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RESUME DE LA THESE

Le travail présenté dans cette these porte survelagement de chimie de
surface et de biocapteurs pouvant étre utilisés dans le milieu hospitalier afin
doam®l i orer | es m®t hodes de d®pi stages et

et cancers. Les méthodes actuelles de dépistagancer reposerprincipalement

sur | 6anal yse histologique des <cellul es
complique |l a transmission de | 6informat.
traitement appropri ® peut °tre ensam®. G

simples et peu colteuses comme la spectroscopie de résonance des plasmons de
surface (SPR), il est possible de développer desgaspourront étre effectués par

|l e personnel de | 6htpital, en peu de t emp
SPR en milieu clinique, une chimie de surface appropriée doit étre développée afin
doemp°cher | es matrices Dbiologiques de m;
effel,sqagdi sse ddesélum suade tout autrelfluide hidlogicgee, |
contenu prot®i que et | i pispecifiueaux puefaces s 6 a d

déanal yse, compromettant ainsi l es r®sul t

Afin de palier ce problemédge développement de chimie de surface a été effectué.
Desmonocouches degeptideset ¢k liquides ioniquesnt éte utilisés afin de réduire
| 6 ads or-gpécifiqua de tysatncellulairondilué sur des capteurs SPRarmi
lespeptides,| e pl us ef fi cac-BIPAqHis@(keup(Phe}-®H,®&N °t r e |
peptidechargé positivemerformé de 6 acides aminés plutdt hgghobes. Grace a
cette surf aces,p®cdafdsqourep tdieon ynsoant cel | ul ai
159+ 27 ng/cm, par rapport 8 929186ng/cnfsur une surface door
Une étude en spectrométrie de masgermis de mieux comprendre le phénomeéne
d 6 ads or pspécifigne de dysat cellulaire et de confirmer que ce sont
principal ement des | -$pécifiguement auucaptels &RRI s or b «

lorsque celuii est exposé a du lysat cellulaire.

Malgré lanette amélioration par rapport a un capteur non protégé, le phénomene

d 6 ads or pdpéciigne étaid rencore significativement préseec les



monocouches de peptiddsd a d s o r gpécifigue denlysat cellulaire ensuite

été drastiquement réduitgace aux liquides ioniques hydrophobes et chargés. Le

liquide ionique le plus performant a montré une adsorptiorsnpn®c i f i que do6~ pein
2+ 2 nglcnt. Par la suite, un biocapteur permettant la détection de HER2, un

biomarqueur de cancer du sein présemtsdenviron 30% des cas de caacer sein

agressifs, a été développé. Cela a permis de démontrer que le liquide ionique pouvait

°tre wutilis® pour |l a construction déun bioca
domai ne dbébanal yses en | ysat cellul aire.
Final ement , l es d®fi s de | 6analyse SPR avec

explor®s par | e do®v @lowp paspamgriase,dérmeattanto i ocapt eur
de faire |l e suivi de traitement de patients
administr@ aux patients leucémiques, en combinaison avec plusieurs autres
composéschimiothérapiqus, afin de combattree cancer. Toutefois, plusieurs

patients ont une réaction allergique a cette protéine de source bactérienne, mais ne

démontrent pas de symptomplysiques. Le biocapteur développé visionc a

détecter les réactions immunitaires des patients afin de modifier leur traitement

|l orsque cela sbébav re n®cessai-asparagihhee bi ocapt eu
dans le sérummondilué de patients ducémiques a donc été développé. Des

échantillons cliniques ont été étudiés et les résultats obtenus pour le nouveau

biocapteur SPR ont montré une bonne concordance avec les résultats obtenus en

ELISA.

Mots clés: Spectroscopie de sénance des plasmone durfacg SPR), chimie de
surface, peptide, liquide ionique, leucémie, asparaginase, cancer, HERZ2,

biomarqueur, biocapteur



ABSTRACT

This thesis describes the development of clinical biosensors. These biosensors
were developed with the aim of improvingagnostic and treatmemhonitoring
methods. Actuainonitoringmethodsftenrely on histological analysis performed by
experts. This complicates the transmission of the information to the patiedelaye
theonsetof an appropriate treatment.is envisionedto develop simple experiments
at low cost, which will allow untraineplersomd to perform the testing esite with
biosensing technologies such as surface plasmon resonance (8P&tyler to
perform SPR in clinical analysis, appropriate surfa@bktrymustbe developed to
prevent nonspecific adsorption. Nonspecific adsorption is the foulisigrfaices with
biomoleculescontained in the sample matisxch agroteins or lipidsof biofluids.
Thisleads to false positive signgisevening the corectmeasuremerdf the analyte
concentration

Peptideand ionic liquidmonolayers hee beenstudedin this thesigo prevent
nonspecific adsorption afndilutedcell lysate The most efficient peptide was the
3-MPA-(His)2(Leux(Phe}-OH peptide, a 6 amaacids hydrophobic and positively
charged peptide. The nonspecific adsorption of cell lysate was reduced to
159+ 27 ng/cn?, compared to 929 186 ng/cm on a bare gold surfacélso, mass
spectrometry was performed to better understand the cell lysatepewific
adsorption phenomenon. This study showed lipigse mostlyadsorbed on the
sensor when exposed to cell lysate.

Despite asignificant reduction of nonspecific adsorptionith peptides, it
remained unoptimal and should be impravElde newly develped hydrophobic and
charged ionic liquidsearlyeliminated the nonspecific adsorption of undiluted cell
lysate, with only2 + 2 ng/cr of nonspecific material adsorbed on the surface. Then,
a biosensor of an aggressive breast cancer biomarker, HER2ewasped. This
proved that the ionic liquids could be used in the development of clinical biosensors.

Finally, the challenges of the analysis of clinical samples withs&PRingvere

explored with the development of an aasparaginase biosensor foukemic



Vi

patients. Asparaginase is a chemotherapeutic cdministeredto patients in

combination with various other drugs to treat leukemia. However, many patients

suffer fromsilentallergic reactioadueto thebacterial source of thidrug. Therefore,

a biosensor was developed to detect the antibodiasdiluted serunproduced

against the drugvhich could ultimatelyserveo modi fy t he patientdos tr
necessary. Clinical samples from leukemia patients were studied and the results were

in goodagreement with ELISA experiments.

Key words: Surface plasmon resonant®PR), surface chemistry, peptide, ionic
liquid, leukemia, asparaginase, cancer, HER2, biomarker, biosensor
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moi, dbéavoir pris | e temps de mbéapprendr e
chemin facile de tout faire ° notrire pl ace
|l a bont® et | a pers®v®rance de nous mont

partager tes connaissances et de tout faire pour que tes étudiants se développent
pleinement, en tant que chercheurs, mais aussi en tant que perdobrees. eu | a ¢ h-
de mé®panouir dans dbébautres sph res de
passionng@rofondémenp ar ce que t u mo atse nppesr na isl Ideeu rpsa
labo, sans pression ni reproche T u n 0 asguelpaint ce cadlege est précieux
Tuasaccai | | i |l a jeune fille que jO6®tais en
et |l es cycles sup®rieurs, et tunei@s gui C

chercheure et adulte.

Milles merci JearFrancois. Dn intelligence et ta gentillesse sont
remarquablest tu les partages sans compterméeconsidére énormémettioyée

déavoir eu | 6honneur de faire partie de t
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CHAPITRE | : INTRODUCTION

1.1 CONTEXTE

Dans le domaine de la chimie bioanalytique, les techniquésa n adey s e s
multiplient etles performances des nouveaux instrumsentpassent sans cedse
standards établis par les instruments antérieurd. 6 e f f er vescence du
lieu a une multitude de travaux de rechercdémontrantdes performances
analytiquesnégalées doune part par Isa dsbeanustilbe |p ar&t
polyvalence ddéeursd o mai nes d éAa manert deda rédactios de cette
these, plusigrs techniques bioanalytiques avaiété développéepar différents
chercheurpour @ r met tre | a quantification de bio
biomarqueurs de cancer. Par contre, encotedeeces techniques permettaién
détection directement en matrice complexee étape nécessaire pour analyser les
échantillons cliniques rapéinent eta proximité du patientUne telle détection
permetrait de réduire le temps de préparation des échantilldosnant ainsi la
possibilité au meédecin de transmettre les résultats au patient beaucoup plus
rapidement. Dans certains cas, le suivisrteassr r ® doéun traitement pe
analyse rapide, |l orsquodil est n®cessaire

par exemple.

La rareté des études effectuées en matrice complexe avec des échantillons

cliniques est due a la complexité daveloppement de telles analysBtusieurs

techniques anal ytiques repos e nsturfaces ur | ¢
doanasloysei on, par exemple. Lorsqudun ®ch:
telle technique, | es mliod pRuvant irtesférebavecllao gi q u e
surface dbéanal yse. Ce f a ipsaentiprincipalemersti g n al
déune mul tit intdritrerdep | mda ' ®c wluees de | danal yt e
nuire fortement avaribbd & ®a ldydsuen. @®xeh amltu d , oln

probl mes doéinterf®rences caus®s par | es

rendent laborieux le développement de ces analisas le cadre de cette thése, de



nombreux efforts ont été déployés afin de dévmdopune chimie de surface

per mettant | 6 anal yGette chimie daaurface vse a eduirep | e x e .

| 6i nteracti on eqldsirées de la satriceoconlexe letdassurface n

ddanal yse, dans | e but ddrectgmaatr damstunr e une an

échantillon clinique.

Les surfaces d®vel opp®es pourront °tre ut
chercheurs souhaitant développer des expériences de biodétection et les agpliquer
milieu clinique, s ode la eecharchéu seindunsgstemeldé avancement
santé Par exemplesi un petit apparet apabl e de donner |l e r®sultat
de mal adie ou doun taux de dr&ementadament dans |
le bureau du médetiun patient pourrait avoir son résultat arsianément, durant
son rendezous avec le professionnel de la santé. Pour les tests de routine, cela
pourrai-t d®sengorger |l es | aboratoires doanal
d®pl acer gu dautefeis, la Balité est ehawre bin de objectif c 6 e s t
pourquoi les chercheurs continuent de travailler au développement de ces nouvelles

techniques et au transfelés technologies entrelbboratoireet lemilieu médical.

Suite au développement de chimie de surface, des expériences dedtiodé
ont ®t ® effectu®es dans lde batteeho®Pmourt démanla
utilisée dans le cadre de cette thés®@r squ b6 el | e darssuh milemp | oy ®e
représentatif du milieu cliniqu&n effet, la réalité du milieu clinique esiriale celle
du | aboratoire de recherche. Lor s du d®vel
bi od®t ecti on, pour | e d®pistage doéun cancer |
dans un laboratoire de recherche s@atli®es avec du matériel commercial. Les
échantilons sont donc tous trés semblables les uns aux autres et il est plus aisé de
développer une méthode analytiqgue. Toutefois, lorsque la technologie doit étre
implantée au milieu clinique, il faut adapter les expérienaaseanouvelle réalité.
Les échantilbns cliniques sont de composition et de concentration tres vayidble
est donc n®cessaire de sobdassurer gue | a m®t
suffisamment robuste pour pddoansletadrede | 6anal yse

cette thésele dévd opp e ment en | aboratoire doéun essai



d®pi stage doébune r®action allergique chez
| 6admini stration doandm®PWorcd mM@n® dgsbf €c C u
échantillons cliniques de patie s d e | 6 ustine ontate andlysésmaveela

technique nouvellement développée.

Aussi, grace aux expériences avec des échantillons cliniques, la
compr ®hension des difficult®s | i ®es ~ | 0a
optiques éergentes comme la spectroscopie de résonance des plasmons de surface
offre une contribution significative au milieu scientifigue. Ces connaissances
per mettront ~ do6é®ventuels chercheurs de
efficaces, ej udqam@l yse o matrice compl e

cliniques devienne chose commune.

Ainsi, |l es travaux d®crits dans <cette
d®vel oppement doune nouvelle technol ogi e
coltdemabcul es doint ®r °t dans des fluides bi
déun cancer ou | e suivi doéun traitement,
utilis® pour |l e d®vel oppement doéun nouyv

| 6 av an e klmeharthe Moanalytique actuelle.

1.2 LE CANCER DANS LA MEDE CINE ACTUELLE

Le cancer est connu depuis des millénaires. Selon la Sdeiégeherche sur
lecancer des ®cr i ts daagasanttdC. ahHee netrduveodecrivai 0 0
la méthode deetrait de tumeurs cancéreuses Tout ef oi s, cbdest pl u
laseconde guerre °mondéeée sl & c igenanifestEpounlae®s s 6 e
cancefy puisque | e nombre de publicatfons sc|
Déaill eurs, depQalmuveadx@dcles stientifiguesdagrodo® du
cancer sont répertoriés chaque année dans la base de recherche PubMed.gov et ce
nombre atteindra bient6t 2000 si la tendance se maintienCet engoament

phénoménal des scientifiques pourlecaecert r epr ®sent ati f de 1| 0

maladiedans notre sociét&n effet, le cancer est, a ce jour, la plus grande cause de



décés au Canatlat la seconde plus grande cause de décés auxUktiafset ce,

mal gr ® | 6augmentation des mesures de d®pi st
| 6efficacit® des tr aletcancemetupsdongunéOmaee ~ | a r ech
importantedans la médecine actuelle et dans la recheethee, certainement pour

encoe plusieurs décennies.

Dans le cadre de cette thése, deux cancers en particulier seront explorés, soient
le cancer du sein (section RPRet la leucémie (1.3) . Dbune part, de nou\
chimies de surfaces ont été développées pour permettre le dégistageer du sein
par | 6analyse de | ysat cellulaire (chapitres
développé et utilisé avec des échantillons clinigdessérumpour permettre la
d®t ecti on dounelors Qataitementes pEatiehtdeucémiqges e
(chapitre 1V).

