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Résumeé

Méme si les anticorps sont plus connus pour leur capacité a neutraliser les agents
infectieux en se liant aux antigénes via leurs paratopes, leurs fragments cristallisables
(Fc) sont aussi impliqués dans la signalisation des réponses immunitaires en se liant a
des récepteurs spécifiques. Les interactions entre les récepteurs et les anticorps sont
reconnues pour étre affectées par la glycosylation des anticorps. Pour observer la
cinétique de telles interactions biologiques, une des méthodes les plus utilisées est la
spectroscopie de résonance des plasmons de surface (SPR). La synthése et I'analyse,
via SPR, d’anticorps en laboratoire sont un procédé long et exigeant si toutes les étapes

sont réalisées manuellement.

La possibilité d’effectuer le couplage d’un appareil SPR commercial a un
bioréacteur pourrait étre envisagée, mais le colt d’achat et d’opération d’un tel appareil
SPR limiterait 'utilité d’un tel projet pour une possible utilisation a plus grande échelle.
C’est pourquoi le couplage d’'un appareil SPR de faible colt et d’'un bioréacteur serait
avantageux. Cela permettrait de superviser la synthése des anticorps et leur affinité au

récepteur en temps “réel”.

Ce mémoire de maitrise explorera le développement de deux des composantes
nécessaires pour la réalisation de ce couplage entre le SPR et un bioréacteur, soit la
chimie de surface pour passiver le capteur SPR et un algorithme d’optimisation par nuée
de particules (Particles swarm Optimisation) évolutive. L’algorithme réalisera une
corrélation du signal obtenue d’'un instrument P4-SPR aux équations cinétiques décrivant
les interactions entre les anticorps et leurs récepteurs dans le but d’obtenir les constantes
cinétiques et thermodynamiques (Ka,kon,Koff). De plus, ce mémoire présentera une étude
qui a été réalisée afin de minimiser I'adsorption non spécifique des molécules composant
le biocapteur et maximiser le signal de l'anticorps Trastuzumab (TZM), utilisé dans le
couplage de l'instrument P4-SPR au bioréacteur, sur des monocouches de composition

variée.

Mots Clés : Constantes d’affinité, algorithme, SPR, anticorps, PSO, corrélation

non-linéaire.



Abstract

While antibodies are best known to help the neutralization of pathogens by binding
to the antigens with their paratope, their crystallizable fragment region (Fc region) is also
used to trigger immune response by binding to specific receptors. Interactions between
receptors and antibodies are known to be affected by the glycosylation the antibodies. To
observe the kinetic of those interactions, one of the favored method is surface plasmon
resonance (SPR). However, a substantial time may have elapsed between synthesis of
a modified antibody and its test in a SPR apparatus as the two are not coupled and
oftentimes in different laboratories. The coupling of a SPR and a bioreactor would
accelerate the process, but using a commercial instrument would limit it usefulness due
to the high price and high cost of use of these SPR instruments. This is why the coupling
of a low-cost SPR to a bioreactor is of interesting in the context of glycosylated antibody
production. This could permit to monitor the synthesis of the antibody and it affinity to the

target receptor in near real time.

This masters’ thesis will show the development of two of the essential components,
consisting in the surface chemistry to passivate the SPR chip and an algorithm using an
evolving PSO (Particles Swarm Optimisation), to estimate kinetic and thermodynamics
constants (Kd,kon,koff) by correlating the signal obtained of a P4-SPR instrument to the
kinetic and thermodynamics equations describing the interactions between antibodies
and their receptors. The thesis also presents the results of the tests while trying to
minimize nonspecific adsorption of the molecules used for the biosensor on multiple self-
assembled monolayers (SAM) and maximize signal of the antibody named Trastuzumab
(TZM) and used in the coupling of the P4-SPR to the bioreactor.

Keywords: affinity constants, algorithm, SPR, antibodies, PSO, non-linear

correlation.
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Chapitre 1 : Introduction

1.1 Préambule

1.1.1 Mise en contexte

De nos jours, les procédés répétitifs et simples tendent a étre automatisés. Cela
permet de limiter les erreurs, la main d’ceuvre, ainsi que de minimiser le temps perdu.
Cela est aussi vrai dans le domaine de la recherche ou les taches répétitives abondent,
autant dans la préparation d’échantillons que leur analyse. Certaines analyses, par
exemple la mesure des interactions entre protéines et de leur cinétique, sont courantes
et s'effectuent avec des techniques et appareils nécessaires pour lesquels

'automatisation est intéressante.

Ceci est utile dans le domaine de la recherche médicale pour développer plus de
traitements basés sur les anticorps. Ce domaine en plein essor a déja permis la création
de traitements pour plusieurs maladies telles que la maladie de Crohn, larthrite
rhumatoide, le psoriasis, et plusieurs types de cancer'. Naturellement, c’est le traitement
du cancer qui attire le plus d’attention, puisqu’en 2016 prés de 29.6% des déces au
Canada sont attribuables au cancer. Il est aussi estimé que prés de la moitié de la
population aurait a faire face au cancer durant leur vie?. Il est donc normal que le
développement de traitements basés sur les anticorps, permettant une action plus ciblée
et comportant généralement moins d’effet secondaire que la chimiothérapie seule, attire

I'intérét des chercheurs.

Bien que plusieurs techniques existent pour analyser les anticorps, une technique
courante consiste a utiliser des biocapteurs immobilisés dont les interactions avec
'analyte sont suivies grace a un appareil exploitant, par exemple, la résonance des
plasmons de surface (SPR). Les tests réalisés avec cette méthode pouvant étre de
longue durée, l'automatisation de ces appareils est donc hautement désirée. La
production d’anticorps et I'analyse de ceux-ci dans un montage automatisé ont déja été
effectuées en utilisant un bioréacteur pour la synthése d’anticorps et un SPR commercial

pour réaliser leur analyse®. Cependant, le prix des appareils SPR commercialement



disponibles apporte un aspect prohibitif a 'utilisation généralisée de cette technique.
L’utilisation d’appareils SPR de plus faible prix serait donc nécessaire a la mise en place

de stations de synthése et d’analyse automatisées.

1.1.2 Objectif et approche proposée

Un systétme SPR compact est envisagé afin de permettre I'analyse rapide
d’anticorps modifiés par la glycosylation de leur fragment cristallisable (Fc) et d’'observer
'impact de cette glycosylation sur les interactions cinétiques, grace aux constantes kon et
kott, de I'anticorps avec son récepteur. Il sera nécessaire d’utiliser un réacteur pour
synthétiser le matériel biologique, d’utiliser un appareil SPR pour réaliser I'analyse des
anticorps, permettre le transfert milieu de culture contenant les anticorps a I'appareil SPR
tout en permettant d’injecter les autres solutions nécessaires a I'analyse de ceux-ci et
pour finir, utiliser un programme pour réaliser le traitement des données afin d’obtenir

rapidement les constantes cinétiques, et le tout avec un minimum d’intervention humaine.

Spécifiquement, les objectifs du mémoire sont d’évaluer la construction biologique
a la surface SPR et de créer un algorithme de traitement des données permettrant
'analyse en temps réel des constantes cinétiques des anticorps produits dans un
bioréacteur. Pour réaliser un grand nombre de tests tout en minimisant les interventions
humaines, il serait nécessaire d’utiliser un montage biomoléculaire permettant de
capturer et libérer le récepteur spécifique de I'anticorps d’intérét une fois ceux-ci
dégradés, le tout sans qu’il soit nécessaire de remplacer la surface active sondée par
'appareil SPR. Puisque les anticorps proviendront d’'un bioréacteur et que I'analyse de
ces anticorps impliquera l'injection d’une solution de protéines complexe dans 'appareil
SPR, il sera nécessaire d’employer une monocouche capable de limiter 'adsorption non
spécifique de ces protéines. Plusieurs monocouches de compositions variées ont donc
été testées pour optimiser le signal provenant des interactions récepteur-analyte par
rapport a celui de l'adsorption non spécifique. Pour ce qui est de la construction
biologique a la surface SPR, le groupe du professeur G. De Crescenzo ayant travaillé sur
de tels montages, ont fourni toutes les solutions nécessaires a la réalisation des tests sur

les monocouches*. Cette construction biologique sera composée d’une paire de
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protéines de haute affinité (Kcoi et Ecoil). Le Ecoil Sera préalablement lié au récepteur de
I'anticorps tandis que le Kcoi serait lié a la monocouche. Leurs interactions permettraient

d’'immobiliser temporairement le récepteur a la monocouche formant ainsi le biocapteur.

Comme indiqué précédemment, I'utilisation d’'un appareil SPR de plus faible prix
permettra la création de plusieurs montages et une utilisation plus généralisée, pour
permettre le suivi de la synthése et I'analyse de plusieurs molécules biologiques dans
des réacteurs distincts. Un instrument SPR de type P4-SPR de la compagnie Affinité
Instruments et développé dans le laboratoire du groupe Masson sera utilisé pour réaliser
un tel montage. Cependant, I'appareil P4-SPR ne permet ni I'injection automatisée de
solutions ni le traitement automatique des données, il a donc été proposé d’utiliser un
systéme de pompes péristaltiques et de valves solénoides, le tout, contrdlé par un
microcontréleur pour permettre 'automatisation du transfert des anticorps du bioréacteur
a la P4-SPR ainsi que de permettre l'injection d’autres solutions nécessaires a I'analyse

des anticorps (Figure 1).

— Déplacement de fluide
— Transfert de données

\
Spectre Contrdle de
Contrdle des UV-VvIS I'appareil
injections

Contréle du Acquisition de Traitement de
programme données données

Valeurs pour le
traitement de données

I Données traitées I

Figure 1 : Schéma global du montage proposé pour permettre le couplage d’'une
P4-SPR a un bioréacteur pour créer un montage automatisé permetant I'aquisition et le
traitement de donnée en temps quasi-réel.



Il sera aussi nécessaire que l'appareil SPR soit modifié pour permettre de
minimiser le temps d’attente entre chaque analyse. Une solution envisagée consiste a la
modification de la cellule fluidique utilisée dans le systtme P4-SPR en augmentant le
nombre total de canaux individuels pour permettre la réalisation de deux analyses de
facon indépendante. De plus, le programme d’acquisition de données du systéme P4-
SPR ne posséde pas d’algorithme pour traiter les données pour extraire les constantes
cinétiques et thermodynamiques, il sera nécessaire d’en construire un pouvant étre
intégré par la suite au programme réalisant 'analyse SPR automatisée. Le programme
de traitement des données traitera les données produites durant la phase d’association

et celle de dissociation immédiatement apres 'acquisition des données.

Dans le plan initial, nous avions envisagé la création d’'un programme central
permettant la synchronisation et la communication entre les différentes parties du
montage pour permettre son automatisation (Figure 1). Le programme central aurait
permis d'ajouter les données nécessaires au traitement des données et de contrdler le

montage de pompes et de valves solénoides.

1.1.3 Plan du mémoire

Ce mémoire sera divisé en deux parties distinctes. La premiére sera consacrée
aux multiples tests d’adsorption non spécifique et de signal obtenu par des essais directs
avec de multiples monocouches en utilisant le systtme P4-SPR pour valider la
construction biologique. Cette partie inclura aussi toutes les modifications apportées au
montage biologique initialement proposées ainsi que toutes les modifications apportées
a la cellule fluidique dans le but de réaliser le couplage de la P4-SPR au bioréacteur. La
seconde partie présentera les multiples programmes de corrélation non linéaire créés
dans le but de déterminer la valeur des constantes cinétiques d’un couple de protéines a
partir du signal SPR généré a partir d’équations cinétiques. Cette section discutera de
mon cheminement, de mes hypothéses et autres éléments techniques qui m’ont permis
d’arriver a mon programme final. Avant de discuter de ces aspects expérimentaux, une

bréve introduction est proposée pour jeter les bases théoriques associées au mémoire.



1.2 Résonance des plasmons de surface

1.2.1 Historique

Les premiéres observations du phénoméne de résonance des plasmons de
surface ont été faites par RW Wood en 1902. Durant une expérience, impliquant
lillumination, par une lumiére blanche polarisée, d’'un miroir d’argent recouvert d’'un
réseau de diffraction a sa surface, il observa la présence de bandes “anormalement”
sombre et lumineuse quand I'angle d’incidence de la lumiére était a un angle particulier.
Il observa également la disparition des bandes si la polarisation de la lumiére incidente
était modifiée®. En 1952, Palmer démontra qu’il était possible d’observer « 'anomalie »
quand la lumiére incidente était polarisée parallelement a la surface métallique
(polarisation P). Précédemment le phénomeéne avait seulement été observé quand la
lumiére était polarisée perpendiculairement a la surface (polarisation S)6. Durant la méme
année, Pines et BOhm ont suggéré que les photons causant les bandes sombres étaient
absorbés par les électrons de la couche conductrice du métal pour causer une oscillation
de ces électrons’. Le phénoméne causant I'apparition de la résonance des plasmons de
surface n’a pu étre expliqué qu’en 1968 par Otto®. Durant la méme année, Otto ainsi que
Kretschmann et Raether ont, de fagon indépendante, développé deux types montages

différents pour produire un signal SPR®.

La configuration de Kretschmann, la plus commune des deux, comprend un prisme
de verre permettant la réflectance totale atténuée directement recouverte d'un film
nanoscopique de métal ou se formera le plasmon. Cette configuration est la plus courante
dans les appareils SPR commerciaux dus aux faits que ces appareils sont, pour la
majorité, faits pour l'analyse d’échantillons liquides et que cette configuration est
beaucoup plus simple. Comparativement, la configuration d’Otto requiert le contrdle
nanomeétrique de la distance entre la surface du prisme de verre, ou se produit la réflexion
totale atténuée, et le film de métal réduit la force du plasmon formé°. Cette configuration
est aussi beaucoup plus complexe a réaliser. La démonstration des premiéres
applications biologiques de la SPR a été faite par Liedberg et ses collegues dans les

années 1980. Leurs tests impliquaient I'observation de l'adhésion d’'une couche



d'immunoglobuline G (IgG) a la surface d’un film d’argent ainsi que I'ajout d’anti-IgG se
liant & 'lgG™. A partir de ce moment, I'intérét pour la SPR a grandi dans le domaine
biologique, d0 a la possibilité de [l'utiliser pour suivre facilement la cinétique des
interactions biologiques grace a la grande sensibilité des appareils SPR ainsi que la

possibilité d’obtenir des résultats quasiment en temps réel.

1.2.2 Théorie
La spectroscopie de résonance des plasmons de surface (SPR) peut étre résumée
comme étant une technique se basant sur la mesure de la constante diélectrique (par
consequent l'indice de réfraction) a la surface d’un film métallique, tel que Au, Ag, Al.
Pour gqu’un métal puisse former un plasmon de surface, il est indispensable que la valeur
absolue de la constante diélectrique (|&,,|) soit supérieure a celle du milieu en contact et
que sa constante diélectrique possede une partie réelle négative (¢') et une partie
imaginaire positive (&"').
Em = & +ic 1)
Les plasmons de surface sont causés par l'oscillation collective des électrons
libres de la bande de conduction, a la surface d’'un métal une fois excitée par le champ
électromagnétique de la lumiére.'? Cette oscillation collective peut étre imaginée comme
étant une vague se propageant parallélement a I'interface métal-diélectrique (plan XY),
dont lintensité, le vecteur de champ, est maximal a I'endroit (dans le plan XY) ou
I'excitation s’est produite et dont 'intensité diminue exponentiellement a mesure que 'on
s’éloigne de ce point d’origine. La distance de propagation (L) dans le plan XY peut étre
exprimée selon I'équation3 :
L= 1/[2p"] 2)
Ou B” est la partie imaginaire de la constante de propagation B et ou elle peut étre

remplacée pour donner I'équation suivante :
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Ou g, et g, sontrespectivement la partie réelle et imaginaire de la permittivité
diélectrique du métal, ¢; est la permittivité diélectrique du milieu diélectrique, w est la
fréquence angulaire et c est la vitesse de la lumiére dans le vide. Par exemple si le
plasmon est formé entre 550 et 1000 nm la distance de propagation du plasmon serait

entre 0,6 et 50 uym pour Au, 4 et 50 um pour Ag et 6 et 14 um pour Al '3,
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Figure 2 : Champ électrique évanescent causé par I'excitation des plasmons de
surface excitée par un faisceau lumineux en réfraction totale interne, selon la
configuration de Kretschmann.

L’'onde du plasmon se propageant parallélement au plan XY et étant polarisée
transverse magnétique (TM), il est nécessaire que la lumiére incidente ait son champ
électrique perpendiculaire a la surface de métal (polarisation en p) pour causer une onde
évanescente qui permettra la résonance. Pour que la résonance se produise et que le
photon cause la formation d’'un plasmon de surface a la surface du métal, il est nécessaire

que le vecteur d’'onde du plasmon de surface ksp et le vecteur d’'onde de la lumiére



incidente polarisée p en réfraction totale interne dans la direction de I'axe des X (kx) soient

égaux. Ces deux valeurs peuvent étre décrites selon les équations suivantes :

1
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Dans ces équations ¢ est la permittivité diélectrique, m pour celui du métal et s est
pour la solution en contact avec la surface de métal. n, est l'indice de réfraction du prisme
et Binc est 'angle de la lumiére incidente. En observant ces deux équations, il est possible
de voir que deux paramétres peuvent varier, 'angle d’incidence de la lumiére polarisée
et la longueur d’onde de la lumiére. Pour exploiter le phénomeéne des plasmons de
surface, il est nécessaire de garder l'une de ces variables a une valeur constante, soit en
utilisant une lumiére monochromatique et observer le changement de I'angle a laquelle
le plasmon est formé ou maintenir une lumiére blanche incidente a un angle donné et
observer le rapport des intensités de la lumiére polarisée en p et en s selon la longueur

d’onde.

1.2.3 Instrumentation

Plusieurs modéles d’appareil SPR sont couramment utilisés. Dans la grande
majorité des cas, la configuration de Kretschmann est utilisée (comme expliqué dans la
partie historique). Les montages utilisant I'interrogation des angles en utilisant des pieces
mobiles ont comme avantage d’obtenir des résultats de trés grandes précisions, mais
leur prise de mesure trop longue empéche leur utilisation pour suivre la cinétique d’'une
réaction. |l est aussi possible d’utiliser un montage interrogeant simultanément tous les

angles possibles. Ce type de montage permet une prise extrémement rapide des



mesures tout en gardant une grande précision. Mais, I'alignement et les piéces optiques

doivent étre parfaitement congus et sont susceptibles a des variations d’origine

meécanique.
A) B)
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Figure 3 : Instrument SPR dans la configuration de Kretschmann. (A)

Longueur d’'onde fixe et interrogation de I'angle incident. (B) Angle fixe et interrogation
de la longueur d’onde.

