxygéne singulet est donc validée dans le cas de la porphyrine.
Par la suite, cette production d’'oxygéne singulet peut étre quantifiée de fagon relative, par
exemple pour étudier l'influence du nombre de couches déposées sur la quantité d’'oxygéne
singulet produite. Ceci permettrait de savoir s'’il est pertinent de travailler avec une quantité de
matiére importante (i.e. un nombre de couches élevé), ou bien si la production d’'oxygene
singulet n’est efficace que sur une certaine épaisseur en surface du matériau. De plus, les
mesures devraient étre effectuées avec la phénalénone afin de contrbler et d’estimer la

production d’oxygéne singulet dans ce cas également.
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I\V.6. Validation de I’activité des photosensibilisateurs : tests de mort cellulaire

L’oxygéne singulet produit par les photosensibilisateurs lors de la PDT posséde un effet
anti-tumoral et conduit & la mort de cellules cancéreuses par apoptose. En raison de sa faible
durée de vie en solution [6], le photosensibilisateur doit étre proche de sa cible.

Des tests ont été réalisés au cours de cette étude afin de valider la mort cellulaire
liée a l'activité des photosensibilisateurs. Par la suite, I'expertise d’'un laboratoire de
biologie cellulaire, a savoir I'Institut des Biomolécules Max Mousseron (IBMM) de Montpellier,
a été sollicitée afin de valider les résultats démontrés. Les tests réalisés in vitro sur cellules

ont porté sur une souche de cellules de cancer du sein, a savoir des cellules MCF-7.

IV.6.1. Tests réalisés in vitro sur cellules de cancer du sein (MCF-7)

Dans cette partie, le laser utilisé est celui de longueur d’onde d’excitation 420 nm
et de puissance non ajustable. Cette longueur d’onde permet d’éclairer chacun des
photosensibilisateurs a une longueur d’onde proche du maximum d’absorption. Les cellules

MCF-7 ont été cultivées au laboratoire CAPTUR de la Faculté de Pharmacie de Limoges.

IV.6.1.1.1. Expériences préliminaires : détermination du protocole d’évaluation de la
mort cellulaire et de conditions efficientes de PDT

Des tests préliminaires ont été réalisés pour permettre de déterminer un protocole
pertinent concernant les conditions opératoires a appliquer pour la PDT (notamment en termes
de conditions d’éclairage, de puissance du laser, de temps d’éclairage, etc.). Les deux voies
ont été testées et les échantillons ont été préparés a partir des conditions décrites dans les

paragraphes précédents (81V.2, page 195 et 8IV.3, page 203).

Pour observer la mort cellulaire, il
semblait pertinent d’utiliser du bleu de trypan,
gui colore les cellules mortes [13]. Cependant, il ne
permet que I'observation des cellules mortes, et a
été abandonné au profit d’'un autre composé qui
permet de faire du dosage quantitatif: le
bromure de  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium, ou sel de tétrazolium MTT

[14]. Les cristaux de formazan du MTT sont

incorporés dans les cellules vivantes par leur Figure 147 — Exemple de cellules MCF-7

activité métabolique, ce qui les colore (Figure 147). ayant incorporé les cristaux de formazan

Il est alors possible de dissoudre les cellules dans un solvant agressif afin de solubiliser

les cristaux de formazan violet et réaliser un dosage par absorption UV. Ce dosage MTT (cf.
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protocole en Annexe 17) permet de connaitre la quantité de cellules vivantes, appelée
viabilité, et d’étudier de facon relative la mort cellulaire [15]. Ce dosage MTT est réalisé
avec la longueur d’'onde a 584 nm, correspondant a une absorbance élevée. L’absorbance

mesurée sur les puits de contrdle sert & normaliser les valeurs de viabilité des autres puits.

Les tests préliminaires réalisés ont conduit a considérer le protocole suivant
pour quantifier la mort cellulaire sur les échantillons : les cellules sont ensemencées en
plagues 24 puits (sur plastique) avec une attente en incubateur de 48 h pour atteindre la
confluence (ou densité de cellules) maximale. La lamelle est rajoutée dans le puits considére,
avec les microplots vers le bas, en contact avec les cellules. Chaque lamelle est irradiée 30
minutes par le laser, sur toute la surface de la lamelle, afin de solliciter tous les microplots.

Enfin, la durée entre I'excitation laser et le comptage cellulaire par MTT est fixée a 12 h.

IV.6.1.2. Tests in vitro réalisés avec des échantillons de microplots déposés sur des
lamelles de verre et fonctionnalisés par les photosensibilisateurs

Le protocole a été utilisé afin d’évaluer la viabilité de cellules cultivées sur des

microplots déposés sur lamelles de verre, pour les deux voies testées (Figure 148).
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Figure 148 — Valeurs de viabilité obtenues pour les deux voies testées

Les résultats montrent une viabilité autour de 100% pour les échantillons
fonctionnalisés avec la porphyrine, indiquant que le nombre de cellules n’a pas
grandement diminué. La production d’'oxygene singulet par la porphyrine n’est pourtant pas
remise en cause. Il est possible qu’'une mort cellulaire soit présente, bien que compensée par
la prolifération des cellules. La faible efficacité de la PDT dans ce cas pourrait notamment

étre liée a la tres faible teneur en porphyrine dans les échantillons (1%).

La voie one-pot avec la porphyrine ne semble donc pas indiquée pour une
application thérapeutique. En revanche, dans le cas de la phénalénone, une viabilité de

44% est observée aprés irradiation laser, ce qui traduit une mort cellulaire importante.

Cette tendance avait pu étre observée au microscope optique avant le dosage
MTT, afin d’estimer le nombre de cellules (Figure 149). Les puits sélectionnés présentaient

initialement des densités de cellules équivalentes. Les conditions respectives ont été
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appliquées aux échantillons (avec ou sans irradiation). Par la suite, le puits correspondant a
I'échantillon sans phénalénone et illuminé avec le laser présentait une densité de cellules
presque équivalente a son état initial. Il y a eu un possible ralentissement de la croissance
cellulaire sur cet échantillon. En revanche, le puits contenant un échantillon fonctionnalisé
avec la phénalénone et excité avec le laser, a vu le nombre de ces cellules décroitre de

facon importante (Figure 149).

Référence sans échantillon Sans Phénalénone + LASER Avec Phénalénone + LASER

Avant éclairage

Apres éclairage

Figure 149 — Observation en contraste de phase (objectif x10) de cellules cultivées pendant 48 h sur
du plastique de culture, présentes dans les puits a I'état initial (avant éclairage laser) et avant dosage
MTT (12 h aprés éclairage) : sans échantillon, en présence d’une lamelle avec des microplots
Az17,5% sans phénalénone, ou d’une lamelle avec des microplots Az17,5% avec phénalénone

En conclusion, les tests in vitro ont permis, grace a un dosage MTT, d’estimer la mort
cellulaire dans différentes conditions pour la voie click de phénalénone et la voie one-pot avec
la porphyrine. La voie one-pot a donné des résultats peu encourageants, en raison d’'une
absence de mort cellulaire, du fait trés probablement de la faible teneur en porphyrine et de la
structuration de la porosité qui ne faciliterait pas la diffusion de I'oxygéne singulet. La voie
click de phénalénone a quant a elle donné des résultats tres satisfaisants en terme de
mort cellulaire. Cette voie a été retenue pour continuer les tests, cette fois-ci dans le cas de

fibres optiques revétues de microplots azotures Az17,5% et clickés avec la phénalénone.
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IV.6.1.3. Tests in vitro avec des fibres optiques fonctionnalisées avec la phénalénone

Un dispositif a été développé par la société
Kamax Innovative System pour mener les expériences
de mort cellulaire sur des fibres optiques (Figure 150).
Le montage consiste a fixer la fibre optique téte en bas
sur le dispositif. Grace a des vis micrométriques, le

dispositif peut étre déplacé en XY pour sélectionner un
Figure 150 — Dispositif K-light

développé, permettant I'approche

fibre jusqu’au contact avec le tapis cellulaire. fine d’une fibre au contact de cellules

puits. L’axe en Z permet ensuite I'approche fine de la

Pour les tests sur fibres, il était pertinent de travailler avec des puits de taille la plus
petite possible, a savoir pour des plaques 96 puits. Les cellules ont été ensemencées a 20 000
cellules, avec un délai de 48 h en incubateur a 37 °C afin d’atteindre la confluence. Cependant
la confluence totale n’a pas été atteinte, et les zones a forte densité de cellules ont été repérées
sur le pourtour des puits. Pour les tests, la fibre a été approchée avec le dispositif sur une zone
repérée avec une forte densité de cellules, afin de tester au mieux la PDT sur cette zone
(Figure 151-a). La zone a été irradiée pendant 30 min avec le laser a 420 nm, puis la plaque

a été remise al'incubateur. Le dosage MTT a été réalisé 12 heures apres excitation lumineuse.

Une observation au microscope optique a permis de montrer une absence de
cellules au niveau de la zone irradiée (Figure 151-b). Cependant, un contréle optique des
fibres suggere que les cellules ne sont pas mortes a cause de la PDT, mais parce
qu’elles ont été arrachées du puits (Figure 151-c et Figure 151-d), en raison d’une

pression possiblement trop forte de la fibre au fond du puits.

Figure 151 — Mise en contact de la fibre avec les cellules et éclairage avec le laser (a).
Observation du puits testé (objectif x10), aprés coloration des cellules au MTT (b).
Contrdle optique de la fibre utilisée, observée en réflexion (c) et en transmission (d).

Ces expériences doivent donc étre reconduites, en limitant la pression de la fibre
sur les cellules pour éviter un décollement (ce qui reviendrait a surestimer la mort cellulaire).
Une premiere solution a été trouvée : la possibilité d’ensemencer les cellules sur les
fibres, grace a un dispositif développé pour maintenir les fibres au fond des puits d’'une plaque

96 puits adaptée (Figure 152-a et b). Une seconde alternative a été envisagée, a savoir
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I'utilisation d’un montage compatible avec I’équipement K-light de mort cellulaire, avec
une cameéra pour focaliser sur le tapis de cellules, puis de venir approcher la fibre et de s’arréter

quand la fibre est au contact, i.e. dans le plan focal de la caméra (Figure 152-c et d).

Figure 152 — Montage adaptatif qui permet le maintien des fibres en plaque 96 puits (a)
et 'ensemencement sur les fibres (b). Montage K-light+ développé, compatible avec I'équipement
K-light (c) et qui permet de focaliser sur le tapis de cellules au moyen d’une caméra (d)

IV.6.2. Tests biologiques réalisés in vitro et in vivo avec un laser 405 nm et des fibres
fonctionnalisées avec la phénalénone

Les essais préliminaires réalisés au laboratoire IRCER sont encourageants, bien que
perfectibles. lls ont permis de mettre en place un protocole de mesure de la mort cellulaire,
notamment au niveau des conditions d’excitation laser et du délai par rapport au comptage
cellulaire. De plus, les expériences sur fibres nécessitaient des ajustements. Pour toutes ces
raisons, des tests biologiques ont été réalisés au sein de I'Institut des Biomolécules Max
Mousseron (IBMM) de Montpellier, qui posséde a la fois le savoir-faire et I’expérience

pour mener des tests biologiques de mort cellulaire.

Les tests réalisés a I'IBMM ont été menés uniquement pour la phénalénone (voie
click) et avec le laser a 405 nm (10 mW), de puissance ajustable. L'utilisation de ce laser
est par ailleurs plus pertinente pour la phénalénone, par comparaison avec le laser 420 nm,

car la phénalénone posséde un maximum d’absorption autour de 410 nm (cf. Figure 140).

Le but recherché dans la réalisation de ces tests est de montrer des résultats
similaires voire meilleurs en termes de mort cellulaire, comme cela a été constaté avec
les microplots déposés sur lamelles de verre et fonctionnalisés avec la phénalénone. De plus,

I'utilisation des fibres sur modéle vivant constitue une étape a réaliser.
IV.6.2.1. Tests réalisés in vitro sur cellules MCF-7

Des échantillons de microplots réalisés avec le sol Az17,5% ont été clickés avec la
phénalénone puis envoyeés a I'lBMM pour caractérisation. Des échantillons de microplots non-
clickées ont aussi été envoyés pour réaliser des controles négatifs, c’est-a-dire pour vérifier
qu’il 'y a pas de mort cellulaire liée a I'excitation du laser en 'absence de phénalénone. Le
laser est utilisé & 100% de sa puissance avec un collimateur pour éclairer une zone de

I'échantillon (diameétre du spot environ 2 mm).
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Le protocole consiste a ensemencer les cellules sur les échantillons et laisser incuber
jusqu’a confluence totale. Des zones différentes sont sélectionnées et identifiees afin de
réaliser un suivi optique dans le temps. Un contrdle optique de chaque zone est réalisé avant
tout traitement : une zone témoin qui ne subit aucun traitement, une deuxiéme zone qui subit
une seule irradiation durant 20 min et une troisieme zone qui subit deux irradiations de 10

minutes chacune, dont une initiale et une autre 24 h apres la premiére irradiation.

Le protocole est réalisé sur un échantillon de référence (Az17,5%) sans
phénalénone (Figure 153). Cet échantillon sert a contrdler qu’il N’y a pas de mort cellulaire
imputée au laser. L’équipe de I'IBMM ayant réalisé les tests a conclu a une absence de
mort cellulaire liée au laser, ce qui est notamment visible par un comportement
cellulaire analogue au niveau des trois zones traitées. En effet, la croissance cellulaire est

la méme, les microplots sont visibles et les cellules colonisent tout I'échantillon (Figure 153).
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Figure 153 — Résultats du comportement cellulaire observé pour les différentes zones traitées dans le
cas d’'un échantillon de référence (Az17,5%) sans phénalénone

Par la suite, un échantillon Az17,5% clické avec la phénalénone a également été
traité selon le protocole d’irradiation, afin d’estimer la mort cellulaire (Figure 154).
L’équipe de 'IBMM a conclu a un fort ralentissement de la croissance cellulaire pour
les deux conditions d’irradiation, par rapport a la zone non irradiée. En effet, aprés la
premiere irradiation, les cellules ne colonisent plus le pourtour des microplots, et leur nombre
diminue légerement. L’effet est d’ailleurs plus marqué pour une irradiation de 20 minutes, par
rapport a une irradiation de 10 minutes. En revanche, une seconde irradiation de 10 minutes

réalisée a J+1 permet d’obtenir le méme résultat en termes de mort cellulaire a J+2.
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Figure 154 — Résultats du comportement cellulaire observé pour les différentes zones traitées dans le
cas d’'un échantillon Az17,5% clické avec la phénalénone

Les tests, réalisés a I'IBMM avec le laser 405 nm orientent donc également vers
une mort cellulaire constatée sur les échantillons préparés avec la phénalénone. L’effet
est trés marqué pour un temps d’irradiation de 20 minutes et il semble possible de
multiplier les irradiations pour maximiser le taux de mort cellulaire. Par ailleurs, les

contrbles négatifs ont montré qu’il n’y a pas de mort cellulaire imputée au laser seul.

Par la suite, un modéle vivant a été sélectionné afin de réaliser des tests biologiques
avec des fibres préparées et fonctionnalisées avec la phénalénone.

IV.6.2.2. Tests in vivo avec des fibres optiques fonctionnalisées avec la phénalénone :
modele vivant zebrafish

Pour les tests a réaliser grace aux fibres optiques
fonctionnalisées avec la phénalénone, un des modeles
vivants pertinents pour I'étude de la mort cellulaire est le

modele zebrafish. Ce modéle est reconnu comme un

excellent systéme biologique pour observer la mort

] Figure 155 — Observation d’une
cellulaire par apoptose [16]-[18]. larve de zebrafish [18]

En effet, 'embryon de zebrafish en développement présente une prolifération

importante de ces cellules, comme les cellules cancéreuses qui ont un métabolisme trés actif.

Le protocole proposé par I'équipe de I'IBMM consiste a mettre en évidence les cellules

apoptotiques des larves par fluorescence, par coloration orange des zones mortes. Pour cela,
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des larves zebrafish de la lignée casper (mutant transparent sans pigmentation) agées de 48
heures (heures aprés la ponte) sont anesthésiées a la tricaine. La fibre optique a tester
(référence ou bien fonctionnalisée phénalénone) est ensuite amenée au contact de la larve,
puis l'irradiation laser s’effectue durant 5 minutes. La puissance laser est fixée a 20% afin de
ne pas endommager la phénalénone (photoblanchiment possible a trop forte puissance). Puis,
24 h aprés irradiation, les larves sont traitées a I'acridine orange (5 pg/mL) pendant 20 minutes,
ce qui colore les zones apoptotiques. Les larves sont ensuite anesthésiées a la tricaine et

imagées (objectif x10, imagerie confocale, récupération de I'émission a 650 nm).

Plusieurs fibres ont servi a réaliser ce protocole sur différentes larves, a savoir
une fibre sans phénalénone (Az17,5%) et deux fibres Az17,5% clickées avec la
phénalénone. Une autre larve n’ayant pas subi de traitement sert de témoin (Figure 156).