1.2.1 Dépistagedu cancer

Gr ©ce aux avanc®es r®centes en recherche,

sanguine du patient pour voir si certains biomarqueurs y sont présents, comme le

HER2, tel quéil ser a Udbiosmarquéu®estunelmalécglee ct i on s ui
bi ol ogique permettant de di ff®rencier un pat:i
sbagir de divers types de mol ®cul es, comme de
peptides ou autre, et sont généralement trouvés léa fluides biologiques (salive,

urine, sang) ou les tissus (tume@iPs)_a prise de sang est piewasive et est souvent

préconisée pour dépister le cancer, mais elle peut parfois mener a des résultats

erronés, entre autres dans le cas ou le biomarqueur serait en trop faible concentration

ou |l orsgque | e taux nor mal |déeaultirema rCueesur |vearc
par exempl e, de I 6antig ne prostate sp®cifigqg
cancer de | a prostate. Puisque | e taux nor mal

est ardu de déterminer avec certitude si un taux de PSAdamsgesal 6un pati ent es

i ndicateur déun cancer ou so6il3est simplement



De facon générale, une biopsie de la tumeur sera effectuée etelealgsée
par un pathologiste qui étudiera les cellules par microstopiermettant de

déterminer si les cellules prélevées se différencient des cellules normalgsnsign

ai nsi |l a pr®sence dodébun cancer. Cette tech
des sp®cialistes, est | aborieuse. De plu
pr ® vement de | a biopsie et Indrkne once ¢

longue période de stress pour caluiPar conséquent, le besoin de développer de
nouvelles technologies permettant la quantification de biomarqueurs dans les biopsies

afin de pallier a ces inconvénients est indéniable.

Afin doéal | ®&egsetrde peenstirepan persadmkiude laboratoires de
bi ochimie clinique dobéeffectuer l es anal
sbav®rer tr s wutile. Le Iysat cellul aire
biopsie par une méthode méaame, chimique ou dans un bain a ulns. Pour
faciliter la lyse, les cellules sont baignées dans une solution de lyse contenant des
d®t ergents afin de briser | es parois cel
lysat est simple a prépareretequ | 6 anal yse peut °tre effec
serait possible pour wun patient dobéobteni
apr s |l e pr®l vement de sa biopsie. Ain
éventuellement étre utilisée pour le tégpge du cancer du sein, mais aussi de
nombreux autres cancer s, comme | a | euc ®mi

ou débun ganglion peut °tre utilis®e pour

1.2.2 Cancer du sein

1.2.2.1 Contexte

Le cancer du sein est le canteplus répandunez lafemméetlo i mpor t anc e
de la recherche poul e d®vel oppement de nou&¥keaux t
démontrer. Les progrés immenses en taerdeetraitemerg font que a ce jour, 87%
des femmes atteintes dbébun cancer du sein

la fréquence du dépistage a aussi joué un role clé dans la diminution du taux de



mortalité, car plus t6t un cancer est détecté, plus grandes sont leeschin

rémission.

1.2.2.2 Dépistage

Lorsqudun m®decin observe |l a pr®sence do
di verses options sooffrent ) reuse.Lepour d®t er 1
dépistage actuel du cancer du sein se fait en plusieurs étapes. En premier lieu, une
mammographie permettra au médedendétectet a pr ®sence dobébune tumeur
cancer est suspecté, une biopsie de la tumeur sera prélevée et un pathologéste pour
d®t er mi ner soil sbagit dodune tumeur <canc®reu
sont aussi offertes, comme la scintimammographie, la galactographie, les analyses
bi ochi mi ques sangui nes, | 6anal yséde des r ®cep
| 6 e x preHERA. Lee méddcin déterminera la technique la plus appropriée pour
émettre son diagnostic et poursuivre le traitement le plus approprié avec sa patiente.
Do6ail lamlysed, | b & x p HER2sicréénun dngouement en recherche
durant les derniéres années, puisque la surexpression de la protéine membranaire
appara’t dans 20 " 30% des cancers du sein adg
dans le sang indique ursque de cancer accflf. Bi en quodune surexpressio
protéine HER2 ne soit pas visible dans tous les types de cancers du seti,atlle
présente dans suffisamment de cas pour rendre pertinente la détectamite
prottine.La m®t hode actuell ement uti |l ies®e par | e
| 6 ex pr eHER2 estnunedétude histochimique. Une biopsie de la tumeur est
effectuée et la quantité de HER2 dans les cellules est déterminée par
immunohistochimie |HC) ou par hybridation in situ en fluorescence (FISH) 0
Lb6anal yse s anguquanta efletre ttitks® pourpdéterrminer si un
traitement est efficace conitrest evicatnicrme ddw
cancer produisant une grande quantité de HER2mai s nde st pas util i s
diagnostic de cancer au Canalfalgré celg | 6i nt ®r °de dépigsiagea ce t ype

mené a une impressionnante quantité de publications scientifiques a ce sujet.



1.2.3 Leucémie

1.2.3.1 Qu 6-eeqytie la leucémie

La leucémie, qui est diagnostiguéhez plus de 6000 personnes par année
seulement au Canatlanait dans les cellules souches de la moelle osseuse. Ces
cellules, qui normalement devraient se développer en cellules matures et occuper
diverses fonctions dans le systeme sanguin, deviennent@utégcue | 6 on appel
blastes, soient des cellules sanguines immatures. Ces cellules sont développées dans
un trés grand nombre et ne peuvent pas occuper les fonctions normatebulies
sanguines. Petit a petit, les blastes viennent a occuper amdivgilume dans le sang
qgue celuici cesse de fonctionner normalementa r i | néy a plus su

cellules saines pour accomplir les diverses taches du systéeme 3anguin

Il existe quatre principaux types de leucéra@on letype de cellules souches
originaires du cancer (myéloides ou lymphoidg$ rapidité a laquelle se propage
le cancer. Dans le cadre de cette these, il sera question de la leucémie lystipliebla
aigué (LLA, ou ALL en anglaif soit untype de leucémie prenant naissance dans les
cellules souches lymphoides et se développant trés rapidement. La LLA affecte
principal ement | es enfants, ce qui noest
leucémié®!2 Grace aux avancées de la médecia LLA a un taux de rémission
supérieur a 8 depuis prés de 40 ans, ptes patients en bas g€ Ce haut taux
de succ s est d% -~ | 6 a m®dntsahimiathérapique d u m®|
donné aux patients. Par exemple, d L-aspaaginase, une enzyme de source
bactérienngestmaintenantouramment utilisedans les mélanges de médicaments
chimiothérapique pour le traitement de la LLA grace sa grande efficacité
Toutefois, nalgréle haut taux d succes dans le traitement deygeetde leucémida
recherchecontinue debatre son plein pour tenter de trouver un moyen efficace de

traiterlesautres patients ne répondant pas efficacement aux traitements



1.2.3.2 Traitementde la leucémiavec la l-asparaginase

La recherche est encore trastive pour le développement de nouveaux
protocoles de traitemen®urles patients leucémiquesien g cdle-ci repose sur
plus de 60 ans de recherch€sb e s t en 195 % quepes propdétéd. Ki dd
thérapeutiqgues du sén de cochord dide ont été observées sur la réduction de
|l ymphomes et cbdest *n pac6ti®geemInBPr Bueomé ®t a
son contenu eh-asparaginas&n effet, la Lasparaginase était trouveé@ns le sérum
des comldens nmhdls pas dans Loesqusl®sémumded dautres a
cochomdedo®t ai t administr® ° des siouris aff]l]|
régressait. Toutefois, le sérumn 6 ®t ai t efficace qgue sur cert
Paralélement, L.J. Old'® a pu démontrer pour la premiére fois les effets-anti
leucémiques dealL-asparaginase en guérissant des souris atteinte de ce cancer. Par
la suite,grace b 6 i s ol at i ocampartt de bactéresscherichia colpar L.T.
Mashburn?’, H.F. Oettgent® et J.M. Hill 1% les premiers essais cliniquest été
conduits des 1967 etont permisla rémission de patients leucémiques suite a
| 6admi ni st r-asparaginase. depuis ette Ipériode, les protocoles de
recherche se sont améliorés drastigeletn mais la kasparaginase est toujours
utilisée dans la majorité des protocoles, en combinaison avec plusieurs autres agents

thérapeutiquegyracea son efficacité démontréé 2024,

Les principales sourcesedL-as par agi nase uti |l i s®e aujour
traitement de la leucémie sont les bactétissherichia colet Erwinia chrysanthemi
carl 6ef fet t hl®F earmpzymeépgresaaiebatté@iest reconntr.
Toutefoi s, | 6 wagpardginasea dansole traittment [da la leucémie
comporte un inconvénient majeue nombre de réactismllergiques est tres élevé a
cause delaprvenance bact ®f% &€maeaffet, ledarx de 6éactionsy me
allergiquesp e u t s 0 ®1 plusedr deuyxtiers gles (patients selorertaines
études®®?® et varie en fonction dutype de ®p ar at i o n dedaenméthodee n z y me ,
déinjection, de | a quamsadnni®régs.&neffet,aee et du no
| 6avancement de | a r e ¢ htieérapehtiguesontd &€ nouvel l es

développées afin de réduire le nombre de réactiongyigileys des patients, en



utilisant de la kasparaginase provenant lded E r whryeantlemiou en utilisant
une L-asparaginaserotégée par des groupements polyéthyléne glycol, appelée la
forme «pegylée. Malheureusement, peu importe la forme qui estsé#j certains

patients auront une réaction immunitaire contre le médicament. Il est donc important

pour l es m®decins doeffectuer un sui vi <
d®montrant une r®action i mmunitaire, cor
L-asparaginase, lesaiatis par agi nase, ou |l a diminution

1233 Sui vi du traitement par ELI SA et mesu

Dans la région du grand Montréal, les enfants atteints de LLA sont soignés a
| hdpital SainteJustine et suivent les gozoles de recherche @A.1 et 11001 mis
au point par leDana Faber Cancer Institute (DFCI¥* en ce qui concerne
| 6admini stration de | e Ces protocas de eecherche en ¢
visent a améliorer le traitement contre la LLA et & minimiser sa toxanit@daptant
le traitement administré au patient si cadudéveloppe une réaction immunitaita
m®t hode utilis®e actuell emertELISAdela ef f ec
g u a n tantitosantiFasparaginase dans le sang des patients, ainsi que la mesure
de | 6act tagparbgasdle haut taux doéanticorps,
| 6 a c deilav-aspagaginasendiqueront que le patient a une réactimmunitaire

contre le médicament et que son efficacité peut étre réduite.

En milieu hospitalier,ds analyses sanguines plus complexes, comme celles
n®cessitant de steliessqodh &k g lu 8 Aquerdnemem/dygss e
a des laboratoires &tnes qui envoient par la suite les résultats aux hopiiarx.
exempl e, pour |l es patients Flestine,@mi qu e s
®chantill ons sont pr®l ev®s ~ | 6htpital,
Institute, a Boston, ou uramalyse est effectuéiBien que ce systeme soit fonctionnel,
une analyse simple et rapide, qui pourrait avoir lieu sur place, permettradudes
significativement | e temps doébanal yse, <ce
et rendrait la procture globale moins fastidieusar exemple, pour les patients

leucémiques, le suide traitement est primordiahr ils peuvent avoir une réaction
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allergique au traitement et celté doit étre détectée le plus rapidement possible

pui sllgmét au traement. Si les analyses étaiemffectuéessur place, le

traitement pourrait étre ajusté en quelques heures seulement, donc le patient aurait

moins de chance gque ses symptl!mes sbaggraven
efficace. L a r raipdushii gra@dentrt aititeadans deecassoa la
concentration dobéun m®di cament dans l e sang
précisément. Si les échantillons sanguins du patient pouvaient étre analysés en

guelques minutes seulement, le suivi du taux de méaichserait plus efficace et la

médication pourrait étre ajustée beaucoup Ep&lement, favorisamtinsila réussite

du traitement

Bien que |l a rapidit® dbéanalyse soit i mpor
hospitalier, il est aussi primordial que lésultats apportés soiehnti ab | e s . LOAELI SA
étant une technique robuste et utilisée depuis plusieurs années, elle est la technique
de r ®f ®rence dans | e d®vel oppement de nouvell

1.3 TECHNI QU EMNALYS3E BIOANALYTIQU E

1.3.1 ELISA

1.3.1.1 Théorie

LOEL{d®AS age do6i mmunoads dreptlioamyggaari senzy me |
Linked Immunosorbent Asgagstune techniquenise au pointu début des années

70°031 et est utilisée auj our ddhui comme | a technique de
bi oanal ytiqgue. Mal gr ® | 6 ® ovelley echrmiogees d 6 un e mu |
analytiques, | 6ELI SA demeur eclifigpeasgré&cenent uti | i s

a sa fiabilité et sa robustes&® plus, les appareils commerciaux sont congus pour
per mettre | 6anal yse de pl usirdemens par®c hanti |l | o
groupes d®6ou 384 ce qui rend | Ibeaisteadiff¢rents tyges s ef f i c a

doessai,s sbl lehA | 6essai sandwi c h, | 6essai con
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indirect.Selonl es n®cessit®s de | 6anplusapmaprié | e ty

sera choisiPuisquel 6 e s s ai Fgueld)wisch | Gessai l e pl us
utilis® et quobi l a ®t ® utilis®-cikaas | e
présente.

secondaire

Substrat
Anticorps r
\\J

Anticorps
primaire

Antigéne

/4

Anticorps
de capture

Figure 1.1 Schématisationd e | 6 es s ai sandwich dans un

Dans un essai sandwicbn anticorps de capture est placé sur une surface
polymérique, de sorte a pouvoir capturer un antigene qui lui est spécifique. Par la
suite,unantcor ps secondaire se |lie " |l o6antig n
|l a cha" " ne |l ourde de | 6anticorps secondair
enzyme, fréquemment forseradish peroxidas@HRP), qui permet de transformer
un substrat emne molécule produisant un signal coloté tétraméthylbenzidine
(TMB)***¥est wun exemple de substrat pouvant
comme les autres substrats chromogénes, le TMB dexddoré, ce qui permeta
|l ecture du signal par un spectrophot om t
conna“tre | a quantit® dobéantig ne pr®sent ¢

dans la solution a analyser.