Les montages SPR utilisant linterrogation de [l'angle peuvent permettre
I'observation de variations dans la concentration du milieu aqueux allant jusqu’a 10-'2M
dans les meilleures conditions. Dans des conditions plus normales, il est possible
d’observer des variations de l'indice de réfraction (RIU) allant jusqu’a 10" RIU ce qui en
fait une technique trés sensible aux analytes de faible concentration’*. Mais, ce type
d’appareil comprend des désavantages tels que son prix généralement élevé ainsi que
sa propension a étre difficile, voire impossible, a déplacer due a la fragilité de I'alignement

des piéces.

Un troisiéme type de montage, moins commun, utilise l'interrogation de la longueur
d’onde de la lumiére sortante. Ce type de montage nécessitant peu de piéces mobiles
permet de miniaturiser 'appareil SPR tout en étant peu sensible aux vibrations. Le temps
d’acquisition pour ce genre de montage est trés court puisqu’il n’est limité que par la
vitesse d’acquisition du spectrophotometre utilisé. Ceci permet aux SPR utilisant

l'interrogation de la longueur d’'onde d’étre utilisés pour observer en temps réel la
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cinétique d’'une réaction. Un désavantage de cette méthode est qu’en utilisant une source
lumineuse polychromatique, qui réalise une réflexion totale interne dans un prisme, il y
aura une diffusion spectrale de la lumiére ce qui cause un élargissement des bandes. Cet
élargissement cause une diminution de la résolution. Avec ce type de montage, réalisant
I'interrogation des longueurs d’onde, il est possible d’observer des variations entre 10~/
et 106 RIU"S,

La résolution des appareils SPR utilisant I'interrogation de la longueur d'onde n'est
que peu affectée par des variations de lintensité de la lumiére incidente puisque la
technique utilise celle-ci, dans la polarisation s comme référence, pour observer les
déplacements de la bande plasmonique qui est centré sur le maximum de photons

absorbés et n’est pas dépendant du nombre de photons total.

Figure 4 :  A) P4-SPR branché a un ordinateur portable. B) Cellule fluidique a
quatre zones d’analyse, dont 3, pour réaliser un triplicata de mesure (3 premiéres
fleches en partant du haut) et le dernier servant de référence.®

Dans le cadre de ce mémoire, un appareil SPR utilisant linterrogation des
longueurs d’onde et la configuration de Kretschmann a été utilisé. L’'un des buts du projet
étant de permettre I'analyse en temps quasi réel, et ce a bas prix, justifie I'utilisation de
cet appareil. L’appareil utilisé est une P4-SPR développée par le groupe du professeur
Jean-Frangois Masson et commercialisé par la compagnie Affinité Instruments?®.

L’appareil est facilement transportable grace a sa petite taille et son alimentation

10



par deux cables USB pouvant étre installés sur un ordinateur portable. Tous les tests
SPR présentés dans ce mémoire ont été faits en utilisant un prisme de Dove composé
de BKY recouvert d’'une couche de Cr d’une épaisseur d’environ 5 nm sur la surface plane
ou il y a réflexion totale interne. La surface de Cr est par la suite recouverte d’'une couche
uniforme de Au d’environ 50 nm. Les cellules fluidiques utilisées sont composées de
PDMS et comprennent quatre canaux pour réaliser un triplicata de mesure et une mesure
de référence (voir figure plus haut). Pour remplir la section de la cellule fluidique réalisant
le triplicata il est nécessaire d’avoir un minimum de 250 pL de solution. Les prismes
utilisés durant les tests sont habituellement fonctionnalisés en utilisant une solution
composée de molécules thiolées dans le but de former une monocouche autoassemblée
(SAM) sur la surface d’or pour limiter I'adsorption non spécifique des composés

biologiques utilisés durant les tests.

1.3 Monocouche autoassemblée

1.3.1 Historique des monocouches autoassemblées

Les monocouches sont utilisées depuis longtemps. La premiére trace manuscrite
de leur utilisation date du 18¢ siecle av. J.-C. ou une couche d’huile était déposée sur une
surface d’eau pour prédire le futur en observant la fagon dont I'huile se répandait a la
surface de I'eau’”. Par contre, les premiéres observations scientifiques des monocouches
ont été faites par le philosophe romain Gaius Plinius Secundus Maior aussi nommé Pline
I’Ancien, vers 50 av. J.-C., ou il écrit que I'ajout d’huile a une surface d’eau faisait en sorte
de réduire l'intensité des vagues permettant de mieux voir sous la surface de I'eau’®. La
premiére personne a étudier la tension superficielle de I'eau et créer un montage
permettant de contrdler la formation et la dispersion des molécules hydrophobes sur une
surface d’eau fut Agnes Pockels vers les années 1890'%. Mais ce fut en 1946 que la
premiére monocouche autoassemblée fut créée. Pickett, Zisman et Bigelow ont réussi a
former une monocouche d’alcool arachidylique (C20H420) sur une surface de pyrex quand
I'alcool était dans une solution de cétane (C1eH34) 2°. Il a fallu attendre 1983 pour que soit
démontré la possibilité de formé une SAM a partir d’'un composé thiolé sur un film d’Au,

par Nuzzo et Allara?'. DG a leur capacité de modifier les caractéristiques de la surface
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sur lequel elles sont formées, elles sont couramment utilisées pour former des couches
protectrices contre I'eau et la saleté ainsi que pour réduire la friction entre les piéces de

métal traitées.?"

1.3.2 Théorie des monocouches autoassemblées

1.3.2.1 Formation d’une SAM

Les monocouches autoassemblées sont composées d’'une couche de molécules
hautement compacte et structurée, adsorbées ou liées de fagon semi-covalente a une
surface via un groupement de la molécule. La partie de la molécule en contact avec la
surface est nommée le groupe de téte et la plus éloignée de la surface est nommée le

groupe terminal. (Figure 5)

1

- Groupement terminal

- Chaine alkyle

= Groupement de téte

Figure 5 : Représentation d’'une chaine alkyle adsorbée sur une surface d’or et
de son groupement de téte et celui terminal.

La formation d’'une monocouche sur une surface est favorisée par de multiples
facteurs et peut étre séparée en plusieurs étapes dépendant des constituants de la

monocouche et de la surface a laquelle celle-ci se forme.

Par exemple, la formation d’'une monocouche composée d’un alcane thiolé sur un
film d’Au se réaliserait en deux étapes. La premiére peut ne prendre que quelques
minutes, dépendant de la concentration de molécule thiolé dans une solution appliquée

sur la surface d’or. Durant ce laps de temps, le groupement thiolé de I'alcane réagira avec
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la surface pour former une liaison semi-covalente de grande force (188.28kJ/mol),
favorisant la formation de la monocouche. Durant cette étape, la formation de la
monocouche peut étre décrite par l'isotherme de Langmuir et la fin de cette étape prés
de 90% de la surface sera recouverte par la monocouche.?? 23 La concentration de la
solution d’alcane dicte la vitesse de formation de la monocouche durant cette étape de
sorte qu’en utilisant une solution contenant 1 mM de l'alcane la formation prendrait
approximativement 1 min. Tandis que pour une solution de 1 uM la premiére étape de la
réaction durerait prés de 2 heures.?* Au début de la premiére étape les molécules liées a
la surface peuvent étre couchées sur la surface métallique a cause de la faible densité
d’alcanes thiolés. A mesure que la densité de la monocouche augmente, les chaines des

alcanes se redressent pour maximiser les interactions entre les chaines alkyles.

30°
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/\/\/\/\
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Figure 6 : Formation d’'une SAM composée d’alcanes thiolés sur une surface
d’or %

La seconde étape de la formation de la monocouche peut étre décrite comme la
cristallisation de celle-ci pour former un ou plusieurs blocs cristallins d’'une molécule
d’épaisseur. Cette étape comprend la réorganisation des molécules a la surface du métal
pour minimiser le désordre organisationnel entre les chaines. Cette étape est
principalement animée par les interactions entre les divers groupements fonctionnels et
la structure de la molécule formant la monocouche (interactions de Van der Waals,
dipble-dipble, dipble induit — dipdle induit ...). La réorganisation des molécules tend a
maximiser les interactions favorables et a étre limitée par la mobilité des molécules déja
lies a la surface. Si la molécule utilisée pour former la monocouche n’est pas une chaine

alkyle simple et comporte des groupements fonctionnels encombrants, la formation de la
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monocouche se réalisera en une seule étape due a la mobilité réduite des molécules a

la surface, ralentissant la formation de la monocouche?®.

Les molécules thiolées composant une monocouche peuvent se déplacer dans
celle-ci ou méme étre désorbées selon la température?’. Dans le cas de la formation
d’'une SAM sur une surface d’or en utilisant deux molécules thiolées différentes, la
formation de la SAM sera dictée par la cinétique d’adsorption des molécules, leurs
diffusions dans la SAM et leurs groupements fonctionnels. Si les molécules ont une
diffusion non nulle dans la SAM, il est possible que celle-ci se réorganise pour maximiser
les interactions favorables avec les molécules voisines?®. Ce qui peut causer la
ségrégation des molécules composant la SAM et former une monocouche composée

d’flots de composition homogéene?°.

1.3.2.2 Utilisation des SAM pour des tests bioanalytiques

La propriété des SAM a modifier la surface ou elles se forment les rendent
particuliérement utiles dans le domaine des analyses biologiques. Ces monocouches
peuvent étre fonctionnalisées pour permettre de lier des molécules biologiques a la
monocouche pour réaliser des tests variés nécessitant un biocapteur. Le second
avantage d’utiliser une SAM pour réaliser ce genre de tests est la capacité des
monocouches a limiter I'adsorption non spécifique de molécules de grande taille a la

surface de celle-ci selon les groupements de la SAM étant exposés a la solution.
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Figure 7 : Réaction de formation d’un lien peptidique avec du EDC/NHS entre un
groupement acide carboxylique d’'une molécule composant la monocouche (R1) et une
amine primaire sur la molécule d’intérét (R4). Réaction faite a Tp en milieux aqueux .

Ces SAM sont généralement composées d’une ou plusieurs molécules comportant
une chaine alkyle liée a un groupement thiolé afin de permettre la formation d’'une SAM
de grande densité. Une SAM composée de molécules ayant un groupement acide
carboxylique comme groupe terminal peut étre liee a une molécule comportant une amine

primaire en formant une liaison peptidique.

La formation d’un lien peptidique pour fonctionnaliser la SAM dans des conditions
réactionnelles peu contraignantes (Figure 7), assure I'intégrité de la monocouche. Mais
cette réaction n’étant pas spécifique quant a I'amine primaire réactive, il peut étre
nécessaire, dans le cas de la liaison d’'une protéine comprenant plusieurs amines
primaires, d’utiliser un ensemble de molécules pour remplacer la liaison peptidique entre
la molécule d’intérét et la monocouche. Si la protéine comporte plusieurs amines
primaires il est possible que l'une d’elles réagisse et qu’une fois le lien peptidique formé
celui-ci bloque le site actif rendant linteraction récepteur-analyte impossible. Les
molécules utilisées pour remplacer la liaison peptidique décrite précédemment servent
de pont entre la monocouche et I'analyte en formant un couple de molécules de grande

affinité, par exemple, un complexe de Cu, Co, Ni complexant avec une étiquette
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polyhistidine, le couple Biotine/Streptavidine ou un couple de protéines de type Coil-Coil

tel le couple E5coil et K5coil* 3132 .

1.3.2.3 SAM : Adsorption non spécifique

En utilisant une surface dont la réactivité n’est pas spécifique a un analyte
particulier en SPR, il est possible qu’'une molécule s’adsorbe a la surface causant un
signal indifférenciable de celui provenant de I'analyte d’intérét méme apres le lavage de
la surface. Dans ce cas, I'exactitude du test peut étre mise en péril di a 'adsorption non
spécifique des molécules. L’adsorption non spécifique est causée par les interactions des
forces hydrophobes, les forces de Van der Waals, les ponts hydrogéne, les interactions
ioniques ou par la formation de lien covalent et semi-covalent. Pour pallier ces problémes,
il est possible de recouvrir la surface d’'une couche protectrice qui limitera I'adsorption
non spécifique. Ces monocouches modifient la chimie de surface pour minimiser les
forces et les interactions intermoléculaires entre les molécules s’adsorbant et la couche

protectrice. Ce qui facilite I'expulsion des molécules adsorbées aprés un lavage.

Bien que les interactions entre les molécules biologiques et le groupement terminal
des SAM soient complexes et différentes pour chaque cas, certaines corrélations peuvent
étre faites entre un groupement terminal et la capacité de la SAM a limiter 'adsorption
non spécifique des biomolécules. Les SAM composées de molécules ayant un
groupement terminal légérement négatif ou zwitterionique tout en étant hydrophiles ont
généralement une meilleure résistance a I'adsorption non spécifique que les autres

molécules thiolées hydrophobes.33-37

Les monocouches les plus souvent utilisées pour leur capacité a limiter
'adsorption non spécifique des molécules biologiques sont les molécules thiolées
comportant un groupement polyéthyléne glycol prés du groupement terminal (PEG).
L’une des théories pour expliquer la faible adsorption non spécifique (low-fouling) des
molécules biologiques sur les SAM impliquerait que I'eau de la couche hydratée de la
SAM et son déplacement serait 'un des facteurs les plus importants pour évaluer les
caractéristiques low-fouling de celle-ci. La couche hydratée de la monocouche de PEG

se forme grace aux interactions entre les atomes d’oxygéne du polyéthyléne glycol des
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molécules composant la SAM et les atomes d’hydrogéne de I'eau pour former des ponts
hydrogenes. L'eau étant fortement retenue dans la couche hydratée son déplacement
est entropiquement défavorisé. Ceci fait en sorte que les molécules de grande taille ne
peuvent pas facilement interagir avec la couche hydratée et donc ne peuvent pas
s’adsorber sur la monocouche?* 38, La taille et le nombre de groupements polyéthyléne
glycol des molécules de PEG utilisées pour former une monocouche affectent sa capacité
a limiter 'adsorption non spécifique. Il est normalement nécessaire de tester plusieurs
molécules de PEG pour minimiser l'adsorption non spécifique. Bien que les
monocouches de PEG soient connues pour leur capacité a limiter 'adsorption non
spécifique dans une matrice simple, cette capacité n’est pas conservée pour les matrices

complexes composées de proteiness3,

Des méthodes additionnelles peuvent étre utilisées pour limiter 'adsorption non
spécifigue de molécules biologiques, telles que I'utilisation de protéines permettant de
bloquer les sites d’adsorption (albumine de sérum bovin (BSA), caséine)®. L'efficacité
d’utilisation de molécules servant a bloquer 'adsorption non spécifique est portée a varier

entre différents tests 33.

1.4  Anticorps et cinétique d’interaction en SPR

1.4.1 Anticorps

Les anticorps sont des protéines produites par le systeme immunitaire, plus
particuliéerement les plasmocytes, dans le but de neutraliser un pathogéne. Il existe
5 classes d’anticorps produit par les mammiféres (IgA, IgD, IgE, IgM et IgG) ayant des
réles spécifiques. Ceux-ci sont souvent représentés sous la forme d’'un Y, composé de
deux chaines lourdes et deux légéres, visibles a la Figure 8, ayant respectivement et

individuellement une masse molaire approximative de 50 kDa et 25 kDa“°.
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Figure 8 : Représentation d’un anticorps de type IgG. 1 : Paratope. 2 : Chaine
légére (CL en bleu et VL en vert). 3 : Lien disulfure maintenant la cohésion des chaines.
4 : Section VH et CH1 respectivement vert et bleu de la chaine lourde. 5 : Section CH2 et

CH3 respectivement bleu et jaune de la chaine lourde. 6 : Fragment de liaison a
'antigéne (Fab). 7 : Fragment cristallisable (Fc).

Les deux chaines lourdes sont liées par des liens disulfures et les chaines Iégéres
sont aussi maintenues aux chaines lourdes par des liens disulfures. Ces chaines peuvent
étre séparées en 6 domaines, deux pour les chaines légéres CL et VL et 4 pour les
chaines lourdes VH, CH1, CH2 et CH3. De ces domaines, seulement deux servent a la
liaison avec un antigéne, les domaines VH et VL (Figure 8 #1). Ceux-ci forment le paratope
et composent les domaines variables de l'anticorps. Le reste de l'anticorps étant
relativement constant, le paratope est modifié pour avoir une haute affinité avec I'épitope
d’'un antigéne. Le paratope se lie avec I'épitope de I'antigéne en formant un complexe.
Le paratope formant un étau autour de I'épitope. Les forces causant la formation du
complexe proviennent d’un ensemble d’interactions entre le paratope et I'épitope telles
que les ponts H, les forces de Van der Waals, les interactions électrostatiques et
hydrophobes, le tout selon I'arrangement conformationnel entre leurs groupements. Ces
interactions n’étant pas trés fortes, comme le serait un lien covalent, il est possible pour

I'anticorps de se séparer de I'antigéne. Ce qui permet aux anticorps de limiter la formation
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de complexe avec des molécules biologiques n’étant pas des pathogenes, mais

comportant certaines parties ayant une affinité pour I'anticorps.

Les anticorps de type IgG sont séparés en deux catégories, monoclonal et
polyclonal. Les anticorps monoclonaux sont produits par le plasmocyte B mére et ses
plasmocytes B filles et ne peuvent réagir qu’avec un seul épitope d’'un antigéne. Les
anticorps polyclonaux sont produits par un ensemble de divers plasmocytes B n’étant pas
des répliques d’'une méme cellule et se lient avec divers épitopes d’'un méme antigéne.*?
41 Bien que la partie Fab des anticorps soit essentiel, la partie Fc est tout aussi nécessaire
au bon fonctionnement du systéme immunitaire. La Fc des anticorps de classe IgG peut
varier grace a de multiples possibles glycosylations. La plus connue est la glycosylation
de l'asparagine 297 de chaque domaine Cn2 de la Fc. Celle-ci affecterait la conformation
de I'anticorps d aux interactions glycane-anticorps et glycane-glycane*?. Puisque la
conformation de la Fc de 'anticorps dicte son interaction avec ses possibles récepteurs,
les variations du glycane permettent I'activation de diverses réponses immunitaires telles
que la phagocytose cellulaire dépendante des anticorps (ADCP), la cytotoxicité cellulaire
dépendante des anticorps (ADCC), la cytotoxicité dépendante du complément et les
réponses anti-inflammatoires*3. Bien que les mécanismes intracellulaires de la
glycosylation des anticorps soient connus, I'effet exact de la variation du glycane sur les
interactions de chacun des récepteurs avec les anticorps reste incertain. Ce qui ralentit
le bon développement des traitements se basant sur 'immunothérapie. |l serait donc utile
de pouvoir réaliser diverses glycosylations sur des anticorps et observer leurs interactions
avec leurs récepteurs grace a un appareil permettant 'observation de la cinétique des

interactions, telle que la SPR.