La mort cellulaire apoptotique correspond aux points trés fluorescents.

a) Témoin sans laser b) Fibre N°1 - Az 17.5% c) Fibre N°2 - Phénalénone
Contréle Contrdle négatif Controle positif

Figure 156 — Résultats obtenus sur larves de zebrafish dans le cas : d’une larve témoin (a), d’une fibre
sans phénalénone avec irradiation laser (b), d’une fibre fonctionnalisée phénalénone et irradiée (c).
La mort cellulaire apoptotique correspond aux points trés fluorescents.

D’aprés les analyses effectuées, il apparait que la larve témoin ne présente pas de mort
cellulaire apoptotique (Figure 156-a). Une faible mort apoptotique est présente sur la larve
mise au contact d’une fibre non fonctionnalisée (Az17,5% sans phénalénone) avec
irradiation laser (Figure 156-b), mais cette apoptose est localisée et pourrait étre liée a I'effet
du laser, le rayonnement a 405 nm étant ionisant et néfaste pour des cellules biologiques. Par
ailleurs, les larves mises au contact des fibres fonctionnalisées avec la phénalénone et
irradiées avec le laser présentent une plus forte apoptose (Figure 156-c), visible par la

présence de nombreux points fluorescents sur une zone trés étendue de la larve.

Les résultats des tests conduits par I’équipe de I'IBMM sur le modéle zebrafish
et grace aux fibres optiques préparées conduisent donc a valider la mort cellulaire
apoptotique qui intervient lorsque les fibres sont fonctionnalisées avec la phénalénone.
Ces résultats pourraient en outre étre reconduits avec des temps d’irradiation et une puissance
laser supérieurs afin d’évaluer si I'apoptose est plus importante, dans le but de rechercher une

efficacité toujours plus optimale de I'activité de la phénalénone.
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IV.7. Conclusions et perspectives

L’étude du potentiel thérapeutique des fibres optiques fonctionnalisées avec des
photosensibilisateurs grace a la voie sol-gel a constitué une premiére approche prometteuse.
Deux voies ont été envisagées, a savoir la fonctionnalisation one-pot d’une porphyrine
tétra-triéthoxysilane et la fonctionnalisation par chimie click d’'une phénalénone
propargylée. Les travaux réalisés ont tout d’abord permis de caractériser les échantillons
préparés, et d’assurer la bonne fonctionnalisation des dépéts pour les deux voies, ce qui a été

confirmé par spectroscopie UV d’absorption mais également par spectroscopie infrarouge.

Pour la fonctionnalisation one-pot avec la porphyrine tétra-triéthoxysilane, un sol avec
1% de porphyrine a été étudié. L’étude RMN a permis de dégager un temps de vieillissement
de ce sol de 36 h, et d’autres caractérisations ont mis en évidence un grossissement rapide
des oligomeres. Ceci se traduit par la suite au niveau des échantillons préparés par une
épaisseur plus importante au niveau des murs de silice du matériau, comme I'a montré I'étude
GISAXS. La porosité présente un ordre a trés courte distance mais un désordre global, ce qui
risque de nuire a l'accessibilité des pores du matériau et par conséquent a la diffusion de
'oxygéne singulet produit pour cette voie. La fonctionnalisation par chimie click de
phénalénone a quant a elle été réalisée sur des échantillons azotures (Az17,5%) et la réaction

click a été validée par infrarouge avec un trés bon rendement (> 90%).

Au niveau de l'activité des photosensibilisateurs, la quantification de 'oxygéne singulet
est possible pour une puissance maximale de 50% avec le laser 405 nm, en raison d’une
dégradation du DMA par le laser pour une puissance supérieure a 50%. Les résultats
confirment la production d’oxygéne singulet par des microplots réalisés a partir du sol

contenant la porphyrine, imprimés sur une fibre optique.

Les tests biologiques ont mis en évidence que la voie one-pot semble inefficace. Au
contraire, les échantillons fonctionnalisés phénalénone donnent de bons résultats, avec une
mort cellulaire importante (baisse de viabilité de 56%). Pour I'application thérapeutique avec
des fibres optiques, I'activité de la sonde a été testée sur un modéle vivant de type zebrafish

et les premiers résultats révélent une bonne efficacité de cette fonction thérapeutique.

Par rapport aux perspectives, il est envisageable de quantifier la production d’'oxygéne
dans le cas de la phénalénone. Les conditions d’irradiation et les caractéristiques des
matériaux pourraient étre encore optimisées afin d’améliorer encore ces résultats et les tests
de mort cellulaire pourraient étre réitérés sur modéle vivant ou sur cellules. De plus, une
expérience in situ est possible en microscopie confocale, avec différents marqueurs pour

suivre en méme temps la production d’oxygéne singulet, la viabilité et la mort cellulaire.
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Conclusion générale

L’objectif de ces travaux de thése visait a fiabiliser et optimiser la sensibilité de
détection d’un dispositif préindustriel permettant le diagnostic de cancers, ainsi que
d’évaluer I'efficacité en termes de thérapie non-invasive, et ceci en ayant recours a des

sondes optiques fonctionnalisées.

L’étude bibliographique présentée dans le premier chapitre de ce mémoire, a montré
la pertinence du dispositif développé, par rapport aux autres méthodes déja existantes. En
effet, les techniques endoscopiques actuelles constituent une aide au diagnostic, mais les
études comparatives réalisées ne montrent pas de réelle prédominance de l'une des
techniques par rapport aux autres. Ceci peut s’expliquer par la multitude et la variété des cas
de cancers, ce qui complexifie leur mise en évidence. En effet, les cancers se déclinent en
plusieurs types (carcinomes, sarcomes, leucémies, lymphomes, etc.), ils sont présents sous
ces différentes formes a de multiples localisations dans le corps (cesophage, estomac, intestin,
colon, poumon, sein, vessie, utérus, etc.) et a plusieurs stades d’évolution. Le dispositif
développé vise a cibler des marqueurs surexprimés a la surface de tout type de cellules
cancéreuses, a savoir les marqueurs TrkB ou EGFR, afin de déterminer par simple
contact avec la zone suspecte si celle-ci est cancéreuse ou non. Le dispositif présente
alors un intérét majeur, car il n'existe a ce jour aucune méthode de diagnostic in situ, ce
diagnostic étant laissé a I'appréciation visuelle des praticiens ou étant réalisé par le biais de
prélevements (biopsies). Par la suite, la mise en évidence d’autres marqueurs biologiques
permettraient d’identifier de fagon plus précise le type de cancer en présence, ce qui revét un
intérét majeur pour I'établissement du plan de soin du patient. Le dispositif vise également
a réaliser la thérapie locale de la zone préalablement diagnostiquée, et le couplage
diagnostic-thérapie est inédit pour un tel dispositif. De plus, la thérapie étant locale et
ciblant majoritairement les cellules cancéreuses, ceci présenterait moins de risques
invasifs et moins de complications post-opératoires par rapport a d’autres méthodes

existantes ou actuellement en développement.

L’étude présente également un aspect pluridisciplinaire important, car se situe a
l'interface de différents domaines : matériau, chimie, biologie et optique. En effet, le dispositif
est constitué de fibres optiques a la surface desquelles sont déposés des microplots de silice
mésoporeuse par utilisation du procédé d’'impression jet d’encre. Ces microplots sont réalisés
a partir d’'un sol contenant un composé « AzPTES » qui apporte des fonctions azotures au
matériau et permet ainsi de le fonctionnaliser ultérieurement par chimie click avec des
composés alcynes. Dans le cadre du diagnostic, ces microplots sont fonctionnalisés tout

d’abord par un espaceur alcyne de type pentynoate de NHS, permettant ensuite I'accroche de
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protéines G et des anticorps anti-TrkB ou anti-EGFR. Ces anticorps assurent la détection
spécifigue des marqueurs TrkB ou EGFR, surexprimés a la surface des cellules cancéreuses.
Ces protéines et anticorps sont préalablement marqués par des fluorochromes pour réaliser
un suivi de la fluorescence par le dispositif. Le principe de détection repose sur une
modification de la signature en fluorescence, résultant d’un transfert d’énergie de
fluorescence (effet FRET), intervenant lors de la reconnaissance de sa cible par
I’anticorps, qui change de conformation. Dans le cadre de la thérapie, les microplots
azotures sont fonctionnalisés par chimie click au moyen de photosensibilisateurs, qui,
lorsqu’ils sont excités par une source compatible, induise une production d’oxygene singulet

occasionnant une mort cellulaire par apoptose.

Au cours du deuxiéme chapitre, la structure de la porosité du matériau a été étudiée en
fonction de plusieurs parameétres du procédé. L’objectif visait a déterminer s’il existe une
structure de porosité qui maximise la fonctionnalisation ultérieure des microplots (par
chimie click et pour le greffage des biomolécules), et également de pouvoir conclure sur
des conditions d’impression permettant d’aboutir a la structure de porosité recherchée.
En premier lieu, il est utile de préciser que la porosité est obtenue a partir d'un mécanisme
d’auto-assemblage du matériau, et résulte des cinétiques d’hydrolyse-condensation du sol
utilisé lors de I'impression. Ces cinétiques d’hydrolyse-condensation ont été suivies par RMN
liquide du °Si pour étudier le comportement des sols a différents taux d’AzPTES (10%, 15%
et 17,5%). Les résultats de ces analyses ont mis en avant le fait que les sols avec 10%
et 15% d’AzPTES ont une condensation similaire et pourraient donc présenter des
tailles de pores et des distances entre pores assez proches. Ces deux sols présentent
une bonne incorporation du composé AzPTES et peuvent étre imprimés pour un temps de
vieillissement de 48 h. Le sol Az17,5% présentait un comportement singulier, avec une
incorporation du composé AzPTES qui ne semble pas totale, mettant en avant une possible
condensation des molécules d’AzPTES entre elles, donnant lieu par la suite a une
inhomogénéité dans la répartition des fonctions azotures au sein du matériau. De plus, le sol
Az17,5% présente une condensation beaucoup plus lente que les deux autres sols, avec
un temps de vieillissement optimal autour de 61 h. Des réseaux de microplots ont été réalisés

par impression jet d’encre a partir de ces sols.

En vue de maximiser la densité de microplots en surface des échantillons, le
réseau hexagonal a été adopté. L'étude de linfluence des paramétres du procédé sur la
structuration de la porosité a été réalisée, et des tests croisés ont aussi permis de savoir 'ordre
de prédominance des facteurs entre eux. En effet, le facteur ayant le plus d’influence sur
la porosité du matériau est le taux d’AzPTES du sol, qui donne lieu a une structure

rectangulaire centrée (ordonnée) en-dessous de 10% d’AzPTES, et une structure
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vermiculaire (désordonnée) au-dessus de 10%. Le taux de 10% d’AzPTES semble
intermédiaire car les deux types de structuration sont parfois observés pour cette formulation,
en fonction des autres paramétres utilisés. L’augmentation du nombre de couches
déposées favorise I'apparition de la structure vermiculaire, ce qui serait attribué a une
accumulation de solvant dans le matériau, qui n’aurait alors pas le temps de s’organiser et
verrait sa structure d’autant plus désorganisée par le dépdt de la couche suivante.
L’espacement entre les plots et la stratégie de dépbts (impression continue ou bien un plot sur
deux, une ligne sur deux) ont également une influence sur la porosité. En effet,
I’augmentation de I’espacement entre microplots favorise une structure de type
vermiculaire, car I'écartement des microplots augmenterait la vitesse de séchage, ce qui ne
laisserait pas au matériau le temps de se structurer. La stratégie de dépo6t joue également
un réle, car le fait d’'imprimer les microplots suivant une maille trapeze (un plot sur deux
et une ligne sur deux) revient a espacer les dépdts successifs et a figer ainsi la

structuration vermiculaire, bien que la densité globale de microplots ne varie pas.

Aussi, si la structure de type rectangulaire centrée est recherchée, il convient alors
d’adopter un taux d’AzPTES inférieur a 10%, un taux d’humidité d’environ 40%, pour un mode
d’'impression en stratégie libre et un faible nombre de couches (entre 1 et 5). Si la
structuration de la mésoporosité de type vermiculaire est recherchée, les paramétres
pourront étre ajustés de la fagcon suivante : un taux d’AzPTES supérieur & 10% et inférieur a

17,5%, et la possibilité d'imprimer les microplots selon une stratégie de type trapéze.

Par ailleurs, des tests supplémentaires, concernant le temps de vieillissement et les
conditions de recuit du matériau, ont été réalisés et ont montré une influence sur la porosité.
Un sol Az10% imprimé a 24 h de vieillissement présente une structuration rectangulaire
centrée plus importante que pour un sol Az10% imprimé a 48 h de vieillissement. Ceci
peut étre d0 a une condensation incomplete des oligomeéres de silice a 24 h qui, lors du
mécanisme d’auto-assemblage, auraient tendance a former des domaines plus étendus de
structure rectangulaire centrée, du fait d’'une réactivité plus forte des oligoméres. Par ailleurs,
attendre plusieurs jours entre I'impression et le recuit des échantillons permet de
favoriser la structuration rectangulaire centrée. En effet, un recuit directement aprés
impression favorise une structure vermiculaire dont les paramétres de réseau sont trés
hétérogénes, en termes de distance entre les pores et d’agencement des micelles
cylindriques. D’autres tests ont porté sur un nouveau mode de recuit des échantillons qui
permet de gagner beaucoup de temps par rapport & un recuit classique en étuve : le recuit
photonique. Ce type de recuit consiste a éclairer les échantillons avec un flash lumineux de
forte intensité qui permet la consolidation de réseaux poreux de types microplots ou autres

types de couches minces. Lorsque les conditions sont bien ajustées, il apparait que le recuit
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photonique permet de consolider efficacement le matériau, et d’éviter une contraction
de la structure des dépdts. Ceci permet d’avoir des pores plus dilatés et des
échantillons plus réactifs, notamment pour une fonctionnalisation par chimie click, comme

I'ont montré les tests réalisés a cet effet.

Par la suite, le chapitre Il a porté sur les différents aspects de fonctionnalisation
du matériau : la fonctionnalisation par chimie click d’un espaceur de type pentynoate
de NHS, puis le greffage de protéines G, permettant par la suite I’accroche des anticorps
spécifiques et nécessaires a la reconnaissance des marqueurs cancéreux ciblés. Dans
cette étude, les marqueurs ciblés ont été le marqueur de type TrkB principalement, ainsi que
le marqueur EGFR, ces deux marqueurs étant surexprimés a la surface des cellules

cancéreuses.

Dans un premier temps, I’étude a porté sur la fiabilisation et I'optimisation de la
réaction click. Un traitement de lavage de la porosité était utilisé préalablement a cette
réaction click, afin d’éliminer le tensioactif F127 et rendre accessibles les fonctions azotures
présentes dans les pores du matériau. |l est apparu qu'un lavage en soxhlet n’était pas
reproductible et entrainait par ailleurs une casse importante des microplots sur les
échantillons. Diverses conditions de lavage ont été étudiées : en soxhlet, en bain marie, sous
ultrasons et avec différents solvants. En réalité, la réaction click se fait trés bien sans cette
étape préalable de lavage de la porosité, du fait d’'une bonne diffusion du F127 une fois les
échantillons immergés dans la solution click. Pour cette raison, le lavage a été maintenu mais
réduit a environ 1 h en bain marie dans de I’éthanol chaud pour éliminer un maximum
de F127.

De plus, lors de la réaction click du pentynoate de NHS, des problemes de
reproductibilité avaient été constatés tres tot, au niveau du greffage ultérieur des biomolécules
(protéines ou anticorps). Ceci semblait indiquer un mauvais greffage du pentynoate de NHS
utilisé ou bien sa possible dégradation. Le pentynoate de NHS est donc stocké en
dessiccateur dés sa réception, ce qui permet de le garder a I’abri de ’humidité et le
conserver plus longtemps. Les conditions de la réaction click ont été ajustées afin de
fiabiliser et optimiser cette étape. Différents systémes catalytiques ont été testés pour essayer
de travailler en conditions anhydres, car la présence d’eau accentue la dégradation des
microplots de silice. Les solvants utilisés n’ont pas montré de nette amélioration de la réaction
et le solvant DMSO/Eau en rapport volumique 1:1 a été conservé. Chauffer la solution
au cours de la réaction s’est avéré pertinent pour améliorer la cinétique, et obtenir des
rendements bien supérieurs a ceux obtenus précédemment. De plus, les quantités (en
équivalents molaires) utilisées pour préparer la solution click ont été adaptées afin d’obtenir

un rendement trés supérieur (> 90%) et qui s’avéere reproductible : 40 équivalents de
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pentynoate de NHS, 40 équivalents de sulfate de cuivre pentahydraté et 40 équivalents

d’ascorbate de sodium.