1.3.1.2 Avantages et inconvénients
Dansleslaborati r es ddéanal yse, | 06ELI SA est ut
pui squoi l sbagit doune technique fiable

comporte cette technique est | a possibildi
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Lapratiquecourante st dout i | i s @uits, poesédam déaccpleraent!®gl | t i
ou 384 puits, permettantinsil 6 anal yse de di enaunenseilde do®c hant i
expérience CecC i per met doé®conomi ser ®nor mPment de

cent ai nes doenttteaamatyséd. | ons doi v

Le principal d®savantage de | 0OELI SA est q
une journ®e enti r evarientdéerquelquesheures atpuseurted i ncubat i

nuit®3, sans inclure le temps de préparation des solutions ni le temps de lecture de la

plaqueLor sque | es analyses ne sont pas urgentes
simultanées ont n®cessaire, |l e temps dbébanalyse a pe
doanal yse par ®chantill on est mi ni me pui squ
analysés simultanémem.ans ce type de situation, | 6analy

car elle est efficaceToutefois, dans les cas ou seulement un petit nombre
do®chantillons doit °tre analys®, ou dans un
doanal yse peut sParv @xemplre,bl®malta gwu®di cati on

étre controlée avec préci on et qubell e n®cessite des ajus:
jour, | 6utilisation de | 6ELI SA ndest pas rec
emp°che doéoobtenir | es r®sultats dans | es d®lIl :

patientL 6 aut r e @sraivnacnitpaagle di n h ®r ptusidurs anticborgse L1 SA e st
et réactifsdi f f ®r ent s doi vent °tre wutilis®s au cou
peuvent étre trés coltelix Certaines techniques alternativesilisant moins de

matériel biologiqueo er met t ent dobéeffectuer des analyses

En bref, | 6ELI SA est une techniqgue robuste
|l es | aboratoires dbéanalyse bioemgehd/ti que gr ©Oc
guelquesnconvénients, principalement la longue période de temps requise pour faire
les expériences, motivant ainsi les chercheurs a développer des techniques
alternatives pouvant gegr ces désavantageka spectroscopie de résonance des
plasmonsd surface est une technique de bioanal ys
| 6ELI SA. C e ¢omree plusteard autreg techniques alternatives, est basée
sur | dutilisation de biocapteurs, surtout | or

clinique.
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1.3.2 Les biocapteurs

Un biocapteur est défini comme étant un outil analytique exploitant une
réaction biochimique spécifique reposant sur une ou plusieurs composantes
biologiques et permettant de traduire le signal biologique en phénoméne détectable,
comme un ignal dectrique, thermique ou optigtte Ces composantes biologiques
peuvent avoir différentes formes, comme une protéine, un anticorps, une enzyme, une
cellul e, un assembl age dbéacides nucl ®i que
organelle, etc. Par exemple, une enzyme attachée damt®de pourrait permettre
|l a reconnai ssance sp®cifigqgue dbébun analyt
molécule qui peut étre oxydée et, ainsi, générer un signal électrique. Le principe de
fonctionnement d®cri't i C aptewr depuisdoagtempsd a u
commercialisé, soit le glucometre. Plusieurs autres principes de fonctionnement sont

possibles pour les biocapteurs, dont celui exploité dans le cadre de cette these, soit le

changement doéun signal ep®cgheqgse déun e
une enzyme | i ®e "desbpactraseopiefda résenacé desplasnomst e u r
de surface

1.3.3 La spectroscopie de résonance des plasmons de surface

1.3.3.1 Principe de la résonance des plasmons de surface

Le concept de résonance g#asmons de surface a éndroduit a la fin des
années 6038 mais il a été beaucoup plus exploité daes duelques derniéres
décennie¥. La spectroscopie de résonance des plasmons de surface (SRRade
Plasmon Resonancen anglais), est une technique optique basée sur la mesure
déindice de r ®fracti ol Dgngun mstranent SRR, usur f ac
faisceau lumineux est dirigé a travers un prisme dans lequel il entre en réflexion totale
interne. Cbest gr©ce “ |l a r®flexion total
peut pénétrer la surface et interagir avec les électrons. Ce phénoméne est appelé

résonance des plasmons de surface.



14

// T
Plasmons
Solution de surface
/ M -

/ Onde '
/i |Au évanescente

|
f
/

// F'ris%\ /
/ o0& B .

Figure 1.2 Principe de la spectroscopie de résonance des plasmons de surface

Lephénom ne de r®sonance des plasmons de sur
entre un faisceau |l umineux et | es ®l ectrons |
métalet | 0i ui¢lextriguéd’é e Lddomrdes éldcteonsia la surface du
métal peut étre apparentée a une onde et est appelée «plasmons de (Figiaee>»

1.2). La r®sonance des plasmons de surface appa
incidente est transférée aue@ronsmaise | a ndéest possible qud”™ cor
v e ct e urdesdphatonsdikcidents soit égal aue ¢ t e u r desdéfectrond e

oscillant$3. Pour cette raison, le faisceau incident doit étre dirigé sous la surface a

travers un prismé @dice de réfraction élevét étre en réflexion totale interne, de

sorte que sor e c t e u rpuissedétraaudneentéet g u @arrésponde a celui des

plasmons de surface. Sans cette conditiory, lesc t e u rs sie pdudraiempesétre

egaux.Lesvecteursd 6 o s1sdne décrit par les équations suivaste

N O— T [1] N Q-i 0 (2
oulkpest | e vecteur doondeeluidelslunpéleansideamen s de sur f
en®f | exi on totale inter koeedans dlebdxae [xaumet rgol(
olaest |l a lophgueluesddbadeonstante di ®l ectri que
m®t al, |1 0indice woesépt ®sadieel desol®Ritracn) odg o
est | 6angle déincidence de |l a |l umi re.
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Seule la composante électrique de la lumiére peut exciter les plasmons de
surface. Pour cette raison, le faisceau incident doit étre polarisé «transverse
magneétique» (TM ou pLonsistant emne polarisation digeant le champ électrique
perpendiculairement a la surface et le champ magnétique parallélement a la surface.
Dans cette polarisation, le champ évanescent de la lumiére entre en contact avec les
électrons de surface et le photon ayant le mémeec t e deque deé mlasmonest

absorbé.

Le choix du métal fait aussi partie intégrante du phénomene SPR, puisque
seulement quelques métaux possedent les propriétés nécessaires a la résonance

plasmonique. La partie réelle de la constante diélectrique du mététréanégative

pour gque | e m®t al pui sse supporter | es p
| 6argent, du platine, de | 6i nd%iPlusieursdu cui
de ces métaux sont trés codteux, comme le platifeietn di um, ou of fr ent
sensibilit® ° | 06indice de r®fraction, t e
souvent | e meill eur choix, car il ne s 00X

performances acceptables au niveau de la seréillte plus, la chimie des thiols
per met dobébattacher solidement et facil eme
surface doéor, facilitant ai nsi l a fonct.

développement de biocaptetirs
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1.3.3.2 Instrumentation

(A)

Milieu d’analyse
Métal

Source ‘ '?r[sm?/ .
< i

Polariseur

Milieu d’analyse
Métal

(B)

\ -~ . Prisme

Polariseur

Figure 1.3 Configuration optique des instruments SPR

En SPR, il est possible de mesuree changement de | ongueur d
l umi re polychromat i qligurel38)ros deuneesulel® angl e est
changement doangl e | or s qu eFigutedl.3B). dangueur door
configuration a angle fixp er met | a mi ni aturisation du syst
peut étre placée a 180°rete n®cessi te pas de modi fication d
incidenteUn f ai sceau | umineux provenant doéune sou

travers un pri sme, puis est d®vi ® vers | a ¢
réflexion totale interne. Liaisceau est ensuite réfléchi, puis dirigé vers un détecteur.

Un polariseur est placé avant ou apres le prisme afin de permettre la lecture du signal

SPR en polarisation p, tel guoexpliqu® ~ | a s
Dans | e cas doun iomsde ufmmere, " | daommparearirl |c
légerement différen(Figure 1.3B). Dans ce type de montagg,ue | don dit en

configuration Kretschmanryn laser est dirigé a travers un prisme sphérique ou
cylindriqgque. & | 6nrglafixe, anrpolatigeur bsb utilisés Ensuteme nt °  a

le faisceau lumineux est réfléchi sous la surface métallique et est redirigé vers un
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détecteurL6angl e de mesure est d®termin® selo
Ainsi, a tout moment, le signal mesuré agssi sensible que possible. Le détecteur
est généralement un tube photomultiplicateur se déplacant afin de capter un maximum

de lumiére réfléchie. Ce type de détecteur permet une sensibilité accrue, mais un

temps doébanalyse plus | ong.
Bi en qubobéenti il matgmwem rsoitgénéralechent pfus sersible
guodédun instrument ° angle fixe, | 6avant age

a prévalu dans le cadre de cette thése. Ainsi, un montage a angle fixe tel que celui
représenté a laigurel.3A a été utiliséLa mesure du signal SPR a donc été effectuée

en mesurant | e changement de |l ongueur doc

1.3.3.3 Mesure du signal SPR

(A) (B)

—_——
Augmentation de
lindice de réfraction

Réflectivité (u.a.)
Longueur d’onde (nm)

Longueur d’onde (nm) ’ Temps (s)

Figure1l4 D®pl acement de | aalbg@maret &tPiRoms udd el &
réfraction a la surface (A) et suivi en temps réel de la position du minimum de
la bande SPR (B)

Lorsque | e vecteur déonde doébun photon
pl asmons de surface, | 6 ade snétalligue esbtraduitte c e |
par un minimum dans | e spectre (kgarer ®f | ec
14A). Lobéoscill ation des plasmons de surf ace
prés de la surface, un changemérii ndi ce de r ®f raction, ca
mol ®cul e par exemple, modifiera | e vecte

aura pour effet de modifierlalogueur do6éonde (FigurepdAp€eon absc

déplacementgut étre tracé en fonction du tempgyrel.4B), ce qui permet le suivi
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en temps réel des phénoménes mesurés, une interaction ardictgese par

exempleLa sensibilit® ° |l 6indice de er®fraction
déenviron 200 nm ~ partir de | a surface m®t
di mi nution du champ ®l ectromagn®ti qgue associ
surface. Le champ électromagnétique est a son maximum tout pres de la surface, puis
diminue de &4 - on exponenti el | e-ci.dorsque @W®inatérieh n a n t de ¢
s6badsorbe sur |l a surface dbéanalyse 7 | 6int®ri

peut étre quantifié avec une grande sensibilité.

1.3.3.4 Quantification de matériel adsorbé

Sel on Idédu mgplaceneute la bande SBRa quantité de matériel
adsorbé a la surface pourra étre détermiAd i n d o6 ®t abl ir une courbe ¢
en SPR, |l e d®pl acement de | a bande SPR est m
solutions de nadrnydentaarnrn w nCeradrdlement, uaep par ei |
sensibilit® de | 6ordre du nM ou du pM est obt

tout a fait appropriée pour la détection de biomarqueurs.

La cin®tique dbéadsor pti on nidhermadeyte ~ | a s
Langmui-&di rcebeggue | 6adsorption se fait tr s r
beaucoup récepteurs moléculaires sont disponibles, puis ralenti pour atteindre un
plateau, 0% | 6®quilibre entr edéplateamentpti on et d
entre h ligne de base au début dentasureet le plateawde chaque concentration
d 6 a n qui egttakeulépourf or mer | a ¢ o ulrdores gdubéRUu nad ognanmangee . d e
concentrationsuffisammenp et i t e est wutili s®e,repgute cour be d
étre tracée en considérant que la relation entre le signal et la concentration est pseudo
l'i n®aire. Dans | e cadre de cette th se, la m
tracées avec cette méthode. La relation entre le signal SPR et |antcatime

étaitdécritepat 6 ®quati on ° | a page suivante.
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G HaBY Q 3]
- Ot HABO 0

ou <spre€ S t |l e d®pl acement de | a |l ongueur do
[anal yt e] est | a , KKacest daeconstaneeltdiacsns o @nfreant a loynt e
| 6anal yemeuretmnaxd set rl®ec | ongueur doéonde 0% | 06
une concentrati.on dbéanalyte donn®e
Toutefoi s, | orsqubéune gr anddéedesgrmmme de
SPR ndéest pas | i n®aliaememde ptr erdatoslation ochd e a

entre le signal et la concentration st(gelement 6i sot her me de Langmu

Tel qgue vu dans cette section, l a SPR
rapide et sensible de divers analytes en solution. Dépendamment des besoins de
| 6as@a,l yell e pourrait servir dobéalternati ve
comparer les avantages et inconvénients apportés par chacune des techniques afin de

choisir celle qui est |l a plus appropri ®e

1.3.4 Comparaisondela® R et de | 6ELI SA

Le b®n®fice de | 6utilisation de | a SPEF
une autre techni que troi®avantaged najelrs, dat r ®s i d e
rapidit® de | danalyse, l e fai bl eseno 3%t et

matrice complexe
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ELISA SPR

c 10 - 30 minutes
/J[\} 0.5 - 1 heure

1 -2 heures 15 - 20 minutes (facultatif)
1-3 heures 10 - 30 minutes
W\~ |
0 - 16 heures 0 - 20 minutes

*Pour I'ELISA, une étape de blocage de la surface avec une solution tampon peut étre ajoutée. Cette étape est d'une durée de 1h.
**Pour les deux techniques, une étape de préparation de la surface est effectuée. Cette préparation peut étre effectuée sur plusieurs
échantillons en méme temps et est d'une durée similaire pour les deux techniques.