1.4.2 Cinétique des interactions Antigéne-Anticorps

Les interactions anticorps-antigénes et anticorps-récepteur sont causées par un
ensemble d’interactions faibles et donc par leur nature, réversible. Il est possible de
représenter le cas le plus simple d’interaction, soit celle d’'un anticorps monoclonal et d’'un

antigéne unique immobilisé sur une surface comme étant 44 :
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kon
A +B=—=AB (6)
koﬁ

Ou A est le paratope de I'anticorps, B est épitope de I'antigéne, kon représente la
constante d’association du complexe (unité en M's™) et Ko est la constante de
dissociation du complexe (unité en s™'). Pour des interactions anticorps-antigéne les
valeurs observables sont généralement de I'ordre de 10° M-'s™! pour le kon et 10-° s*! pour
le kot 4°. Ces constantes sont liées a la constante d’affinité Ka (M) et sa constante

inverse la constante de dissociation Ka (M), via I'équation suivante :

1 _ [4B]
of f Ky [A][B] (7)

==

Dans cette équation [A] représente la concentration d’anticorps [B] la concentration
d’antigéne et [AB] la concentration du complexe anticorps-antigene. Le K4 peut aussi étre
décrit comme étant la concentration d’analyte nécessaire pour former la moitié des
complexes possibles une fois le systéme a I'équilibre. D’autres modéles peuvent étre
utilisés pour décrire des systémes plus complexes ou représentant plus fidelement la

réalité d’une analyse.

1 2
) Kon ) I(tr‘ Kon
A+ B=—=AB A=A + B=——" AB
koﬂ: k-tr kOﬁ:
3) 4)
kon kconf I(-::m I‘(cn
koff I'(-cr:mf koff koff

Figure 9 : Modéle d’association représentant des interactions biomoléculaires 1)
Modéle bimoléculaire simple. 2) Modéle bimoléculaire limité par le transport de masse.
3) Modele bimoléculaire comprenant un changement de la conformation
intramoléculaire. 4) Modéle bimoléculaire formant un dimére 44
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Certains modéles peuvent étre spécifiques a des interactions particulierement
prévalentes entre certains types d’anticorps et leur antigene. Ceux impliquant le transport
de masse ne représentent pas seulement les interactions entre les deux protéines, mais

aussi I'impact des composantes techniques du montage (modéle 2 de la Figure 9).

1.5 Technique analytique : Biocapteur SPR et transport de masse

Dans le cas d’'une reconnaissance moléculaire, un biocapteur est composé d’un
élément permettant la reconnaissance moléculaire spécifique a une molécule ou un
groupement particulier d’'une ou plusieurs biomolécules et d’'un transducteur permettant
I'obtention d’un signal amplifié. Plusieurs types de biocapteurs ont été développés au fil
du temps, tels que ceux basés sur des enzymes, des anticorps, des protéines, des
séquences ADN et bien d’autre?®. Le signal produit par la reconnaissance moléculaire
peut étre thermique, optique, massique ou électrochimique. Les techniques les plus
souvent utilisées en association avec les biocapteurs sont la potentiométrie,
'ampérométrie, la conductimétrie, la spectrophotométrie, la fluorimétrie et la résonance

des plasmons de surface.

1.5.1 Biocapteur SPR

A cause de la sensibilité des appareils SPR aux changements de la densité
optique du milieu prés de la surface métallique, I'intensité du signal obtenue pour une
molécule sera proportionnelle a sa masse. Ceci fait en sorte que les molécules de taille
importante, dont les molécules biologiques, méme a de faibles concentrations peuvent

étre détectées sans amplification subséquente.

Pour réaliser ce genre de test, il est nécessaire d’utiliser un récepteur spécifique a
'analyte d’intérét qui pourra étre lié indirectement a la surface métallique par une surface

intermédiaire. Une monocouche ou un polymeére tel que le dextran peut étre utilisé servir
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d’'intermédiaire entre la surface meétallique et le récepteur et limiter I'adsorption non
spécifique. Ceci pose probleme puisque la SPR ne permet pas de différentiation entre
les molécules détectées. C’est pourquoi il est important de réaliser les contrdles adéquats

et d’utiliser une SAM résistante a 'adsorption non spécifique.

1.5.2 Transport de Masse

Idéalement, aprés l'injection de I'analyte dans un systéme celui-ci serait a une
distance Iui permettant d’interagir avec le biocapteur. Quand dans un systéme la
migration d’un analyte vers son récepteur est une étape limitante, on dit que le
meécanisme cinétique de la réaction est limité par le transport de masse. Le transport de
masse peut étre défini comme étant le mouvement d’un élément en solution d’'une zone
de haut potentiel chimique vers une zone de bas potentiel chimique via diffusion, tel que
le déplacement d'un analyte diffusant vers une électrode durant une analyse

électrochimique.

Dans le cas d’'une analyse utilisant une surface sensible avec une profondeur
sondable limitée, telle que la SPR, la présence d’éléments limitant le transport de masse
cause l'ajout d’'une “étape” a la réaction cinétique globale entre I'analyte et la surface
active. Les équations décrivant le modéle simple ne peuvent pas étre utilisées pour
représenter un systeme limité par le transport de masse et d’autres équations doivent
étre utilisées. Ceci peut complexifier 'analyse des résultats si I'on tente d’obtenir les
constantes cinétiques*’- 48, La limitation causée par le transport de masse peut étre prise
en considération dans le mécanisme cinétique de l'interaction entre I'analyte et son
récepteur (Figure 9.2), ou As représente I'analyte dans le “bulk” de la solution et Ky la

constante cinétique du transport de masse du “bulk” a la surface sensible.

Dans le cas de l'utilisation d’'un biocapteur utilisé en flux continu ou la surface
active se trouverait sur les parois du canal et dont le flux d’analyte serait paralléle au
biocapteur, si le débit n'est pas assez fort, le systéme pourrait se voir limité par le
transport de masse. Le profil de vitesse d’un écoulement laminaire dans un canal est a
son plus intense au centre et décroit rapidement pour devenir nul aux parois du canal
(Figure 10).
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Figure 10 : Profil de vélocité théorique d’un fluide dans un cylindre de longueur
infinie.

L’écoulement de liquide a une trés courte distance de la paroi du canal peut aussi
étre assumé comme étant nul et donc formant une couche stagnante. L'épaisseur de la
zone stagnante est inversement proportionnelle a la vitesse d’écoulement du liquide au
centre du canal**. Si la zone stagnante est trop grande, celle-ci peut causer une limitation

due au transfert de masse.

Dans le cas d’'une analyse SPR en utilisant une monocouche pour immobiliser le
récepteur, il est possible de déterminer si le systéme est limité par le transfert de masse.
Pour se faire, il est nécessaire de réaliser de multiples tests d’association et d’observer
si une augmentation de la constante kon se produit en augmentant le débit de la solution

contenant I'analyte.

Dans le cas d’'un systéme ou une analyse réalisée avec un biocapteur dans un
canal recevant un flux continu d’analyte, il est aussi possible d’estimer si le systéme est

limité par le transport de masse avec les équations suivantes? :

L,
MTL = LmTLT (8)
Ly = kon [B] (9)
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Ou MTL étant une valeur quantitative permettant d’évaluer si le systéme est limité
par le transport de masse. Plus la valeur de MTL est proche de 1 plus le systéme est
limité par le transport de masse de I'analyte vers son récepteur. Lm est le coefficient de
transport de masse (m s™'). L est le coefficient d’Onsager du flux de la réaction (m s').
kon est la constante d’association entre les deux protéines converties en m3mol' s et
[B] est la concentration de récepteur libre a la surface du récepteur en mol m=2 qui peut
étre déterminé via I'’équation suivante dans le cas ou I'on considére que I'on est au temps

zéro de I'analyse®*.

[B] = Bmax X Ceonw (10)
Bmax étant le signal maximum obtenu quand tous les sites actifs du biocapteur ont
réagi avec I'analyte. Cconv coefficient de conversion entre une unité de signal provenant

de I'appareil utilisé pour réaliser le test par mol m-= 49,

L= x| PEXE (11)
— )( _—
mo wim h2 xb X1,

Dans l'équation (11), la valeur résultante de I'équation Lm est en fait une
approximation. D est le coefficient de diffusion de I'analyte dans le milieu (m? s*'), F est
la vitesse d’écoulement de la solution (ul min-'), h est la hauteur de la cellule fluidique

(m), | et b sont respectivement la longueur de la cellule fluidique et la largeur (m). CLm est

définie par I'équation suivante® :

Com = 147 x ——2— (12)
he'§

l1 et |2 sont la distance entre I'entrée de solvant de la cellule et respectivement le

début de la zone d’analyse et la fin de la zone d’analyse.

En combinant toutes ces équations, I'on obtient :
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MTL = >
1,\3
1- (3) | (13)
[ 3| D2 XF
1.47 X 121 X 7T xh x L + k4 [B]
L
En observant I'équation (13), il est possible de voir qu'en diminuant la

concentration de récepteur a la surface du biocapteur il est possible de réduire I'effet du
transfert de masse sur le systeme. Il est aussi possible d’augmenter la vitesse

d’écoulement de I'analyte dans la cellule fluidique pour obtenir le méme effet.

1.5.3 Test biomoléculaire réalisé via SPR
1.5.3.1 Obtention des constantes cinétiques kon et Ko

Les constantes cinétiques kon et Koff, d’'une interaction entre deux protéines, telles
qu’'observable dans I'équation (6) permettent de qualifier I'affinité entre ces deux
protéines. Ce genre de test peut étre réalisé en utilisant un appareil SPR. Les données

peuvent étre par la suite traitées pour obtenir les constantes cinétiques.

Pour obtenir les constantes cinétiques kon et Kof, il est nécessaire de réaliser un
essai direct avec le couple de protéines. Pour se faire, 'un des deux constituants, le
récepteur ou I'anticorps, est immobilisé a la surface de la zone sondée. Puis I'analyte est
injecté de fagon continue dans l'appareil grace a une pompe péristaltique. Durant
l'injection, il serait possible d’observer une augmentation du signal en SPR en fonction
du temps. Cette augmentation pourrait étre décrite par des équations différentes selon le
systéme et l'interaction entre I'analyte et le récepteur. Par exemple, un systéme sans
limitation par transport de masse entre I'analyte et son récepteur (équation (6)) ou le

signal obtenu pourrait étre décrit par I'équation (14).

R, = M % (1 — e—(kon[A]+koff)t)

kogs
Al + 2L
[4] 7.

Dans cette équation, R: représente le signal au temps t depuis le début de I'ajout

(14)

de l'analyte. Rmax est le signal maximum obtenu une fois que tous les sites actifs sont
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occupes et [A] est la concentration d’analyte en solution pouvant interagir avec le

récepteur.

Durant un essai direct, le signal augmente plus rapidement au moment de I'ajout
de I'analyte, ou tous les sites actifs sont libres (Figure 11 étape #1). Les anticorps dans
le flux de solution peuvent passer dans la zone stagnante une fois a l'interface entre les
deux milieux et se rendre aux récepteurs par diffusion pour interagir avec ceux-ci.
L’augmentation du signal diminue rapidement jusqu’a étre imperceptible, voire nulle, une
fois I'équilibre atteint entre I'association et la dissociation de I'analyte et de son récepteur
(étape #3 de la Figure 11). L’équilibre est identifiable par une stagnation du signal. La
solution contenant I'analyte est par la suite remplacée par la solution tampon pour retirer
les analytes n’ayant pas formé de complexes et ceux se dissociant pour empécher leur
possible réassociation a un récepteur (étape #4 de la Figure 11). En conservant le modéle
d’interaction simple analyte-récepteur énoncé précédemment, il est aussi possible de

décrire le signal obtenu durant la dissociation du complexe via I'équation (15)°C.

R, = Roqe orrt (15)

Ou Req est la valeur du signal au temps zéro de la dissociation. Dans le cas ou la
dissociation serait limitée par le transport de masse il serait possible de décrire la variation
du signal en fonction du temps par I'équation différentielle suivante :

th _ _kOfth
dt

- k 16
1 +kLt:(Rmax _Rt) ( )

Dans cette équation ki représente la constante cinétique du transport de I'analyte

de la masse au biocapteur.

L’injection du tampon est maintenue jusqu’a atteindre un nouveau plateau
indiquant la fin de la dissociation des complexes (étape #5 de la Figure 11). Il est possible
par la suite de nettoyer la surface et/ou de retirer les récepteurs, pour permettre

d’effectuer un autre test sur la méme surface.
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Figure 11 : Représentation d’un signal SPR théorique obtenue par un essai
direct, dans un canal en écoulement laminaire continue représenté par les fléches,
entre un anticorps et son récepteur a plusieurs étapes du test (Kon : 9,2x10* M-S Kot :
1x10-2S-"). Ligne grise représentant la limitation entre la zone stagnante prés du
biocapteur et la zone avec une vitesse d’écoulement non nulle. Ligne bleue (étapes 1-3)
phase d’association durant laquelle la solution tampon contenant les anticorps est
injectée. Ligne orange (étapes 4-5) phase de dissociation réalisée en injectant une
solution tampon.

1.5.3.2 Mesure du Kd pour deux molécules biologiques

Pour obtenir le Ka d’'un couple de molécules a partir d’'un appareil SPR, il est
nécessaire de réaliser un essai direct. Une faible concentration d’analyte est alors
injectée puis laissée a réagir jusqu’a atteindre I'équilibre. Si les données sont traitées par
un programme, l'opération est répétée en augmentant la concentration de I'analyte

jusqu’a ce qu’au moins 20% des récepteurs restant soient libres. Il est nécessaire
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d’atteindre ce seuil d’occupation pour s’assurer d’obtenir des résultats facilement

traitables avec un programme de corrélation.

Le signal, une fois le systéme a I'équilibre pour chaque concentration, est corrélé avec

I'équation suivante®* :

R _ Rmax[A]
" Ky +[A] (17)

Il est possible de réaliser une approximation des constantes en effectuant une
corrélation entre les données et I'équation (17), en observant I'impact de la variation de

chaque variable sur la corrélation.

Ceci est possible si I'équation utilisée posséde peu de variables et si 'on connait
impact de chacune d’elles, mais devient exponentiellement difficile a mesure que le
nombre de variables dans I'équation augmente. C’est pourquoi un algorithme utilisant un

processus itératif est généralement utilisé pour réaliser la corrélation.

1.6  Algorithme d’optimisation

Le programme informatique permettant I'utilisation et I'acquisition de données
avec le P4-SPR fut créé avec LabVIEW. La version de LabVIEW ayant été utilisé pour
créer le programme ne permet que I'implémentation de codes écrits en LabVIEW, C et
C++. Une autre contrainte étant que les codes écrits en C et C++ devraient étre sous
forme de DLL pour étre implémentés. Devant I'impossibilité de trouver le code source
d’'un programme ou une librairie permettant le traitement des données SPR et remplissant

tous les criteres, il fut nécessaire de créer un tel programme.

Pour obtenir les constantes cinétiques associées aux interactions simples entre
biomolécules, la méthode la plus simple est de créer un programme capable de corréler

les données obtenues a une équation non linéaire.

Pour réaliser une telle corrélation le plus rapidement possible, il est nécessaire

d’utiliser un algorithme d’optimisation heuristique ou métaheuristique. Un algorithme

28



d’optimisation heuristique permet de résoudre un probléme plus rapidement qu’avec des
méthodes standards en sacrifiant la précision et I'exactitude des résultats. Ces
algorithmes sont normalement composés d’un arbre décisionnel permettant de choisir la
prochaine méthode a adopter en fonction des informations présente connue®'. Un
algorithme métaheuristique est une version plus complexe ou d’un niveau plus élevé que
l'algorithme heuristique. lls sont utilisés pour trouver des solutions aux problemes
complexes comprenant des données manquantes ou imparfaites et ayant une large
gamme de solutions possibles®2. Les algorithmes heuristiques et métaheuristiques
servant a réaliser une optimisation ne sont pas assurés de trouver la solution globalement
optimale. Quand le programme converge vers une réponse qui n'est pas optimale, on dit

qu’il converge vers un minimum/maximum local.

Pour utiliser une optimisation, il est nécessaire que l'algorithme permette de
maximiser ou minimiser une valeur Y affectée par un nombre n de variables en faisant

les faisant varier. Ceci serait possible en utilisant la méthode des moindres carrés.

1.6.1 Nelder-Mead

L’algorithme Nelder-Mead, un algorithme heuristique, fut créer par John Nelder et
Roger Mead en 1965. Cette algorithme se base sur le déplacement d’un simplex, qui est
un triangle représenté en n dimensions, selon I'évaluation faite pour chacun de ces
sommets. Les déplacements sont organisés selon un ensemble de tests pour évaluer si
le déplacement d’'un sommet grace a un des 4 déplacements possibles permet
d’atteindre une meilleure valeur que celle précédemment connue. Les 4 déplacements
possibles sont la réflexion, I'expansion, la contraction et le rétrécissement. A chaque
itération, tous les sommets du simplex, sauf un, gardent leur position pour étre comparés
avec la nouvelle position obtenue. Ceci permet a I'algorithme d’adapter ses mouvements
dépendants de la “topographie” immédiate et de la fonction a optimiser. Cet algorithme
est connu pour rapidement trouver une solution. La raison de cette rapidité vient de la
simplicité du programme. Cet algorithme ne nécessite pas de limites quant a l'intervalle
de valeurs a chercher et requiert un critére pour indiquer I'arrét de I'algorithme. Ce critére

peut étre un nombre d’itérations limitant le programme ou l'utilisation d’'une tolérance qui
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permet au programme de s’arréter si la différence entre la position du sommet est

inférieure a la valeur de la tolérance entre deux itérations®3.

25§

05 ' _'3\

05

Figure 12 : Exemple de déplacement simplifié et entrecoupé, réalisé par
I'algorithme d’optimisation Nelder-Mead. Ceci est visualisé via les étapes de
déplacement du simplex a travers I'équation connue sous le nom de <<Rosenbrock
Banana Function>>

Cet algorithme est connu pour s’arréter dans des minimums locaux, dont il est
incapable de sortir. C’est pourquoi cet algorithme est souvent couplé avec d’autres pour
former un hybride compensant pour les lacunes de chacun des algorithmes avec leurs

forces respectives.5 5

1.6.2 PSO

La particle swarm optimization (PSO), créé par James Kennedy et Russell
Eberhart, est basée en partie sur le comportement d’agrégation des oiseaux ainsi que de
l'intelligence en essaim. Le but étant que I'ensemble d’un groupe puisse bénéficier des

trouvailles d’un de ces membres pour faire avancer le groupe vers un objectif commun.
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Un essaim (swarm) est composé d’'un ensemble d’entités normalement appelées
particules. Aprés leur création, un nombre de valeurs équivalent au nombre de variables
a optimiser leur sont attribuées entre un intervalle donné, et ce pour 'ensemble des

particules.