Une fois le protocole de la réaction click défini, celui-ci a été utilisé pour fonctionnaliser
des échantillons pour des conditions d'impression différentes. En particulier, pour un méme
taux d’azotures, les échantillons présentant une structuration de la porosité de type
vermiculaire s’avérent mieux fonctionnalisés que des échantillons ayant une
structuration de type rectangulaire centrée. Ceci s’explique par une meilleure accessibilité
de la porosité lorsqu’elle est de type vermiculaire. L’augmentation du taux d’azotures dans
les échantillons va également en faveur d’une meilleure fonctionnalisation, en
considérant les résultats de fagon relative, c’est-a-dire le nombre de fonctions azotures
clickées par rapport au nombre de fonctions azotures total. Cette réaction click obéit a une
cinétique de type diffusion, comme I'ont montré les tests avec différents nombres de couches :
des échantillons avec un faible nombre de couches (donc une plus faible épaisseur de
diffusion) sont mieux fonctionnalisés que des échantillons avec un nombre de couches
plus important, qui présentent par ailleurs une casse plus importante. Il semble cependant
inutile que les échantillons soient fonctionnalisés avec le pentynoate de NHS dans tout leur
volume, car le greffage des protéines, en raison de leur encombrement par rapport aux pores,

se ferait préférentiellement en surface des microplots.

Enfin, des tests ont porté sur le lavage post-réaction click, nécessaire a I'élimination du
cuivre résiduel au sein du matériau, ce dernier étant toxique pour I'organisme. Les protocoles
de lavage ont pu étre optimisés afin de maximiser I’élimination du cuivre, tout en
diminuant le nombre de lavages. Dans une optique d’industrialisation du procédé, ces
étapes pourraient par la suite étre réalisées par des automates. Ainsi, les travaux portant a la
fois sur I'optimisation des protocoles de lavage de la porosité, de réaction click et de lavage
post-réaction click ont permis de réduire considérablement le temps de préparation des

échantillons, qui était de 4 jours auparavant, et est désormais de 8 heures.

Dans un deuxiéme temps, la fonctionnalisation a porté sur I'’étude du greffage
des protéines G. Tout d’abord, I'étude a porté sur le protocole de marquage des protéines en
fluorescence, et de montrer sa fiabilité, bien que du fluorochrome libre puisse parfois échapper
a I'étape de filtration en colonne. Par la suite, le protocole de greffage des protéines a été
vérifié et met en évidence que la concentration utilisée (150 pg/mL) est optimale pour
greffer les protéines de fagon dense sur les échantillons. Ce protocole de greffage des
protéines a ensuite été testé pour différents types de matériau. D’'une part, ’étude a montré
gue le greffage est plus efficace pour des échantillons présentant la structuration de
type vermiculaire en surface, plutét que des échantillons avec une structuration de type

rectangulaire centrée, pour un méme taux d’azotures (10%). D’autre part, I’augmentation
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du taux d’azotures (de 10% a 17,5%) ne privilégie en revanche pas une meilleure
accroche des protéines, en raison d'une répartition inhomogéne des fonctions azotures pour
17,5%. |l faudrait tester ceci pour un taux d’azotures de 15% et voir si la répartition des
protéines est aussi homogéne que pour un taux d’azotures de 10%, ce qui s’avérerait alors
intéressant afin de maximiser le nombre de protéines en surface des échantillons. Par la suite,
il est apparu que le greffage des anticorps suit la tendance de greffage des protéines,
avec un greffage qui apparait homogéne et avec une bonne densité pour les
échantillons avec 10% d’azotures et de structuration vermiculaire, mais qui n’est pas
homogéne pour les autres conditions testées. Encore une fois, il serait pertinent de tester
des échantillons avec 15% d’azotures et voir si le greffage des protéines et des anticorps est
encore meilleur pour ce taux. En outre, la connaissance des données physiques des
fluorochromes (rendement quantique, coefficient d’extinction molaire) ainsi que le taux de
marquage (DOL) et la mesure des intensités d’émission de ces fluorochromes permettent de
déterminer un nombre d’anticorps greffé par protéine, donnée importante par la suite en

vue de caractériser la sensibilité de détection du dispositif.

Enfin, le chapitre lll a permis d’aboutir a des tests de détection des cellules
cancéreuses, par des tests de reconnaissance des antigenes cibles des anticorps
utilisés lors de la fonctionnalisation des sondes. Dans un premier temps, les protocoles
d’'impression et de fonctionnalisation ont pu étre adaptés pour la préparation de fibres optiques.
En paralléle, des tests de détection ont été réalisés, avec l'utilisation de plusieurs couples de
fluorochromes, a la fois en voie liquide et en voie supportée, c’est-a-dire sur des échantillons
de microplots fonctionnalisés. Il est apparu gque le couple de fluorochromes AF594-AF647
n’était pas un bon candidat, en raison notamment d’une faible intensité d’émission du
fluorochrome AF647. Aussi, pour ce couple, le rayon de Forster (Ro, distance des
fluorochromes correspondant a 50% d’intensité du transfert d’énergie), ne semble pas
compatible avec les tailles des protéines et anticorps utilisés, et risquerait d’induire la présence
d'un effet FRET en absence des marqueurs ciblés, ce qui se traduirait par un fort risque de
faux-positifs ce qui est a exclure. Les couples AF546-AF594 et AF488-AF594 sont
compatibles avec l'utilisation recherchée et ont montré des résultats trés intéressants
in situ sur deux modéles vivants : une membrane d’embryon de poulet ainsi qu’'un modéle
de souris, préalablement greffées avec une tumeur précancéreuse. Les valeurs de
sensibilité obtenues dans les conditions testées ont bien traduit la surexpression des
marqueurs TrkB ou EGFR. Des contrbles, réalisés systématiquement, ont également
permis de vérifier dans chaque cas que la réponse était spécifique aux cellules

cancéreuses, ce qui permet de discriminer les cellules cancéreuses des cellules saines.
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Concernant les perspectives a exploiter par rapport aux tests de détection, il apparait
gue les valeurs de détection obtenues sont propres a la souche cancéreuse, qui se
traduit par un degré d’expression différent des marqueurs d’une souche de cancer a
une autre. Il faudrait donc quantifier 'expression de ces marqueurs pour chaque configuration
testée. Plusieurs types de souches peuvent étre testés pour établir des efficacités de détection
par les sondes préparées. Ceci pourrait étre réalisé une fois les sondes optimisées. Pour cela,
il apparait pertinent de tester un taux d’azotures de 15% en vue de maximiser le nombre de
protéines greffées sur les échantillons, ce qui maximiserait le nombre d’anticorps. Certains
paramétres n’ont pas été testés mais semblent intéressants, comme la variation des
rapports de DOL donneur/accepteur, ainsi que la variation des rapports des nombres
de biomolécules anticorps/protéines. Ceci pourrait étre réalisé de plusieurs facons,
notamment en utilisant une protéine G cystéine, qui permettrait un greffage de davantage
d’anticorps et favoriserait une accroche de I'anticorps perpendiculairement a la surface des
microplots. Par ailleurs, la synthése d’anticorps de type « flashbody », c’est-a-dire incorporant
une protéine fluorescente lors de leur synthése, permettrait de maitriser la chimie de
I'anticorps, a savoir notamment la position du fluorochrome sur I'anticorps ainsi que le degré
de marquage, afin de fiabiliser d’autant plus le procédé de fabrication des sondes. Une fois
les différentes conditions établies, des tests sur modeéles vivants pourront étre réitérés
afin de quantifier la sensibilité pour différentes souches de cancers et différentes
configurations. Ceci permettrait d’'obtenir des données de référence, nécessaires avant toute
commercialisation des sondes. La reconnaissance de plusieurs souches de cancers en une
seule fois pourra étre envisagée, du fait de I'adaptabilité du procédé jet d’encre et la possibilité

de réaliser des sondes multimatériaux avec différentes fonctionnalisations.

Enfin, le dernier chapitre a porté sur les tests de thérapie, par la fonctionnalisation
des sondes grace a des photosensibilisateurs permettant de produire de 'oxygéne singulet et
de détruire les cellules cancéreuses. Les tests préliminaires avaient montré une mauvaise
réaction click avec des porphyrines mono-alcynes ou méme tétra-alcynes, du fait trés
probablement d’une taille trop importante de la porphyrine. Deux voies ont été envisagées
pour pallier a cela, a savoir la fonctionnalisation one-pot d’une porphyrine tétra-
triéthoxysilane (avec 1% de porphyrine) qui s’intégrerait au sein du réseau de silice par
co-condensation avec le TEOS, ainsi que la fonctionnalisation par chimie click d’une
molécule plus petite, une phénalénone propargylée (clickée sur un réseau azotures
Az17,5%). Les résultats ont permis de valider la production d’oxygéne singulet dans le
cas d’une fibre optique fonctionnalisée avec la porphyrine. Cette production d’oxygéne

singulet produite en 20 minutes par une fibre avec 32 microplots a été estimée a 0,12 pmol
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pour une intensité du laser de 50% a 405 nm. La quantification de 'oxygéne singulet produit

dans le cas de la phénalénone reste a déterminer.

Par ailleurs, toujours dans le cadre de la thérapie, des tests biologiques
préliminaires ont permis d’établir un protocole pour réaliser des tests in situ grace a
des modeles in vitro et in vivo. Les tests préliminaires réalisés ont mis en évidence que la
voie one-pot semblait inefficace en termes de mort cellulaire. Au contraire, les échantillons
fonctionnalisés avec la phénalénone donnent de bons résultats, avec une mort
cellulaire importante (baisse de viabilité de 56%). L’activité de sondes fonctionnalisées
avec la phénalénone a également été testée sur un modéle vivant de type zebrafish et
les résultats orientent vers une bonne efficacité de cette fonction thérapeutique. En
perspective, il est possible d’améliorer davantage les conditions d’irradiation et les conditions
matériaux afin d’améliorer l'efficacité des sondes en termes de mort cellulaire. Des tests
pourraient étre réitérés sur modele vivant ou sur cellules, et avec différents types de souches
cancéreuses pour caractériser I'efficacité de la PDT dans chaque cas. De plus, une expérience
in situ est possible en microscopie confocale, en atmosphére contrdlée, pour suivre en méme
temps la production d’oxygéne singulet, la viabilité et la mort cellulaire, au moyen de différents

marqueurs fluorescents.

Ces travaux s’avérent donc prometteurs en vue du développement d’un outil qui
serait pertinent pour réaliser a la fois le diagnostic et la thérapie de cancers précoces.
De facon globale, ces travaux ont permis de mieux comprendre le comportement des
échantillons réalisés grace a I'impression jet d’encre, notamment en termes de structuration
et son influence sur les étapes de fonctionnalisation. Les protocoles de fonctionnalisation ont

été optimisés et surtout fiabilisés, pour obtenir des résultats reproductibles.

Un dépb6t de brevet a eu lieu au cours de ces travaux de thése, qui souligne notamment
les avancées réalisées en vue de l'industrialisation des procédés de réalisation et de
fonctionnalisation des sondes. Ceci vient valoriser le travail réalisé sur un sujet complexe,
avec une interdépendance entre différents domaines comme les sciences des matériaux, la

chimie des matériaux, la biologie ou l'optique.
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Annexe 1.

Margueurs jouant un réle dans le développement de cancers

Capacité

Marqueur / Géne /
protéine affilié(e)

Description des effets

Maintien de la
propagation
des sighaux

Récepteur de surface,
tyrosine kinase

Les récepteurs de surface favorisent la
réception des signaux externes et des
transducteurs favorisent I'envoi
d’informations

Maintien de la
croissance
cellulaire

Protéases, sulfatases,
enzymes dans la
membrane cellulaire

Régulent les facteurs de croissance. Les
cellules cancéreuses produisent des ligands
récepteurs et induisent ainsi une
autostimulation de croissance

Mutations du
génome

PI3-kinase muté
(transducteur Akt/PKB)

Promulgue la naissance de la tumeur.

B-Raf protéine mutée

Promulgue la division cellulaire par
stimulation des récepteurs MAP-kinase
(mitogen-activated protein)

Ras géne muté

Compromet I'activité de la Ras GTPase, qui
permet de vérifier la bonne transmission
des signaux cellulaires

Dérégulation
des
meécanismes
de contrdles

PTEN et mTOR inhibés

Amplification des fonctions de PI3K
PTEN et mTOR sont des agents dans la
régulation de la croissance et du
métabolisme cellulaires

Régulation des
populations de

Oncoprotéines RAS,
MYC, RAF

Induisent le vieillissement cellulaire
prolongé (senescence) ou la mort cellulaire
programmée (apoptose)

cellules . . — . -
. Enzyme B-galactosidase | Induit le vieillissement cellulaire prolongé
cancéreuses
(senescence)
TP53 Stoppe la prolifération cellulaire si présence
: d’un stress oxydatif et peut induire la
Esquive des ,
senescence ou l'apoptose
suppresseurs . . —
RB Capte les signaux extracellulaires et décide

de croissance

si la cellule doit réaliser son cycle de
croissance/division

Inhibition de la
croissance

Gene NF2, Merlin

Merlin est un cytoplasmide régulant
l'inhibition de croissance par contact et
réduit les signaux de mitose en séquestrant
les récepteurs de facteurs de croissance

LKB1, protéine
épithéliale

Réle de suppresseur de certaines cellules si
leur prolifération est inappropriée

B-TGF

Effet d’anti-prolifération des cellules
cancéreuses a des stades précoces. Pour
des tumeurs en stade avancé, induit la
transformation des cellules épithéliales en
cellules mésenchymateuses, productrices
de cellules malignes.




Marqgueur / Geéne /

Capacité Drotéine affilic(e) Description des effets
Protéines Bcl-2, Bcl-XL, | Concentration plus forte en présence de
Bcl-w-Mcl-1, A1 cancer. Inhibent la mort cellulaire par
apoptose, par liaison d’inactivation avec des
protéines pro-apoptotiques Bax et Bak
Bax et Bak Rompent la membrane mytochondriale,
L relachant des protéines de signal pro-
Résistance .
tace 4 la mort apoptotique, dont le .cytochrome c
cellulaire Cytochrome c, capcases | Le cytochrome c active la production des
8et9 capcases, protéases détruisant la cellule
BH3-only protéines Concentration plus faible si cancer. Role
(telles Noxa, Puma,...) pro-apoptotique par interaction avec des
protéines Bcl-2. Surexprimée par TP53.
Myc oncoprotéine Favorise I'apoptose (par le biais de Bim,
une BH3-only protéine)
Résistance PI3K, AKT, mTOR Apoptose et autophagie induites si peu de
face a signaux détectés par PI3K, qui est maintenu
I'autophagie en cas de cancers, donc pas d’autophagie.

Inflammation
par nécrose,
favorable au
développement
de latumeur

IL-1a

La nécrose de certaines cellules
cancéreuses permet de disséminer leur
contenu (comme IL-1a qui promulgue la
prolifération cellulaire), et de recruter des
cellules du systéeme immunitaire.

Réplication a

Télomérase (ADN

Répare la dégradation progressive de 'ADN

Pinfini polymérase) lors de la réplication des cellules, induit une
résistance a I'apoptose et a la senescence.
Création de Gene VEGI‘:-A Inducteurs d’angiogenése
nouveaUXx VEGFR (1 a 3)
vaisseaux FGF Aide au maintien de I'angiogenése
(ansgai';?;l:nnésse) TSP-1 Contrg—acteur dans le mécanisme
d’angiogenése
E-cadhérine Une augmentation importante de I'E-

Invasion et
métastase

(adhésion des cellules
épithéliales entre elles)

cadhérine ou la N-cadhérine joue un réle
dans l'invasion et la métastase. Migration

N-cadhérine par le biais des voies sanguines et
lymphatiques.

CCL5/RANTES CCLS5 produit par les cellules souches
mésenchymateuses, qui stimulent le
caractére invasif des cellules.

Macrophages TAMs Enzymes apportés par les macrophages et

IL-4 & EGF favorisant I'invasion en détruisant la matrice

cellulaire. Macrophages recrutés par le biais
du marqueur IL-4




Annexe 2. Principaux traitements anti-canceéreux, description et risques
Traitement Principe d’action Risques et complications possibles
Chirurgie : Enlever la majeure partie de la tumeur Infection, hémorragie, fistule (canal de

Opération locale

(résection) sur une zone plus large que
la tumeur (déterminé par biopsie). Un
examen extemporané peut servir de
contréle a la qualité de la résection. Un
curage ganglionnaire peut étre réalisé.

La chirurgie peut également étre
reconstructrice (ex : cancer des 0s).

communication anormal entre deux
organes), douleur, insuffisance
d’organe, complications d’anesthésie

N’est pas réalisée si la fonction de
I'organe ne peut pas étre maintenue
apres résection (ex : insuffisance rénale,
respiration précaire)

Radiothérapie :

Application externe
ou bien au contact

(curiethérapie)

Utilisation de rayonnements ionisants.
Altere directement les molécules
biologiques. Radiolyse de I'eau et
formation de radicaux libres fortement
oxydants.

La dose a délivrer est déterminée avant, et
doit maximiser la dose recue par la tumeur
tout en minimisant celle regue par les
tissus sains.

Risques de cancers secondaires.
Diarrhées, vomissements, dysphagie,
aesophagite. Pas d’exposition au
soleil pendant un an.

Protections nécessaires des yeux, des
organes génitaux et des dents, avec
port post-exposition de gouttieres
fluorées en bouche (5 min par jour a vie).