Figurel5 Compar ai son du temps dobébanalyse pour | es
SPR

La Figurel15 montre | es di ff® r entes ®tapes dodéun

sandwc h et doéun essai SPR avec une d®tection

d®montr e, |l es ®tapes doébanalyse en ELI SA son

nombreuses que <celles dbébune m®t hode SPR. De

ddéi ncubat i odessusdes$ éiapdsrd® agoavant prendre quelques
dizaines de minutesont nécessasp our | 6 ELI SA. Au contraire, | e
en SPR ne prennent, en général, que 2 a 5 mirittegeénéral, une analyse ELISA

prend de nombreusesahgseeSPRtpndnd madosedaun

Léutilisation de mar gueur s fluorescents |

multiples étapes de détection en ELISA, contribuent a augmenter les codts et le temps

doanal yse. Avec | a techni estpossbl®, Buledn®@r squodune
mol ®cul e de capture est n®cessaire ° | a surf
ELI SA, et aucun marquage ndest n®cessaire. To

deux types dobéanal y deasnombieas giécueade cagpturesp or t i onnel
utilisées. En effeth i e runegsai@PR wilise q wide petite varieté de molécules

biologiques,soitnou deux anticorps seulement, | 6ELI SA
plus petits volumes par échantilon d onc | e c o pat échdrdillomestant i cor ps
redui t . Cbhest pl ut?®t l e nombre ddédanticorps ¢

analyse.En résumé, selon les quantités de molécules biologiques utilisées pour
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chacun des types dbéanal yse, | e oca3¥t dsdeurnae

analyse par SPR sont moindres.

Finalement, un des grands avantages de la SPR est que les mesures peuvent

°tre effectu®es en milieu (ou matrice) ¢
traverser | 0®chantildenl. o®ehdmtiit| do®vperrm
concentration doébanalyte |l a plus ®| ev®e p
nombre de mani pul ations ~ effectuer, donc
de | 6anal yse en mat r deprende enrogrpte lge ghénoméhe e st
de | 6 ads-gpegifigjue.on non

1.3.5 AnalyseSPR en matrice complexel e d ®adsorptibrenort 6

spécifique

1351 Description du pioRonspacifique de | 6adsor pt

Puisque la SPRebtas ®e sur | a si mptéfeactiomeebeur e de
estsusceptible de mesurer un signal 1speécifique. Un signal nespécifique est di
| 6adsorption de mol ®cul es diverses °~ I

néi ntervient g®n®r al ement pas Iltampenque | e
salin, ma i s dapsaun fluidd sarguireuldgnstoeis lesautres fluides
biologiques | 6 a dnerespépifiquie peaut étre problématique développement

de m®t hodes SPR en matrices complexes est

technique en milieu clinique.
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E W1 1
5 Signal non-spécifique %qlﬁ
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* ;‘.;;{: \, :rl.h . ; g Signal spécifique
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m g’ Signal non-spécifique |
[=]
- >
Injection Détection Temps (s)
Figure1l6 | |  ustration du pho®mspdiiquedelydadi adsor pti on
cellulaire sur un capteur sans monocouche autassemblée (A) et avec une
monocouche auteassemb®e vi sant ~ r ®d uspéeciiquellBladsor pti on
En milieu clinique, |l es analyses sont effe

le sérum, le plasma, en lysat cellulaire, etc. Tous ces échantillons biologiques sont

composes de differents types del@coles, comme des protéines, des cellules, des

l i pi des, des sucres, et c. Ces mo-l ®cul es S 0|
sp®ci figuement N | a surface dodéun capteur S|
i ndi ssoci abl e de c &bueil6Ade Ic@an aldyetsea d i ncth®rn°g
déindice de r®fraction global qui est mesur®

a chaque analyte.

Afin déemp°cher ce ph®nom ne et permettre
de se lier a la suate, divers types de chimie de surface ont été développés pour
minimiser les interactions des molécules de la matrice biologique sur les surfaces SPR
(Figurel6B).Cel a per met donc de mesur egansl e signal

amplifierle signahiaugment er | a concentration de | 6anal
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1.4 CHIMIE DE SURFACE

1.4.1 Les monocouches autassemblées

1.4.1.1 Utilisation des monocouches atdssemblées

Les monocouches autssemblées (SAM Self-Assembld Monolayers,
sont des couches de malées se formant a la surface de divers matériaux dans un
arrangement structur ®. Ces coucelleese ont |
forment pas de bicouches ou de multiples couches. Le processus se fait généralement
de facon spontanée. Elles peuvawoir plusieurs utilités dans le développement de
m®t hodes bioanalytiqgues en SPR. Tout dobéal
aux biomol ®cul es agissant comme r ®cepteu
SPR. Les biomolécules, comme les anticapst treés sensibles a leur environnement
et peuvent facilement perdre leur activité. Un anticorps qui serait adsorbé directement
sur une surface déor ou sur une monocouch
risquerait de voir son activité significativme nt r ®d ui t e, di mi nuant
ducapted. Les monocouches doivent ®gal ement
spécifique des molécules de la matrice biologiques. Ces deux propriétés seront
essentielles dans la conception dexdpteurs SPR présentés dans cette thése.
des interactionsles plus connues pour les monocouches -agsemblées est

| 6i nt ¢hiolooc t i on

1.4.1.2 Principe de formatiomt or gani sati on des mol ®cul e

Les composés suHorganiques peuvénformer des monocouches sur
pl usieurs m®t aux de transition, comme | e
cbest | a for mati eans sceembrmao®ecsc oswcrh el s6 oaru tqou i
dans la littératur®. La formation de monocouches adtssemb ®es doal canet

sur une surface door a | i®u en deux ®t ape
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La premiére, trés rapide, est dépendante de la concentration de thiol en
solution et du nombre de sites de liaison disponibles a la surfaese molécules
s 6 ad s or bapidementét rde facon assez désorganjséar la quantité de
molécules présentes en solution est assez gpmdegue le phénomene ne dépende
pas de la diffusiofftypiguement 1l mMM)En s ui t e, se faiade pluserpptus o n
lentement a mesurequeles t es doéi nteracti drfsaddiogpdnioml es
des molécules a la surfasait le modéle cinétique de Langnf8irEnviron 8690%

des mol ®cul es sdadsorbent " |l a surface dur ant

La seonde étape est beaucoup plus lettdure plusieurs heures. Durant cette

p®ri ode, |l es mol ®cul es ° | a surface soO6organi
dans une forme sbébapparentant ° un cristal. Le
chaines dimnuent | 6®nergie du syst me et favori se
mol ®cul es. Plus | e nombre doéinteractions de V

cristalline de la monocouche sera compdctear exemple, les longues chaine

alkyles des alcanethiols forment une monocouche trés structurée grace aux multiples

i nteractions de Van desrd atiganblécules akkades contr e,
structures moléculaires moins réguliédescristallinitéde la monocouche diminue.

Des agrégats et une structure irréguliere représentent mieux la réalité des
monocouches awassemblées de molécules différentes des alcanéthidlalgré

cela, les monocouches atassemblées formées de molécules irrégulieres ont une

cowerture de surface suffisamment grande pour que les propriétés de surface soient

dépendantes de la nature des molécules.

1.4.1.3 Caractérisation des propriétées monocouchgmr angle de contact

Les propri ®t ®s hydrophobes ou- hydrophil e
asemblée peuvent étre décrites par la mouillabilité de la sudéterminée grace a
| 6angl e qgduee cfoonrtneecrta une gouttldam@éaudaveonht ac
esimesur ® entre -$@liinderédtaclebapeurestidéagare | | qui de

| 6®quat i o' Cettee équatmmu repyésente la relation entre les différentes
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tensions de surface appliquées sur une goutte déposée sur une surface dans un milieu

gazeux, commedl a(Figurel.7).

rwET T I (4]

0 Yav, v © ts représentent respectivement les tensions de surface hyajoiur,
solide vapeur et solide liquidexr e pr ®s ent e | 6angl e de cont a

La forme sph®rique doune goeotlhforee est di
qgui retient |l es mol ®cul es ddeau ensembl
comparativement au volunet ainsid i mi nuer | 6 ®n e ridpaleenent i br e d
seule cette forcdevrait étre utilisée pour caractériser les interactions entre une goutte
ddeau et une surface. Par contre, | es gol
| 6angl e de contact mesur® dans un sSsyst me

des fores extérieures comme la gravité.

Monocouche hydrophobe Monocouche hydrophile
(8y>90°) (8y < 90°)

,.-YIv
. Ysi /
Ysv | |
Figurel7 1l I l ustration de | 6®tude du ph®nom n
par | a mesure de | 6angle de con

De fagon générale, une goutted egai formera urpetit angle avec la surface,
donc qui s 0 @i, indmderaaine swface lydrdphile Au contraire, une
goutted 6 ef@mant ungrandangle avec la surface, donc qui semble repoussée par
celle-ci pour minimiser les interactions, indiquera une surtagdrophobe(Figure
17.Dans | e cadre de cette th se, | a mes.

monocouches awassembléea été effectuée en déposantune goute@le ¢ L dbdeau
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ou de PBS sur wune pl angaowcheda étadrer. Ensuitepumer e r t e de |
photo de la goutte était prise et les angles de contact pour les c6tés droit et gauche de

|l a goutte ®taient mesur ®s gr©ce au |l ogiciel 1
fois pour chacune des monocouches. Gefzemis de comprendre quels sont les

effets de leurs propriétés physiconi mi ques sur | eur capacit® 7 r
nonspécifiques.T e | quoi l sera discut® dans | es <chapi
physicachimiques efficaces pour la réductidne ddoteonnons p ®c i fi que doéune
matrice complexe varient en fonction de | a
Bolduc®, il a été rapporté que les monocouches les plus efficaces étaient hydrophiles.

Ces résultats sont contraires a ceux observés dans le cadre de cette these ou les études

d 6 a d s o r gpeédifique onhétereffeadas dans le lysat cellulaire. Cela démontre

bien | 6i mportance de | a caract®risation des

d®vel opp®es pour s@®Ciife qluaddaumet inomuvrednd e mq

142R®duction de | éspedfguwer grace oau non

dévebppement de chimie de surface

Tel gue mentionn® pr ® ®demment , l a r®ducti
compl te de -bpéciHigus de mplécules biologiques sur une surface est
n®cessaire ° | 6anal yse en matrptioncner compl exe.

sp®ci fique est trop | mp masqué patle sighatnosi gn al de
spécifiqueet i1 sera i mpossible doéeffectuer | a quar
qgui est nor mal ement requi s | orheursdnmbanal yses &
développé divers types de chimie de surface permettant la réduction significative du

signal r ®s ul t an tspédfigue tledraattises bigdgiquesn Il esto n

i mportant de noter que | a chimie se surface
choisie. En effet, les propriétés de surface recherchées pour la réduction de

| 6 ads or pspécifue den esémum sont complétement difféent@méme

contraires, aux propriétés recherchées pour le lysat cellulaire. Ces différences ont

mené a la distinon des axes de développement de chimie de surface pour le sérum

et le lysat cellulaire.
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1.4.2.1 Résumé de la littérature

1.4.2.1.1 Sérum

La recherche de mol ®cul es pgspédcifijed t ant ¢
dus ®r um a d®but ® dans | e $anaéen2B0 guetale, mai s
de recherchest enessot’. Diverses classes de molécules ont été développées pour
r ®d u i rrptionlnérapédfiQue de sérumsur des surfacesdde maisparmiles
plus exploités a travers les annéasg trouventes oligo- et polyéthylene glycal
Plusieurs groupes de rechercm développéles films de polyéthyléne glycols ayant
des structures de toutes sortes (linéaires, brosse, dendriétpuEse qui a permide
réduiresignificativement 6 a d s o r-gpécifique de protéines sériquasec une
val eur de couverture de surf atse® Qetter un c:
valeurestla pluspetitq u @otl possi bl e dnbiastdeleng/onilee car ,
signalmesuréne dépasse pas le brufittitre comparatif, une valewte couverture de
surface de 80& 51 ng/cnt a été rapportée par Olivier Bolduc pour sa surface la
moins efficacedas sa premi r e ®t-gpétiBquesda séruinlfoaird s or pt

sur des capteurs SPR

Pami les groupes de recherches ayant développé des surfaces trés efficaces
Hong Chen et ses collegues ont synthétisé un polymére de poly(N
acryl oyl amino®t hoxy®t hanol ) padsorptientdé ant de
protéines de sérum et de plasma humain En augment ant | 6 ®pai s
polym re jusqub” environ 28 -speaifigue del s ont
diverses protéines a 0,3 ngfaprés un ringage au tampon salin. Dans le néure
déi d®e s, Hongwei orlatlisé tin palyobgo(&hyléneé ghgal)e s
m®t hacryl ate de m®t hyle) (poly( OEGMA)) pc
sérum bovin detal non dilué®. Ils ont fait varier la dent du polymére a la surface
afin doéoptimiser son ef fspécifaueiettot réussia ®d ui r
obtenir moins de 1 ng/chd 6 a d s o r pécifigue apnés on ringage avec un

tampon salin.