Par la suite, la particule évalue sa combinaison de variables et lui attribue une
valeur selon les critéres désignés (fit). Le programme vise a maximiser ou minimiser le fit
attribué a la combinaison de variables. La position des particules est modifiée a chaque
itération du programme pour converger vers une combinaison de solutions permettant
d’obtenir le meilleur résultat (fit). Les particules explorent les intervalles de valeurs définis
grace a la somme de trois vecteurs (Figure 14). Le premier (vecteur aléatoire) est créé
au moment de la création de la particule et composé de valeurs aléatoires. Le second
(vecteur cognitif) est modifié a chaque itération et déplace la particule vers la meilleure
position (combinaison de valeur pour chaque variable) que la particule ait explorée (Best
P). Le troisieme (vecteur social) est aussi modifi€¢ a chaque itération et déplace la
particule vers la meilleure position connue par 'ensemble des particules composant

'essaim (Best G).
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Figure 13 : Organigramme de programmation général d’'une PSO minimisant la
valeur du fit. Fit : valeur obtenue avec un ensemble de valeurs ; VC : Valeur courante
des variables pour la particule; VC_Fit : Valeur courante du fit pour la particule; BP :
valeur des variables du Best P de la particule; BP_Fit : Fit obtenu a partir du Best P de
la particule; BG : valeur des variables du Best G de I'essaim; BG_Fit : Fit obtenu a partir
du Best G de I'essaim.

Les vecteurs cognitif et aléatoire servent a limiter la convergence des particules et
permettent a 'essaim d’explorer la surface sondée en ajoutant de la diversité au vecteur
final de chaque particule puisque le Best P et le vecteur aléatoire sont uniques a chaque

particule et peuvent envoyer celle-ci dans une direction autre que vers le Best G%°.
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Vecteur Copnitif

Figure 14 : Représentation des trois vecteurs utilisés pour mettre en image le
déplacement des particules de I'’essaim utilisées durant la premiére itération du
programme.

L’inertie des particules est conservée entre les itérations en conservant un certain
pourcentage du vecteur final de litération précédente. Ce pourcentage est dicté par la
constante d’inertie (Wys). Celle-ci diminue a chaque itération pour atteindre son minimum
au nombre maximum d’itérations du programme. La valeur de la constante d’inertie
diminue linéairement avec les itérations, mais il est possible de modifier sa diminution
selon les besoins. Le but de cette diminution est de s’assurer que les particules puissent
explorer durant les premiéres itérations grace au vecteur aléatoire. Puisque son influence
sur le déplacement des particules n’est transmise que par l'inertie du vecteur final de
I'itération précédente de la particule (transmission réalisée par les variables wv;® de
I'équation (18)). Ce qui permet a celle-ci de converger vers un point unique avant que le

nombre d’itérations maximal soit atteint.

f
inertie — inertie,,;

Wy = 1_[ (inertiemax — o T x i) (18)

o

nb_iteration_tot
L

Il est possible de représenter le vecteur final (vij) et la position (Pjj) de la particule

durant sa prochaine itération (t+1) par les équations suivantes®’ :
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vi(]ﬁl) = in(]?) + Csocialr1(i? (BeSt Gi(jt) - Pigt)) + Ccognitiverz(itj) (BeSt Pig't) - Pig't)) (1 9)

t+1 t+1 t
Py = v + B (20)
Ou
vecteur social = csocialrl(g. (Best Gi(jt)—Pig-t)) (21)
vecteur cognitif = ccognitiverz(g. (Best PiE-t)—Pig-t)) (22)

Dans I'équation (19) w représente la constante d'inertie, I'exposant t est le numéro
de l'itération en cours, P la position de la particule et les r représentent une valeur
aléatoirement entre 0 et 1 changée séquentiellement. Les valeurs de r servent a limiter
la convergence des particules vers le Best G en rendant les déplacements de la particule

plus chaotique et favoriser I'exploration.

Un autre élément utilisé pour contréler la convergence des particules est
I'utilisation de la constante sociale et la constante cognitive. Elles sont respectivement
utilisées pour contréler I'intensité de I'attraction de la particule vers le Best G et le Best
P. Celles-ci ont généralement une valeur de 2.5 Il serait possible d’imaginer le
déplacement des particules vers le Best G au fil des itérations, comme étant semblable
a un déclin gravitationnel. L’'une des raisons pourquoi les constantes sociales et
cognitives ont une valeur de 2, en conservant I'image d’un déclin gravitationnel, est de
donner assez “d’énergie cinétique” aux particules pour ralentir la vitesse du déclin, mais

pas assez pour empécher le déclin vers le Best G.
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Figure 15 : Représentation du déplacement des particules d’'un essaim a chaque
itération du programme. Fléche verte : vecteur cognitif. Fleche noire : vecteur aléatoire.
Fléche rouge : vecteur social. Fleche bleue : vecteur final. Particule rouge : Solution
offrant le meilleur fit découverte par I'essaim (Best G)

L’algorithme est sujet a deux cas de probléeme pouvant mener a une valeur
erronée. Le premier correspond au cas ou les particules ne convergent pas ou trop
lentement pour le nombre d’itérations données. Il est trés rare que ce cas de figure
survienne, le probléme le plus courant est la convergence trop rapide des particules vers
un Best G. Ceci fait en sorte de limiter la zone explorée par les particules et donc limite
I'optimisation réalisée par I'essaim puisque I'optimum global pourrait étre exclu de la zone
sondée. Une multitude d’éléments peuvent causer ce probléme et plusieurs modifications

sont possibles pour limiter le phénoméne.

L’'algorithme PSO peut aussi étre hybridé avec dautres algorithmes
métaheuristiques dans le but d’augmenter les chances de convergence vers un optimum
global. L’hybridation ayant souvent pour but de maximiser la phase d’exploration, en
permettant une exploration plus large et une convergence moins directe au début de la

recherche.
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1.7 Conclusion

Le présent chapitre servit a exposer les notions nécessaires a la compréhension
de ce mémoire et du projet de couplage entre un biocapteur SPR et un bioréacteur auquel
j'ai pris part. La théorie nécessaire a la compréhension des tests exposés dans le chapitre
2, comme la résonance des plasmons de surface, la formation des monocouches auto-
assemblées et la théorie nécessaire a la compréhension des tests des cinétiques ont été
exposées dans le but de comprendre les problémes et les motivations prenant place
durant cette partie du projet. L'autre partie de la théorie explique essentiellement le
fonctionnement des divers composants des algorithmes discutés dans le chapitre 3. Cette
partie avait comme objectif d’introduire les éléments de base des deux différents
programmes, Nelder-Mead et PSO, utilisés durant la création du programme de

corrélation.

36



Chapitre 2 : Chimie de surface des monocouches

21  Introduction

Le but du projet étant de créer un montage SPR permettant I'analyse en continu
d’interactions entre un anticorps ayant son Fc glycosylé et un récepteur se liant a celle-
ci, 'anticorps choisi pour les tests fut le Trastuzumab (TZM) et le récepteur le FcyRlIlla.
Puisqu’il est nécessaire que la surface du capteur SPR puisse étre régénérée lorsque les
molécules du montage biologique sont dégradées, et réaliser une analyse subséquente,
une paire de molécules servant a la capture et la libération du récepteur durant les tests

fut requise.

L’utilisation d’un biocapteur SPR implique systématiquement la présence
d’adsorption non spécifique. Il est donc nécessaire d’utiliser une monocouche pour
minimiser celle-ci. Puisque chaque composante du montage biologique peut interagir de
facon différente avec une monocouche d’'une composition donnée, il est aussi nécessaire
de tester une gamme de monocouches de compositions variées pour identifier celles a
utiliser pour les tests de cinétiques. La surface ne doit pas nuire au signal causé par
l'interaction de l'analyte a son récepteur. Dans le cadre de mon mémoire, je fus
responsable de la préparation de toutes les monocouches, des manipulations de la P4-
SPR et du traitement des données expérimentales. Tous les tests effectués ont été
réalisés en collaboration avec Benoit Liberelle, du groupe de Gregory De Crescenzo,
Benoit étant responsable de la préparation de toutes les solutions biologiques utilisées

durant les tests.

2.2 Montages moléculaires testés

Puisque I'automatisation du systéme nécessite la possibilité de retirer et replacer
les récepteurs qui auraient pu s’étre dégradés durant les tests, le couple de molécules
K5coil et E5coil fut utilisé comme systéme de capture et libération des récepteurs pour
former les biocapteurs. Ce couple de molécules ayant prouvé leur fiabilité et leur
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robustesse pour servir de systéme de capture et libération a des molécules biologiques,

leur utilisation fut a la base de tous les montages biologiques réaliser durant les tests* .

Les premiers tests ont été réalisés en utilisant un seul anticorps soit le TZM et un
récepteur spécifique au fragment cristallisable (FcyRllla) préalablement lié a un E5coil
(Figure 16). La liaison de ces deux protéines est suivie via SPR dans le but de d’étudier
la cinétique des intéractions entre ceux-ci. Le fragment K5coi, complexant avec le E5coil,
se lie a une molécule de PDEA, par un lien disulfure dans le but de former un lien tout en
assurant une orientation spécifique une fois la molécule liée. Le PDEA est attaché via un
lien peptidique, a la monocouche de la plaque d’or. Des tests subséquents ont, par la
suite, été réalisés ou le PDEA servant de linker fut remplacé pour utiliser un complexe de
biotine et streptavidine. Pour cet autre montage, le K5 ainsi que des molécules
composant la monocouche furent préalablement liés a une biotine. Puis une streptavidine
fut utilisée pour lier les deux molécules biotinylées (Figure 16 b). Le complexe biotine-
streptavidine étant bien connu pour leurs trés fortes interactions (Ka = 1014 M), il fut utilisé

pour cette méme capacité®.

Anticorps

al ] Wy ™

Récepteur du fragment

cristallisable (FcyRllla) E5cai
coll

K5.:.;|i|

Streptavidine
2-(2-pyridinyldithio)éthanamine
(PDEA)

Biotine
Molécule de la monocouche

avec groupement COOH
terminal

Figure 16 : Représentation des montages biologiques utilisés pour les tests
réalisés via SPR avec (b) et sans (a) utilisation du complexe Biotine-Streptavidine.
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Dans les deux montages exposés a la Figure 16, il serait possible de retirer le
récepteur de I'anticorps en utilisant une solution de chlorure de guanidinium 6M, en
séparant le complexe K5-E5 par un meécanisme d’agent chaotropique brisant les
interactions entre les deux molécules. Ceci permet de retirer rapidement le récepteur

étiqueté E5 du montage et de le remplacer par un autre récepteur étiqueté E5 ©°.

2.3 Méthodologie expérimentale

2.3.1 Appareils utilisés

L’instrument SPR utilisé durant les tests est la P4-SPR vendue par Affinité
Instrument (Figure 4a). Les surfaces d’or utilisées pour les prismes de cet appareil SPR
ont été formées en utilisant un pulvérisateur cathodique de modéle Cressington coating
system 308 R.

2.3.2 Test SPR
2.3.2.1 Prisme SPR

Les prismes utilisés dans les appareils P4-SPR sont des prismes de Dove de 20
mm x 12 mm x 3 mm. Ceux-ci sont préalablement lavés dans une solution piranha durant
une heure puis rincés a I'eau désionisée (18,2MQ.cm) et conservés dans I'éthanol. Pour
réaliser la déposition, les prismes sont séchés avant d’étre déposés dans le pulvérisateur
cathodique. Celui-ci est ensuite mis sous vide. Une couche de chrome d’une épaisseur
de 1 nm est déposée pour servir d’adhésif entre le verre et la couche de 50 nm d’or qui

est par la suite ajoutée.

2.3.2.2 Cellule fluidique
23.2.21 Cellule utilisée durant les tests

En plus du prisme de Dove, une cellule de PDMS est ajoutée a sa surface
meétallique pour permettre de contenir et guider les solutions injectées vers les 4 zones

réalisant 'analyse de la P4-SPR. La cellule fluidique utilisée durant tous les tests SPR
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exposes dans ce mémoire fut en forme de S telle qu'observable a la Figure 17. Les
3 premiers canaux observables a cette figure ont une forme de S pour permettre un
triplicata de mesure en utilisant la méme solution. Le quatrieme canal sert de référence.

Un minimum de 250 uL de solution est nécessaire pour remplir le canal d’analyse.

Figure 17 : Cellule fluidique a 4 canaux, utilisée dans la P4-SPR, dont 3 en forme
de S servant la réalisation d'un triplicata et 1 de référence utilisée en recouvrant le
prisme de Dove recouvert d’'une couche d’or.

23.2.2.2 Cellule utilisée pour le couplage avec le bioréacteur

Une fois la P4-SPR liée au bioréacteur, il sera nécessaire de minimiser le temps
mort entre chaque test et augmenter le nombre de tests pouvant étre réalisés
simultanément. Ce qui serait possible en augmentant le nombre de canaux indépendant
a la surface du prisme. Pour se faire, tout en minimisant les modifications a I'appareil P4-
SPR, il serait nécessaire de remplacer la cellule fluidique en forme de S pour une cellule

fluidique comportant 4 canaux distincts (Figure 18).
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Figure 18 : Cellule fluidique de PDMS a 4 canaux indépendants utilisés dans les
appareils P4-SPR.

Pour ce faire, il fut délégué a Sophie Wesolowski, stagiaire de I'été 2018 du groupe
Masson, de créer un nouveau moule pour permettre la création d’'une telle cellule
fluidique. Cette nouvelle cellule fluidique permettrait d’utiliser 2 canaux, dont un servant
a l'analyse et le second de référence tandis que les deux autres canaux fonctionneraient

selon le méme principe de fagon indépendante.

2.3.2.3 SAM

Une solution de 2 mM de molécules comprenant une chaine alkyle thiolés (tel que
'acide 16-mercaptohexadecanoique) dissoutes dans le N,N-diméthylformamide (DMF)
est appliquée grace a une micropipette sur la surface métallique d’'un prisme de telle sorte
a former une goutte bombée. Le prisme et la goutte a sa surface sont laissés a 'abri de
la lumiére et des vibrations durant 12 h ou une nuit. Par la suite, les prismes sont lavés
3 fois a I'éthanol puis autant de fois a I'eau désionisée (18,2MQ.cm), et séchée avec un

flux d’azote.

2.3.2.4 Montage SPR

Les prismes d’or fonctionnalisés sont insérés dans I'appareil P4-SPR puis
recouverts d’'une cellule de PDMS permettant de réaliser un triplicata de mesure et une
mesure de référence (forme de S). Un bras métallique est par la suite abaissé sur la
cellule fluidique pour s’assurer de I'étanchéité du montage et permettre I'injection des
solutions dans les canaux de la cellule. Avant I'allumage de I'appareil, de 'eau désionisée
(18,2 MQ.cm) est injectée. Une fois I'appareil allumé, celui-ci est stabilisé durant 30 min.
Puis de I'eau désionisée (18,2 MQ.cm) est encore une fois injectée suivie de I'injection
du tampon utilisé durant les tests. Cela permettant d’obtenir un signal stable pour une

éventuelle normalisation des résultats.
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2.3.2.5 Essai direct
2.3.2.51 Préactivation de la surface au DIC/NHS

Dans le but de réaliser une liaison peptidique entre deux molécules, il est possible
de préactiver les molécules ayant un groupement COOH pour former un lien peptidique
avec une seconde molécule ayant une amine primaire en utilisant du DIC (N,N'-
diisopropylcarbodiimide) et du NHS (N-hydroxysuccinimide). Pour se faire, une solution
0,4 M de DIC et 0,4 M de NHS dans le DMF est utilisé pour recouvrir la monocouche
d’intérét et laisser a réagir durant 12h ou une nuit. La monocouche doit par la suite étre
lavée trois fois a I'eau désionisée (18,2MQ.cm). La monocouche une fois activée doit étre

utilisée rapidement apres le lavage.

2.3.2.5.2 Montage K5c.il sans Biotine-Streptavidine

Du tampon (HSB-EP), est injecté pour réaliser une ligne de base autant dans le
canal de mesure que dans celui de référence. Puis, pour permettre la liaison entre le 2-
(2-pyridinyldithio)ethanamine (PDEA) et les molécules de la monocouche ayant un
groupement COOH une solution fraiche de NHS (N-hydroxysuccinimide) (28 mg/mL) et
EDC (hydrochlorure de N-(3-diméthylaminopropyl)-N’-éthycarbodiimide) (78 mg/mL)
dans de I'eau désionisée (18,2 MQ.cm) est injecté dans le canal de mesure et laissé a
réagir durant 5min ( Figure 7). Le HSB-EP est injecté pour retirer les réactifs et laissé
jusqu’a stabilisation du signal. Une solution de PDEA (12mg/mL) est injectée et laissée
jusqu’a stabilisation du signal. Le tampon est injecté pour retirer le PDEA et laissé jusqu’a
stabilisation du signal. Pour bloquer les sites activés par le EDC/NHS, mais n’ayant pas
réagi avec le PDEA, une solution d’hydrochlorure d’éthanolamine 1M a pH 8,5 est
injectée et mise a réagir durant 10min. Le tampon est injecté pour retirer I'éthanolamine.
Une solution de 10uM de K5 dans un tampon d’acétate 100mM a pH 4.0 est par la suite
injectée pour former un pont disulfure avec le PDEA. Aprés stabilisation du signal, le
tampon est injecté pour retirer les molécules de K5 n’ayant pas réagi. Pour bloquer les
molécules de PDEA n’ayant pas réagi une solution de cystéine (6mg/mL) et NaCl
(28mg/mL) dans une solution tampon d’acétate 100mM a pH 4.0 est injecté et laisser a

réagir durant 10min. Dans le but de retirer toute trace de cystéine et K5 potentiellement
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restante, un lavage au tampon est effectué suivi d’'un lavage en utilisant une solution de
chlorure de guanidinium 6M et un dernier lavage avec le tampon de HSB-EP pour retirer

le chlorure de guanidinium.