Chimiothérapie :

Administration
d’anti-cancéreux
par voie

intraveineuse

Molécules entrainant I’arrét du cycle
cellulaire ou la mort cellulaire, sur toutes
les cellules (saines et cancéreuses), action
privilégiée sur les cellules cancéreuses qui
réalisent davantage leur cycle cellulaire.

Faite avant chirurgie pour diminuer la
taille de la tumeur ou aprés chirurgie
pour diminuer les risques de rechute.

Toxicité importante pour tous les
organes.

Anémie, leucémie, nausées et
vomissements fréquents, diarrhées ou
constipation, éruption cutanée,
insuffisance cardiaque,
pneumopathie, insuffisance rénale
aigué, hépatite, cystite, stérilité.

Administration par
voie intraveineuse
ou application
locale

Thérapies ciblées :

Inhibition d’un mécanisme précis de
prolifération du cancer ciblé. Action sur
les cellules cancéreuses uniquement.

Exemples : inhibiteur de protéine tyrosine
kinase BCR-ABL (leucémie), anti-HER2
(cancer du sein), anticorps monoclonal
anti-récepteur EGF ou anti-VEGF

Moins d’effets secondaires que les
chimiothérapies (traitement ciblé).

Insuffisance cardiaque réversible,
allergies, syndrome hémorragique,
troubles digestifs, anémie, diarrhées,
éruption cutanée.

Hormonothérapie :
Cas des cancers du
sein, de la prostate

et de 'endométre

Bloquer les communications
hormonales utilisées par les tumeurs,
soit en diminuant la production hormonale,
soit en bloquant le récepteur hormonal

Introduction initiale peut provoquer
une croissance rapide de latumeur et
des métastases (surtout osseuses).

Andropause dans le cas du cancer de
la prostate : trouble de la libido,
dysfonction érectile, prise de poids

Ménopause induite dans le cas du
cancer du sein : bouffées de chaleur,
irritabilité, prise de poids. Risque de
cancer de I’endomeétre et ostéoporose.

Immunothérapie :

Voie intraveineuse

Stimulation de la réponse immunitaire et
restauration de 'immunité naturelle

Syndrome pseudo-grippal, dépression,
manifestations auto-immunes, diarrhées,
fatigue, nausées, vomissements.




Annexe 3. Impression jet d’encre : équipement Ceraprinter X series

‘ 3.1 Descriptif de I'appareil utilisé

Le dispositif utilisé dans le cadre de ces travaux est un équipement de type
Ceraprinter X-Série, commercialisé par la société Ceradrop, Groupe MGI (Figure A157-
a). Il est composé de 5 axes, dont trois axes de translation x, y et z classiques, ainsi que deux

axes de rotation 6 et ¢ (Figure A157-b).

Ce procédé de prototypage rapide permet, grace a ses 3 tétes d’impression, la
fabrication de structures bi ou tridimensionnelles multimatériaux par dép6ts successifs de
suspensions de particules céramiques * ou de solutions de précurseurs (Figure A157-c). Cet
équipement permet en particulier de réaliser des dépbts de type « microplots »,
correspondant a P'impact de gouttes individualisées sur un substrat, selon une

configuration prédéfinie comme explicité ci-apres.

C) [_ PC
Dispositif de

positionnement 3D ;I

Résolution 0,5 pum Contraled iti t
Reproductibilité 1 pm ——p| -ON:role du positionnemen
de la téte d’'impression

Précision 2 um

Dispositif
d’éjection
Téte d’impression
multibuses l
Ouverture 52 pym v
Encres spécifiques Cor'\tréle de
I'éjection
Matériau 1
Matériau 2

Fabrication

Figure A157 — Dispositif Ceraprinter X-Série utilisé (a) présentant 3 axes de translation et 2 axes
de rotation (b) et permettant la fabrication d’objets multi-matériaux a architectures complexes (c)

Cet équipement présente une trés grande précision concernant les dépéts réalisés,
grace a des caractéristiques techniques performantes (Tableau A27). Afin de garantir des
dépbts de tres grande qualité, il faut non seulement ajuster I’éjection du sol, ainsi que définir
une configuration des dépots qui évite notamment la coalescence des gouttes, dans le cas

ou I'espacement prédéfini ne serait pas suffisant.

1 Lejeune et al., Procédé de fabrication d’'un composant multimatériaux tridimensionnel par impression
du type jet d’encre.



Tableau A27 — Caractéristiques du systéme de micro-positionnement du Ceraprinter X-Série

Surface de travail XY 300 = 300 mm?

Course de I’'axe Z 30 mm

Course angulaire Théta +/- 160°
Systéme de micro- Vitesse maximale 500 mm.s™
déplacement motorisé Accélération maximale 2000 mm.s”
XYZ8 Précision absolue statique sur I’axe de fabrication +/-1.5 pm

Précision dvnamique sur I’axe de fabrication a vitesse constante +/- 3 um

Répétabilité dans le plan XY +/- 0,5 pm

Précision absolue de I’axe de rotation +/-0.,01°

3.2 Ajustement de I’éjection des encres

Une fois les spécifications des encres atteintes (cf. Annexe 5), I’éjection des gouttes
est ajustée par le biais du pulse électrique appliqué aux transducteurs piézoélectriques
des buses de la téte (Figure A158-a & b), afin de garantir la stabilité de I'éjection dans le
temps. Le pulse électrique se scinde en trois intervalles de temps (Figure A158-c) : une
montée en tension (Tm), une stabilisation (Tp) a une amplitude choisie en fonction de la
tension appliquée (V) et une descente en tension (Td). Ces parameétres permettent de

contréler la taille et la vitesse des gouttes éjectées.

L’éjection est visualisée au moyen d’un stroboscope et d’'une caméra CCD. Une bonne
stabilisation permet d’assurer une éjection reproductible dans le temps pour la ou les
buse(s) choisie(s), qui consiste en I'éjection d’une goutte principale, rattrapée par une goutte

satellite avant d’atteindre le substrat (Figure A158-d).

a) b) d) t=200ps | t=340ps | t=4r0ps
: & : ;
connectiques -
<
‘2 . . - buses i
pilezoceramique
2 canal sous pression
plaquea membrane entrée
buses réservoir ‘
c) °
u(v)

Tm Tp Td  temps

Figure A158 — Image d’une téte d’impression SL-128 AA (Dimatix) utilisée dans cette étude (a)
et schéma de principe de I'éjection des gouttes grace aux composants piézoélectriques (b).
Exemple de pulse électrique (c) permettant d’ajuster I’éjection des sols (d)

La téte d’'impression est constituée de 128 buses de 50 um de diamétre, et est revétue
d’'une couche d’or hydrophobe, pour permettre I'éjection d’encres a caractéres hydrophiles. La
composition des sols a été ajustée avec un agent hydrophobe (TFTS) pour limiter les
phénomenes de nappage qui peuvent se produire et résulteraient en une éjection instable qui

mettraient en défaut la qualité des dépobts obtenus.



| 3.3 Configuration des réseaux a imprimer par tranchage CAO

En paralléle de I'ajustement de I'éjection, un logiciel de tranchage de type CAO
(CeraSlice) permet de renseigner les parameétres géométriques des impressions a
réaliser, a savoir le type de réseau (Figure A159-a), la stratégie de dépébt (Figure A159-
b), le nombre de couches (N) et 'espacement entre les microplots (E). Ceci permet de

réaliser des dépbts ajustables selon le motif souhaité (Figure A160).

carré centré hexagonal

) ®96® O©O000
9960 0000 =i
mm )éme passage
000® ©000 = I
0000 ©000 =-"°

libre trapéze

Figure A159 — Différents types de réseaux réalisables (a) et différentes stratégies de dépbts des
gouttes déterminées par les buses sollicitées a chaque passage de la téte(b)

a) b)

Figure A160 — Exemple de réseau souhaité renseigné dans le fichier CAO (a) et dép6t réalisé (b)

Les réseaux de microplots multicouches sont générés par dépéts successifs de gouttes
les unes sur les autres. Le temps de séchage entre deux gouttes successives varie en fonction
des paramétres d’'impression et de la surface du motif a imprimer, ajustable dans le logiciel
CAO également. En se basant sur les travaux précédents?, un temps minimum de 10 min

de séchage entre chaque couche a été appliqué.

2 Mougenot, « Réalisation par un procédé d’impression jet d’encre de réseaux de microplots de silice
mésoporeuse fonctionnalisée ».



3.4 Deépbts de microplots par impression jet d’encre : paramétres de réglage

Une fois I'éjection stabilisée par le biais du pulse choisi, et le motif créé par le biais du
logiciel de tranchage, ces deux informations peuvent étre compilées dans le logiciel pilotant

limpression (Driver Ceraprinter). D’autres paramétres sont nécessaires a I'impression :

- lafréquence d’éjection, gardée constante a 1000 Hz. La vitesse de déplacement
de la téte d’'impression est adaptée en fonction de cette valeur, et en fonction

également de I'espacement entre les plots.

- I’épaisseur du substrat (e) a renseigner afin de permettre a I'équipement de savoir
a quelle cote se placer en Z, garantissant une trés bonne précision et
reproductibilité. Les substrats sont maintenus par aspiration sur le support
d’'impression (chuck), afin d'éviter tout déplacement en cours d’impression.

Plusieurs substrats ont été utilisés?.

- la distance de travail (Wd) ou distance entre la téte d’'impression et la face
supérieure du substrat. |l est impératif que la goutte satellite rejoigne la goutte
principale avant de dépasser la distance de travail, au risque de voir se déposer
deux gouttes au lieu d’une seule. Cette distance de Wd a été fixée a 500 um, cette

valeur ayant permis d’obtenir des dépdts trés bien définis.

Lors de I'impression, la téte se déplace par défaut de gauche a droite et de bas en haut
(Figure A161). Il est aussi possible avec le logiciel de programmer des actions a réaliser en
cours d’impression, comme le fait de prendre des photos entre chaque couche afin de
vérifier les dépdts successifs, ou bien de réaliser des traitements comme du séchage UV
ou infrarouge, en fonction des modules présents sur I'équipement, qui permettraient par

exemple de consolider la couche déposée avant impression de la couche suivante.

9 >
—pe  Déplacement de la téte d'impression selon X 8 O
avec éjection 7 T 1

————— - Déplacement de la téte d’impression selon X 6 : -
sans é&jection 5 —
1 Déplacement du chuck selon la direction Y 4 o S
(distance inter-trame eDécalage) 3 g I
2 —— ————
1 - - S 1

Figure A161 — Déplacement de la téte d’impression et ordre d’impression des trames

3 Substrat de type lamelles de verre pour la microscopie (e = 0,3 mm) ou bien des wafers de silicium
pour analyses FTIR, orientés selon le plan cristallographique (111) dopés p au bore (e = 0,6 mm)



Annexe 4. Caractérisation des sols par suivi en RMN liquide du 2°Si

‘ 4.1 Introduction alatechnique

Les cinétiques d’hydrolyse et de condensation régissent la formation des
matériaux sol-gel. Ceci est illustré pour le TEOS par la concentration en espéces Qs
(oligomeres de silice) et pour 'AzZPTES et le TFTS par les espéces T, contenues dans la

solution (Figure 17).

;\ i /gi /SI /.Si
x O X X 0 X O g5 ©
N S N e n
0-8i-0., 0-Si-0., O-8i—0n_ 0-8i—0. 0-8i—0.

o X o X o o s o s
X X X Si Si

Q, Q, Q, QA Qy

X Si Si _Si
9 g ¢ g
R-8i-0. R-Si-0. R -S8i—0. R -Si—0.
o X 0 h o Si 0 Si

e
X X~ X7 si”
To T, T, Ty

Figure A162 — Especes Qi (0 =i < 4) obtenues lors de la condensation du TEOS (X =H ou X =
C2Hs) et especes T (0 =i < 3) obtenues par condensation de 'AzPTES et du TFTS avec le TEOS

La Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) est une propriété des noyaux atomiques
possédant un spin nucléaire, qui permet de quantifier ces especes Qn et Tn. En présence d’'un
rayonnement électromagnétique, ces noyaux atomiques absorbent puis relachent I'énergie du

rayonnement sous forme d’une résonance correspondant a une frégquence précise.

Pour I'étude des sols concernés, des analyses par RMN liquide de I’élément silicium
29S| ont été réalisées par Frangois Ribot a I'Institut des Matériaux de Paris-Centre (IMPC), sur

un spectrometre 500 SB de la marque Briker, a 500 MHz et 25 °C.

Une mesure de référence est réalisée afin d’effectuer les réglages d’homogénéité

du champ magnétique a appliquer. Pour cela, le tétraméthysilane (TMS) est généralement
utilisé (6 = 0 ppm). Pour les mesures, la solution mesurée est placée dans un tube de 10 mm

de diamétre, dans lequel est placé un second tube de 5 mm contenant un « solvant de lock »

(acétone d6) et la référence (TMS).

Pour les solutions analysées, la concentration en silicium est faible ([Si] ~ 0,5 mol/L) et
induirait un temps de relaxation long. De I'acétylacétonate de chrome lll (Cr(CsH702)3, noté
Cr(acac)s), est introduit a une teneur de 20 mg pour 2,3 mL de solution, afin de diminuer
le temps de relaxation de la solution. Ceci permet d’acquérir les spectres RMN durant 30
minutes d’accumulation (NS = 1600) tout en ayant un rapport signal/bruit satisfaisant, contre

environ 6 heures de mesure en I'absence de Cr(acac)s. En effet, le délai imposé entre deux



acquisitions (D1), doit étre au moins aussi important que le temps de relaxation des especes

présentes en solution (c’est-a-dire 10 s).

Les expériences réalisées au cours de cette étude ont utilisé un écho de spin basé sur

deux impulsions radiofréquences espacées d’'un temps mort T de 10 ms et la ségquence ainsi

appliquée est du type 1/2 - T - 7 - 1. Cette pratique a pour but d’éliminer le signal du verre
des deux tubes contenant la solution et laréférence. Cependant, ce signal éliminé apparait
au méme endroit que les especes Q4 issues de la condensation du TEOS et le rapport
signal/bruit ne permet pas d’exploiter le signal des espéces Qa4 de fagon quantitative. Cette
méthode constitue donc une analyse qualitative plutét que quantitative, puisqu’elle ne

tient pas compte de toutes les especes.

Concernant I'exploitation des spectres RMN, les déplacements chimiques et
attributions des bandes des espéeces Qn sont connues (Tableau A28), et les especes T, ont

déja été observées par utilisation du TFTS dans une étude précédente®.

Tableau A28 — Attribution des déplacements chimiques (ppm) lors de la condensation du TEOS 56

Espéces TEOS/H,(0/EtOH TEOS/H,0/EtOH
1/1/4 1/2/1
Si(OH), 71,9 72,0
Si(OR)(OH)s 74,0 73,8
Qo Si(OR)2(OH), 76,2 -76.0
Si(OR);(OH) 78,6 783
Si(OR), 81,5 81,3
Si(OR)(OH),(OSi) -83,6 -83.3
Q, Si(OR)»(OH)(OSi) 853 -85.6
Si(OR)3(0S1) 858 -88.2
Si(OR)(OH),(OSi), cycl-3 -87.4 -86.,8
Si(OR)»(0Si), cycl-3 -88.4 91,0
Si(OR)(OH)(OSI), cycl-4 92,4 923
Q Si(OR)(OH)(OS1), lin. 935 93,0
Si(OR),(0Si), cycl-4 948 94.6
Si(OR),(0S1), lin. 958 955

Q: | Si(OR)(OSi); et Si(OH)(0S1)s De -97 a -102 De -98 4 -102

4 Mougenot, « Réalisation par un procédé d’impression jet d’encre de réseaux de microplots de silice
mésoporeuse fonctionnalisée ».

5 Delattre, « Caractérisation structural des étapes d’élaboration par voie sol-gel de matériaux hybrides
organigues-inorganiqgues ».