Les polymeéres a base de carboxybébair@® et les brosses hydroxyalky®és

6773 ont aussi été grandement exploités et amontré des performances
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équivalentepour | a r ®duct rspénifiquk @exsdra pon giltéisorn n o n
des c apt Entrer autre, dHana Vaisocherova et ses collegues ont étudiés
différents polymeres, soient un pHEMA et un pCBAA, pour leur capacité a réduire

| 6 ads o r-gpécifiquede plasma sanguin humain et de plusieurs autrésasatr

comme des jus de légumesetdftait 1 | s ont non seul ement ®tudi

spécifique de ces matrices sur les polymeres directement, mais aussi lorsque les

®

polym res sont fonctionnali s®s. Cela a per mi

ddune monocouche pour-spécif@ueulorsque celebestd sor pt i on

attachée a un anticorps qui affecte les propriétés de surface. Le polymere pCBAA

I

sdbest av®r® tr s efficace pour toudftes | es mal

d 6 adtenonong p®ci fi que pour toutes | es matrices
fonctionnalisé. Lorsque les polymeres ont été fonctionnalisés avec divers anticorps,

le pCBAA a conservé une bonne efficacité, avec une adsorptiespdmifique de 14

ng/cnt.

D 6uresexemple de chimie de surface dévelogg®durréduirel 6 ads or pt i on
nonspécifiqgue de sérum solets peptides courtdls ont été utilisés en 2011 dans le
groupe de JeaRrancois Massdfiet en 2015 dans le groaiple Karl S. BooksA Un
polymére composé deseusni t ®s doébapparence peptidique a
Shaohui Lin e rétré 6fficdc®. Eneffes dpolgniére poly@®athyk
b-alanine), ou PEtA, a eu une adsorption-spgcifique apres rincage au tampon salin
de 108 pg/mrh(ou 10,8 ng/crf) et 98 pg/mrhi(ou 9,8 ng/crf) pour le plasma humain

non dilué et le sérum humain non dilué respectivement.

Déautres cl| as s aussi ééaévelappé&cnials aesserannpis
discutésici. Ces informations sont regroupées dans la revue de littérature effectuée
en 2015 par Christophe Blaszykow$ki

1.4.2.1.2 Lysa cellulaire

Contrairement au sérum, la recherche portant spécifiguement sur le
développement de surface ® d ui s ant | -§pécdique depysat cellulaira o n
esttrés limitée En 2015, ¢ groupe deédana Vaisocherova utilisé une surface de

polycarbx y b ®t ai ne af i n de -spé@fitueide lysaticélldaites or pt i on

a

n

(
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pour permettre la détection de migh&®N par SPR’ et en 2016 Christopher J.
Benjamin et ses collégues ont développé un polymere a base de polyéthyléne glycol
per mettant de r ®gpaciiguede lysataeldaversges grilesxde n o n

microscopie a transmission électronique (TEM)

Quel ques exempl es d 6 uaddsorptiorsnarspécilique de p o |
peuvent étre trouvés dans la littératfi?& mais, a notre connaissance, nous sommes
le seul groupe de recherche a travailler sur le développement de chimie de surface
destin® ° r®duire p-spédigus derysahcelluléiré suddesor pt i
surface  d Baoaexemple, Bependra Tyagi et ses collégues ont utilisé des surfaces
fonctionnalisées avec de courtes chaines de poly(éthylene glycol) et des polyméres
de type pOEGMA et p HEMA p-spécifigue deédysat r e | 6
cellulairé®. 1 1s ont ®tudi ® eb surldsangidorpsdde détectianr f ac e
l'i ®s ° |l a surfacep®ti Buqué pachapbpsptl ennibo
nouvelles surfacedl.en est de méme pour Parayil Kumaran Ajikumar et ses collegues
qui ont caractérisé un polymére detique PAMAM 4 étudié son effet sur la
r@ducti on de-sgédfique dedysapcellulat® mods ndont pas
un nouveau type de polymere, mais ils ont fait une étude détaillée de ses capacités.
IIs ontentre autresnesuré la capacité du polymere a retenir un anticorps lié a sa

surface

Dans le cadre de cette thése, les peptides et les liquides ioniques ont été
d®vel opp®s pour r ®pkdfigue ede ysét aaldatoa. pAfinid® n  non
comparer les diversesionocouches autassembléesle matériel adsorbé a été

quantifié.

1.4.2.2 Méthode de mesure et formules utilisées

Afin de conna’ tre | 6ef f-assemhiée tca®tred 6 un e
| 6 ads or-ppécifiqua de hysancellulaire, celté doit étre exposée au fluide et
le matériel adsorbé doit étre quantifié. Dans le cadoetie these, toas les mesures
de biodétectionont été f f ect u®es par SPR. Cbdbest donc

analytique que le matériel n@pécifique adsorbé slesmonocouches étudiées a été
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mesuréEn SPR, l a wvariati on rédpées deda sarlaceest r ®f r act i
directement liée a la quantité de matériel adsorbé suraellette information est

traduite par | 6instrument en variation de | on
SPR, appelée déplacement SPR. Le déplacement SPR pdite éire transposé dans

| 6®quation suivante afin de conna’ tre | a quan
ng/cnt :

., a S”= [5]

) — A Ep <
q a - [

ou {i est la quantité de matériel adsorbé en ng/gmest la densité de la
monocouche autassembléeg kst la distance de pénétration du plasmon de surface,

m est lasensibilité du systeme SPBadsorbé € S t |l 6i ndice de r ®f ract.i
monocouche autassemblée etlsoltion € S t | 6indice de r®fraction
complete.

En util i sant cette ®quation, -1 a guantit

spécifiquement sur diffefréene s monocouche a pu °tre d®ter mi nG
r®duire | e pl us pppésifEueldds monbcéuahessconsigetéesen n o n
plus efficaces sont celles ayant une valeur de couverture de saufst@res de zéro

gue possible.

1.4.2.3 Caractérisation du matériel adsorbé par spectrométrie de masse

Afin de comprendr e | e -spébifgymeaenatices ddadsor pt |
complexessur desmonocouches awassemblées, une étude par spectrométrie de
massepeut étreeffectuée.Julien BreaukTurcot a efectué une étude visant a
comprendre quelles prot®i nes s®riqgqgues sobadso
courammenttilisées en SPR En comparant unsghiolnfiébnocouche do
MHA) , un poly®thyl ne glycol et deux peptide.
nonspécifique de sérum, il a pu obsenlem di f f ®r ence dbéaffinit® e
protéines etlessurfaces] a dbéabord observ®, tel qubattend

®t ait efficace po wpécifig@dmoingilg avhit@apmoteimespt i on non
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|l a surface. Il a ensuite fait | 0observati
des affinités spéfiques avec certaines protéines. En effet, la protéine kininogen 2

noé®t ai tquesur Ge senlé surface, soit la surface ddPA-HHHDD-OH.

Cette surface ®tait pourtant -ppéafigue.ef f i ca
Ces observationsontperns de mi eux comprendre -l e ph®r

spécifiquede sérum

Dans le cadre de cette theseudt i | i sati on do6-UOFM&ppareil
(Matrix Assisted Laser Desorption lonisatibifime of Flighti Mass Spectrometry,
ou DésorptionlonisationLaser Assistée par Matri¢eTempsde vol I Spectrométrie
de Massepa permis do6®tudi er | e-spgcliq®@adaderysahe doa
cellulaire. Cette technique f f r ai t | 6avantage de pouvoli
déoadsorption del usysraetp rc®slelnutlaatiirvee sl epso spsi b
En effet, une monocouche atdos s e mb| ®e pouvait °tre for m
puis immergée dans le lysat cellulaire. Ageastrait du lysat, la plague pouvait étre
directement recouverte de matridea@alysée immédiatement par spectrométrie de
masse MALDITOFMS. Cette technique ne nécessitait pasincage ou le retrait
physique du mat ®ri el adsor b®agdranderaents ur f ac

facilit® | 6anal yse.

1.4.2.4 Théorie du MALDITOF

Le prindpe de & désorptiosionisation laser assistée par matrice (MALDI)
reposesurlacor i stallisation doébune matrice o0Or g:¢
une surf a% e Ldb@amdlyty e est mis en solution
est d®pos®e sur une plaque qui sera tran
aussips si bl e de d®poser |l a matrice direct eme

a la section précédente.
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e Tube de temps de vol
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cellulaire déposé sur
une plaque d’or et
recouvert de matrice

Laser

Figure18 Pr i nci pe de | 6instrumentation ddéun appa
masse MALDI-TOF

En gectrométrie de masse MALOIOF, bi oni sati on de | 6®chant
produite suite a une cde impulsion du laser ¢80 ns) La matrice organique utilisée
per met | 6absorption du rayonnement | aser et
| 6i oni sati onanagserUt ompes®bl' e doéi ons est cre®®
| 6 anal y ssegrace aduee diffcaesice de potentiel appliquée entre le début et la
fin de | a chambre doéionisation. Ce potenti el
traversera le tubde temps @ vol, suivant un parcours linéaire exempt de champ
électrigugFigurel8). Pui sque | a formation doéions se f ai
trés courte, le point de départ de ceinest sensiblement le méme, peu importe la
taille des ions. De plus, ils débutent tous avec sensiblement la méme énergie cinétique
globale. Ce faisant, la séparation de masse dans ledtutmmps @ vol se fait
uniqguement grace a deux facteurs | a masse des 1ions et l eur C

suivante reprgente la relation entre la vitesse des ions et leur masse, démtantrant

relation inverse de damsletubeewmpsdwl!:| 6i on et sa Vv
. Us
6 = 6]
0% v est la vitesse de [(1H02xd@°Clezeslmt | a charg
charge de |1 6i on, U est | e voltage appliqgu® et
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Pour des ions de méme charge, la séparation danselele temps de veera
basée uniquement sur la masse. Les ide petite masse atteindront le détecteur en
premier etvicevasa. Selonl e t emps qubéont prletsbedees i on:
tempsdevgl | danal ys e uraurdspectraaesasse ga®ignalese r

donné pour chaque ratio masse sur charge.

Mal gr® que | 6®ner gi e mesqudmimg,ulexiste ni t i al
une légére différence pouvant nuire a la résolution du spectre de masse dans certains
cas. Afin de corriger cette déviation, un réflectron peut étre utilisé. Un réflectron est
compos® dbéune s®rie do®l eccschapeisbeda t u®e s
temps de volPlus les électrodes sont prés du détecteur, plus elles ont un grand
potentiel électrique. Les ions de méragomass&chargema i s d écibétigues g i e
initiales différentes qui pénetrent dans le réflectron poursuivendr l&rajectoire
jusqudé”™ ce que | eur ®nergie cin®tique soi
Plus un ion a une grande énergie cinétique en entrant dans le réflectron, plus il
pénétrera loin, donc plus il passera de temps dans le réflectroettBdagon, tous
les ions de mémmatio masséchargeatteindront le second détecteur exactement au

méme moment, améliorant ainsi grandement la résolution du spectre final.

La spectrométrie de masse MALDIOF est grandement utilisgmur faire
| 6 a n almpléceles deraut poids moléculairadle maniere intactesl est donc
possibled e f ai r e | 0 a ragoigssmwlécdlardeplusode MRDa &8s
pl us, l a diversit® de matrices organique
matrice ,” nmebhaamal y't dd 6i oni sation | a plus e

Cette technique per met maiSeherparmheyasssi, de pr
suite © une digestion tryptique, |l 6analy
| orsqudun spect restgénéreé, instpassblediefairp tng deg¢onde s
analyse, appelée spectrométrie de masse en tandem, pour connaitre la séquence
dbacides amin®s dans chaque peptide. 1
avec plus de précision. Cette caractérigtiqua ®t ® expl oi t ®e | or s
cellul aire afin de conna’ tre | 6i denti t @

développées.
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La spectrométrie de masse MALDIOF per met aussi | anal yse
rendant cette technique parfaitement appropriges p |l 6analyse de |l ysat
adsorbé sur des monocouches @agsemblées. En effet, puisque la membrane
cellulaire est composée de lipides, ceusont tres présents dans le lysat cellulaire.

Gréace a des études menées au cours de cette these,mousavd ®t er mi n® quodi |l s

contrairement -spéecifiqgdeangssirée ep sérum au ca somt plutbt des

prot ®i nes gui sbadsorbent a u hpides par f aces.

spectrométrie de masse MALDIOF fat nécessaire a la compréhension du
ph®nom ne do-apdcfique de tysatacellulaireses monocouches auto

assemblées de peptides développées dans le cadre de cette thése.

1.4.3 Peptides

Les peptides sdnutilisés dans notre groupe de recherguair réduire
| 6 ads or-gpécifiqualleppis A 08. 11 s ont tout ddédabord
par Olivier Boldué>, qui a d®montr ® quden modifiant
était possible de modifier les propriétés physibomiques des peptides et, ainsi,
modifier leur capai t ® ~ r ®d ui r-gpéciliqdea lce IM@mepptiricipena n o n

ensuite été appliqué pour le lysat cellulaiams le cadre de cette thése

1.4.3.1 Structure des peptidesilisés

®t
I

Ce

®

a

Un peptide est wune c,desunités structuellesides ddbaci des

proténes Les peptides peuvent étre produits digérantune protéine, grace a
certaines enzymes spécifigues commetrigpsing mais ils peuvent aussi étre

synthétisés, en ajoutant un acide aminé a la fois sur la séquence, pour batir une chaine

delalongueur@s i r ®e. CoOest cette seconde m®t hode
cette th se, car el | e p earstrneture chindiquelesi r un pl ei
peptides développgslonc sur leurs propriétés physichimiques.De plus, cette

méthode de synthés per met dobéaj out er-tennmal dedachaipee ment t hi

peptidique afin de former une monocouche @agsemblée sur les capteurs SPR.