2.3.2.5.3 Montage K5c.il avec Biotine-Streptavidine

Du HSB-EP, servant de tampon, est injecté pour réaliser une ligne de base autant
dans le canal de mesure que dans celui de référence. Puisque les molécules de la
monocouche ont été préalablement étiquetées avec une biotine, une solution de
streptavidine (100 uM) est injectée puis laissée a réagir durant 10 min. Du tampon est
ajouté pour retirer la streptavidine libre en solution. Par la suite, une solution de molécule
K5 préalablement liée a une biotine a partir de son acide glutamique terminal (10 uM) est
laissée a réagir durant 10 min. L'excés de K5 n’ayant pas réagi est retiré en injectant du

tampon.

2.3.2.54 Finalisation du montage

Apres I'ajout du K5, le récepteur est ajouté en injectant une solution de récepteur
étiqueté E5 (1 pug/mL) qui est laissée a réagir jusqu’a stabilisation du signal. Du tampon
est injecté dans les deux canaux dans le but de retirer tout récepteur n’ayant pas réagi et
le signal est laissé a stabiliser pour réaliser une ligne de base. Il est par la suite possible
d’injecter I'anticorps TZM (1000 nM) dans un tampon de HSB-EP et d’observer la
formation du complexe récepteur-anticorps par le déplacement du signal jusqu’a
stabilisation de celui-ci. L’anticorps peut étre par la suite retiré en injectant de fagon
continue du tampon au moyen d’une pompe péristaltique. Si ces deux dernieres étapes
sont réalisées en utilisant une pompe péristaltique en utilisant un deébit similaire durant
les deux étapes il est possible de traiter les résultats pour obtenir les constantes kon et

koff associées aux interactions entre le récepteur et I'anticorps injecté.

2.3.2.6 Adsorption non spécifique
La réalisation d’'un test d’adsorption non spécifique dépend de I'analyte et de son

environnement. Comme régle générale, il est nécessaire que I'environnement testé soit
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identique a celui d’'une analyse réguliére, sans permettre a la molécule d’intérét de se

lier.

2.3.2.6.1 Test d’adsorption non spécifique K5, Récepteur, Anticorps TZM,
Montage sans Biotine-Streptavidine

Le prisme est traité de la méme fagon que décrite dans la section 2.3.2.5.2
jusqu’apres l'ajout de la solution de PDEA. Par la suite, du tampon est utilisé pour retirer
le PDEA. Pour bloquer tous les sites actifs et refléter le plus fidélement la surface qui
serait utilisée pour les essais directs, tout en empéchant le PDEA actif de se lier avec le
K5, une solution de cystéine (6 mg/mL) et NaCl (28 mg/mL) dans une solution tampon
d’acétate 100 mM a pH 4.0 est injectée et laissée a réagir durant 10 min. Le tampon est
injecté pour retirer la solution de cystéine. Puis, la solution d’analyte d’intérét est injectée
et laissée a adsorber durant 5 min. Par la suite, le tampon est injecté pour retirer la
molécule d’'intérét du systéme. Le signal attribué a I'adsorption de la molécule d’intérét
est obtenu en calculant la différence de signal attribué au lavage via tampon avant et

apres l'injection de la molécule d’intérét.

2.3.2.6.2 Test récepteur, montage sans Biotine-Streptavidine

Puisque les monocouches utilisées pour ces tests ont toutes été formées en
utilisant des ratios différents de PEG et de PEG biotinylé aucun traitement préalable n’est

nécessaire pour ce systeme.

24 Reésultats expérimentaux et discussion

Les premiers tests SPR réalisés durant cette maitrise furent axés sur I'adsorption
non spécifique entre des monocouches de composition mixte et les macromolécules
biologiques utilisées dans les tests de cinétique biologique précédemment décrits. Tous
les résultats présentés dans cette section du mémoire ont été obtenus a I'issue d’un seul

test et n'ont pas été reproduits a cause d’'un manque de ressource.
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Puisque les macromolécules biologiques ont plus de chance de s’adsorber non
spécifiquement, les premiers tests furent concentrés sur la détection du K5, du FcyRllla
et du TZM. Avec le changement du montage biologique pour un utilisant le complexe

biotine-streptavidine, les tests ont, par la suite, inclus la Streptavidine et le K5 biotinylé.

Durant le traitement des résultats des monocouches, n’incluant pas le PEG, toutes
les variations négatives du signal obtenues suite a I'ajout d’'une molécule au systeme
furent corrigées pour apparaitre comme étant une variation égale a zéro. Puisque I'ajout
d’'une molécule a la surface de la zone sondée devrait causer une variation positive du
signal ou pourrait ne pas varier si la densité du milieu n’est pas affectée de fagon

significative.

2.41 Monocouche de 16-mercaptohexadecanoique et 1-dodécanethiol

Les premiers tests ont été réalisés en utilisant une monocouche composée d’acide
16-mercaptohexadecanoique et de 1-dodécanethiol dans un ratio 1 :1. Le signal obtenu
de l'essai direct (Figure 19 section D) indique que les molécules ont réussi a former le
montage biologique et qu’il y a eu liaison du TZM a son récepteur. Par contre, le signal
obtenu reste faible par rapport a d’autres essais directs utilisant des anticorps a des
concentrations similaires. Par exemple, la différence de signal associé a l'injection d’'une
solution de 1000 nM d’lgG avec un biocapteur créé a partir d’'une monocouche de 16-
mercaptohexadecanoique et de 1-dodécanethiol dans un ratio 1 : 10 lié a de l'anti-IgG
s’élevait a prés de 12,5 nm (Annexe C Figure 38). Ce résultat est 558 fois plus grand que
le signal obtenu avec I'ajout d’une solution de 1000 nM de TZM avec 10 fois plus de sites
potentiellement actifs. Le faible signal obtenu du TZM serait explicable par le fait que son
récepteur soit en grande partie absent de la monocouche au moment de l'injection du
TZM.

Un test d’adsorption non spécifique a par la suite été réalisé dans le but d’évaluer
la portion du signal pouvant étre causé par I'adsorption de chacune des molécules du
montage moléculaire sur une monocouche de méme composition (Figure 19 section D).
Celui-ci révéle que seul le TZM s’adsorbe. Cependant, prés de la moitié du signal du TZM
obtenu dans l'essai direct serait causé par l'adsorption non spécifique. Ceci étant

indésirable, mais la variation du signal est assez grande pour ne pas étre entierement

45



attribuée au bruit qui peut causer une variation du signal d’environ 0,0057 nm.

Cependant, ces signaux restent relativement faibles.
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Figure 19 : Variation du signal SPR normalisé par la différence de signal entre de
'eau désionisée (18,2 MQ) et le tampon HSB-EP, associé a I'adsorption non spécifique
et de trois protéines ( I'anticorps TZM; le récepteur FcyRIlla; K5) sur différentes
monocouches de composition variée .A : 1-(carboxypenthyl)-3-(mercaptododecyl)-
imidazoliumbromide (C5) et 11-Mercapto-1-undecanol dans un ratio 1 :10, B : 1-
dodécanthiol, C : C5 et 1-dodécanthiol dans un ratio 1 :10, D : acide 16-
mercaptohexadecanoique et 1-dodécanthiol dans un ratio 1 :1, E : C5 préactivé et 1-
dodécanthiol dans un ratio 1 :10.

Un test d’adsorption non spécifique en utilisant une monocouche entierement

composeée de 1-dodécanthiol (Figure 19 section B) a par la suite été effectué dans le but
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de déterminer la cause de I'adsorption non spécifique du TZM. Contrairement au test
effectué en utilisant la monocouche de ratio 1 :1 acide 16-mercaptohexadecanoique et
1-dodécanthiol, une adsorption non spécifique du récepteur a été observée, mais aucune

ne fut observée pour le TZM.

2.4.2 Monocouche de C5

Le 1-(carboxypenthyl)-3-(mercaptododecyl)-imidazoliumbromide (C5) fut choisi
pour les résultats précédemment obtenus avec les monocouches composées ce liquide
ionique®'. Les monocouches de C5 utilisées pour un biocapteur pour I'lgG ayant permis
l'obtention d'un signal de méme intensité que celle composée d’acide 16-
mercaptohexadecanoique®’!. C’est pourquoi une monocouche de composition mixte dans
un ratio 1 :10 de C5 : 1-dodécanethiol fut initialement utilisée pour les tests. Mais comme
il est possible de voir a la Figure 19 section C, le signal résultant de I'essai direct pour les
trois analytes est plus faible que celui obtenu avec la monocouche d’acide 16-

mercaptohexadecanoique et de 1-dodécanethiol (ratio 1 :1), (Figure 19 section D).

Le trés faible signal fut attribué au fait que le groupement terminal COOH du C5
ne réagissait pas de fagon suffisante avec le EDC/NHS pour qu'une assez grande
quantité de sites soient activés et puisse former un lien peptidique. La réaction du C5
avec le EDC/NHS fut remplacée par une préactivation du C5 en utilisant du DIC/NHS, ce
qui aurait permis d’obtenir une plus grande quantité de sites activés pour réagir avec le
PDEA. Cette hypothese fut basée sur le long temps de réaction ainsi que I'absence de
certaines réactions secondaires présentes dans la formation d’un lien peptidique en
utilisant du EDC/NHS®2. Cependant, comme vu a la Figure 19 section E, le signal a
presque doublé pour le K5 et aucune variation de signal associé a liaison du TZM ne fut

détecté.

Bien que la variation de signal de 'essai direct soit presque nulle pour les deux
tests impliquant le C5, un test d’adsorption non spécifique fut effectué (Figure 19 section
C). Il est possible de voir que le niveau d’adsorption non spécifique du TZM est équivalent
a celui précédemment observé pour l'acide 16-mercaptohexadecanoique: 1-

dodécanethiol (1 :1) (Figure 19 section D) ainsi qu’un signal équivalent, pour le récepteur,
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au test effectué avec la monocouche uniquement composée de 1-dodécanethiol (Figure
19 section B). A partir des résultats, il est possible d’'observer une tendance. La présence
d’'une monocouche plus hydrophobe semble causer une plus grande adsorption non
spécifigue du récepteur, tandis qu'une surface plus hydrophile semble causer une
augmentation de l'adsorption non spécifique du TZM. Ceci semble étre appuyé par les
résultats obtenus en réalisant les mémes tests en utilisant une monocouche de 11-
mercaptoundécanol et C5 (Figure 19 section A). Cependant, la présence d’adsorption
non spécifique du K5, qui n’avait pas été observée pour les monocouches contenant du
1-dodécanethiol, porte a croire que la présence de surface hydrophobe empécherait

I'adsorption non spécifique du K5.

Un élément inexplicable est que la variation du signal pour les essais directs des
biomolécules pour les monocouches de C5 et 1-dodécanthiol soit, pour le TZM et son
récepteur, plus faible que le signal obtenu pour les tests d’adsorption non spécifique (
Figure 19 section C). L’intensité du signal obtenu pour les tests avec le TZM et son
récepteur devrait étre équivalente ou plus grande que le signal obtenu pour le test
d’adsorption non spécifique. Puisque la variation de signal causée par le phénomene
d’adsorption non spécifique aurait dd faire partie de la variation de signal obtenu de 'essai
direct. Ceci ne semble pas étre le cas puisque le signal du TZM n’est que 6.7% de celui
obtenu pour les tests d’adsorption non spécifique de celui-ci. De plus, aucune variation
positive du signal associée a I'ajout du récepteur ne fut observée durant I’essai direct
tandis que le signal de I'adsorption non spécifique de celui-ci fut équivalent a celui obtenu

pour le 1-dodécanethiol.

La présence d’une telle anomalie dans les résultats indique la présence d’un
probleme, qui n’a, jusqu’a présent, pas pu étre expliqué. Ces données sont donc
inutilisables pour arriver a une conclusion quant au signal obtenu pour les essais directs

des molécules composant le montage biologique.

2.4.3 Monocouche d’acide 3-mercaptopropionique-LHDLHD
La derniere monocouche utilisant une chimie exempte du complexe Biotine-

Streptavidine fut composée de I'acide 3-mercaptopropionique-LHDLHD. Ce peptide
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ayant démontré une bonne capacité a limiter 'adsorption non spécifique dans le sérum
bovin connue pour étre riche en protéines variées®. Ce peptide serait favorable pour les
tests utilisant des protéines de tailles et compositions variées. Un essai direct et un test
d’absorption non spécifique furent réalisés. Mais aprés les résultats décevants des tests
d’adsorption non spécifique du peptide, il m’a paru étrange que cette monocouche ait
obtenu de bons résultats dans des tests antérieurs®3. Par la suite, j'ai reconsidéré la
méthode de conservation du peptide dans le laboratoire. L’échantillon était conservé dans
un dessiccateur a température piéce, et ce depuis plus d’un an, bien que protégé de la
lumiere, ces conditions m’ont semblé loin d’étre optimales en considérant que

I’échantillon en question était un peptide.

Le peptide utilisé durant les tests fut donc analysé au spectrométre de masse et
comparé au spectre du peptide intact (Annexe B ). Dans la partie (b) de la Figure 35
représentant le spectre de masse d’'un échantillon de LHDLHD intact, il est possible
d’observer un pic a 837.50 m/z et a 419.34 m/z qui peuvent étre associés a [M+1H]'* et
[M+2H]?* ou M est le 3-mercaptopropionic-LHDLHD. Cependant, dans la partie (a) de la
Figure 35, représentant le spectre de masse du peptide utilisé pour former les
monocouches, aucun pic ne put étre associé au 3-mercaptopropionic-LHDLHD. Ce qui
indique la dégradation de I'échantillon de peptide utilisé pour les tests et donc que les

données obtenues des tests sont inutilisables.

2.4.4 Monocouche de PEG

Dans les monocouches préecédemment testées, seule la monocouche d’acide 16-
mercaptohexadecanoique : 1-dodécanthiol (1 : 1) permit 'obtention d’un signal indiquant
la bonne formation du montage biologique et seul un faible signal associé a la liaison du
PDEA fut observé (environ 0,2 nm). Il fut donc supposeé, di aux faibles signaux obtenus
dans les tests par le K5 que I'étape de liaison du K5 au PDEA soit limitante. Un autre
montage biologique fut donc proposé dans le but de limiter la nécessité d’un pont disulfure
formé durant le test en faveur du complexe biotine-streptavidine. |l fut aussi proposé
d’utiliser une monocouche composée de PEG (tri(éthylene glycol)dodécylthiol), puisque
celle-ci est connue pour limiter 'adsorption non spécifique et permettrait de confirmer le

bon fonctionnement du montage.
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Le premier test fut effectué dans le but d’observer I'adsorption non spécifique de
I'anticorps et des autres molécules composant le montage sur une surface de PEG non
biotinylé, puisque celle-ci constituerait la majorité de la monocouche pour les autres tests.
Les deux tests subséquents utilisant du PEG biotinylé (tri(éthyleéne glycol)dodecylthiol
biotinylé) furent réalisés en injectant le TZM en premier pour observer son adsorption non
spécifique. De la streptavidine puis du K5 biotinylé furent injecté par la suite dans le but
d’observer le signal résultant de la liaison de la streptavidine a la biotine de la

monocouche et de la liaison du K5 biotinylé a la streptavidine liée a la monocouche.

Il m’est nécessaire de préciser que les résultats présentés la Figure 20 n'ont pas
été normalisés en fonction du signal de I'eau et du tampon puisque la différence de
variation entre les SAM est inférieure a 7% pour les 3 plaques utilisées. De plus, tous les
tests furent effectués dans des conditions similaires (tous ont été effectués le méme jour,
sur le méme appareil, les monocouches ont été formées en méme temps). Ce qui n’était
pas le cas pour les tests des monocouches n’utilisant pas de PEG. C’est pourquoi je n’ai

pas cru bon d’appliquer cette correction.

2.4.4.1 Monocouche de PEG non biotinylé

Le premier test impliquant l'utilisation de PEG fut effectué en utilisant une
monocouche entiérement composée de PEG dans le but d’observer I'adsorption non
spécifique de plusieurs composantes du montage biologique. En observant la Figure 20,
partie A, il est possible de remarquer qu’une seul des variations de signal est positive soit
pour le K5 biotinylé, les autres étant négatives. Cela impliquerait une diminution de la
densité dans la zone sondée par I'appareil. Ce qui pourrait étre causé par I'’hydratation
de la monocouche de PEG qui causerait le déploiement des molécules de PEG et leur
réorganisation a la surface, causant une diminution du signal causé par I'éloignement des
groupements terminaux de la surface d’or (exemple de variation du signal : Annexe C
Figure 36). Ce qui pourrait aussi expliquer pourquoi la variation négative de signal SPR

diminuait entre l'injection des anticorps et la streptavidine.
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Figure 20 : Signal obtenue de I'essai direct et de I'adsorption non spécifique de
I'anticorps TZM, la streptavidine(100 uM) et/ou de la streptavidine 10 fois plus
concentrée (1000 uM) et du K5 biotinylé composant le montage biologique sur une
surface composée de différent pourcentage de PEG biotinylé et PEG non biotinylé. A :
100% , B : 95% , C : 75% de PEG non biotinylé

Cependant, en considérant le faible signal obtenu pour chacune des molécules, il est
possible d’assumer, méme si le signal fut affecté par I'hydratation de la monocouche, que
ces résultats tendent a indiquer que I'adsorption non spécifique causée par une monocouche

composer de PEG serait négligeable.

2.4.4.2 Monocouche de 5% de PEG biotinylé et 95% de PEG non biotinylé
Le second test fut réalisé en utilisant une monocouche composée de 5% de PEG

biotinylé et de 95% de PEG (Figure 20, section B). La variation négative du signal pour
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les trois molécules indiquerait que la streptavidine n’a pas interagi avec les molécules de

biotines liées a la monocouche.

Une autre possibilité serait que la quantité de streptavidine s’étant liée a la surface
n’était pas assez importante pour obtenir un signal détectable. C’est pourquoi une

monocouche ayant un plus grand ratio de PEG biotinylé fut testée.

2.4.4.3 Monocouche de 25% de PEG biotinylé et de 75% de PEG non biotinylé

La derniére monocouche fut créée en utilisant 25% de PEG biotinylé et 75% de
PEG (Figure 20 section C). Puisque le signal associé a l'injection de la streptavidine ne
fut pas détecté a la concentration normalement utilisée pour les autres tests (100 uM),
une seconde solution de streptavidine 10 fois plus concentrée fut injectée dans le but
d‘obtenir un signal détectable par la SPR, cette fois ci observé. Un signal fut détecté pour
le K5 biotinylé, précédemment impossible a détecter, impliquant la possible liaison de

celui-ci a la monocouche.

Il est aussi possible de remarquer que la présence de PEG biotinylé dans la
composition de la monocouche ne semble pas causer une augmentation de I'adsorption
non spécifique de I'anticorps TZM. Cependant, il serait aussi possible que I'hydratation
de la monocouche cause une décroissance du signal associé a l'adsorption non

spécifique du TZM.