6 Gualandris, « Oxycarbures de silicium a partir de polysiloxanes préparés par voie sol-gel :
caractérisation par résonance magnétique nucléaire ».
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Figure A163 — Exemples de spectres obtenus a différents temps et qui montrent la condensation plus
lente du sol avec 10% d’AzPTES par rapport au sol sans AzPTES



4.2 Spectres RMN de sols avec différents taux d’AzPTES : 10, 15 et 17,5%

Des mesures réalisées par RMN liguide du #Si ont permis d’obtenir I’évolution des
espéces Qn (Figure A164) et T, (Figure A165) pour différents taux d’AzPTES. Ceci permet
de s’intéresser a I'état de condensation des sols au cours du temps, et de déterminer un temps

de vieillissement jugé optimal quand les espéces Q: et Qs sont environ en égales proportions.
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Figure A164 — Evolution des espéces Qn a différents temps de vieillissement pour les sols
TTfo,025AZ0,10F0.006E5Et20, TTfo0,025AZ0,15F0.006E5Et20 & TTfo0,025AZ0,175F0.006E5Et20
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TTfo,025AZ0,10F0.006EsEt20, TTfo,025AZ0,15F0.006E5Et20 & TTfo0,025AZ0,175F0.006E5E 20



4.3 Spectres RMN d’un sol porphyrine, par comparaison avec un sol standard
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Annexe 5. Caractérisations des propriétés physico-chimiques des sols

Afin d’étre compatibles avec les tétes d’impression utilisées, les encres doivent
répondre a différentes spécifications. La viscosité n doit étre comprise entre 5 et 20 mPa.s
et latension de surface y entre 30 et 35 mN/m. Par ailleurs, afin d’obtenir une éjection fiable,
le rapport d’éjection Z doit étre compris entre 1 et 10, d’aprés les limites mises en évidence

par les travaux de Fromm’ et de Reis et Derby?, avec :

Re Jpyr vr vir
7 =0 =YP¥? avec Re= 2 et We =2
VWe n n 14

p, v et r respectivement la densité, la vitesse du fluide et le rayon de la buse

Re et We respectivement les nombres de Reynolds et de Weber

Pour un rapport d’éjection inférieur a 1, il est impossible d’éjecter et pour un rapport
supérieur a 10, une colonne de fluide continue se forme, puis se fractionne en gouttes satellites

et I'éjection ne peut pas étre controlée.

Par ailleurs, les buses retenues ont un diamétre de 52 um, un rapport de 50 étant
préconisé entre le diamétre d’ouverture des buses et la taille maximale des entités dans

I'encre, il est donc nécessaire de filtrer les encres a 1 um pour éviter de boucher ces buses.

Afin d’établir les valeurs de rapport d’éjection pour chaque sol, cela nécessite de
mesurer leur densité, leur viscosité et leur tension de surface. La taille des particules peut

aussi étre suivie par diffusion dynamique de la lumiére (DLS, Dynamic Light Scatering).

5.1 Descriptif des techniques utilisées

5.1.1 Mesure de viscosité

La viscosité dynamique d’un fluide caractérise sa résistance a I’écoulement. La
mesure de viscosité de lI'encre a été réalisée dans le temps, pour voir linfluence du

vieillissement de I'encre sur ses propriétés rhéologiques.

Cette mesure est faite en mesurant la contrainte pour un gradient de vitesse de
cisaillement en rotation et a été effectuée sur un équipement AR G2 de TA Instruments, en

mode balayage a température ambiante, pour des gammes de cisaillement de 10 a 200 s*

7 E. Fromm, Numerical Calculation of the Fluid Dynamics of Drop-on-Demand Jets.
8 Reis et Derby, Ink Jet Deposition of Ceramic Suspensions: Modeling and Experiments of Droplet
Formation.



avec un pas de 5 s. Le mode utilisé est un contact cone-plan (Figure A167), avec un cone

aluminium (diamétre 60 mm, angle 1°: 1 min : 48 s).

Couple (M)

Vitesse angulaire
-1
® rad.s

T=troncation (ou gap) - -3 e
o = angle du céne

Figure A167 — Géométrie cone/plan utilisée pour la mesure de viscosité dynamique

Pour les solutions utilisées, la contrainte mesurée évolue linéairement avec le gradient
de cisaillement, le régime est dit Newtonien. La viscosité dynamique est alors le rapport

de la contrainte de cisaillement T sur le gradient de vitesse y, soitn=1/Yy.

5.1.2 Mesure de tension de surface

Pour une solution, l'interface liquide/vapeur est considérée comme une discontinuité du
matériau, une surface a laquelle est associée a une enthalpie libre d’excés G. La tension de

surface est alors définie comme le travail a fournir pour augmenter cette surface d’une
P . aG
unité d’aire, soit : Y = O_A)

avec A l'aire de la surface et y la tension de surface en J/mz2.

La tension de surface des encres a été caractérisée sur un équipement DCAT 11 de

Dataphysics selon la méthode de Wilhelmy (Figure A168), a température ambiante.

Cette méthode utilise une microbalance de

précision qui évalue la masse au retrait (Am) de

la solution a mesurer. Une plaque platine-iridium f e

Platine

est utilisée (10 x 19,9 x 0,2 mm) avec une vitesse de
mesure de 0,1 mm/s pour avoir une bonne sensibilité

sur la mesure :

tension de surface

V. cos(0) = E = Am.L Figure A168 — Schema de principe de la
p 2(L te) méthode de la plague de Wilhelmy




5.1.3 Mesure de taille d’oligomeére par diffusion dynamique de la lumiére (DLS)

La taille des oligomeéres de silice peut étre suivie par diffusion dynamique de la
lumiére (DLS). Une cellule de mesure est éclairée par un faisceau laser incident et les
particules diffusent alors la lumiere dans toutes les directions. Des détecteurs a 90° et 173°
recueillent le faisceau diffusé, qui permet d’obtenir une distribution des entités présentes,
en taille ou en intensité, par autocorrélation du faisceau avec lui-méme. Ces mesures ont
été réalisées sur un équipement Zetasizer Nano Series (Malvern Instruments). Les encres ont
été diluées de moitié afin d’étre compatibles avec la mesure et assurer une fonction de

corrélation correcte. La mesure a été effectuée a 173°.

5.2 Résultats des caractérisations des sols

Les encres contenant 10%, 15% et 17,5% d’AzPTES voient un temps de
vieillissement de 48 h, qui correspond a une bonne incorporation de 'AzPTES par rapport a
la co-condensation avec le TEOS, et qui garantit également une bonne condensation des

espéces du TEOS en vue d’obtenir une architecture cohérente du matériau apres impression.

En vue de leur impression, les propriétés physico-chimiques des sols ont été
contrblées (Tableau A29), pour vérifier leur compatibilité avec I'équipement en terme
d’éjection. Une filtration a 1 um est aussi réalisée a 48 h avant impression, pour éliminer
les entités de taille trop importante, qui pourraient boucher les buses d’impression.

Tableau A29 — Propriétés physico-chimiques des encres TTfo025AZxFo.006EsEt20 Vieillies 48 h pour
différents taux d’azotures, avant/apres filtration, et rapport d’éjection correspondant (mesures a 20 °C)

Etane d Densité Tension de vi e Rapport
ape de ensité iscosité Aot
Solution testée it pt' y 3)p surface y P U d’éjection
iltration cm mPa.s
J (mN/m) Re _ Py
VWe n
Erreur liée ala mesure +0,01 +0,1 +0,1 /
Non filtré 0,85 23,4 4,5 51
Az 0%
Filtré 248 h 0,85 23,4 4,3 53
Non filtré 0,86 22,2 3,3 6,8
Az 10%
Filtré 248 h 0,86 22,2 3,2 7,0
Non filtré 0,86 22,4 3,3 6,8
Az 15%
Filtré a 48 h 0,86 22,4 3,2 7,0
Non filtré 0,86 22,5 3,3 6,8
Az 17,5%
Filtré 2 48 h 0,86 22,5 3,2 7,1




La densité est globalement constante quel que soit le taux d’azotures, celui-ci ne faisant
que trés peu varié la densité, étant donnée la contribution majoritaire de I'éthanol (p = 0,789
g/cm?) et de I'eau acidifiée (p ~ 1,05 g/cm?). La tension de surface est également trés proche
de celle de I'éthanol majoritaire (y = 22,27 mN/m a 20 °C), bien qu’inférieure aux valeurs
conseillées : les sols présentent une tension de surface de 22,2 & 23,4 mN/m au lieu des 30 a
35 mN/m conseillés. Les valeurs de viscosité sont également inférieures a celles conseillées,
de l'ordre de 3,2 a 4,5 mPa.s au lieu de 5 & 20 mPa.s. Néanmoins, le rapport d’éjection est

bien compris entre 1 et 10, ce qui permet d’utiliser les sols pour I'impression jet d’encre.

L’augmentation du taux d’AzPTES entraine une diminution de la viscosité des
solutions, ce qui traduit le caractére hydrophile de ’'AzPTES.

D’autre part la filtration a 1 um réalisée avant d’introduire I'encre dans le réservoir de
I'équipement jet d’encre ne modifie que trés Iégérement la densité et la tension de surface des
sols (propriétés régies principalement par I'éthanol et I'eau acidifiee). Néanmoins, la filtration
entraine une diminution non négligeable de la viscosité, d’environ 0,1 a 0,2 mPa.s. Ceci
suggeére I’élimination d’oligoméres de silice de grande taille, ce qui a été vérifié par des
analyses en diffusion dynamique de la lumiére (DLS). L'encre a pour cela était filtrée
préalablement a son introduction dans le réservoir de I'équipement jet d’encre. Aprés
impression (environ 1 h aprés la filtration), I'encre a été récupérée puis analysée. En paralléle,
le reliquat d’encre qui n’a pas été filiré a aussi été analysé.

Plusieurs mesures ont été réalisées pour fiabiliser ces résultats, présentés en intensité,

dans la mesure ou la morphologie des analytes est inconnue (Figure A169).

Mesure A — 48h sans filtration Mesure C— 48h aprés filtration/impression
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Figure A169 — Mesures DLS en intensité effectuées sur une encre avec 10% d’AzPTES au bout de
48 h de vieillissement, sans filtration (A et B) ou apreés filtration et impression (C et D)



Ces résultats présentent une distribution bimodale de particules, avec globalement des
petites particules vers 5-6 nm, qui pourraient étre les oligomeéres élémentaires non totalement
condensés, et de plus grosses particules entre 0,7 et 2 um. Les données relatives a ces
mesures sont présentées dans le Tableau A30.

Tableau A30 — Répartition en taille des oligomeéres de silice, obtenue par DLS (en intensité)
sur une encre TTfo,025A20,10F0.006EsEt2o Vieillie 48 h, sans filtration ou apres filtration et impression

. ) Pic 1 Intensité Ecart-type Pic 2 Intensité Ecart-type
Mesure Filtration
(nm) (%) (nm) (nm) (%) (nm)
A Non filtrée 6.241 36.4 1.220 1628 63.6 263.3
B Non filtrée 6.191 42.5 1521 1471 57.5 278.9
C Filtrée 6.449 88.4 2.305 836.5 11.6 370.1
D Filtrée 6.708 86.6 2.522 741.2 13.4 389.0

Avant filtration, les grosses particules sont de taille supérieure a 1 um, et ont une forte
contribution au niveau de la répartition en intensité, ce qui confirme la nécessité de filtrer a
1 um. Apres filtration, il y a une forte augmentation de la contribution en intensité des particules
d’environ 5-6 nm, ainsi que des espéces d’environ 700-800 nm, qui ne faisaient initialement
pas partie de la distribution des particules autour de 1 um. Ceci montre que la filtration a 1 um
a été efficace pour éliminer les grosses particules et que la condensation du sol continue a
l'intérieur du réservoir d’encre, dans I'équipement d’impression jet d’encre, comme le traduit

la présence des espéces d’environ 700-800 nm sur les mesures C et D.

En conclusion, les encres avec différents taux d’AzPTES (10, 15, 17,5%) présentent
des propriétés physico-chimiques en dehors des valeurs conseillées par les fabricants des
tétes d’impression (viscosité et tension de surface trop faibles). Néanmoins, ces encres ont
pu étre éjectées, au moyen d’une amélioration au niveau de I'équipement d'impression jet
d’encre : une augmentation de la dépression a I'intérieur de la téte d’impression pour éviter le

nappage de la plaque a buses. Les dépots réalisés étaient par ailleurs de trés bonne qualité.

De plus, il apparait que I’étape de filtration a 1 ym est bien une étape nécessaire,
en raison de la présence de particules de taille supérieure a 1 um, comme en témoignent les
analyses effectuées par DLS. La filtration a 1 um est efficace, car les particules de taille
supérieure a 1 um sont bien éliminées. Néanmoins, apres filtration et impression, des
particules de taille environ 800 nm sont présentes dans le réservoir de la téte d'impression, ce
qui montre que le mécanisme de condensation se poursuit dans le réservoir pendant la

fabrication.



Annexe 6. Caractérisations par spectroscopie

6.1 Descriptif de plusieurs techniques utilisées

6.1.1 Spectroscopie FTIR

La spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier (FTIR) est une technique de
caractérisation chimique qui s’intéresse a ’analyse des liaisons chimiques constitutives
d’un matériau, par la détection des vibrations spécifiques desdites liaisons. Le principe est
basé sur l'absorption d’'un rayonnement infrarouge par le matériau : lorsqu’un faisceau
lumineux est de longueur d’'onde voisine de I'énergie de vibration d’'une molécule, celle-ci

absorbe le rayonnement, occasionnant une diminution de l'intensité réfléchie ou transmise.

L’analyse est réalisée a 'aide d’un spectromeétre a transformée de Fourier qui envoie
sur I'échantillon un rayonnement infrarouge, puis mesure les longueurs d’onde auxquelles le
matériau absorbe et avec quelle intensité. Le spectrométre est constitué comme un
interférométre de Michelson (Figure A170), qui permet de moduler chaque longueur d’onde
du faisceau a des fréquences différentes (en fonction des positions du miroir mobile). Le
détecteur analyse I'information sous forme d’un interférogramme, i.e. une signature d’intensité
en fonction de la position du miroir mobile, convertie ensuite en un spectre infrarouge par
transformée de Fourier.

Miroir fixe

Faisceau
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Faiseau divisé | |
retardé
Source de lumiére
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Séparatrice A
P Faisceau =

recombiné toiien .
Mirroir mobile

Echantillon

Détecteur

Figure A170 — Schéma d’un spectrometre a transformée de Fourier

Les caractérisations par infrarouge en transmission ont été réalisées sur un
équipement Spectrum One de Perkin Elmer. Les mesures ont été réalisés sur la plage
[4000 ; 700] cm™ avec une résolution de 8 cm™ et 32 scans. La prise de blanc permet
également de soustraire la contribution du substrat et de recueillir uniquement les données

caractéristiques du matériau d’intérét, comme par exemple dans le cas des couches minces.



6.1.2 Spectroscopie IR en mode ATR

La spectroscopie infrarouge en mode réflectance totale atténuée (ATR, attenuated
total reflectance) utilise un cristal (parfois appelé diamant) parallélépipédique, transparent en
infrarouge avec un indice de réfraction élevé (Figure A171). L’échantillon est mis au contact
du cristal et le faisceau d’infrarouge incident subit de multiples réflexions au sein du cristal et
de multiples absorptions a I'interface avec le matériau. Le faisceau qui parvient finalement au
détecteur permet d’analyser les fréquences d’absorption du matériau, correspondant aux

liaisons chimiques qui le constituent, et d’identifier ainsi sa composition chimique.

Sample in contact

/ with evanescent wave

\ \ To Detector

Infrared ATR
Figure A171 - Principe de spectroscopie infrarouge en mode ATR

Beam Crystal

Cette méthode n’est pas quantitative puisqu’elle dépend du contact entre le matériau
et le cristal. Ce contact est généralement assuré grace a une vis couplée a un piston qui vient
plaguer, voire écraser I'échantillon sur le cristal (Figure A172). Pour cette raison, I'utilisation
de cette technique est généralement destructive pour des échantillons sensibles, mais

convient trés bien pour réaliser une identification rapide du matériau.

"
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\

Figure A172 — Accessoire Smart iTR de I'équipement Nicolet utilisé

Les caractérisations par infrarouge en mode ATR ont été réalisées sur un
équipement Nicolet de ThermoFisher. Les mesures ont été réalisées sur la plage [4000 ;
700] cm™ avec une résolution de 8 cm™ et 32 scans. La prise de blanc permet, comme dans
le cas de la spectroscopie infrarouge en transmission, d’obtenir un blanc a soustraire a la
mesure (prise de référence « dans I'air » pour des poudres, ou bien sur le solvant pur dans le

cas de l'identification possible d’'un analyte concentré en solution).



6.1.3 Spectroscopie Raman

La spectroscopie Raman se base sur I’existence d’une signature spectrale
décalée en fréquence, dans la lumiére diffusée par un échantillon soumis a une illumination
monochromatique. Cette sighature spectrale est difficile a isoler mais est caractéristique des
vibrations des édifices atomiques de I'échantillon. Pour acquérir les données, le spectrometre
Raman est utilisé en configuration en rétrodiffusion : le faisceau laser est focalisé sur
I'échantillon par l'intermédiaire de I'objectif, puis la lumiére Raman diffusée est collectée par

ce méme objectif dans le sens inverse du passage du faisceau incident (Figure A173).

Caméra de TV

Plan image

1
Miroir /s >Ez
Escamotable\ ; T | g h.#

|
Diaphragme | hox .
Faisceau laser confocal D1 I m ; Fente d'entrée
[

incident N

[
!,

Diaphragme/
confocal D2

Séparateur de
faisceaux

T
Filtre interférentiel

a 2 Tmax

Objectif de ~ Intensité
microscope Y \'N ‘‘‘‘‘ 5 Raman
Z=0 oS

Echantillon - h—‘\:
— < Plan objet [yt

— e
5 A _T-- "R microscope
7 s S P 3 conventionnel

Axe optique 4 L_Largeur a mi-hauteur

Microscope confocal

Z(pm)

Figure A173 — Schéma de principe d’'un systeme Raman confocal

La qualité des spectres obtenus est trés dépendante de la focalisation du laser sur
'échantillon, mais également de la puissance et du temps d’acquisition qui doit permettre
d’améliorer le rapport signal/bruit. Le plus souvent, les spectres bruts de différents
échantillons ne sont pas comparables entre eux et nécessitent une normalisation par
rapport aune bande fixe, ou bien de travailler en ratio de bandes pour pouvoir comparer
ces données.