®

|l es principaux r e s p o rspéaifiqlieede lyshtecellllairea d s or pt i on

«
-

qui

o
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Figure1l9 St ruct ure chi mi que douamingsepayantde f or r
un groupement thiol au Nterminal

Les acides aminés ont un groupement amine, un groupement carbaxe et
chaine latérald_orsque des acides aminés sont assemblés pour former un peptide, le
groupement esthé augroudeenanl Gwam boxyl e de | dautr
une cha’” ne dRgareld ees graupement® Atéraux sont expasés
l 6envirenhnemest Pridce st ewxssqbl e de cont
physicec h i mi g u e daced Raueremples enrutilisant des acides aminés ayant

une chaine latérale tres hydrophotmmme la leucine, le peptide résultastplutbt

hydrophobe. € | dinverse, | orsque des aci
hydr ophi |l es s o natide adpartique,sleRpeptide césultamteest pldtdt
hydrophilee.C6est donc en variant l a nature de

physicecc hi mi ques doéun peptide seront contr 1]

1.4.3.2 Types de peptides utilisés

En utilisant des acides aminés avec desm@tgs differentes pour former les
pepti des utili s®s p o-gpécifigue® d west rpessible @ead s or p
déterminer quelles propriétés sont plus effisgmrr empécher le lysat cellulaire de
s 0 a d sadarswface des capteud® plus, il est pssible de faire varier la longueur
des peptides afin déobserver | 0efficacit@
nonspécifique. Finalement, il est aussi possible de faiverses combinaisons
dbébaci des ami n®s ay anutconplénentgreelp mén®@des®s s i mi
monocouches encore plus efficaces que des
répété plusieurs fois (les détailsld® ®t ude sont Ionn®s au chay
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Nature des
acides gminés
Longueur de; Séquences des
chaine acides |Elminéss
§ g % ; ¢ - |
s )
S ] S S s S S
\ 1
Figure 1.10 Schématisation des structures des monocouches aatesemblées
peptidiques utilis®es pouispédifiguede@ydat ct i on de |
cellulaire

La Figure 1.10 représente les types de peptides a chaine courte ayant été

a |

(@)

synt h®ti s®s dans | e cadre de cette th se. L
les différents types de modificatiode la structure des peptides qui peuvent étre

effectuées dans le but de modifier leurs propriétés physitniques.

Tout dibestlpossibde,de modifidre nombr e ddédaci des ami n®s
pour former un peptide, afin dé®valuer quel

| 6 ads or-gpécifique FigurelO, billes rouges de gauche)

Ensuite, i est possible de modifier la nature des acides aminés ¢hasis
observant | 6effet de | a .pan$laFgurdal®0 lest de | a c h:
peptides ayant une seule couleur de bille représentent des homopeptidéeslesoie
peptides form®s doédun seul aci Epétuiant N®, r ®p ®t G
| 6efficacit® des homopept i d-epecifiguejrestl a r ®duct i
possible deléduire quelles sont les propriétés physgihoniques les plus effaces.

Finalementles peptides schématisés par une alternance de billes de couleurs
différentesa laFigure1.10 représentent les multiples possibilités de modification de
la structure lorsque des hétéropeptides sont synthétiséeffet, il est possible de
combiner les propriétéphysicechimiques de plusieurs acides aminés en les

combinant et ealternant leur séquence, afin de créer de nouveaux peptides. Puisque
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les peptides sont attachés a une surface, il a été obsedvéqaer dr e des aci de
dans la séquence pouvait influencer grandement les propriétés de fudiace

chapitre 11) car selon | 6ordre des acides ami
groupements fonctionnel s qui. Cessej¢semnt expo

discuté plus en détails dans le chagitre

1433 Avantages de | 6utilisation des peptid
En faisant | a conception de mol-®cul es
sp®ci fiqgue de I ysat cellul aire, ila ne f a

molécule la plus efficace trouvée, est de former des biocapteurs permettant la
détection de matériel biologique. Les molécules doivent donc avoir trois
caractéristiques importantesformer une monocouche atd@ssemblée sur une
surface dbéancrpgemddbuner ®éepteur mol ®cul s

récepteur biologique.

Le premier avantage apporté par les peptides dans le développement de
biocapteurs est queprs de la synthes@eptidique i est ai s® doa
groupement thiol en b de chaineCe faisant, les peptides synthétiggsivent
sbaasgvembl er surLankrecauand axwardtbaoge des pe
tous un groupement amine et un groupement carboxyle. Lorsque le peptide est
synthétisé, ce sont ces groupements se lie entre eux pour former la chaine
peptidique, mais il reste toujours un groupement amine terminal et un groupement
carboxyle terminal. Bns le cadre de cette thése, les peptides ont été volontairement
synt h®t i s®s en f on quedudeniemaaide arhir®e st exénspt c ar b «
de tout groupement fonctionnel supplémentdireir Figure 1.9). Grace a cette
propri ®t ®, peu i mporte | aatajugsat&ossilde d o ac i ¢
dbédassur er |ébdeptauc mateguie adadsurface du capteur SPR par un
couplage avec un carbodiimidéinalementun autreavant age de | outil
pept i de soffrensaux poptéides un environnement hydraté et semblable a leur
structures. Ce faisant, ils meisent les chances que le fonctionnement des

molécules biologiques liées a la surface spttmaf®.



38

1.4.3.4 Méthode de synthese
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Figure 1.11 Synthése peptidique sur support solide

Autant en milieu industriel quden recherch
solide est une m®t hode grandement rutili s®e pc
un a un les acides aminés, donc de contréler parfaitement la séquence peptidique. Les
acides aminés choisis pour la synthése sur support solide portent des groupements
protecteurs sur les groupes fonctionnels qui ne doivent pas réagir durant leureouplag
a la résine. Dans le cadre de cette thése, le groupamargétait protégden rouge
sur la Figure 1.11) ors de la synthég€igurel.11), le premier acide aminé est greffé

sur la résine servant de support solide par ladotmi on do&éun (eniben pepti di gu
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sur la Figure 1.11)I est ensuite déprotégé, la résine est désactivée, puis le deuxieme

acide aminé est greffé. Le cycle de déproteetictRa ct i on est pour sui v
le peptide ait atteint la longueur désirfen exc s dbdéaci de ami n® e
maxi mi ser | e nombre de r®actions avec | a
pur possible. Malgré cela, il est possible que certains sites de réactions ne puissent
réagir durant le premier couplage. Pagette raison, une étape de désactivation est
faite apr s |l e premier couplage, bloquant

l es risques dbéavoir dnégsenmanp dansdasédgueace.e ¢ d e ¢

1435 Concl usion sur ildaugs ipowratlianr @cewc tpiepn

nonspécifique de lysat cellulaire

Grace aux propriétés décrites dans cette section, les peptides ont été utilisés
dans le cadre de cette thése premiere hypothegeour rr ®dui re- |1 6adso
spécifique de lysatetlulaire. La facilité de modulation des propriétés physico
chimiques grace aux modifications dans la séquence peptidigup er mi s d o6 ®t u
plusieurs dizaines de peptides différents, afin de bien comprendre quels types de

propriétés étaient efficaces.

Toutefois, a cour s de | 6®t ude sur | 6ef fi c:
| 6 ads or pédifigue, um plateau a été atteint, de sorte que les peptides
d®vel opp®s sembl ai ent avoir attein nt l a |
spécifique de lysat delul ai re ndéayant pas ®t® compl
mol ®cul e utili s®e pour -speédafigue @ étancodifiecdes de | ¢
liquides ioniquegprésentés a la section suivaote donc été choisigar ils ont eux
aussi des proprietéesfad e ment modul abl es et sont reco

des anticorg.

1.4.4 Liquides ioniques

Les liquides ioniques, découverts en 1914 Paul Walden suite a ses

observations des propri ®t ®s p% ysent qu e s
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aujourdohui utilis®s dans unaaddéniquesetsi t ® i mpr e
industriels. Par exemple, les liquides ioniques peuvent agir en tanf®due ct r ol yt e s

pour des batteries au lithid#¥?, servir comme électrolytes de fagon généfakire

utilisés comme additifs pour les peintifeétre ajoutés aux agents nettoy&ntsyir

en tant que solvant velt et servir comme solvant pour la catalysela synthése

organiqué: %’ La grande diversité de leurs structures chimsque r met dobéadapt er

les liquides ioniques aux besoins spécifiques.

1441 Quod-est qudbun | Pquide ionique

La définition de liquide ionique est tres générale, ce qui explique son large
éventail de structuee c hi mi ques, donc ses multiples dom
liquide ionique est un sel organique ayant un point de fusion inférieur a,18€
un | iquide const3% %8 Bngénéral,des kiqdes iortiqued 6nt o n s
un noyau cationique etunconireon ani oni que, mai s LdsOi nver se es:s
propriétés physicehimiques uniques des liquides ioniques leur conférent de
mul tiples avantages pour | a syirmserinese organi q
multitude de composés, étre utilisés pour la synthéseilezu tres polaire mais non

aqueux et étre utilisés dans des systémes souyscaitiés ne sont pas volafifs

Cations Contre-ions anioniques
R, R R R, F F
s® PNENTE g 8., E@F@"F NC’N?CN
R Rs — R R F FF
X
c o
| Ry Riv-Re O\ O/O 1 N
@, @y N NN 0o L0 .0
Ny (@7 BN FsC-S-0°  0=Cl-0
N R; £4 FiC \\O O// CF3 6 6
Br® cl© 19

Figure 1.12 Noyaux et contreions communsdes liquides ioniques

La structure générale des liquides ioniques cationiques comporte un noyau

positif et une ou plusieurs chaines alkyle¥, ai nsi -pun@Egatif(Figuent r e
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1.12). Les noyaux cationiques sont souvent
soufre.Des exemples de contiens frequemment retrouvés sont les halogénures (Br

, CI, I, le perchlorate [CIG]), (le bis(trifluorométhylsulfonyl)imide [NTf2]), le

triflate de trifluorométhanesulfonatd ((Tf]), le tétrafluoroborate [BF4]), le

dicyanamide [N(CN)2]) et | 0 he x a flRRINY PPdlmlisesgnb ane e (
grande variété possible de liquides ioniquegc des propriétés physicbhimiques

différentes selon les chaines choisiesrpde noyau cationique et selon la nature du

contreion, permettant ainsi de préparer un liquide ionique spécifique a ses besoins.

1.4.4.2 Types de liquides ioniques utilisés

Dans le cadre de cette thése, des liquides ioniques ayant un cation imidazolium
ont éé utilisés.Tout comme les peptides, les liquides ioniques devaient réduire
| 6 ads or ppédifique denlgsat cellulaire efficacement, tout en permettant
doattacher un r®cepteur mol ®cul aire afin
et | 0d@mamgls®cul es doéoint®r°t. De pl-us, pui
spécifique de lysat cellulaire ont été conduites sur les peptides avant les liquides
ioniques, il était possible de prévoir que des liquides ioniques hydrophobes auraient
unemeillem e ef fi cacit ® p o u-spédfiqued. Ainsi, des liqddesd s or pt
ioniques comportant un groupement thiol, une longue chaine alkyle et un acide
carboxylique ont été synthétisés. Le thiol a pour fonction de permettre la formation
déune moauwmassembl ®e de | iquide ionique
SPR et | 6acide carboxylique permet | a | i e

moléculaire comme un anticorps.

L6éeffet -idoun csounrt r ebefficacit® des i q
| 6 ads or pmpécifigue a rawssi été étudiee. En effet, les coomre ont
différentes propriétés physiahimiques et peuvent avoir une influence sur les
propriétés de surface. Les conivas étudiés étaient BBF4, PR, CIOs et NTf.
Cette gamme de contréons a permisd 6 ®t udi er | 6effet de | a
| 6hydrophobdendesurcohteéficacit® des [
| 6 ads or-gpécifiqua de tysaincellulaire.
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La nomenclature des | igeui'dels6éawthnriegueBamnvsar |
revue de littératureffectuéepar Jason P. Hallet et Tom Welton, la nomenclature
Ssui vante a ®t ® ®t abdtdeelariticalarnom deelivebsliquided 6 uni f or mi

ioniques:

[«(Groupement fonctionnélln» «(Groupement fonicinnelYCm» «noyau
cationique»]
ou (Groupement fonctionné&l)et (Groupement fonctionnéliindiquent la présence
déun groupement fonctionnel sur |l es carbones

longueur n et m et ount Gy indiquent le nombre de carbone deaque chaine
alkyle.

Cette nomenclature a aussi été utilisée dans le cadre de cette thése. D
|l iqui des ioniques ont ®t ® sy rFiglle®tl3d s®s avant
gauchg, soient le [(HSYCi12(COOHYC2im]* et le [HS)*?C12(COOHYPCsim]*. Ces
liquides ioniques ont une chaine alkyle de 12 carbones sur laquelle un groupement
thiol est attach®, ai nsi gudune <cha"ne alky
carboxylique est attaché. Les deux liquides ioniques ont un noydwimio |l i um, do6 o %

| 6abr ®viation ¢i me.

Br it Longueur de Contre-ion
@N’\)Lou chaine
SH {"COOH| COOH COOH COOH COOH
[(HS)"?C12(COOH)*C,im]* COOH
o 4o 20 o0 OO .
o . " e ¢ @
NN
SH
[(HS)"*C12(COOH)’C:im]* & & & & ‘& =

Figure 1.13 Schématisation des structures des monocouches auatesemblées
de | iquides i oniques wutilis®espécifiqgneur | a r ®duc
de lysat celluhire
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Tel que mentionné précédemment, la modification de la structure des liquides
ioniques ainsi que la modification de la nature du ceiotménfluencent les propriétés
des liquides ioniqued.a section de droite de Eigure1.13 illustre les différentes
modi fications effectu®es au cours de cett
du groupement acidcarboxylique a été modifiémoit deux ou 5 carbones séparaient
le noyau imidazole du groupement acide carboxyliqueuiEngour les deux liquides
ioniques, la métathése decoatran a ®t ® effectu®e afin do

ion sur les propriétés de surface. Un total de 10 liquides ioniques a donc été étudié.