2.5 Conclusion des tests sur diverses monocouches

Les résultats des tests n'ont pas permis d’observer une monocouche ayant les
caractéristiques requises pour étre utilisées ultérieurement dans le couplage avec le
bioréacteur. Seules les monocouches composées de PEG (25 :75 biotinylés : non
biotinylé) ainsi que celle d’acide 16-mercaptohexadecanoique et de 1-dodécanethiol
(1 :1) ont permis d’obtenir un signal durant 'essai direct supérieur au signal provenant de
I'adsorption non spécifique pour les mémes molécules sur la méme monocouche, ou pour
celle de PEG 25 :75, une monocouche de composition similaire (PEG non biotinylé). Ceci

meéne au principal probléme observe, soit que le signal provenant des essais directs des
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autres monocouches de composition mixte était, si celui-ci était plus grand que zéro, plus
faible que le signal obtenu lors des tests d’adsorption non spécifique. Ceci ne devrait pas
étre possible et implique donc la présence d’un probleme qu’il ne m'a pas été possible

d’identifier durant ma maitrise.

Ce probleme est étonnant puisque les techniques utilisées pour créer le montage
biologique sans streptavidine, soit I'utilisation du PDEA et le couple K5-E5 utilisés dans
le but de former un complexe réversible ont permis, par le passé, I'obtention de signaux
non négligeable a des concentrations plus basses que celle utilisée durant les tests
réalisés durant ma maitrise* %8. Le faible signal associé aux essais directs des protéines
pourrait étre en partie lié aux limitations causées par le transport de masse. Il serait
possible de tester cette hypothése en utilisant une pompe péristaltique pour injecter en
continu une solution fraiche d’analyte ou faire en sorte que la pompe péristaltique soit
installée pour injecter la solution d’analyte en circuit fermé. Ainsi, I'analyte serait préservé
en permettant un brassage et la réinjection des molécules s’étant précédemment
adsorbées dans la solution d’analyte. Si le signal d’adsorption non spécifique des
molécules reste supérieur au signal de I'essai direct, il serait possible d’analyser plus en
profondeur les molécules présentes a la surface de la zone sondée. Pour ce faire, la
surface d’or serait utilisée comme cathode pour réduire le thiol des alcanes composant
la monocouche®. Cela permettrait de libérer les molécules composant et adsorbées a la
surface de la monocouche. Il serait alors possible de récupérer les molécules pour les
analyser grace a la spectrométrie de masse. L'analyse et I'identification des molécules a
la surface de la monocouche permettraient une meilleure compréhension des résultats
observés durant les tests réalisés sur SPR. Il serait aussi possible de tester I'impact du
solvant utilisé durant la formation de la monocouche. Puisque celui-ci a un impact non

négligeable sur la qualité de la SAM®°,

I m'est aussi nécessaire d’exprimer quelques recommandations pour la
continuation de ce projet. Il serait nécessaire de répéter certains des tests pour confirmer
les résultats. Cela n’ayant pas étre fait d0 a un manque de ressources. Il serait aussi
intéressant d’observer 'impact de 'augmentation du ratio de PEG biotinylé a 50% pour

observer I'impact sur le signal obtenu ainsi que sur I'adsorption non spécifique. En
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réalisant a nouveau les tests, il serait nécessaire de confirmer la liaison du PDEA a la
monocouche. Pour se faire, une solution contenant des nanoparticules d’or serait
injectée. Les nanoparticules d’or peuvent réagir avec le pond disulfure du PDEA et ce lié
a celui-ci pour former deux liens semi-covalents. La taille des nanoparticules permettrait
d'obtenir un signal d’'une plus grande intensité que celui pouvant étre obtenu de I'ajout du

PDEA a la surface de la monocouche.

Il sera nécessaire de changer la composition du tampon utilisé pour les tests
futurs. Puisqu’il est nécessaire de rappeler que la solution injectée dans la SPR, une fois
le couplage au bioréacteur effectué, proviendra du bioréacteur. Ce substrat sera
majoritairement composé de protéines, différentes de celle utilisée durant les tests faits
dans ce chapitre. Il sera donc aussi nécessaire de réaliser des tests en ajoutant une
gamme de protéines de composition similaire a ceux provenant du bioréacteur pour
déterminer laquelle des monocouches serait plus apte a limiter 'adsorption non
spécifique. Cela serait particulierement révélateur puisque certaines monocouches de
PEG subissent de I'adsorption non spécifique dans les matrices biologiques complexes
contrairement aux monocouches de LHDLHD qui résiste mieux a I'adsorption non

spécifique des protéines dans une matrice complexe et riche en protéines33 63. 66,
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Chapitre 3 : Algorithme de corrélation

3.1  Introduction

Les périodes d’attente entre les tests des diverses monocouches décrits au
chapitre 2 furent utilisées pour développer un programme de corrélation non linéaire.
Aucune contrainte spécifique ne fut demandée pour la création de I'algorithme utilisé pour
obtenir les constantes cinétiques. Quatre directives générales servirent a guider le
développement du programme. Celle-ci étant que le programme devrait étre précis,
exact, permettre 'obtention des constantes cinétiques rapidement aprés I'obtention des
données et implémentable dans un montage pouvant étre modifié au cours de son

développement.

3.2 Caractéristiques nécessaires au programme

Pour obtenir les valeurs des constantes cinétiques de la réaction en temps quasi
réel, il est nécessaire que le programme d’acquisition des données puisse communiquer
avec le programme qui traite ces données. Il est aussi nécessaire que le programme
réalisant 'acquisition (écrit en LabVIEW) puisse signaler le début et la fin de I'envoi des
données. Le programme de traitement doit aussi acquérir des données complémentaires
nécessaires au fonctionnement de l'algorithme. Le temps de calcul doit aussi étre
suffisamment rapide pour permettre de traiter les données en moins de temps qu'il est
nécessaire a la réalisation d’un test cinétique. Il serait donc possible que le programme
de traitement des données sous forme de dll soit inséré dans le programme d’aquisition
en I'ajoutant ou que celui-ci soit ajouté dans le programme controlant tout le montage et
communique avec le programme d’aquisition via un pipeline ou un fichier partagé entre

les deux programmes.

Les études qui traitent des valeurs des constantes cinétiques du couple anticorps-
récepteur étudié étant rares, la possibilité de confirmer ou d’infirmer les valeurs obtenues
est trés limitée. Il est donc important que le programme réalisant la corrélation soit précis
et exact. Puisqu’il est impossible qu’'un programme teste toutes les valeurs pour chaque

combinaison de variables, il est nécessaire que celui-ci puisse tendre vers la meilleure
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combinaison de variables de fagon autonome pour maximiser la corrélation. Pour se faire,
le fit (somme des moindres carrés entre les données théoriques et expérimentales) sera

minimisé pour obtenir les valeurs des constantes les plus exactes.

Un probleme commun présent pour tous les algorithmes d’optimisation est la
présence de minimums locaux pouvant détourner la recherche du programme de la

meilleure corrélation.

Un algorithme qui débuterait prés d’un minimum local pourrait converger vers
celui-ci si les déplacements du programme ne se basent que sur la décroissance du fit
pour trouver le minimum global, sans permettre une exploration plus poussée des zones
avoisinantes. Si telle est le cas, le résultat de I'optimisation variera en fonction de la
combinaison de valeur des variables initialement imposées au programme. C’est
pourquoi les programmes d’optimisation métaheuristique ont généralement une partie de
leur constituant ayant comme seul but de limiter une convergence trop rapide et de
permettre une exploration plus poussée de la zone sondée. Bien que ces algorithmes
soient plus sophistiqués, dans le cas ou le résultat final ne peut étre confirmé comme
étant exact, la seule option possible pour s’assurer des valeurs est de répéter le test a
partir de différents points initiaux. C’est pourquoi un algorithme permettant d’obtenir des

résultats constants est de la plus haute importance pour réaliser la corrélation.

3.3 Elément technique du programme

Dans le but d’automatiser I'analyse d’anticorps, certains éléments ont di étre

considérés dans le but de faciliter la création et I'implémentation du programme.

3.3.1 Langage de programmation

Le premier langage considéré fut LabVIEW. |l a comme avantage d’étre
compatible et facilement intégrable avec le programme d’acquisition de données étant
aussi écrit en LabVIEW. Cependant, LabVIEW étant un langage graphique comportant
une syntaxe différente des langages écrits, mes bases en informatique auraient été
inutiles. De plus, il s’agit d’'un langage propriétaire peu utilisé dans un cadre général, ce

qui limite les sources d’aide.
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Les premiers programmes fonctionnels ont été écrits en Matlab, un langage
interprété principalement utilisé pour des calculs matriciels et souvent utilisé dans le
domaine scientifique pour réaliser le traitement de données. Ce langage est relativement
peu complexe au niveau de sa syntaxe puisqu’il ne demande pas une mise en place
particuliére pour fonctionner et vient avec une certaine quantité de fonctions complexes.
Cependant, celui-ci comporte aussi des désavantages majeurs. Par exemple, si I'on
désire réaliser un programme autonome (stand-alone) en utilisant Matlab il est aussi
nécessaire que chaque ordinateur voulant exécuter ce programme ait une licence Matlab
valide. Puisqu’il est propriétaire, trés peu de langages de programmation sont
compatibles avec lui. Cela ne permettrait pas la création d’un programme portable grace
a une librairie ou un exécutable comme programme autonome pouvant communiquer

avec un programme écrit en LabVIEW.

Une autre possibilité aurait été I'utilisation du langage Python. Sa popularité étant
grandissante a cause de sa simplicité, la facilité de sa lecture, sa grande communauté
d'utilisateurs et le fait qu’il soit open source®’. Il aurait été possible d'utiliser ce langage
pour créer une librairie utilisable par un programme LabVIEW en utilisant un programme
de conversion pour créer une librairie liée dynamique (DLL). Il aurait aussi été possible
de créer un programme autonome en utilisant un programme de conversion tel que

py2exe, toutefois cette connaissance fut acquise plus tard.

Le langage informatique finalement choisi fut le C++. Le C++ est amplement utilisé
et di a sa longue popularité, standardisé en 1998%, une grande communauté s’est
formée assurant une grande quantité de ressources présente en ligne. Les librairies C++
peuvent étre implémentées dans un programme LabVIEW. Méme si ce langage comporte
une syntaxe relativement compliquée par rapport aux autres langages considérés, le C++
a comme avantage de permettre la création de programmes parmi les plus rapides en

termes de vitesse d‘exécution.

3.3.2 Portabilité et format final du programme
Le programme informatique pouvait prendre deux formes pour permettre

l'interaction de celui-ci avec le programme d’acquisition de la P4-SPR (en LabVIEW).
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La premiére serait une librairie (dll). Il serait possible d’'imaginer une librairie
comme étant une partie de programme informatique amovible permettant d’ajouter des
fonctionnalités sans les coder soi-méme. Cela permettrait au programme d’acquisition de
communiquer plus facilement les données puisque le programme de traitement serait
déja implémenté et optimisé au moment de la compilation. Mais le désavantage majeur

serait que le déverminage de la librairie deviendrait plus complexe.

La seconde possibilité serait la création d’'un programme indépendant du
programme d’acquisition, comprenant une interface graphique utilisateur (GUI) pour
permettre I'intégration et la modification des variables nécessaires au fonctionnement du
programme de traitement de données. Il serait alors plus facile de localiser la cause des
probléemes dans le code source. Le programme a donc été réalisé comme une librairie
implémentée dans un programme indépendant comprenant un GUI dans le but de faciliter

la création et la résolution des problémes en lien avec le programme.

Un langage compatible supporté par Visual Studio et permettant de créer un GUI
sur le logiciel a été choisi. Ce langage étant le CLI-CPP, se traduisant par Common
Language Infrastructure pour C++ et comportant certaines variations syntaxiques du

C++, mais restant compatible avec celui-ci.

3.4 Développement du programme

Le programme de corrélation a évolué tout au long de ma maitrise. Certaines
techniques ont été implémentées, puis modifiées, pour finir par étre remplacées par
d’autres approches plus performantes et plus récentes. Il reste nécessaire de préciser
que les techniques utilisées ne sont pas nécessairement les plus efficaces ni les plus
récentes en termes d’algorithme métaheuristique utilisé dans le but de réaliser une
corrélation non linéaire pour obtenir les constantes cinétiques d’une réaction. Ceci étant
en partie causé par la trés grande quantité d’algorithmes et 'émergence constante de

variation de plus anciens algorithmes sous de différents noms®°.

3.4.1 Critéere d’optimisation
Pour permettre a un programme de réaliser une optimisation, il est nécessaire de

spécifier la variable a maximiser ou minimiser. Dans le cas d’'une corrélation entre une
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courbe non linéaire et une formule donnée, il N’est pas possible d’utiliser un coefficient
de corrélation pour déterminer la qualité de la corrélation. L’option la plus viable serait
d’utiliser le moindre carré des résidus (Least Square Residuals) qui peut étre obtenu par

I'équation suivante® :

fit=S5= Z(yi — f(x;,v9, V1, ...,vk))z (23)

Ou S est la somme des résidus au carré de I'ensemble des valeurs (de i a n), ou
yi est la valeur expérimentale associée a la valeur de xi et f étant la fonction dépendante
de xi avec les paramétres vo a vk. La valeur de la somme des résidus au carré étant

appelée fit dans plusieurs éléments de littérature il en sera de méme pour ce mémoire.

Donc, en tentant de minimiser la valeur du fit et en utilisant la bonne équation il est
possible de faire relativement bien concorder les variables de I'équation théorique avec
celles du systéme expérimental. Pour le programme créé dans ce mémoire, plus la valeur
du fit est faible plus la corrélation tend a étre bonne. Il n’est pas possible d’obtenir une
valeur de fit égale a 0 méme si I'on tente de corréler deux ensembles de données créés

avec les mémes variables.

La cause de ce manque d’exactitude vient du fait qu’en informatique les nombres
avec valeurs décimales sont représentés sous une forme a point flottant selon la forme

suivante”’ :

[Signe] * 1.[Mantissa] » 2lExposant] (24)

Cette méthode de représentation des nombres, a comme avantage de permettre
de représenter des valeurs décimales et de réaliser des calculs de fagon trés rapide, mais
cause aussi une perte de précision aprés chaque opération mathématique d’ou le nom
d’erreurs d’arrondis (round off error). Il est possible de minimiser I'impact de ce genre
d’erreur en augmentant la quantité de bits alloués a la mantisse ou en utilisant des

librairies spécialisées. C’est pourquoi tous les éléments nécessitant un grand degré de
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précision sont représentés par les variables de type double ou long double, les deux types

de formats offrant la plus grande précision supportée par Visual Studio.

3.4.2 Premiére version : Nelder-Mead

Le premier test pour réaliser une corrélation entre des données expérimentales et
une équation fut réalisé avec un programme écrit en Matlab. Celui-ci utilisant I'algorithme
heuristique de Nelder-Mead pour réaliser l'optimisation. L’algorithme étant déja

implémenté dans la version de base de Matlab, il fut relativement simple a utiliser.

vy = fminsearch(func,v,) (25)

La fonction fminsearch, équation (25), qui utilise I'algorithme de Nelder-Mead
nécessite deux éléments, la fonction (func) avec laquelle les variables peuvent étre
évaluées pour obtenir un fit et un conteneur incluant les valeurs initiales des variables a

évaluer (vo).

A ce moment une seule équation avait été testée, soit celle pour obtenir le Ka en
utilisant le signal SPR une fois le systéme a I'équilibre et & de multiples concentrations
(équation (17)). Puisque la quantité de récepteurs actifs dans la zone sondée n’est pas
connue entre chaque test, ni le signal par molécule d’analyte par récepteur, il n’est pas
possible d’obtenir une valeur de Rmax pour fixer celle-ci dans I'équation et permettre

d’augmenter la probabilité d’obtenir une valeur de Kq exacte.

Les premiers tests de corrélation ont été réalisés a partir de données fournies par
des utilisateurs des P4-SPR. Un probléme fut observé quant au traitement des données
brutes par les utilisateurs de SPR. Le probleéme étant que les personnes choisissent de
maniére subjective 'ensemble de données utilisées quand la concentration d’analyte est
nulle ce qui affectait les résultats de la corrélation. Cela fait en sorte que la valeur utilisée
ne refléte pas nécessairement la réalité du systéme et ajoute une source d’erreur que le
programme ne peut pas considérer. C’est pourquoi I'équation utilisée fut modifiée pour
ajouter une variable Ra (Ra: signal d’ajustement) dans le but de corriger la variation
apportée par le prétraitement de données. La forme de la courbe n’étant pas affectée par
la variable Ra.
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R, = Ronax[A] R
" Ky +[A] ¢ (26)

Aprés plusieurs tests, un autre probléme apparut sous la forme de valeurs de
variables aberrantes. Par exemple, la valeur de Rmax étant équivalente a 0 ou la valeur
de Ra et Kq égalaient 0. Ces valeurs étant impossibles, il fut déterminé que l'algorithme
tombait dans des minimums locaux et sortait de la gamme de valeurs possibles. Pour
remédier a ce probléme, une librairie (fminsearchbnd’?) fut installée pour limiter le
déplacement du simplex en lui imposant des barriéres contraignant les valeurs possibles
des variables. Cela permit de stopper la convergence de I'algorithme vers des valeurs

aberrantes, mais n’empécha pas la convergence du simplex vers des minimums locaux.

Un troisiéme probléme apparut sous la forme de la variation des valeurs finales
des variables en fonction des valeurs initiales. Une hypothése sur la cause serait que le
programme obéit a un ensemble de régles permettant seulement certaines actions
possibles du simplex et donc le méme trajet serait fait si la position pour les n sommets
(le premier sommet provenant de la valeur initiale imposée au programme par I'utilisateur)
du simplex était obtenue via une équation mathématique. Mais si les autres sommets
étaient initialisés en utilisant des valeurs aléatoires, la valeur finale serait différente méme

si les variables initiales étaient les mémes.

Donc en observant les tests 1 a 3 du Tableau 1, il est possible de voir que toutes
les valeurs finales de Kd et de Rmax sont identiques quand I'on utilise les mémes valeurs
d’initialisation, impliquant que le programme n’utilise aucune variable aléatoire durant

I'initialisation de ses sommets.
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Tableau 1 : Impact des variables initiales sur les résultats de 'algorithme de
Nealder-Mead, utilisé dans Matlab sous le nom de fminsearchbnd pour obtenir les
valeurs de Kd et Rmax aprés corrélation avec I'’équation (26) en utilisant les données
représentées a la Figure 39 (Annexe C ) ou la valeur de Kq et Rmax initial sont
respectivement 1.20x10-"?M et 1.54u .