Les caractérisations ont été réalisées sur un équipement InVia de marque Renishaw,
avec une longueur d’'onde de 532 nm ou bien 785 nm. Un autre spectrométre T64 000 a
également été utilisé avec une longueur d’onde de 488 nm. Les autres paramétres (puissance
laser, temps d’acquisition, nombre d’accumulations) ont été adaptés au cas par cas pour les

mesures, en fonction des différents matériaux et des différentes étapes de fonctionnalisation.



6.1.4 Spectroscopie UV-visible

La spectroscopie ultraviolet-visible est une technique mettant en jeu des photons dont
les longueurs d’onde sont dans le domaine de l'ultraviolet (100 a 400 nm), du visible (400 a
750 nm) ou du proche infrarouge (750 a 1400 nm). Cette technique permet de caractériser
les propriétés optiques des matériaux, comme notamment leur absorbance, leur
réflectance ou leur transmittance, en fonction de la longueur d’onde incidente. Cette
méthode est généralement utilisée en mode double faisceau (Figure Al174-a) et permet de
travailler sur des solvants ou des solides (Figure A174-b). Le mode double faisceau permet

de soustraire les contributions qui ne sont pas liées au solvant ou au solide a étudier.

Les mesures ont été réalisées sur un spectrometre UV-visible Cary 5000, pour
des longueurs d’onde entre 300 et 800 nm, avec un temps de 0,1 s et un pas de 0,5 a 1
nm en fonction des conditions. Le mode double faisceau a été utilisé systématiquement
avec une prise de blanc avant toute mesure. Les caractérisations sur solvants ont été

réalisées grace a des paires de cuves (3 mL) ou microcuves en quartz (500 pL).
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Figure A174 — Montage d’un spectrometre UV-visible comme ici un spectrométre Cary 5000 (a) et
photographie de la chambre d’analyse pour des mesures sur solvants (b)

Les caractérisations sur solvants permettent notamment d’établir un lien direct
entre I’absorbance mesurée et la concentration d’une solution en analyte. Cette méthode

permet de réaliser du dosage quantitatif, grace a la loi de Beer-Lambert :

I
AQY) = —logs, (K> = £.d.C

avec l/lp la transmittance de la solution (sans unité), A(A) I'absorbance ou densité optique a
la longueur d’onde A, €, est le coefficient d’extinction molaire (en I.mol*.cm™) de la solution,

d le trajet optique dans la solution (cm) et C la concentration de la solution (mol.L™)



6.2 Contrbdle de la composition des encres par spectroscopie FTIR

Ayant confirmé que des oligoméres de grande taille sont éliminés lors de 'étape de
filtration & 1 um, se pose la question de savoir si la composition de I’encre a été modifiée
par I’étape de filtration. Pour vérifier cela, des analyses par infrarouge en transmission ont
été réalisées, en utilisant des monocristaux de KBr qui permettent de déposer des gouttes de
liquide et de les étudier. Les mesures ne présentant pas les mémes intensités, les
spectres ont donc été normalisés par rapport a la bande des azotures N3 (v =2100 cm?,
élongation asymétrique), choisie comme bande de référence car ces groupements ne
réagissent pas lors du vieillissement de I'encre, aussi, en considérant cette bande fixe, il est
alors possible de déduire I'augmentation ou la diminution relative des autres bandes,
apreés filtration, comme dans le cas d’'une encre avec 10% d’AzPTES et une encre avec 17,5%

d’AzPTES, aprés un vieillissement de 48 h avant puis aprés filtration (Figure A175).
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Figure A175 — Spectres infrarouge des encres avec 10% (a) et 17,5% d’AzPTES (b), présentant un
vieillissement de 48 h, sans filtration et avec filtration a 1 um

Les spectres obtenus pour 10% d’AzPTES (Figure A175-a) étant identiques,
I’étape de filtration a 1 um ne modifie donc pas les proportions relatives entre les
composés TEOS, AzPTES et TFTS. En effet, dans le cas contraire, une variation des bandes

des liaisons Si-O-Si serait constatée a 1100 cm™ (vibrations principale des oligoméres

contenant du TEOS condensé) ou aussi pour les bandes des groupements CF,/ CF; du TFTS.

En revanche pour 17,5% d’AzPTES, la bande caractéristique de la liaison Si-O-Si
autour de 1100 cm™ est d’intensité plus grande avant filtration qu’aprés filtration. Ceci
peut laisser supposer une légére modification de la composition par I'étape de filtration a 1
MM, qui serait liée a I'élimination d’oligomeéres de grande taille ayant fortement condensé avec

le TEOS, ce qui laisserait uniquement des oligoméres moins condensés.

Il est possible de noter une bande autour de 1650 cm™, habituellement absente dans

le cas de réseaux de microplots, et qui peut étre apportée par I'eau acidifiée a I'acide nitrique.



6.3 Caractéristiques des molécules utilisées

Tableau A31 — Types de liaisons chimiques des composés utilisés, dans le but d’identifier les bandes
de vibration en spectroscopie (en rouge les liaisons caractéristiques des composés)

Composé Représentation Liaisons chimiques présentes
TEOS > Si-O-C, CHs, CH:2 (alcoxysilane)
O\ e
/\O/Sio ~
TFTS Si-O-C, CHs, CH:2 (alcoxysilane
o /o—/ FF R F F . s 2 ( 4 )
~ \/&WF CHg, CF3, CF2, C-C linéaire
/ ¢ F F F F F F
AzPTES ) /O / Si-O-C, CHs, CH: (alcoxysilane)
v \}Si\/\/u%.‘r CHa, Azotures N3
/—O \N-
F127 cH, CHs, CHz
I
HoC CH CH, . . . L
""l°/ \H,c o \cH, o \CHJ_OH C-0O aliphatique (éther), OH primaire
Pentynoate Alcyne C=CH et =C-H,
de NHS

ﬁ/ .
N
é{ OJ\/\

COO ester, Amide II,

C-C aromatique, CHz2,

Phénalénone

propargylée

o]

AR
v ()

Alcyne C=CH et =C-H
Ether C-O-C, C=C aromatique,

C=0 cétone aromatique

Porphyrine

tétrasilylée

(Et0)Si

(Et0),Si “Si(OE),

Si-O-C, CHs, CH: (alcoxysilane)
Amide I,

Amine Il (C-N aromatique),
C=C aromatique,

CH:2




Tableau A32 — Table des principales bandes de vibrations caractéristiques du matériau,
en vue de l'indexation des bandes de vibrations sur les spectres infrarouge

o Nombre d’onde ) o Présent dans
Liaison Intensité Attribution i
(cm™) le(s) composé(s)
Si-OH 3750-3000 Moyenne | Déformation
) TEOS ou AzZPTES ou TFTS non
(silanol) 3
X . totalement condensés
946 Faible Elongation
CH; 2960 Forte Elongation asymétrique
2870 Forte Elongation symétrique
F127
1470-1430 Moyenne | Déformation dans le plan asymétrique
1380-1370 Forte Déformation dans le plan symétrique
CH, 2925 Forte Elongation asymétrique
F127
2850 Moyenne | Elongation symétrique AzPTES
3 . TFTS
1485-1445 Moyenne | Déformation dans le plan
Azotures 2080-2160 Moyenne | Elongation asymétrique
AzPTES
-N=N*=N"-
CF3-CF; 1299 Faible Elongation asymétrique CF,
1211 Forte Elongation symétrique CF3
. L TFTS
1149 Forte Elongation symétrique CF,
740 Forte Déformation de -CF, avec une
terminaison -CF; terminale
Si-O-Si 1100 Forte Elongation asymétrique
Réseau de silice
800 Moyenne | Elongation symétrique
Ether ROR’ 1150-1110 Forte Elongation C-O-C
1080-1020 Forte Elongation CH-O-C F127
1050-1000 Forte Elongation -CH,-O-C-




Tableau A33 — Table des principales bandes de vibrations caractéristiques des molécules utilisées
pour la fonctionnalisation, en vue de l'indexation des bandes de vibrations sur les spectres infrarouge

Nombre d’onde

Présent dans

Liaison Intensité Attribution |
(cm™) le(s) composé(s)
Alcynes 3310-3200 Forte =CH élongation
Pentynoate de NHS
2140-2100 Moyenne C=C élongation
Phénalénone
700-600 Forte =CH déformation hors du plan
Aromatiques 3080-3030 Variable =C-H élongation
Phénalénone
1600 Variable C=C élongation
1580 Variable Porphyrine tétrasilylée
%igg Moyenne
Moyenne
Cétone aromatique 1685-1665 Forte C=0 élongation Phénalénone
Ester RCOOR’ 1750-1730 Forte C=0 élongation
Pentynoate de NHS
1300-1050 Forte C-O élongation, 2 bandes
Amide | {3500 —3100 Moyenne a forte | N-H élongation
3400 — 3100 Moyenne a forte
3180 Moyenne a forte | C=0 élongation Porphyrine tétrasilylée
1690-1640 Forte N-H déformation dans le plan
1620-1590
Amide Il {3500 — 3100 Moyenne a forte N-H élongation
3400 —3100 | Moyenne a forte
1700-1630 Forte C=0 élongation Pentynoate de NHS
1570-1510 Forte N-H déformation dans le plan
Ether ROR’ 1150-1110 Forte Elongation C-O-C
Phénalénone
1050-1000 Forte Elongation -CH,-O-C-
Amine Il, aromatique | 3500-3310 Moyenne N-H élongation
Porphyrine
1350-1280 Forte C-N élongation (aromatique)




Annexe 7. Techniques pour caractériser la structuration de la mésoporosité

7.1 Microscopie électronique en transmission

La microscopie électronique en transmission (MET) utilise un faisceau d’électron a
haute tension, focalisé sur I'échantillon. En traversant I'échantillon et les atomes qui le
constituent, le faisceau subit différentes sortes de rayonnements. En général, seuls les
électrons transmis sont analysés par le détecteur, ce qui permet d’obtenir une image par

contraste électronique.

Les caractérisations ont été réalisées au laboratoire IRCER sur un équipement
JEM - 2100F de marque Jeol, muni d’une source a effet de champ, et avec une tension
d’accélération de 200 kV. Ceci a permis I'observation des pores du matériau a I'échelle de la
dizaine de nanometres, pour déterminer la structure de la porosité. Ceci a été fait surtout sur

des éclats de microplots, mis sur une grille a membrane pour observation des éclats en MET.

Des lames minces ont également été préparées par sonde ionigue focalisée (FIB)
pour permettre des observations en coupe des échantillons et caractériser I’évolution
de Porganisation de la porosité dans le volume de plots de 5 couches (Figure A176). Les
lames minces ont été réalisées par Guillaume Amiard a I'Institut P’ de Poitiers, sur un banc de
recherche Helios Nanolab G3 CX Dual-Beam de Thermo Fisher Scientific, qui dispose d'une

colonne électronique FEG et d’'une colonne ionique Ga* (20 a 30 kV).

HY  det HFW |curr E %o | det [ 1292016

1 i HY ——5um——
mm 3.00 kV ETD 138 um 0.3, NanoLa ime e | 1CE | 10:0:55AM | 30.00KV. | 023 nA | 6503x | 13.0mm | 310 pm | Nanolab Helios G3 GXPprime (iEeam)

Figure A176 — Préparation de lames minces pour observer la porosité de microplots dans leur section

Pour cela, quelques nanomeétres d’or sont déposés sur la surface de I’échantillon, puis
des dépdts de protection platine (quelques centaine de nanométres) sont réalisés. L’'usinage
est fait par la suite grace a la source galium. L’'alternance d’étapes de protection/usinage

permet d’aboutir a des lames minces de quelques centaines de nanomeétres d’épaisseur.



7.2 Microscopie a force atomique (AFM)

La microscopie a force atomique (AFM) permet de visualiser la topographie de
surface d’un échantillon. La méthode consiste a balayer une surface point par point grace a
une pointe en bout d’'un microlevier (ou cantilever). Cette technique exploite les interactions

(attraction/répulsion) entre les atomes en bout de pointe et ceux de la surface de I'’échantillon.

La position de la pointe est repérée par un faisceau laser qui tape au niveau de celle-
ci, et qui est réfléchi sur une photodiode quatre quadrants (Figure A177). Le scan de la surface
crée une deéviation du laser qui illumine difféeremment les quadrants de la photodiode et permet
de déduire la position relative de la pointe par le biais d’'une différence de tension. Plusieurs

modes existent pour pouvoir caractériser la surface d’'un échantillon :

- Le mode contact, ou la pointe appuie sur la surface et est repoussée en raison du

principe de Pauli.

- Le mode non-contact, ou la pointe oscille a sa fréquence de résonance et subit

une variation de fréquence d’oscillation induite par I”’interaction avec la surface.

- Le mode tapping ou contact intermittent, ou la pointe vibre également avec sa
propre fréquence de résonance et avec une certaine amplitude. L’interaction avec

la surface crée une diminution d’amplitude qui est mesurée.

a ) Photodiode b) Mode contact
quatre quadrants

Microlevier
Mode non-contact

Surface

Pointe /"
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Figure A177 — Principe de la microscopie a force atomique (a) et quelques modes d'utilisations (b)

L’AFM a permis d’observer la structuration de la porosité en surface des plots, et
de caractériser I’accroche et la densité des biomolécules (protéines et anticorps). Le
mode tapping a été utilisé pour limiter la friction de la pointe sur I'échantillon et ne pas
décrocher les biomolécules du support. Les caractérisations ont été réalisées sur un AFM
5500LS — Large Sample Motorized Stage de marque Agilent, avec des pointes souples de
type « Fort » (Si,N-type, constante de raideur k = 0,6-3,7 N/m, fréquence d’oscillation f = 43-

81 kHz). Ces analyses ont été faites pour des fenétres d’analyses de 1 ym x 1 ym.



7.3 Diffusion des rayons X aux petits angles en incidence rasante (GISAXS)

La diffusion des rayons X aux petits angles en incidence rasante (GISAXS) est

une méthode de caractérisation structurale qui convient trés bien pour I’étude de films

minces et d’échantillons mésoporeux. Le principe est illustré en Figure A178.
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Détecteur 2D

Faisceau de
rayons X incident

Echantillon en
Source de rayons X chambre sous vide

T

Figure A178 — Photographie d’un banc de mesure GISAXS Xeuss (a) pour I'étude d’un échantillon

placé dans la chambre sous vide (b) et schéma explicatif de I'équipement (c)

Le faisceau de rayons X est envoyé sur I'échantillon sous une incidence rasante, avec

un angle légérement supérieur a I'angle critique du substrat. Le faisceau transmis se propage

a l'intérieur de I'échantillon et est diffusé lorsqu’il rencontre un contraste électronique, comme

dans le cas de micelles de tensioactif ou de pores. Enfin, un détecteur bidimensionnel, placé

perpendiculairement au faisceau de rayons X, enregistre les projections du réseau réciproque,

qui sont caractéristiques de la structure en présence (Figure A179).
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Figure A179 — Exemples de clichés GISAXS obtenus pour différentes structures



En pratique, un traitement de données permet, en réalisant des coupes sur le spectre
GISAXS (Figure 50-a), de déduire les positions des taches de diffusion au niveau du détecteur
par leurs coordonnées (X ; Y), qui sont corrélées aux coordonnées du vecteur de diffusion (qy ;

dz). Les distances caractéristiques de la structure sont déduites des coordonnées du

vecteur de diffusion (dyzz—" et dzzz—" ), ce qui permet d’identifier la structure
y z

rigoureusement, grace aux indices (hkl). Méme en l'absence de tache de diffusion,
'analyse des coupes permet, en travaillant sur les anneaux de diffusion, de déduire les
distances moyennes du réseau poreux, correspondant au désordre observé dans le plan et
hors du plan (Figure 50-b et c).
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Figure A180 — Exemple de coupe effectuée (a) et qui permet d’estimer le désordre
hors du plan et dans le plan pour les échantillons Az0% (b) et Az10% (b).
Le dédoublement des taches observé est di a la réflexion du faisceau incident sur le substrat.

L’organisation de la porosité a été caractérisée en volume, par diffusion des

rayons X aux petits angles en incidence rasante (GISAXS), sur plusieurs équipements :

o A llnstitut des Matériaux de Paris-Centre (IMPC) par Mohamed Selmane sur un
équipement GISAXS S-MAX 3000 de marque Rigaku, avec un angle d’incidence

de 0,2°, un faisceau de taille 0,4 mm (puissance maximum 40 W).

o ATlInstitut des Molécules et Matériaux du Mans (IMMM) par le Pr. Alain Gibaud, sur

un équipement Empyrean | de marque Malvern Panalytical.

o Au laboratoire Interfaces, Confinement, Matériaux et Nanostructures (ICMN)
d’Orléans, sur un banc de mesure Xeuss de marque Xenocs, mis a disposition
par Pascal et Caroline Andreazza. Les mesures ont été faites avec un angle de
0,22°, une distance échantillon-détecteur de 1170 mm, et une source de type

anode cuivre (A = 0,15418 nm, E = 8040 eV) et une puissance maximum de 30 W.