1443 Avantages de | 6utilisation des | iquid

Lepi nci pal avantage recherch® par | 6ut
r®ducti on de -spedfguk do lyspttcelldaire sorades capteurs SPR
pl ut?t gudun autestqudiylpead®@dt @Mod®mohes® pe
conservaient 6 igité des anticorps a la surface des capféuGrace a cette
propri ®t ®, ai nsi quo- la flexibilit® d:
groupements fonctionnels n®cessaires ° |
ioniques sontune classe de molécules trés prometteuse dans le domaine de la
fabrication de biocapteurs. De pl us, |l es
propriétés physicehimiques modulables grace a la métathése de eomse
Lorsqudun | i gtun doatreéonacdonnégestemis &ry smlation avec un
contrei on ayant une plus grande affinit® av
contreion se fera automatiquement. Cette propriété s | i qui des i oni g
aussi vraie lorsque les liquides ioniquesrst f i x®s ~ une surface
sur | a r ®duct i o-gpéciliqre deddiffdrentes gropriét@ésnphysicap n
chimiquesdesconteons a pu °tre ®tudi ®, sans avoi

individuelle de chacun des couples caiimidazoliumi contreion.
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1444 Concl usion sur | utilisation des | iquide

| 6 ads or-ppedfigua detysancellulaire

Gr ©ce aux | iquides i oniques ®tudi ®s dans |

(@)}
Q

nonspécifique de lysat cellule a pu étre presg®| i mi n®e. De plus, ° |
nouvelle chimie de surface, un biocapteur de HER2 a pu étre élaboré et la détection

de HER2 a été effectuée dans du lysat cellulaire. Cette nouvelle chimie de surface,

simple a synthétiser et trétable en surface, ouvre la voie pour le développement de

multiples biocapteurs pouvant étre utilisés en lysat cellulaire, pour le dépistage de

cancer par exemple.

1.5 OBJECTIFS DE LA THESE

Le premier objectif de cette thesmitle développement de chimie serface
per mettant |l a r ®d u-spédifique dedlysat ¢elfulaice sw dgst i on non
capteurs SPRans le but de permettre la détectib® anal yt es doéi nt ®r °t dan
cellulaire concentr@grace a une méthode comme la SPR déoautres m®t hod
anal ytiques ne permettant pas |l a distinction
signaldel 6 an.al Aftien dbéatteindre cet objectif, des
physicachimiques variées ont été développés et etaiehapitre 2Le phénomene
d &dsorption norspécifique a aussi été étudié par spectrométrie de masse afin
déoam®l i orer notr e compr ®hensi on doéun ph®nor
aujourdohui dans |l a |itt®rature. Gr ©ce ~ cet’
permettant la réductiod 6 a d s o r pspecifique denlgsat cellulaire a pu étre
d®vel opp®e. En se basant sur | es connai ssanc.
des liquides ioniques ont pu étre synthétisés avec des propriétés sihysiaues
optimisées. Ces liquidesiapues ont permis | 6®l i mination conm

nonspecifique de lysat cellulaire.

Le second objectif de cette thése visait a développer des biocapteurs SPR
per mettant | a d®t e ditedtement ddnd ales &dhgntillens ded 6 i nt ®r ° t
sérum etle lysats cellulaires Cel a a tout dbébabord ®t ® effectu
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les liquides ioniques précédemment développés ont pu étre utilisés pour fabriquer un

bi ocapteur permettant |l a d®t ection dobéun
directemendans le lysat cellulair&nsuite dans le chapitre 4, un second biocapteur

a ®t® fabriqu® afin d-aspamgmnaseaans esangde d ®t
patients leucémiques. Cette étude a permis de quantifier le taux de réactions
allergiqgues de pants traitésavec la kas par agi nase. Loanal ys:e
cliniques dans |l e cadre de ce projet a p
SPR en milieu clinique et de comprendre quels étaient les défis pour les chercheurs

en ce (uialysedetelsaéchantillons! 6 an
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2.1 ABSTRACT

Nonspecific adsorption of the molecular components of biofluids is ubiquitous
in the area of biosensing technologmsyerely limiting the use of biosensors in real
world applications. The surface chemistries developed to prevent nonspecific
adsorption of crude serum are not necessarily suited for sensing in other biosamples.
In particular, the diagnostic potential offdrential expression of proteins in tissues
makes cell lysate attractive for disease diagnostics using solid biopsies. However,
crude cell lysate poses a significant challenge for surface chemistries due to a large
concentration of highly adherent lipidSontrary to the nonspecific adsorption in
crude serum being suppressed by hydrophilic surfaces, the surface plasmon resonance
(SPR) analysis of serine, aspartic acid, histidine, leucine and phenyldiasee
peptide monolayers revealed that hydropho#nd positively charged peptides
decrease nonspecific adsorption when using lysate from HEK 293FT cells. A PEG
monolayer resulted in -fbld greater fouling than the best peptidaMPA-
(His)z(Leuk(Phe})-OH) under the same conditions. MALOIOF/TOF MS analsis
of the adsorbate from cell lysate confirmed that lipids are the main source of
nonspecific adsorption. Importantly, the MS study revealed that both the number of
lipids identified and their intensity decreased with decreasing nonspecific adsorption.
A peptide monolayer thus provides an efficient means to suppress nonspecific

adsorption from this human cell lysate.

2.2 INTRODUCTION

The healthcare industry constantly searches for methodologies to improve
diagnostic techniques, in terms of analysis timesiseity and selectivity. Despite
the numerous technological and medical advances, cancer remains one of the biggest
scourges of humanity. The need is thus well justified to develop early and reliable
cancer diagnostic technologies to improve the chanceewiission of cancer
patient8”>. ELISA assays and various biosensing technologies are the staple

methalologies for identifying and quantifying cancer biomarkers. These
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technologiesrely mainly on solubilized proteins found in serum due to the non
invasive nature of sample collection. Nonetheless, not all proteins are of diagnostic

interest.

Many biosensis have been developed utilizing a large variety of selective
bioreceptors, such as enzymes, antibodies or BhRifferent techniques such as
mass spectrometi8#1° or fluorescence spectroscopy employed for protein alfays
provide analytical detection of the results on the sensor. Surface plasmon resonance
(SPR) is an analytical tool of particular interest because it allowsimeamonitoring
of multiple biomarkers with sensitivity and rapidity. SPR sensing has been
significantly developed in recent years to quantify biomarkers in complex matrixes,
such as serutr%’ plasma® or salivd®. SPR biosensors have been shown to be
suited to detection of several cancer biomarkers in solubilized samples, such as
oropharyngeal squamous cell carcindfigprostate canc¥¥, colorectal, gastric and
pancreatic canc¥¥, intestinal cancé?’, liver cancet’®and ovarian cancEf, among
others. However, several types of cancer do not exhibit a significant protein or
metabolomic response in biofluids such as blood, serum, urine or saliva. In those
cases, biopsies are taken from the suspected tumor site to verify the presence of
cancerous cells. The staple diagnostic method, immunostaining and microscopic
readout, is lengthy, requires highly skilled pathologists and suffers from subjective
interpretatio. This procedure is thus prone to human error, which may delay the
assessment of the presence of cancer and retard the onset of treatment. To circumvent
this problem, direct lysis of biopsy tissue for biomarker analysis with a SPR biosensor

could provideanalytical grade results in less than an hour.

Cell lysate is a lipietich complex biological matrix, which is expected to
significantly foul the sensor surface. Although lipid adsorption promoted by different
surface chemistries has been used to immeabiaetive membrane proteins on
sensorsand as a membrane cloaking technique to analyse proteiasuni®, SPR
sensing requires low fouling surface chemistries. A recent review details the
significant efforts deployed to circumvent the nondpe@dsorption problem in

biosensing'2 The most promising surface chemistries include a polycarboxybetaine
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acrylamide surfadé® and polyMeOEGMA“ surfaces. Recently, a peptidoid
polymef!® and a peptidé® selfassembled monolayer (SAM) wepgoposed to
reduce nospecific adsorption of serum. All these surfaces have been developed to
prevent nonspecific adsorption of proteins from serum, but, to our knowledge,
attempt at developing loWouling surface chemistry for cell lysate has been reported.
As a result of the lipidich nature of cell lysate in opposition to the proteah
composition of serum, it is expected that the surfaces developed to prevent
norspecific adsorption from serum will not be effective when used with cell lysate
We have previously applied a surface developed for serum analysis toward analysis
using crude bacterial cell lysate, with moderate suétegdthough the enzymbi
lactamase was successfully detected in the test cell lysate, significant fouling was
obsered on the sensor exposed to a control cell lysate. The need thus exists to
develop a surface chemistry suited to reduce the nonspecific adsorption from cell

lysate.

Establishing the physical parameters governing nonspecific interactions from
cell lysate isprimordial to design low fouling surface chemistries. Understanding
nonspecific adsorption implies obtaining chemical information on the complex
processes involved at surfaces. SPR sensing provides quantitative information on the
tot al i ma s thechip. ¥spoovide efdrmatien on the chemical identity of
molecular adsorbates, a combination of SPR and mass spectrometry (MS) must be
used!® To date, SPRMS has been mainly applied to identify protaintibody
interactio!®. While this technique has tremendous potential, it has never been
employed for identification ohorspecifically boundmolecules. We show in this
paper a first example that makes use of matssisted laser desorption ionization
(MALDI) time of flight (TOF) MS for identification of lipids and proteins

nonspecifically bound to the SPR surface.
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2.3 EXPERIMENTAL SECTION

2.3.1 Peptidemodified SPR chips

A solid-phase procedure was extensively described in the literature to
synthesize the -BIPA-peptidesOH16117. 120 gnd wasadapted as detailed below
After the first coupling, the resin was peoted by reacting 10 equiv of-N
ethyldiisopropylamine (Alfa Aesar) and 10 equiv of acetic anhydride (Sigma Aldrich)
for 1 hour. Also, only 6 equiv of thyldiisopropylamine instead of 9 were used for
each amino acid coupling. Finally, the resin was dnealy 3 times with DMF
between each step, except when the resin had to be stored dry overnight, in which
case the DMMAMethanotDCM rinsing described in the literature were performed.
Theexact massf each peptide was verified using MS (H®)FMS, Agilert), with
a direct injection of al:1 w/v solutionof the peptide in ethanoBecause of the
electrospray ionization process, singly and multigiyarged ions attributed to the

expected peptides were observed.

Micro cover glass slides (22x22 mm, VWR) weleaned for 90 minutes with
a hot piranha solutionCaution! Piranha is highly corrosiye The slides were then
coated with @ nm Cr adhesion layer, followed by a 50 nm thick Au layer to create
the SPR sensor. The sensors were reacted overnight in a IM#s&ution of the
peptide to form the monolayer. The sensors were then rinsed with ethanol to wash
away the unbound peptidd3etailed studies of the formation and conformation of
the peptide monolayers concluded that depositing thiolated peptides atixmugn
potential forms a densely packed and single monolayer on the surface of Au sensors

117,121 A full monolayer is necessary to suppress nonspecific adsorption.

2.3.2 Cell Lysate

HEK 293FT cells were cultured a73C with a 5% CQ atmosphere in a
DMEM (-) cell growth medium (Life Technologies) in which 10% v/v fetal bovine

serum (Life Technologies) and 1% v/v of a 100x penicillin/streptomycin solution
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(Life Technologies) were added to obtain DMEM (+) culture meGwlls were
passagedand propagated to obtain pools of tells. The pooled cells were lysed

with 50 mL of RIPA buffer composed of HEPES (50 mM), NaCl (250 mM), EDTA

(5 mM), TritonX100 (1% v/v) and a protease inhibitor cocktail tablet (Complete
ULTRA tablets, glass vials from Roche Applied Science). The mixture was passed
through a BD25G1%2 needle to complete the lysis. Quantification of lipids in the cell
lysate was performed as described below. A common Bligh and Dyer extraction was
used to extractfiids'?2 Specifically, to 1 mL of cell lysate was added 3.75 mL of a
1:2 chloroformmethanol extraction solvent. After vortexing, 1.25 mL dbobform

was added, followed by the same volume of water after vortexing. The mixture was
vortexed again, then allowed to separate in two phases. The chloroform phase was
recovered with a Pasteur pipette, washed with 2.25 mL of water and transferred in a
pre-weighed vial. After evaporating the chloroform, the vial was weighed again to
quantify the lipids.

2.3.3 SPR Measurements

The SPR chip was mounted on a custoade SPR instrument based on a
dove prism?® and allowed to stabilize for 15 minutes. Optical contact was ensured
with RI-matching oil, deposited between the SPR chip and the prism (requires
stabilization). Then, 100 spectra opslarized light were recordeas a reference.
Each spectrum was acquired at 1 Hz from 10 accumulations at 100 ms integration
time. Rpolarized light served fahe realtime measurements. The peptigedified
SPR chips were exposed to PBS for 5 min, to cell lysate for 20 min andgbknk
was monitored again in PBS for 5 min. Data were processed with Matlab software.
Each peptide SAM was subjected to this experiment at least four times to study
reproducibility of the results.

2 passaged: the cells were taken from one petri dish and separated in multiple petri dishes in order to
let them replicate and increase the total number of cells.
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2.3.4 MALDI -TOF/TOF MS of nonspecifically bound molecules

MALD I-TOF/TOF analyses were performed to monitor peptides and lipids on
the adsorbed | ayer of c eyahoed-hydrexgcinrmmion pept
acid (CHCA, peptides and lipids in positive mode) and-a8if8/droxyacetophenone
(DHA, lipids in negativemode) matrixes. Matrix solutions were prepared at 10
mg/mL in 1:1 acetonitrile KD + 01% trifluoroacetic acid. It is noteworthy to point
out that the slides used for MS experiments wene Z%x 1.0 mm microscope slides
to fit the slide adaptor of the $ instrument. The slides were Aoated and
functionalized as described above. Functionalized slides imeubated for 10 min
in cell lysate, then rinsed for 2 min in PBS and 2 min in distilled water. A 30 min
trypsin digestion was run at 37°C thmeedifferent spot¢3  kpér slide on a heating
plate contrled by a temperature sensdihe substratewas mounted ornhydrated
cotton wool on the heating plate to distribute heat uniformly. A reference gold coated
slide with a drop of water was used as arezfee for the temperature sensor. Matrix
deposition was done by successive evaporation of 0.5 puL of matrix solution on the
digested spots to analyze proteins, and beside the digested spots for lipid analysis. MS
analysis of the adsorbed material was pentd with a MALDFTOF/TOF mass
spectrometer(UltrafleXtreme, Bruker Daltonics, Billerica MA) as previously
described by Ratebt all?®. Protein and lipid identification were made with
MASCOT™ search engine and LIPID MAPS databapttp://www.lipidmaps.ory
respectively.