Valeur initiale Valeur finale
# Test Ka (M) Rmax (u) Ka (M) Rmax (u)
1 2x106 14 1.0541x10" 1.5373
2 2x106 14 1.0541x10" 1.5373
3 2x106 14 1.0541x10" 1.5373
4 2x106 14.001 1.1353x10"" 1.5373
5 2x106 14.3 4.0168x1071° 1.5359
6 2.03x106 14.02 9.3961x10"3 1.5375
7 2.2x106 14.3 9.7196x10-12 1.5391

Pour s’assurer que I'algorithme converge bien vers un minimum et que la valeur
obtenue est bien le minimum global, il serait possible de faire varier trés légérement les
valeurs initiales et de n’observer aucune variation ou une variation faible des variables
finales. En observant le Tableau 1 pour les tests 4 a 7, ou I'on fait varier les valeurs
initiales utilisées pour positionner le simplex, il est possible de voir une variation non
négligeable entre les valeurs finales une fois les variables optimisées par I'algorithme.
Plus particuliérement dans le cas ou une différence de 0.3u par rapport a la valeur
originale de Rmax (tests 1 a 3) cause une différence entre les valeurs finales du Kd de 4
ordres de grandeur, 10" M a 10-"® M. Il n‘est donc pas possible d'utiliser cet algorithme
dans le but d’obtenir des valeurs de variables précises quand une corrélation est réalisée,
dd a l'impact trop important de la valeur initiale sur le résultat de I'optimisation. Il fut donc
nécessaire de modifier I'algorithme pour permettre de minimiser l'effet de ces deux

problémes.
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3.4.3 Deuxiéme version : Nelder-Mead et PSO

Dans le but de minimiser I'impact de la position initiale traitée par I'algorithme le
programme fut modifié. Pour compenser les défauts de l'algorithme de Nelder Mead, il
fut hybridé avec l'algorithme PSO. Cet algorithme métaheuristique fut choisi pour sa
facilité d’implémentation, sa rapidité et les résultats obtenus dans des situations
variées.”>75 ['algorithme PSO réalisant l'initialisation de multiples particules de fagon
aléatoire entre un intervalle limité pour chaque variable (au total 21*n+1 particules sont
initialisées, n étant le nombre de variables), il est possible de sonder la surface une
premiére fois et de sélectionner les n meilleures particules selon leur fit. La position de
celle-ci serait par la suite optimisée via I'algorithme de Nelder-Mead dans le but de faire
converger celle-ci de fagon rapide vers un minimum qui dans le meilleur des cas sera le

minimum global®.

La PSO continuerait par la suite de faire converger les particules optimisées vers
le minimum global en utilisant les particules déja optimisées comme guide pour les
particules non optimisées. Permettant du méme coup de sonder les zones entre leurs
positions initiales et les positions optimisées par l'algorithme de Nelder-Mead et ainsi

augmenter les chances d’obtenir une meilleure corrélation .

Tableau 2 : Valeurs des variables Kd et Rmax obtenues de la corrélation, en
utilisant I'algorithme hybride Nelder-Mead-PSO, avec des valeurs théoriques obtenues
avec I'équation (26), utilisant pour les cinq tests comme valeur de Kg et Rmax
respectivement 6.33x107 M et 2.563 (intervalle recherché : Rmax : [0 ,4], Kd :[10-"2 ,1]).

# Test Ka (M) Rmax
1 6.3x107 2.6
2 6.3x10”7 2.6
3 6.3x1077 2.6
4 6.3x10”7 2.6
5 6.3x107 2.6

Ecart type 6x10-11 1x104
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En observant I'écart type des résultats du Tableau 2, il est possible de remarquer
que les valeurs résultantes ne varient pas de fagon significative entre chaque test. Bien
que les particules aient été initialisées de fagon aléatoire, leur convergence vers une
valeur particuliere de fagon répétitive permet d’observer I'amélioration apportée a

I'algorithme Nelder-Mead par son hybridation avec une PSO.

Bien que l'algorithme soit rapide en nécessitant 0.382 seconde pour exécuter une
analyse (AMD FX(tm)-4130 Quad-Core Processor 3.80GHz, systeme 64 bits). Quand
celui-ci réalisait une corrélation dans le but d’obtenir le kon et le kot I'algorithme tombait
fréquemment dans des minimums locaux si I'intervalle délimitant les valeurs possibles
des variables était grand (soit un écart d’approximativement 8 ordres de grandeur en

combinant toutes les variables).

L’hypothése pour expliquer la tendance du programme a tomber dans des
minimums locaux serait que les particules initialisées de fagon aléatoire entre les
intervalles pouvaient se retrouver inégalement réparties et dans certains cas se retrouver
déja dans une zone ou la seule convergence possible pour I'algorithme Nelder-Mead soit
vers un minimum local. Ceci ferait en sorte de négliger I'exploration des intervalles de
variables et ferait en sorte de causer la convergence des autres particules vers le

minimum local précédemment trouvé par le simplex.

Puisque le programme restait sujet a tomber de maniére fréquente dans des
minimums locaux, mais d’'une précision accrue par rapport a I'algorithme de Nelder-Mead
seul, il a été possible de conclure que la partie PSO de l'algorithme était la plus
avantageuse a conserver. Le simplex, qui avait initialement pour but de causer une
convergence rapide des particules s’avéra contre-productif a cause de l'effet de la
convergence trop rapide des particules qui limitait I'exploration de celles-ci et réduisait
donc les performances de I'algorithme’®. C’est pourquoi I'algorithme d’optimisation fut

changé pour utiliser seulement la PSO.

64



3.4.4 Troisiéme version : PSO

Une version sans modification fut testée pour observer I'impact sur la convergence
vers les minimums locaux par rapport a la précédente version hybridée du programme.
Bien que des résultats similaires en termes de précision et d’exactitude ont pu étre
observés entre I'algorithme hybride (Nelder-Mead-PSO) et PSO, la présence de valeurs

aberrantes résultant des tests de corrélation pour le kon et kott fut encore observée.

Un phénoméne intéressant fut observé. En faisant varier la position de la valeur
optimale par rapport aux limites des valeurs des variables, il fut possible de remarquer
que la valeur optimale fut plus souvent trouvée quand celle-ci était centrée par rapport
aux limites imposées. Dans le but de limiter 'obtention de résultats aberrants, I'algorithme
PSO fut grandement modifié pour permettre une optimisation utilisant plusieurs essaims

et ayant la capacité d’améliorer de fagon autonome son optimisation.

3.4.5 Quatriéme version : PSO et algorithme évolutif

3.4.5.1 Mise en contexte
La derniére version de l'algorithme fut réalisée sur Visual-Studio et inspirée d’un
article décrivant leur propre algorithme d’'une PSO dite “Darwinienne” 7. Cette variante
de la PSO se base sur le principe de I'évolution d’'une espéce pour s’adapter a son
environnement dans le but de survivre. Contrairement a d’autres types de PSO ou un
seul essaim est initialisé au démarrage du programme, I'algorithme décrit dans I'article
présentait une initialisation de multiples essaims pouvant étre 'une de deux espeéces.
Ces deux espéces furent créées avec un moyen de limiter le déplacement des particules
entre chaque itération, pour I'un, une constante de constriction, et pour l'autre, une valeur
de déplacement maximal pour chaque variable. Pour I'espéce affectée par la constante
de constriction (Ccons), celle-ci étant une valeur entre 0 et 1 et servant a réduire le
déplacement du vecteur final pour chaque particule de I'essaim, tel que représenté dans
I'équation suivante :
p{EHD = Ceons (in(jt) + csocialrl(itj) (Best Gi(jt) - Pig-t)) + ccogniti,,erz(itj) (Best Pig-t) - Plgt))>

ij

(27)
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Tandis que pour l'autre espéce, seulement la valeur maximum du vecteur final du
déplacement des particules est limitée par une valeur Vemax OU Vmin < Vemax < Vmax. Le
vecteur n’est affecté par vemax que si la valeur du vecteur final est plus grande que vcmax.

Si tel est le cas, la valeur du vecteur final est changée pour étre égale a vemax.

Ces deux espéces seront définies durant le reste de ce mémoire comme étant
I'espéce Ccons et Vmax, pour représenter respectivement I'espéce limitée par la constante

de constriction et celle limitée par le maximum de déplacement du vecteur final.

Cet article indique que chacune de ces deux espéces serait favorisée pour un type
de “surface”. Celle de type Ccons serait avantagée quand la valeur optimale est obtenue
en suivant un gradient continu, di a la limitation du déplacement des particules. Pour
celle de type Vmax, leur capacité de se déplacer rapidement sur de longues distances
leur permettrait une exploration plus large, mais moins exhaustive de la zone et donc plus

efficace pour les “surfaces” irrégulieres ou chaotiques.

L’article indique la présence d’'un systéme de récompense de telle sorte que
chaque fois qu’un essaim trouve un nouveau meilleur Best G celui-ci gagne une nouvelle
particule. Si I'essaim ne réussit pas a trouver de nouveau Best G aprés x nombres
d’itérations (x étant choisi a l'initialisation de I'algorithme) celui-ci perd une particule et
son nombre d’itérations sans nouveau Best G (TSBG) est changé selon I'équation
suivante :

1
TSBG = TSBGmax (1 - m) (28)

Ou Nm est le nombre de particules mortes, pour I'essaim, depuis qu’il a trouvé un
nouveau Best G. Si I'essaim tombe en dega d’'un certain nombre de particules, il est
détruit. Le gain de particules permet donc a la fois d’augmenter les chances d’un essaim
de découvrir un nouveau Best G en augmentant le nombre d’individus réalisant la
recherche du minimum global, mais aussi d’augmenter la durée de vie de I'essaim en

augmentant le nombre de particules & détruire avant sa destruction. A chaque itération
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du programme, chaque essaim a une chance de produire un essaim fille dont la moitié
de ses particules seront des copies de I'essaim mere et I'autre moitié d’'un essaim

aléatoire de la méme espéce que I'essaim meére.

3.4.5.2 Version finale

Bien que cet article soit intéressant dans sa proposition de créer un algorithme
capable de s’adapter a son environnement, le programme décrit n’a pas semblé aller
assez loin dans l'implémentation de la partie “Darwinienne” du programme’’. C’est
pourquoi mon programme fut créé en utilisant le programme décrit dans I'article comme
base et en modifiant mon programme selon les avancées dans le domaine et en

s’inspirant de certains phénomeénes qui s’appliqueraient a un algorithme évolutif.

Certaines parties du programme exposé dans l'article furent conservées. Tel que
la maniére dont les essaims gagnent et perdent leurs particules, la présence des deux
espéces d’essaims et la maniére dont elles affectent les vecteurs finaux des particules
ainsi que l'impossibilité de créer un essaim hybride. Ainsi que, I'équation (28) et sa
fonction dans le procédé d’élimination des particules des essaims n’ayant pas trouvé de
nouveau Best G. Les éléments restants furent modifiés pour incorporer des éléments de

I'algorithme génétique’®.

Le premier élément majeur modifié fut les valeurs de Ccons, Vemax, la constante
sociale et la constante cognitive. Celles-ci n'auraient pas les mémes valeurs pour chaque
membre de la méme espéce. Car la variable initialement choisie n’est pas
nécessairement optimale a la corrélation. L’algorithme pourrait donc s’améliorer en
éliminant les essaims ayant des variables nuisibles a leur exploration de la “surface” et
par le procédé d’élimination conserver les plus aptes a découvrir de meilleures solutions.
Au moment de la création d’un essaim, celui-ci a un pourcentage de chance de modifier
la valeur de ces variables d’un certain pourcentage, telle une mutation. Cela permettrait
d’augmenter la diversité de fonctionnement des essaims et donc d’augmenter les
chances de créer un essaim plus optimisé a trouver le fit optimal. Pour s’assurer que les

constantes des essaims restent sous contréle, des limites furent appliquées quant aux
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valeurs possibles de celle-ci. Dans I'éventualité ou une constante serait hors de ces

limites, la valeur de celle-ci serait changée pour étre égale a celle de la valeur limite.

L'implication de chaque essaim parent sur le procédé de création de I'essaim fille
fut considérée. Soit de savoir si I'essaim fille, au moment de sa création, devrait avoir
seulement accés aux constantes d’'un essaim parent ou des deux essaims parents. |l fut
considéré que la possibilité de faire profiter les essaims filles des mutations des deux
parents et non d’un seul en utilisant une création “sexuée” pourrait permettre une plus
grande diversité des valeurs des constantes, ce qui bénéficierait a I'optimisation’®. C’est
pourquoi la valeur des variables, avant mutation, de I'essaim fille serait le résultat de la

moyenne des variables des deux essaims parents.

Une mutation des constantes se réaliserait initialement a la création des essaims
et ces valeurs dicteraient celles des constantes de toutes les particules créées a
l'initialisation de Il'essaim. Cependant, la possibilité de gagner des particules permit
limplémentation du méme modéle de création “sexuée”, incluant la mutation de celles-
ci, pour les particules d’'un méme essaim. Ce qui permettrait a celles-ci de profiter de
I'élimination des particules les moins efficaces tout en ayant la possibilité de bénéficier

de mutations aléatoires grace aux nouvelles particules.

Avec cet ajout vient la nécessité d'implémenter un mode de sélection pour savoir
quel duo de particules dans I'essaim servirait de parent pour générer la particule fille.
Dans le cas contraire, la “pression” poussant les particules a s’adapter a leur milieu serait
trop faible et ralentirait son “évolution” 8. Un probléme est présent quant aux moyens de
sélection des particules parentes. Il serait possible de proposer que les deux particules
ayant le meilleur Best P fit soient choisies pour fournir leurs caractéristiques a la particule
fille. Cependant, cela pourrait causer une diminution drastique de la diversité “génétique”
des particules, une stagnation de I'évolution de celle-ci ou simplement une convergence
trop rapide de I'essaim. Par exemple, dans le cas d’'une particule ayant un Best P fit
aberrant par rapport aux autres, celle-ci pourrait étre systématiquement utilisée comme
parent. Ceci ferait en sorte qu’au moins 50% de toutes les caractéristiques de la nouvelle
particule proviendraient de la particule aux constantes aberrantes. Dans cette logique,

les particules créées subséquemment dans cet essaim, et de maniére générale I'essaim
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seraient rapidement dominées par les caractéristiques prépondérantes de la particule®°.
Pour régler ce probléeme systématique, il serait possible de faire en sorte que les
particules parentes soient choisies au hasard et de faire en sorte que le pourcentage de

chance de sélection attribué a chaque particule soit fait en utilisant la “Rank Selection”.

Pour cette méthode de sélection, les particules doivent étre mises en ordre de la
pire a la meilleure, puis un pourcentage de chance de sélection leur sont attribué en
fonction de leur ordre. Le pourcentage de chance attribué est bien sir biaisé pour
favoriser les meilleures particules. Il est possible d’obtenir le pourcentage de chance

attribué a chaque rang (Prc_R) selon I'’équation suivante :

R
Prc R = SN X 100%
v (29)

Ou R estle rang et N est le nombre total de rang. Avec cette méthode de sélection,
le pourcentage de chance qu’une particule soit choisie n’est donc pas directement lié¢ a

la valeur du fit.
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Figure 21 : Pourcentage de chance associé a chaque rang, pour 15 rang total,
selon la méthode de “Rank Sélection” et selon I'équation (29). (Chaque pourcentage
est arrondi)
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En observant la Figure 21, il est possible de voir qu’'une particule ayant une valeur
de Best P fit particulierement basse par rapport aux autres ne serait pas avantagée outre
mesure dans ces chances d’étre sélectionnée. Il serait donc impossible d’arriver a la

situation d’'une “super particule” dominant la création des particules d’'un essaim.

Dans l'article ayant inspiré la création de mon programme, l'algorithme présenté
permet a chaque essaim d’avoir une chance de générer un nouvel essaim, bien que

simple, celui-ci est biaisé dans son fonctionnement pour deux raisons.

La premiére est la formule utilisée pour obtenir le pourcentage de chance d’un
essaim de créer un autre essaim, soit p=f/INwtt ou f est un pourcentage obtenu
aléatoirement et Niwt est le nombre total d’essaims vivants. Cette formule, bien qu’utile
pour limiter la création d’'un trop grand nombre d’essaims, favorise les premiers essaims
testés par rapport aux suivants, puisque la valeur de Nwt augmente a mesure que les
essaims sont créés. Ceci fait en sorte que les essaims, testés dans un ordre fixe (les
essaims étant organisés en ordre croissant de 0 a Nwt), dans les index les plus bas sont
toujours testés en premier, les favorisant par rapport a ceux étant dans les plus hauts

index.””

Le second est le critere permettant seulement aux essaims n’ayant pas perdu de
particules, Nm =0 (voir équation (28)), d’avoir une chance de se reproduire. Ceci limiterait
les essaims pouvant devenir parent a ceux ayant la capacité de trouver continuellement
un nouveau Best G en moins d'’itérations que nécessaire pour perdre une particule. Ceci
pourrait étre efficace pour obliger une progression réguliére des essaims vers un Best G,
mais laisserait trés peu de place a l'erreur pour chaque essaim dont plusieurs
caractéristiques sont créées selon des variables aléatoires. Le fait qu’'un essaim ne trouve
pas de nouveau Best G en moins de x itérations une fois ne permet pas de juger de sa
capacité a trouver le minimum global. Cependant, la capacité d’'un essaim a survivre en
trouvant constamment de nouveaux Best G ne peut étre mise de coté. Il ne serait pas
acceptable de permettre a un essaim ayant a peine assez de particules pour survivre de
se reproduire, car cela I'identifierait comme un essaim ayant des caractéristiques peu

optimisées pour trouver de nouveaux Best G.
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Pour pallier ces deux problémes de fonctionnement, il était nécessaire que la
création des essaims, par voie “sexuée”, ne soit pas dépendante ni de leur ordre dans
I'index ni de contrainte trop stricte. Il fut décidé qu’aprés un nombre d’itérations x, le
programme permettrait la création du méme nombre de nouveaux essaims que le nombre
d’essaims détruits durant les x itérations en choisissant les essaims parents par sélection
par rang. Les essaims se verraient attribuer leur rang en fonction de leur Best G fit.
Cependant, pour qu’un essaim puisse étre considéré comme parent potentiel, il devrait
avoir un nombre de particules vivantes supérieur ou égal au nombre de particules a leur
création. Ce qui permettrait aux essaims d’avoir une marge d’erreur avant que ceux-ci

soient considérés comme inaptes.

Une interface graphique a été créée en Cli-C++ pour permettre une interaction
facile avec le programme contenu dans une librairie. Cette interface avait comme but de
permettre le transfert des données au programme de corrélation. Une section du
programme permettait aussi d’'importer directement les valeurs de chaque constante a
partir d’'un document texte pour accélérer linitialisation du programme (document de
format txt). Il était aussi possible de réaliser plusieurs tests identiques pour obtenir des

valeurs reflétant mieux 'impact des constantes indiquées.