Annexe 8. Principe du recuit photonique

BN

Le recuit photoniqgue est un nouveau type de recuit qui consiste a exposer les
échantillons a un flash lumineux de haute intensité (Figure A181), de faible durée (quelques
millisecondes) et sur une large plage de longueurs d’onde, du fait de I'utilisation d’'une lampe

Xénon. La société Polytec propose ce type de produit, ainsi que la société Novacentrix.

Strobe head

Figure A181 — Photographie de I'équipement PulsefForge 3300 (a) et schéma du montage (b)?

Ce type de traitement présente I'avantage d’étre extrémement rapide, trés sélectif en
épaisseur (environ 10 microns) et ouvre la voie vers la possibilité de traiter une couche sans
altérer son substrat. Outre I'application en tant que recuit, cela peut également étre utilisé pour

des applications de séchage, de photo-polymérisation ou de décontamination de surfaces.

Les flashs lumineux sont obtenus a partir d’'une décharge capacitive créant des pulses
électriques (Figure A182). Ce type de recuit s’avere particulierement intéressant pour le
traitement post-impression de dépodts par impression jet d’encre. Cette technique
posséde I'avantage de dissiper la chaleur rapidement au niveau du substrat, grace a des
pulses de trés faible durée, permettant de traiter des matériaux sur de nombreux supports,
(verres, plastiques, etc). Néanmoins, du fait d’'une forte énergie appliquée, des problémes de
décollage peuvent parfois étre observés, liés a 'adhésion des dépbts sur le substrat.

. ...
I
Cycle off par les lampes

Cycle avec ppulses
(60% on)

ppulse

Cycle
monopulse

Amplitude

Signal électrique regu

Décharge capacitive

Figure A182 — Principe de fonctionnement des décharges capacitives sous forme de pulses 1°

9 West et al., « Photonic sintering — an example: photonic curing of silver nanoparticles ».
10 Drahi, « Impression de silicium par procédé jet d’encre : des nanoparticules aux couches minces
fonctionnelles pour applications photovoltaiques ».



Annexe 9. Protocole de biofonctionnalisation des microplots mésoporeux

Matériel requis :

PBS : pH 8 et pH 7,2-7,5

Plaque 24 puits

Solution de lavage : Tween-20 a 0.05% dans du PBS (pH 7.2-7.5)
Ethanolamine 1M, pH 8.5

Greffage des protéines G :

[

Laver les lamelles de verre avec 500 pL de PBS pH 8. Incuber pendant 5 min sur
plateforme d’agitation. Répéter 1 fois pour un total de 2 lavages.

Diluer la protéine G marquée dans du PBS pH 8 jusqu’a concentration finale de 150 ug/mL.
Ajouter environ 200 L de la solution de protéines G dans chaque puits. Couvrir et laisser

incuber pendant 2 h sur plateforme d’agitation a température ambiante.

Vider les puits et laver avec 300-500 pL de solution de lavage. Incuber 5 minutes sur

plateforme d’agitation. Répéter 2 fois pour un total de 3 lavages.

Bloquer les NHS non réactifs par ajout de 300-500 pL de solution d’éthanolamine 1M pH

8,5. Incuber 7 min a température ambiante.

Vider les puits et laver avec 300-500 pL de solution de lavage. Incuber 5 minutes sur

plateforme d’agitation. Répéter 2 fois pour un total de 3 lavages.

Greffage des anticorps anti-TrkB :

0

Diluer 'anticorps anti-TrkB dans du PBS pH 7,2-7,5 jusqu’a concentration finale de 100
pug/mL. Ajouter environ 200 pL de la solution d’anticorps dans chaque puits. Couvrir et

laisser incuber pendant 2 h sur plateforme d’agitation a température ambiante.

Vider les puits et laver avec 300-500 pL de solution de lavage. Incuber 5 minutes sur

plateforme d’agitation. Répéter 2 fois pour un total de 3 lavages.

Mise en contact de ’antigéne TrkB :

[

Diluer I'antigéne TrkB (recombinant human TrkB Fc Chimera) dans du PBS pH 7,2-7,5
jusqu’a concentration finale de 50 ug/mL. Ajouter 200 pL de la solution d’antigéne dans
chaque puits. Couvrir et laisser incuber pendant 30 a 60 min sur plaque d’'agitation a

température ambiante.

Vider les puits et laver avec 300-500 pL de solution de lavage. Incuber 5 minutes sur
plateforme d’agitation. Répéter 2 fois pour un total de 3 lavages. Vider les puits et rincer
au PBS.



Annexe 10. Caractérisation par microscopie confocale

La microscopie a fluorescence conventionnelle présente comme inconvénient majeur
d’avoir une faible résolution, du fait d’'une émission de fluorescence défocalisée, qui se
superpose a l'image du plan focal. La microscopie confocale est un moyen de palier a

cela, car elle permet d’obtenir uniquement la fluorescence dans un plan précis.

De nombreuses sources sont disponibles (laser, hélium / néon, argon) et a différentes
longueurs d’ondes entre 405 et 633 nm. Le faisceau laser incident est amené a éclairer
I'échantillon au moyen de filtres, de miroirs dichroiques et de lentilles de focalisation (Figure
A183). L'appareil est équipé d’'un pinhole (sténopé€) situé devant le détecteur, qui permet de
récupérer uniguement la fluorescence de la zone de I'échantillon sélectionnée, car le pinhole
est situé dans un plan focal conjugué au plan focal de I'objectif (plans confocaux). En d’autres
termes, seuls les photons du plan focal de I'échantillon passent le sténopé et participent a la

formation de I'image au niveau du détecteur, ce qui garantit une trés bonne résolution.
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Figure A183 — Schéma de principe d’un microscope confocal

L’'ouverture du pinhole permet d’acquérir davantage de signal, mais diminue la
résolution et la qualité de I'image. L'ouverture du pinhole, la puissance laser et le temps
d’acquisition sont des paramétres a déterminer pour obtenir des images intéressantes.
L’appareil permet de travailler en mode multicanaux, et d’acquérir la fluorescence d’un
échantillon par rapport a plusieurs longueurs d’ondes, puis de reconstituer 'image globale

par superposition des images obtenues aux différentes longueurs d’'ondes.

Les caractérisations ont été réalisées sur un microscope confocal LSM 880 de
marque Zeiss, équipement situé au niveau de la plateforme Cytométrie, Imagerie et

Mathématiques, sur le campus de la Faculté de Pharmacie de 'université de Limoges.



Annexe 11. Protocole de synthése du pentynoate de NHS

Plusieurs réactions amenent a la synthése du pentynoate de NHS (Figure A184). Du
diisopropylcarbodiimide (0,79 mL, 5,1 mmol) est ajouté a une solution de N-
HydroxySuccinimide (0,59 g, 5,1 mmol) et d’acide 4-pentynoique (0,50 g, 5,1 mmol) dans un
mélange d’acétate d’éthyle (25 mL) et de dioxane (25 mL) refroidie a 0 °C dans un bain de
glace. Aprés 30 minutes, le bain de glace est enlevé et le mélange est agité a température

ambiante pendant 18 h.

Un précipité blanc de diisopropylurée commence a se former 20 minutes aprés
I'addition. Au bout de 18 h, la solution est filtrée sur verre fritté, puis concentrée a I'évaporateur
rotatif. Le résidu est repris dans de I'acétate d’éthyle (100 mL), puis lavé avec une solution
d’hydrogénocarbonate de sodium (3 fois), puis a I'eau et enfin avec une solution saturée en
chlorure de sodium. La phase organique est séchée sur sulfate de sodium puis concentrée a
I'évaporateur rotatif. Le résidu est dissous dans du dichlorométhane (20 mL) puis du pentane
(20 mL) est ajouté en mélangeant doucement. Le mélange est refroidi au congélateur a -18
°C. Au bout de 20 h, de fines aiguilles de diisopropylurée cristallisent. Le mélange est filtré, du
pentane est ajouté (5 mL), puis la solution est laissée au congélateur pendant 20 h. Le
pentynoate de NHS cristallise sous forme de plaquettes. Il est isolé par filtration, puis séché

sSous air.

HO\H/\///+ EJ\ YH )\1/ O\V\_/V/OO%O L K
oY 7 7Ty
o

Figure A184 — Réactions de synthése aboutissant a la formation du pentynoate de NHS

'H NMR (300 MHz, CDCI3) : 2.82-2.91(m, 6H), 2.62 (td, J = 7 Hz, J = 3 Hz, 2H), 2.5 (t, J = 3 Hz, 1H)
ppm;
13C NMR (75 MHz, CDCI3) : 168.8, 166.9, 80.8, 69.9, 30.5, 25.5, 14.0 ppm;

IR (KBr) : 3282, 2924, 1814, 1784, 1734, 1372, 1206, 1069, 647 cm*!

Référence : J.L. Bartels, P. Lu, A. Walker, K. Maurer, K.D. Moeller, “Building addressable libraries: a
site-selective click-reaction strategy for rapidly assembling mass spectrometry cleavable linkers -

Supplementary infos”, Chemical Communications, 2009, no. 37, pp. 5573-5575.



Annexe 12. Protocole de marquage des Protéines G

Contenu du kit :

Component A : Alexa 594 — 3 vials

Component B : NaHCO3; — 1 vial

Component C : Tubes de réaction — 3 vials
Component D : Filtres de centrifugation — 3
Component E : Résine de purification — environ 3 mL

ProtéinesG a 1mg/mL°
+ bicarbonate de sodium

+ Fluorochrome AF594< 150 pg/mL
n

Protéines G marquées

DOL=2

Centrifugation Nanodrop : Mesure du DOL

etde la concentration des
protéines puis dilution

15min

* Marquage des protéines * Elimination des fluorochromes libres

Figure A185 — Schéma synthétique du protocole de marquage des protéines par un fluorochrome

Réaction de marquage :

0

0

0

Ajouter 1 mL d’eau dé-ionisée dans le bicarbonate de sodium (B). Mélanger (vortex ou
pipetage) jusqu’a dissolution. Conserver a 4 °C pour 2 semaines ou congélation si

conservation plus longue.

Transférer entre 20 et 100 uL d’une solution protéique a 1 mg/mL (reprise dans un tampon
de PBS) dans un tube de réaction (C). Ajouter 1/10 en volume (2 a 10 pL) de bicarbonate
de sodium (B). Mélanger en pipetant.

Ajouter 10 pyL d’eau dé-ionisée dans un vial d’Alexa 594 (A). Mélanger en pipetant.

NB : a préparer au dernier moment !
Ajouter 8,7 pL de dye au vial C (pour 100 ug de protéines G). Mélanger en pipetant.

Incubation 15 min a température ambiante.

Purification du conjugué :

0

Resuspendre délicatement la résine (E) et remplir un des filtres (D) jusqu’au bord (environ
800 pL de résine nécessaire). Centrifuger 15 secondes a 16 000 g (run-up time inclus).
Attention au package en fonction de la centrifugeuse ! Rajouter de la résine si besoin (cf.

fiche tech 2.1). Si de la résine tombe dans le tube collecteur, rincer celui-ci au PBS pH=7,2.

Une fois la colonne préparée, ajouter 50 pL maximum du conjugué (C) sur la colonne au

centre de la résine. Centrifuger 1 min & 16 000g (run-up time inclus).

Le tube collecteur contient la protéine marquée AF594 (le dye libre reste dans la colonne).



Annexe 13. Protocole de marquage des Anticorps anti-TrkB

Contenu du kit :

Component A : Alexa 546 — 5 vials

Component B : NaHCO3 — 1 vial

Component C : Résine de purification- environ 10 mL
Component D : Colonnes de filtration par centrifugation — 5 vials
Component E : Tubes collecteurs - 5

Anticorps anti-TrkB a lmg/mL\H'
+ Fluorochrome AF546 X Anticorps marqués

100 pg/mL

Colonne DOL=2

Centrifugation

L Nanodrop : Mesure du DOL
5mina1100g

etde la concentration des
anticorps puis dilution

* Marquage des anticorps * Elimination des fluorochromes libres

Figure A186 — Schéma synthétique du protocole de marquage des anticorps par un fluorochrome

Réaction de marquage :

0

0

Ajouter 1 mL d’eau dé-ionisée dans le bicarbonate de sodium (B). Mélanger (vortex ou
pipetage) jusqu’a dissolution. Conserver a 4 °C pour 2 semaines ou congélation si

conservation plus longue. Cette solution peut servir a reprendre I'anticorps.

Ajouter 100 uL d’anticorps (soit 100 ug) dans un vial d’Alexa 546 (A). Mélanger trés

délicatement par retournement jusqu’a dissolution du dye (enlever I'étiquette pour voir).

Incubation 1 h a 'ambiante. Mélanger délicatement par retournement toutes les 10-15 min.

Purification du conjugué :

0

Placer la colonne (D) sur un tube 13 x 100 mm en verre ou plastique et insérer les deux

frittés dans la colonne, les pousser vers le bas de la colonne si besoin.

Remuer la résine (C) et ajouter 1 mL de suspension a la colonne. Laisser se vider.
Continuer a ajouter de la suspension jusqu'a ce que le volume final soit ~ 1,5 mL. Laisser

le tampon de la colonne s'écouler par gravité.
Placer la colonne dans un des tubes de prélévement et centrifuger 3 min a 1 100g.

Déposer les 100 pL (component A + Anticorps) goutte a goutte sur le centre de la résine

au sommet de la colonne. Laisser absorber dans le gel.
Placer la colonne sur un tube collecteur (E). Centrifuger 5 min a 1 100g (run up time inclus).

Aprés centrifugation, le tube collecteur contient I'anticorps marqué dans environ 100 uL de

PBS, pH 7,2. Le dye libre reste dans la colonne.



Annexe 14. Estimation de la quantité d’alcynes clickés par dosage UV-visible
de p-nitrophénol

Il s’avére difficile de pouvoir quantifier la quantité d’azotures (-N3) présente au sein des
microplots. Il en va de méme pour quantifier la quantité de pentynoate de NHS clické sur les
échantillons. Des méthodes chimiques comme I'lCP, ou spectroscopiques comme I'’XPS, sont
des techniques adaptées pour quantifier de petites quantités, mais s’avérent trés délicates a
mettre en ceuvre avec I'élément azote, qui est trés léger. Jusqu’a présent, la quantité
d’azotures présente dans les plots a été estimée par I'intermédiaire de la formulation et

du volume des gouttes de sol déposées.

Les conversions de click calculées précédemment sont estimées de facon semi-
guantitative, toujours par comparaison avec une référence. Il semblait néanmoins
intéressant de pouvoir quantifier au mieux la quantité de fonctions NHS clickées, afin
d’avoir une idée du nombre de protéines qui peuvent étre greffées sur cette surface et
faire par la suite le lien avec d’autres techniques (AFM, microscopie confocale, etc.).

Ceci a pu étre approché par une méthode de dosage en spectroscopie UV.

Le test consiste a clicker une molécule, le pentynoate de p-nitrophénol (MW = 219,15
g/mol), dans les mémes conditions que le pentynoate de NHS (MW = 248 g/mol), en faisant
I'hypothése que ces deux molécules, de poids moléculaires proches, se clickent de la méme
fagcon. Ensuite, une solution d’éthanol contenant 0,1 M de NaOH est utilisée pour cliver
le p-nitrophénol, libéré en solution et qui peut étre dosé de fagon quantitative. Pour cela,
une référence de p-nitrophénol pur est utilisée afin de réaliser une échelle de dilution,
caractérisée en spectroscopie UV-visible et qui donne une courbe de calibration (Figure A187).
L’expérience permet alors de doser le p-nitrophénol du pentynoate clické sur les

échantillons et de calculer le taux de fonctions azotures clickées.
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Figure A187 — Dosage des échantillons étalons du p-nitrophénol (a) et courbe d’étalonnage
(échelle log) réalisée avec les absorbances mesurées (b)



Annexe 15. Démonstrations d’équations utilisées pour traiter les données de
fluorescence

15.1 Caractéristiques des fluorochromes utilisés

Un fluorochrome est caractérisé par plusieurs propriétés :

- Un coefficient d’extinction molaire € (M1.cm?) le plus élevé possible. C'est la capacité

d’'un fluorochrome a absorber I'’énergie apportée par un photon a une longueur d’onde.

- Unrendement quantique @ élevé. C’est la capacité du fluorochrome a réémettre, sous

forme de lumiére, I'énergie absorbée. Il est défini comme étant le rapport du nombre de

photons émis sur le nombre de photons absorbés (® = 1 pour 100% de photons réémis).

- Une brillance (Mt.cm™) élevée. Elle est le produit du coefficient d’extinction molaire ¢ et

du rendement quantique @ du fluorochrome. Plus un fluorochrome est brillant, plus il sera

facile de le détecter pour de faibles concentrations dans la cellule.