2.4 RESULTS AND DISCUSSION

2.4.1 Nonspecific adsorption of homopeptides

It has been long established that nonspecific adsorption of proteins in serum
is reduced by hydrophilic surfadés such as hydrophilic peptide SAKS 120125t
is however essential to reassess the impathe surface property in the face of the

distinctive molecular composition of cell lystte Here, we focus on lysate from
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cultured human cells in the interest of improving diagnostic capacity using lysate
from biopsies.

ny

!
o
L

Figure 2.1 General structure of 3MPA-amino acidi OH type peptides

To monitor the effect of peptide composition on nonspecific adsorption, 3
MPA-(AA)s-OH SAMs of peptides with differing polarities were synthesi#gure
2.1). Hydrophobic and hydrophilic amino acids (serine, aspartic acid, histidine,
leucine and phenylalanine) were tested to cover the effects of charge, polarity and
aromaticity. Nonspecific surface coverage afterdakposire of the SAMs to HEK
293FT cell lysate was @asured from the SPR response (in wavelength spges
converted to surface coveragg by the equationlerived from the onproposed by

Junget all?8

3 "—ilp —m— [7]

where the density of 3thtee penetmation deptheofthe( | )
surface plasmonr$® (ld) is approximately 230 nm and the refractive index of the
adsor bed adisapproximately 1(5dRILFC.

The sensitivity of the biosensor was pasly established as 1765 + 100
nm/RIU 126, Finally, the refractive index of the cell lysatko) was measured with a
high-resolution refractometer at 1.33932 + 0.00002 RIU. We estimate the surface

coverage of a full lipid bilayer to be Orffy/cn? of adsorbed materials using an
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average value of 750 g/mol for lipids and 0.52%fimid molecule in he lipid
bilayert?®. The fraction of dipid bilayer resulting from nonspecific adsorption can be

estimated from these values.

Table 2.1. Influence of the hydrophobicity of the amino acid on nonspecific
adsorption from cell lysate on pentapeptide SAMs

Peptide G/ ng-cn? %0 bilayeradsorbed S:Sr}t?(é;érf}%)e
3-MPA-(Sery-OH 458+ 97 92 2142
3-MPA-(Aspl-OH 454+ 162 91 14+2
3-MPA-(His)s-OH 274+ 58 55 26+1
3-MPA-(Phe}-OH 235+ 77 a7 74+ 2
3-MPA-(Leu)-OH 194+ 77 39 75+ 1

The comparison of peptides constituted wittiedent classes of amino acids
reveals that the peptides built with hydrophobic amino acids are more efficient in
preventing cell lysate adsorption on the sensor surface than are hydrophilic peptides
(Table 2.). Serine and aspartic adidsed peptides, stvn to be low fouling with
respect to serum, showed significant fouling with cell lysate with nearly 450 fig/cm
adsorbed to the surface. Assuming that adsorption was essentially due to lipids
(confirmed by MS analysis, see below), this corresponds tadalifayer surface
coverage over nearly 90% of the surface of the SPR chip. Interestingly, the positive
polyhistidine peptide was relatively efficient at reducing nonspecific adsorption of
cell lysate (274 ng/cA Leucine and phenylalanifsased peptidesere significantly
more effective with respect to cell lysate adsorption (nearly 200 Agict0% of a
bilayer), although these peptide monolayers performed poorly with serum. Contact
angles were previously measured in PBS for this set of peptid@he most
hydrophilic peptides, as measured by contact angle, were the most slsdeid
fouled with cell lysate. This heavily contrasts with the previous conclusions for

serum, stating that hydrophilic surfaces better resist nonspecific adsorption from
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serum?> 27 |t is interesting to obsee that different physicehemical properties
reduce nonspecific adsorption from cell lysate.

Table 2.2. Nonspecific adsorptionfrom diluted cell lysate on peptide SAM®f
different lengths

Contact Angle

Peptide G/ ng-cn? % bilayeradsorbed o5/ © (Refil)
3-MPA-(Ser)-OH 256+ 47 51 38+4
3-MPA-(Ser)»-OH 265+ 101 53 37x1
3-MPA-(Sery-OH 597+ 152 119 25+ 2
3-MPA-(Sery-OH 361+ 211 72 22+1
3-MPA-(Ser}-OH 458+ 97 92 21+2
3-MPA-(His)i-OH 296+ 184 59 32+2
3-MPA-(His).-OH 241+ 86 48 29+3
3-MPA-(His)3-OH 269+ 76 54 272
3-MPA-(His)s-OH 241+ 63 48 27+1
3-MPA-(His)s-OH 274+ 58 55 261
3-MPA-(Leu)-OH 183+ 54 37 63+1
3-MPA-(Leu)-OH 147 + 44 29 70+ 2
3-MPA-(Leu)s-OH 223+ 108 45 71+1
3-MPA-(Leu}-OH 230+ 148 46 74+ 1
3-MPA-(Leu)-OH 194+ 77 39 75+ 1

The chain length of the peptide monolayers significantly influenced the extent
of nonspecific adsorption from sertith Three amino acids were selected to evaluate
the effect of the chain length on nonspecddsorption of cell lysate. A neutral and
polar (serine), a hydrophobic (leucine) and positively charged (histidine) amino acid
were used to build-MPA-(AA)r-OH peptides where n =8. The chain length had
little influence on the nonspecific adsorptioropess Table 2.2). Thus, the trend

observed fothe hydrophobicity of theentapeptides remained unchanged when the
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chain length was varied, with hydrophobic peptides being generally more effective at
preventing fouling from cellysate than hydrophilic ones. Contact angles were
previously measured for these setf peptides and increasing hydrophobicity
followed the series serine kistidine < leucine Table 2.2 and Ref'), inversely
proportional to the nonspecific adsorption observed with cell lySatechain length
significantly influences the properties of peptide sadtembled monolayéf. The
surface cwerage of the monolayer (thus the conformation), the nonspecific
adsorption of serum and the contact angle all depend on the chain length of short
chain peptides (n=1 to 5). We note that the serine series shows the largest changes in
contact angle. The shest chains of the serine series are the most hydrophobic
peptides and also, the serine peptides with the lowest nonspecific adsorption. The
changes in hydrophobicity were significantly smaller for the other series, and thus,
the changes in nonspecificsmtption were also marginal. Thus, hydrophobicity is a
major physical chemistry parameter influencing nonspecific adsorption, but in the
case of cell lysate, more hydrophobic surfaces are preventing nonspecific adsorption.
This conclusion contrasts withdlgeneral trend of hydrophilic surfaces being better

at preventing nonspecific adsorption of serum or protein based biofluids.

It is expected thainore optimizationof surface chemistry propertiés be
required to further reduce nonspecific adsorptioomfrcell lysate. The main
component of serum is protein, while lipids are the major constituents of cell lysate.
Lipids in cell lysate are essentially a concentrated solution of fragments of bilayers,
the surface of which is quite hydrophils a result ofhe charged polar headgroups
of the lipids Based on the observationsofo and af?that negative charges increase
nonspedic adsorption of cell lysate, weuld easily hypothesize thastidine-based
peptidesvould perform better than other hydrophibc hydrophobigeptides as they
bear basic groups, which could electrostatically repel the lipid bilayers and reduce
nonspeific adsorption.However we conclude thathe hydrophobiccharacter of
leucinebased peptideontributes significantly in reducing nonspecific adsorption

lipid bilayer fragments contained in HEK 293FT cell lysatbus, both positively
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charged and hydréybic side chains are efficient at suppressing nonspecific
adsorption of cell lysate.

2.4.2 Nonspecific adsorption on diblock and triblockpeptides

Diblock peptides were previously shown to reduce nonspecific adsorption in
presence of crude sertd#h Thus, diblock peptides -BIPA-AnBm-OH were
synthesized for A and B being either leucine or phenylalanine; n and m were varied

from 1 to 4 and = mwas equal to 5 for every peptide.

Table 2.3. Nonspecific adsorption from diluted cell lysate on diblock
pentapeptide SAMs

Contact Angle

Peptide G/ ng-cn?  Yvilayeradsorbed water | °
3-MPA-(Phe)(Leup-OH 210+ 84 42 57 + 2
3-MPA-(Phe}(Leu-OH 201+ 35 40 41+3
3-MPA-(Phe}(Leup-OH 225+ 57 45 61+ 2
3-MPA-(Phe}(Leup-OH 220+ 79 44 59+ 1

3-MPA-(Phe}-OH 235+ 77 47 67+3
3-MPA-(Leun(Phe)-OH 148+ 54 30 64+ 2
3-MPA-(Leux(Phe}-OH 165+ 87 33 66+ 1
3-MPA-(Leuk(Phe}-OH 112+ 28 22 73+ 2
3-MPA-(Leux(Phe)-OH  173+52 35 60+ 1
3-MPA-(Leu)s-OH 194+ 77 39 75+ 1

The resulting peptides terminated with phenylalanine were found to have a
better capacity to reduce nonspecific adsorptiomfcell lysate down to nearly 150
ng/cnt or 30 % of a bilayerTable 2.3). The leucingerminated peptides showed
constant nonspecific adsorption of nearly 215 ng/corresponding to 43% of a
bilayer. Nonspecific adsorption waseateased to 11g/cnt with 3-MPA-

(Leuk(Phe)-OH. This analysis clearly demonstrates that the peptide sequence has a
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critical impact on nonspecific adsorption. Water contact angles were measured for the
series of peptides with leucine and phenylalanintheiC-terminus. Generally, @-
terminal phenylalanine increased the water contact angle and exhibited lower
nonspecific adsorption than the more hydrophilic peptides witteaminal leucine.

The solveniexposedC-terminal position plays a major role ieducing nonspecific
adsorption. Thus, the simple inversion of two blocks in the sequence modified the
surface and nonspecific adsorption properties of the SAMPA-(Leu)(Phe}-OH
exemplifies this concept, offering the most hydrophobic surface andimgsul the

lowest nonspecific adsorption among the diblock peptides, while its inverted
counterpart IMPA-(Phe} (Leu)l-OH shows a nearly twiold lower contact angle

and results in nearly twinld higher nonspecific adsorption.

Various triblock peptidedhaving the overall structure-lPA-AABBCC-OH, 3
MPA-(ABC)2-OH or 3-MPA-(AB)3-OH were synthesized to further improve on the
conclusions drawn from homopeptiddable2.2) and diblock peptidesTable2.3),

where A, B, and C are either leucine, phenylalanine or histidine. The nonspecific
adsorption on triblock peptides was measured with a more highly concentrated cell
lysate, providing a more stringent test for the triblo€ptmles and the reference
materials (PEG and Au). Since many factors influence nonspecific adsorption, data
can be directly compared only if they are obtained from similar quality of cell lysate.
To allow comparison between sets of experiments, the ndfispadsorption
experiments were repeated for some key peptides from Taldassihg the more
concentrated cell lysa{@able 2.5.
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Table 2.4. Nonspecific adsorption from concentrated cell lysate on triblok
hexapeptide SAMs

Peptide G/ ng-cn? % bilayeradsorbed
3-MPA-(His)(Phe}(Leu)-OH 774+ 57 155
3-MPA-(Leu)(His)2(Phe}-OH 763+ 102 153
3-MPA-((His)(Leu)(Phe)}-OH 744+ 92 149
3-MPA-((Phe)(His)(Leu)-OH 739+ 95 148

3-MPA-((Leu)(Phe)-OH 592+ 126 118
3-MPA-((Leu)(Phe)(His)-OH 554+ 22 111
3-MPA-(Phe}(Leu)(His)>-OH 187+ 10 37
3-MPA-(His)z(Leu)(Phe}-OH 159+ 27 32

Nonspecific adsorption to-BIPA-(Sery-OH and to 3MPA-(Leu)(Phe)-
OH increased by approximately a factor é8 &ith themore concentrated cell lysate.
Further, to ensure that those differences in surface coverage were attributed to the
concentration of cell lysate, a Bligh and Dyer lipid extraction was performed on 1 mL
of cell lysate. The mass of lipids obtained afternryyindicated that the second cell
lysate was three times more concentrated than the former (6 mg/mL compared to 2

mg/mL), which correlates with the nonspecific adsorption results.

As previously demonstrated for sertifn triblock peptides significantly
reducel nonspecific adsorption from cell lysate. In particular;MBA-
(His)2(Leu)(Phe}-OH reduced the nonspecific adsorptioorh the concentrated cell
lysateto a surface coverage 59 ng/cn? corresponding t81% of a lipid bilayer.

In comparison, the best diblock peptideViBA-(Leu)l(Phe}-OH peptide fared
significantly worse, with 698 ng/chor 136% of a lipid bilayer fromhie concentrated

cell lysate. The triblock peptide is thus more efficient in terms of reducing nonspecific
adsorption. Tie optimal pepte provides six times lower ngpecific adsorption &m

cell lysate than unprotectddre gold. The peptides withGatermminal phenylalanine

or histidine performed better than those witlCderminal leucine. This strongly








































































































































































































































