- Une photostabilité élevée avec une faible sensibilité au photoblanchiment. Le

photoblanchiment intervient lorsqu’un fluorochrome perd sa capacité a fluorescer. Ceci est

la conséquence de réactions chimiques intervenant entre le fluorochrome et des molécules

de son environnement comme l'oxygéne.

- Un déplacement de Stokes (nm) le plus grand possible afin de s’affranchir de la

contamination due a la source d’excitation.

- Une durée de vie de fluorescence élevée (valable pour certaines techniques de transfert

d’énergie) : la durée de vie correspond a la durée moyenne pendant laquelle un

fluorochrome reste a I'état excité.

Tableau A34 — Données de fluorescence des fluorochromes utilisés 11

Alexa | Absorption Emission | glloefflme_nt Rendement | o . Temps de
Fluor (nm) (nm) Couleur extinction quantique @ rillance vie (ns)
g(Micm?)

AF 488 495 519 Vert 71000 0.92 65 320 4.1

AF 546 556 573 104 000 0.79 82 160 4.1

AF 594 590 617 Rouge 73000 0.66 48 180 3.9
Rouge 1.0

AF 647 650 665 otan 239 000 0.33 78 870

11 Brown et Poujol, « Mieux comprendre les fluorochromes pour la microscopie confocale, Formation
Permanente CNRS »; « Fluorescence quantum yields (QY) and lifetimes (1) for Alexa Fluor dyes ».



15.2 Démonstration des équations de fluorescence

D’aprés la définition du DOL, pour une molécule M marquée par un fluorochrome AF,

le DOL est le nombre moyen de fluorochromes AF par molécule M, soit :

DOL(M,p) = ’:’V—’;: Autrement dit : [N .z = DOL(Mz) x Ny

Le rendement quantique d’un fluorochrome AF se définit comme le rapport du nombre
de photons émis (ou intensité lumineuse émise) par rapport au nombre de photons
absorbés (ou intensité lumineuse absorbée), soit: g, = @ X 14ps

D’aprés la loi d’absorption de Beer-Lambert, 'absorption d’un fluorochrome AF est
proportionnelle au produit du coefficient d’extinction molaire par la concentration en
fluorochromes. Autrement dit, pour une surface 2D constante (ou volume 3D constant)
constante, 'absorption est proportionnelle au produit du coefficient d’extinction molaire

par le nombre de fluorochromes, ce qui se traduit par :

Lips = k € Nyp = k e .DOL(Myg) .Nyy  dott |Igy, = k@ e.DOL(Myp) .Ny|

Avec k un coefficient de proportionnalité relatif aux dimensions du systéme considéré

Remargue : le produit g€ correspondant a la brillance du fluorochrome, I'égalité traduit
simplement que l'intensité du fluorochrome est proportionnelle a la brillance intrinséque
du fluorochrome, multipliée par le nombre de fluorochromes (Nar = DOL(Mar) X Nn) et

par rapport aux dimensions considérées (k).

Il est possible d’appliquer I'égalité précédente a un couple de fluorochromes, comme
par exemple dans le cas de I'étude, a une protéine G marquée par un fluorochrome
accepteur AF594 (émission a 617 nm) et un anticorps (Ac) marqué par un fluorochrome

donneur AF488 (émission a 519 nm) :

Pour la protéine G marquée AF594 : Ig17 nm = K Q(arsoa) Earsos) - DOL(Gapsoa) - Ng

Pour 'anticorps marqué AF488 :  I5y9nm = k @(arass) Earass) - DOL(ACapags) - Nac

Le rapport des intensités d’émission, permet ensuite de s’affranchir du coefficient k :

laccepteur _ lo17nm | P(arsos) €arsoa) - DOL(Garpsoa) . Ng
P aF488) €(AF488) .DOL(Acypags) Ny

Idonneur 15 19nm

Ainsi, le rapport des intensités est proportionnel au rapport du nombre de protéines G
par le nombre d'anticorps. Il est donc possible, connaissant le rapport des
intensités (mesurées sur les spectres d’émission obtenus), de quantifier le

rapport Ne/Nac et déduire les proportions relatives d’anticorps et de protéines.



15.3 Calcul de l'intégrale J(A) pour les couples de fluorochromes

Considérant un couple de fluorochromes, l'un des

Donneur Accepteur

criteres pour qu’il y ait effet FRET est quiil y ait un Ex Em Em

recouvrement du spectre d’émission du donneur, avec le i 24

Intensité

spectre d’absorption de I'accepteur. Ceci peut étre quantifié . .
. A
par lintégrale J = [ fo(2). ea(1). A4. dA (Figure A188), avec A Mt A

Longueurs d’ondes (nm)

la longueur d’'onde, fpl'intensité émise par le donneur et e4 Figure A188 — lllustration de

le coefficient d’extinction molaire de I'accepteur. l'intégrale de recouvrement J

Le logiciel Spectraviewer permet d’obtenir les courbes d’émission et d’absorption des
fluorochromes choisis (Figure A189), qui sont normalisées en intensité par rapport a la source
d’excitation. La courbe de recouvrement est ensuite déduite par tracé des courbes d’émission
du donneur et d’absorption de I'accepteur (Figure A190), qui est ensuite intégrée sur son

intervalle de définition pour déduire la valeur de l'intégrale J du couple (Figure A191).
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Figure A189 — Données exploitées a partir du logiciel Spectraviewer de Thermo Fischer
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Figure A190 — Tracé de la courbe de recouvrement a partir du tracé des courbes d’émission du
fluorochrome donneur et d’absorption du fluorochrome accepteur
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Figure A191 — Intégration de la courbe de recouvrement sur son intervalle de définition



Annexe 16. Protocole de synthése des photosensibilisateurs

16.1 Protocole de synthése de la porphyrine tétra-triéthoxysilane ‘

Un mélange de porphyrine tétraamine (avec 100 mg, soit 1,4 . 102 mmol), de N,N-
diisopropyléthylamine (DIPEA, 5,61 mg), de 3-(triethoxysilyl)propyl isocyanate (181,3 mg) et
du THF anhydre (5 mL) est placé dans un flacon de Schlenk sous argon. La réaction est

ensuite conduite a 80 °C sous agitation magnétique a 750 rpm durant 36 h (Figure A192).
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Figure A192 — Exemple de protocole de synthése de la porphyrine tétra-triéthoxysilane a partir d’un
mélange de solvant avec THF et une base DIPEA

Apres évaporation du solvant, le précurseur formé est lavé avec de I'acétate d’éthyle
(AcOEt). Le surnageant est prélevé puis recristallisé par précipitation sous hexane. Le procédé
est répété 4 fois. La porphyrine tétra-triéthoxysilane formée est ensuite séchée 24 h sous vide.

IH NMR (300 MHz, DMSO-de) : & (ppm) 8.90 (s, 8H, HBpyrok), 8.87 (s, 4H,CO-NH-CH,), 8.06
(d, 3J = 8.3 Hz, 8H, Has aryl), 7.83 (d, 3J = 8.2 Hz, 8H, Hae aryl), 6.40 (t, 4H,3J = 5.2 Hz, CO-
NH-Ph), 3.80 (g, 3J = 7.0 Hz, 24H, O-CH,-CHs), 1.19 (t, 3] = 7.0 Hz, 36H, O-CH»-CHs), 0.60 (t,
3J = 7.4 Hz, 8H, CH,-Si).

13C NMR (400 MHz, DMSO-de) : & 155.9, 141.1, 136.1, 135.3, 134.3, 120.4, 116.5, 113.1,
58.3, 42.4, 23.9, 18.8, 7.9.

29Si NMR (400 MHz, CD,Cly) : & -45.1.

FTIR (KBr) (cm™) : 2939, 1644, 1589, 1532, 1429, 1345, 1261, 1242, 1139, 1035, 810, 670.
UV-Vis (EtOH) Amax_nm : 425, 520, 563, 603, 655.

MALDI-TOF : calcd for Formula CgsH118N12016Si4; 1662.79, found 1662.8.

Référence : Chiara Mauriello Jiménez, « Nanoparticules a visées théranostiques pour le
traitement du cancer par thérapie photodynamique a un ou deux photons », Thése

d’Université, Université de Montpellier, 2016.



16.2 Protocole de synthése de la phénalénone propargylée

Nom IUPAC : 2-((prop-2-yn-1-yloxy)methyl)-1H-phenalen-1-one
Nom commun : Phénalénone propargylée
Abréviation : PNP

Un mélange de 912 mg (4 mmol) de PNCI, 896 mg (16 mmol) d’alcool propargylique,
40 mL de toluéne, 200 mg de iodure de tertiobutylammonium (TBAI) et 40 mL de NaOH a5
M est mis a réagir sous agitation vigoureuse pendant 24 h (Figure A193). Une fois la réaction
terminée, 80 mL de CH.Cl, sont ajoutés. La phase organique est récupérée, lavée a I'eau,

séchée, évaporée et le brut est purifié sur colonne de gel de silice (éluant : CH,Cl,) pour donner

\
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' 0] 0
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Figure A193 — Exemple de synthése de la phénalénone propargylée

647 mg (2,6 mmol, 65%) de poudre jaune pure.

RMN *H (CDCls) : & (ppm) = 8.65 (dd, J = 1, 7.3 Hz, 1H), 8.21 (dd, J = 0.5, 7.9 Hz, 1H), 8.01
(d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.86 (s, 1H), 7.94 (s, 1H), 7.81 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.60 (dd, J = 7.2, 8.1
Hz, 1H), 4.70 (d, J = 1.3 Hz, 2H), 4.36 (d, J = 2.4 Hz, 2H), 2.50 (t, J = 2.3 Hz, 1H)

RMN 3C (CDCls) : & (ppm) = 184.3, 137.83, 136.14, 134.96, 132.04, 131.53, 131.49, 130.46,
129.18, 127.62, 127.11, 127.07, 126.80, 79.62, 74.82, 66.79, 58.42

IR (Solide) : v (cm™) = 3260 (C-H alcyne), 2856 (-CH,- alcane), 2109 (C-C alcyne), 1634 (C-
O cétone), 1625 (C-C alcéne), 1566 (C-C aromatique), 1098 (C-O éther).
UV-vis (éthanol) : A nm =252, 321, 362, 390

Masse molaire : 248,28 g/mol
Point de fusion : 125 °C
Masse : HRMS (ESI*), calcd for C17H130, [M+H]* : 249.091006, found 249.091015

Référence : Brevet US 2014/0039184 Al “Phenalene-1-one derivatives, method for
producing same and use thereof”



Annexe 17. Protocole de dosage MTT pour estimer la viabilité cellulaire

17.1 Préparation de la solution stock de MTT

Préparation de 10 mL d’'une solution de MTT a 5 mg/mL (12 mM) :
[1 Peser 50 mg de MTT et les dissoudre dans 10 mL de PBS 1X.
71 Vortexer pour homogénéisation.

[J Filtrer a 0,2 um pour stérilisation.

NB : cette solution peut étre conservée pendant 4 semaines a 4 °C dans le noir.

17.2 Préparation de la solution de solubilisation

[l Peser 200 mg de SDS sous hotte et les dissoudre dans 10 mL d’eau distillée sous
agitation a 25-30 °C. La solution est une solution de SDS a 2%.

(1 Faire un mélange volumique 1:1 de la solution de SDS 2% avec de l'isopropanol.

71 Ajouter du HCI pour une concentration finale de 0,05 M (dilution du HCI & 1/240,
soit 41,7 pL pour 10 mL préparés) puis vortexer pour homogénéisation.

17.3 Incorporation du MTT par les cellules

Les cellules ont été préalablement ensemencées dans des puits et les lamelles de verre
doivent étre retirées des puits avant de réaliser I'incorporation du MTT par les cellules.

[0 Préparer en milieu de culture une solution de MTT a 0,5 mg/mL (dilution 1/10 soit
1 mL de la solution de MTT ajouté a 9 mL de milieu de culture).

(1 Chauffer a 37 °C la solution de MTT préparée.

[0 Remplacer le milieu de culture par la solution de MTT : 250 uL par puits en plague
24 puits (pour les lamelles) et 100 L par puits en plague 96 puits (pour les fibres).

1 Incuber a 37 °C pendant 1 h minimum jusqu’a ce que les cristaux soient visibles au
microscope optique.

17.4 Dosage par spectroscopie UV

[1 Retirer le milieu de culture et recouvrir les cellules avec la solution de solubilisation :
150 pL/puits en plague 24 puits (lamelle) ou 30 uL/puits en plaque 96 puits (fibre).

71 Incuber dans le noir de 30 min a 1 h jusqu’a ce que les cristaux soient solubilisés,
ou bien sous agitation 5 min.

[l Homogénéiser puits par puits a la pipette puis transférer 50 pL de surnageant dans
des puits d’'une plaque 96 puits 2 puits (Costar) pour lecture.

NB : Des duplicas/triplicas peuvent étre réalisés, mais il est possible que le dernier volume
prélevé soit inférieur a 50 uL en raison d’une évaporation de la solution de solubilisation. Dans
ce cas, ne pas mesurer le volume en question qui donnerait une absorbance moindre.

[0 Lire 'absorbance a 595 nm sans oublier d’inclure des blancs dans certains puits.
La densité optique doit étre élevée (> 0,75) pour que la mesure soit jugée fiable.









Dépot par impression jet d’encre de microplots de silice mésoporeuse a I’extrémité de
fibres optiques et fonctionnalisation par des biorécepteurs et des photosensibilisateurs
pour le diagnostic et le traitement local de tumeurs précoces

Cette étude concerne le développement d’un dispositif innovant de type biocapteur, pour le
diagnostic et le traitement local de cancers précoces. Cette technologie vise a diagnostiquer
au plus tét certains cancers, afin de les traiter de fagcon beaucoup plus efficace, en
comparaison avec les techniques actuelles, souvent longues et mutilantes. Des microplots de
silice mésoporeuse, fonctionnalisés azotures, sont déposés par impression jet d’encre (IJP) a
la surface de fibres optiques. Le matériau présente une porosité auto-organisée, grace au
mécanisme d’auto-assemblage induit par évaporation (EISA). Par la suite, les microplots
azotures sont fonctionnalisés spécifiquement par chimie click (click chemistry) par réaction
avec des molécules alcynes. Dans le cas du diagnostic, cette fonctionnalisation permet le
greffage de protéines et d’anticorps capables de reconnaitre les marqueurs surexprimés a la
surface des cellules cancéreuses. Les protéines et anticorps sont préalablement marqués par
des fluorochromes, pour induire un transfert d’énergie (effet FRET ou Fluorescence
Resonance Energy Transfer) lors de la reconnaissance des marqueurs cancéreux. Le principe
de détection du dispositif repose ainsi sur une modification de la signature de fluorescence.
Dans le cas de la thérapie, des photosensibilisateurs (PS) sont greffés sur les microplots pour
permettre un traitement local par photothérapie dynamique (PDT).

L’objectif global de I'étude vise a améliorer la sensibilité de détection du dispositif pour le
diagnostic et a montrer l'efficacité de traitement dans le cas de la thérapie. Pour cela, les
protocoles de réaction click et de greffage des protéines ont été optimisés et I'influence de la
structuration de la porosité a été étudiée. Enfin, la sensibilité du dispositif a été caractérisée
en fonction de plusieurs paramétres (type de matériaux, type de cellules cancéreuses, etc.).

Mots-clés : impression jet d’encre, EISA, chimie click, silice mésoporeuse, FRET, PDT

Inkjet-printed mesoporous silica onto optical fibers surface and functionalization with
biomolecules and photosensitizers for the diagnosis and local treatment of early tumors

This study focuses on the development of a new biosensor device for the diagnosis and local
treatment of precocious tumors. This technology aims to diagnose cancers at an early stage
to increase the treatment efficiency compared to existing techniques that are usually
damaging. Mesoporous silica microdots with azide functions are deposited onto the surface of
optical fibers using the inkjet-printing (IJP) process. The material shows a self-organized
porosity, due to the evaporation-induced self-assembly (EISA) mechanism. Then, the azide
microdots can be further functionalized specifically using click chemistry by reaction with
alkyne precursors. For the diagnosis, the functionalization allows the grafting of proteins and
antibodies capable of recognizing the increase in marker concentration at the surface of
cancerous cells. These proteins and antibodies are labelled with fluorophores to induce a
fluorescence energy transfer (FRET, Fluorescence Resonance Energy Transfer) with the
recognition of tumorous markers. The detection principle is based on the modification change
of the fluorescence signature. For the therapy, photosensitizers (PS) are anchored onto the
microdots to allow the local treatment using photodynamic therapy (PDT).

The main aim of this study was to optimize the device sensitivity concerning the diagnosis step,
and to show the treatment efficiency concerning the therapy step. On that purpose, the
protocols of click reaction and the grafting of proteins have been optimized, which are also
influenced by the porosity organization that has been studied. Finally, the device sensitivity
has been characterized as a function of multiple factors (materials, cancer cells type, etc.).

Keywords: Inkjet-printing, EISA, click chemistry, mesoporous silica, FRET, PDT