3.5 Résultat de I'algorithme final

Bien qu’une grande quantité de tests furent réalisés durant le développement du

programme, les résultats de ces tests ne furent pas utilisés dans leur entiéreté.

kon[A]Rmax (k [A]+k
— p Kon off)t
AT+ ke, x(1—e )+ R, (30)

Rt ==

Puisque les dernieres versions du programme ont failli durant les corrélations
utilisant I'équation (30), pour obtenir les valeurs de kon et ko, il fut décidé que ce test
serait utilisé pour étudier les réactions et les résultats du programme face aux
modifications des différentes variables du programme. De plus, le projet n’étant pas

assez avancé pour permettre I'acquisition de données expérimentales utilisables pour
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réaliser une corrélation, tous les tests de corrélation furent réalisés avec les valeurs

théoriques indiquées dans I'annexe A.1.

Les valeurs initiales des constantes utilisées pour programme dans le but
d’explorer 'impact de celles-ci sur les résultats finaux ont été spécifiées dans 'annexe
A.2. Les valeurs initiales recommandées dans la littérature pour les constantes sociales
et cognitives furent utilisées comme valeur initiale pour chaque essaim.>” La valeur initiale
de la constante de constriction spécifiée dans la littérature fut aussi utilisée’’. Les valeurs
maximales et minimales possibles des constantes furent choisies de telle sorte a leur
permettre de varier sans grande contrainte tout en gardant des valeurs limitant I'échec
de la corrélation. Les valeurs maximales et minimales pour toutes les variables en rapport
avec I'équation cinétique (équation (30)) furent choisies en considérant I'inclusion des
valeurs ayant servi a la création des données expérimentales tout en étant assez larges

pour s’approcher des conditions d’un test réel.

Le nombre maximum d’itérations, d’essaims et de particules par essaim ont été
choisi arbitrairement en gardant en considération que I'augmentation de ces valeurs
permettrait d’améliorer I'exactitude des résultats, mais augmenterait exponentiellement
la durée de calcul. Pour s’assurer que les résultats générés par le programme ne soient
pas marginaux, chaque modification testée fut répétée 200 fois pour obtenir leurs

moyennes.

Le programme dans son état actuel ne permet pas de visualiser le déplacement
des essaims durant le fonctionnement du programme, ce qui limite la compréhension de
'impact des variables sur le fonctionnement des essaims. Cependant, les tests suivants
permettront d’observer lI'impact de celles-ci et des modifications apportées a mon
programme indiqué dans la section 3.4.5.2 sur le programme et sa capacité a réaliser

une corrélation non linéaire précise et exacte.
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3.5.1 Test: Nombre d’itérations maximal du programme

Dans le but d’observer plus en détail 'impact du nombre d’itérations sur le fit
obtenu de la corrélation. L’hypothése proposée étant que I'augmentation du nombre
d’itérations maximales causerait une convergence plus lente et augmentant les chances

de découvrir le minimum global et de minimiser le fit.

Cependant, il est nécessaire de rappeler que le fit n’est pas une valeur

représentant parfaitement I'écart des valeurs théoriques et réelles obtenues grace au
programme.
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Figure 22 : Pourcentage de différence totale moyenne entre les valeurs exactes
et celles obtenues de la corrélation des données en fonction du nombre total d’itérations
(voir Annexe A.1).

La meilleure représentation de cet écart est le pourcentage de différence entre les
valeurs obtenues grace au programme et les valeurs réelles (Figure 22). A la Figure 22,
il est possible de voir une diminution marquée du pourcentage de différence en fonction
du nombre d’itérations total entre 350 a 600 itérations. Cette diminution indique une
amelioration de la corrélation a mesure que le nombre d’itérations maximal augmente.
Ceci confirme I'hypothése initialement exposée, mais permet aussi de voir que

I'amélioration n’est pas linéaire et celle-ci tend a devenir négligeable apres 600 itérations.
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Figure 23 : Valeur moyenne des constantes cognitives des meilleurs essaims en
fonction du nombre d’itérations maximal pour les essaims de type Vmax et Cconstri

Un autre élément intéressant est I'impact du nombre d’itérations total sur les
constantes des deux différents types d’essaims (Vmax et Cconstri). Par exemple, il est
possible d’observer une croissance presque linéaire de la constante cognitive des
essaims de types Vmax en fonction du nombre d’itérations total (Figure 23). Une telle
corrélation entre la valeur de la constante cognitive et le nombre d’itérations indique la

présence d’une pression sélective.

La raison possible de la variation des constantes, en particulier la constante
cognitive pour les essaims de type Vmax et la constante sociale pour celles de type Cconstri,
serait qu’elles augmentent les chances de reproduction des essaims. Puisque le
programme favoriserait la reproduction des essaims ayant le meilleur fit, il semblerait
logique que I'évolution des essaims favorise I'amélioration du fit plus que toute autre
caractéristique. Ceci ne semble pas étre le cas en observant la durée de vie moyenne
des essaims ainsi que leur pourcentage de différence respectif (Figure 25 et Figure 24).
Les essaims de type Cconstri conservant une durée de vie équivalente a la moitié de la
durée des tests sans améliorer leur corrélation. Il semblerait que I'évolution des essaims

de types Vmax, dont le pourcentage de différence varie de fagon inversement
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proportionnelle au nombre d’itérations total, en conservant une durée de vie trés courte,
semble pointer vers le fait que les mutations apportées bénéficient la découverte de
meilleures corrélations. Il serait aussi possible que I'amélioration de la corrélation soit

aussi causée par 'augmentation du temps de convergence.
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Figure 24 : Pourcentage de différence totale moyenne entre les valeurs exactes
et celles obtenues de la corrélation des données (voir Annexe A.1) selon le type
d’essaim et en fonction du nombre d’itérations total.

Cependant, les essaims de type Cconsti Semblent avoir une durée de vie moyenne
proportionnelle au nombre d’itérations total (Figure 25). Les essaims restant vivants pour
prés de la moitié des itérations du test, sans que le pourcentage de différence de celle-ci
varie de maniére significative (différence moyenne de 1.22%+0.06%). Ce phénoméne
impliquerait que la découverte du meilleur fit ne serait pas le seul élément permettant aux
essaims d’avoir un avantage pour s’assurer la transmission de ses informations a un
essaim fille. Puisqu’'une longue durée de vie augmenterait aussi les chances de
reproduction de I'essaim méme si celui-ci est défavorisé a cause de son fit lors de la
sélection des essaims parents. Ceci est possible puisque les essaims gagnent des
particules, ce qui augmente leur durée de vie, a chaque nouveau Best G et non a chaque
nouveau Best G apportant une amélioration substantielle a la corrélation. Ceci est, pour

le moment, un point faible du programme.
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Figure 25 : Durée de vie moyenne, en nombre d’itération, des meilleurs essaims
en fonction du nombre total d’itérations selon le type d’essaim.

Il serait possible d’émettre I'hypothése que les essaims de type Cconstri survivent
plus longtemps a cause de leur constante de constriction réduisant le déplacement des
particules d’environ 18% (valeur de la constante de constriction moyenne : 0.82+0.01).
Cela pourrait faire en sorte de ralentir leurs convergences et permettrait a 'essaim de
découvrir de nouveaux Best G de facon plus réguliére, et ce sans améliorer le fit final.
Cependant, le fait que la constante de constriction soit systématiquement plus grande
que sa valeur initiale (0,75) impliquerait qu’une réduction du déplacement des particules
affecte négativement les essaims et 'augmentation de la constante sociale pourrait aussi
étre une facon de réduire I'impact de la diminution du déplacement. Pour comprendre
plus profondément I'impact des mutations sur les résultats des essaims, il est nécessaire

de réaliser davantage de tests.

En considérant le pourcentage de différence entre les données (Figure 22), tous
les tests réalisés subséquemment seront faits en utilisant 1000 itérations totales, dans le

but d’améliorer I'exactitude des résultats.
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3.5.2 Test: Nombre d’itérations entre les découvertes d’'un nouveau Best G

Une constante importante affectant les essaims est le nombre d’itérations entre
lesquels un essaim doit avoir découvert un nouveau Best G pour ne pas perdre de
particules. |l serait attendu que la corrélation perdre de son exactitude a mesure que le
nombre d’itérations entre les événements augmente, puisqu’un faible nombre d’itérations
ferait en sorte d’éliminer plus rapidement les essaims les moins aptes a trouver de
nouveaux Best G. Ce test permettra d’améliorer la compréhension de l'impact de la
création de nouveaux essaims grace a des couples d’essaims parents et la destruction
des essaims les moins aptes a découvrir de nouveau Best G sur les résultats de la

corrélation.

En observant le pourcentage d’essaim de types Cconsti €n fonction du nombre
d’itérations maximum entre deux découvertes de nouveau Best G (Figure 26), il est
possible d’observer qu’a partir d’environ 40 itérations entre chaque nouveau Best G, les
essaims de type Cconsti commencent a prévaloir sur Vmax. Le pourcentage minimum
d’essaims est atteint a 7 itérations entre chaque nouveau Best G. Cet écart important est
relativement étonnant en considérant que le fit des deux types d’essaims est relativement
similaire pour tous les résultats des tests (Figure 27). Il serait attendu que le nombre
d’essaims soit relativement équivalent. Une explication possible serait que les essaims
de type Cconstri SOient inaptes initialement a obtenir de bons fits et qu’un faible nombre
d’itérations maximales entre deux Best G, jusqu’a atteindre 7 itérations, cause une
élimination plus rapidement ce type d’essaims laissant la place a plus d’essaims de type
Vmax. Cependant, si le nombre d’itérations maximal entre deux Best G descend sous 7,
les deux types d’essaims commencent a étre affectés négativement et fait en sorte de

rendre le phénomene d’élimination plus aléatoire.
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Figure 26 : Pourcentage d’essaims de types Cconsti €n fonction du nombre
d’itérations maximum entre deux découvertes de nouveau Best G pour 200 tests de
corrélation.

Ceci semble étre appuyé par la Figure 41(Annexe C ) ou il est possible de voir que
le produit de la constante de constriction avec respectivement la constante sociale et
cognitive tend a diminuer a mesure que le nombre d’itérations maximum entre deux
découvertes augmentent, contrairement au fit qui augmente(Figure 27), entre 12 et 46
itérations. Ceci semble encore une fois impliquer, en considérant le fit en fonction de la
constante de constriction, que les essaims de type Cconstri sont affectés négativement par
leur constante de constriction. Cette donnée expliquerait pourquoi les constantes sociales
et cognitives tendent aussi a augmenter, expliquant du méme coup la propension de ce
type d’essaims a étre en minorité dans les tests (Figure 26). Le fait que les valeurs des
produits constantes sociales et cognitives multipliées par la constante de
constriction(Figure 41 Annexe C ) soient liées au fit visible a la Figure 27 implique que le
programme semble réussir a améliorer la corrélation grace aux mutations des valeurs
des constantes. Les résultats de ces tests impliqueraient aussi que la pression sélective
serait a son plus haut si le nombre d’itérations maximal entre deux Best G se rapproche
de 7.
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Figure 27 : Fit moyen selon le type d’essaim et en fonction du nombre d’itérations
maximal entre chaque découverte de nouveaux Best G.
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Figure 28 : Pourcentage moyen de différence total entre les variables moyennes
obtenues de la corrélation et les valeurs ayant servie a la création des données utilisées
dans la corrélation (voir Annexe A.1) selon le type d’essaim et en fonction du nombre
d’itérations maximal entre chaque découverte de nouveau Best G.
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Bien que le fit des deux types d’essaims soit similaire (Figure 27), en observant
les pourcentages de différence des deux types d’essaims, il est possible de constater
que dans tous les tests, les essaims de type Cconstri Ont de plus grands pourcentages de

différence que celle de type Vmax (Figure 28).

Dans le but de minimiser le pourcentage de différence ainsi que de conserver un
systéme ou les mutations ne sont pas influencées négativement par des critéres trop
demandants, les prochains tests seront réalisés avec maximum de 7 itérations entre

chaque découverte de nouveau Best G.

3.5.3 Test : Pourcentage de chance de mutation

Une autre constante dont I'impact serait intéressant d’étudier est le pourcentage
de chance de mutation. Dans les algorithmes évolutifs, dont le programme incorpore
certains éléments, le pourcentage de chance de mutation se rapproche de 1 a 5%82'. Bien
que ces valeurs apportent une piste pour déterminer le pourcentage de change optimal,
il fut nécessaire d’explorer une plus grande plage de valeur a cause des différences de

fonctionnement des deux types d’optimisation.

Il est nécessaire de comprendre I'impact du pourcentage de chance de mutation.
Si celui-ci est trop faible, les essaims ne pourront pas muter assez rapidement et atteindre
leurs valeurs optimales en un temps raisonnable. Cependant, si le pourcentage est trop
élevé, les valeurs des variables, une fois arrivées aux valeurs optimales, ne devraient
pas pouvoir se stabiliser, rendant les valeurs plus aléatoires a mesure que le pourcentage

de chance de mutation augmente.
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Figure 29 : Valeurs moyennes des constantes sociale et cognitive des meilleurs
essaims de types Vmax en fonction du pourcentage de chance de mutation.

En observant la Figure 29, il est possible de confirmer qu’un trop haut pourcentage
de mutation ne permet pas aux essaims de muter de facon efficace. Puisque les
constantes obtenues sont plus prés de la valeur initiale et l'intervalle d’erreur augmente

a mesure que le pourcentage de chance de mutation augmente.

Si I'on observe la variation de la constante de constriction des essaims de type
Ceonstri €n fonction du pourcentage de mutation (Figure 30), il est possible d’observer que
la constante est affectée de maniere semblable aux autres constantes des essaims de
type Vmax et tendant a atteindre leurs valeurs les plus distantes de leur point initial quand

le pourcentage de chance de mutation est entre 5 a 13 %.
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Figure 30 : Valeur moyenne de la constante de constriction en fonction du
pourcentage de chance de mutation.

Grace a ces données, il est aussi possible d’arriver a la conclusion que la réduction
des mouvements des essaims par la constante de constriction est nuisible a la survie des
essaims de types Cconsti pour ce genre d’optimisation. Dans le cas contraire, la constante

ne varierait pas jusqu’a atteindre sa valeur maximale.

En observant le pourcentage de différence en fonction du pourcentage de chance
de mutation (Annexe C Figure 40 (b)), il est possible de voir une légére diminution de
celui-ci quand le pourcentage de chance de mutation est entre 8 et 17%. La Iégére
diminution pourrait étre due au manque d'influence des mutations sur la partie
exploratoire de l'algorithme. La partie exploratoire, se déroulant la premiere moitié de
I'optimisation, ne permettrait pas aux essaims d’accumuler assez de mutations pour les
affecter significativement. En considérant que le pourcentage de chance de mutation doit
étre assez élevé pour permettre aux constantes de s’optimiser, tout en conservant un
pourcentage de différence bas, les prochains tests seront réalisés avec un pourcentage

de chance de mutation de 10%.
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3.5.4 Test : Pourcentage de mutation

Un autre élément relié a la mutation des particules est le pourcentage de mutation,
soit le pourcentage de variation maximal des constantes durant la mutation. Il serait
attendu que le pourcentage de mutation réagit de la méme fagon que le pourcentage de
chance de mutation. Il serait aussi attendu qu’un plus grand pourcentage de mutation
permette une amélioration de la corrélation. Puisqu'un pourcentage de mutation plus
grand pourrait permettre de plus grandes variations des constantes plus tét durant la

corrélation.
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Figure 31 : Valeur moyenne de la constante sociale (a) et de la constante
cognitive (b) des essaims de types Vmax en fonction du pourcentage de mutation

En observant les valeurs des constantes des essaims de type Vmax en fonction du
pourcentage de mutation (Figure 31), il est possible de voir I'impact direct du pourcentage
de mutation sur les constantes. Si le pourcentage de mutation n'est pas assez éleve,

celui-ci tend a limiter les valeurs atteintes par les constantes.

Cette observation semble aussi étre appuyée par la valeur de la constante de
constriction, des essaims de type Cconstri, €n fonction du pourcentage de mutation (Figure
32). Il est possible de voir une corrélation linéaire entre le pourcentage de mutation et la

83



valeur de la constante de constriction entre 2 a 20 % de mutation, suivie d’'une stagnation

de la valeur de la constante au maximum possible une fois 20% atteint.
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Figure 32 : Valeur moyenne de la constante de constriction des essaims de types
Ceonstri €n fonction du pourcentage de mutation.

Le pourcentage de différence des essaims de type Vmax n’est que trés peu affecté
par le pourcentage de mutation et reste a 0.65+0.03% (Figure 33). Comparativement aux
essaims de type Cconstri dont le pourcentage de différence diminue de fagon continue en
fonction du pourcentage de mutation jusqu'a 24%. La diminution du pourcentage de
différence pourrait étre expliquée par 'augmentation de la constante de constriction pour
atteindre une valeur de 1 ce qui se produit a 20% de mutation. Démontrant une fois de
plus I'effet néfaste de la constante de constriction sur la corrélation des essaims de type

Cconstri.
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Figure 33 : Pourcentage moyen de différence totale entre les variables
moyennes obtenues de la corrélation et les valeurs ayant servi a la création des
données utilisées dans la corrélation (voir Annexe A.1) en fonction du pourcentage de
mutation pour chaque type d’essaim.

Les résultats de ce test impliquent encore une fois que la mutation des essaims a
un impact bénéfique, mais limité, sur les résultats de la corrélation a la Figure 33. Ceci
avait pu étre observé de fagcon moins importante dans les tests précédents.

Tableau 3 : Valeur moyenne de la meilleure corrélation réalisée avec les

données de Annexe A.1 obtenue durant le test 5, variation du pourcentage de
mutation.

Rmax (U) Kon (M'1S'1) Koff (8'1) Rini (U)
4.48 52100 0.000156 0.188

Les données au Tableau 3 ont permis d’observer que les résultats de la corrélation
apres les multiples optimisations déviaient de seulement 0.65% en moyenne des valeurs

réelles. Bien qu’étant inexacts, ces résultats seraient utilisables.
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3.5.5 Conclusion des tests réalisés avec I'algorithme

En conclusion, les tests réalisés ont permis de découvrir une combinaison de
constantes permettant d’améliorer la corrélation du programme, mais pas de fagon
substantielle. L’écart de différence entre les données obtenues durant le premier test (le
nombre d’itérations) et le dernier test étant d’environ 0.01%. Ce qui serait expliqué par le
fait que les constantes utilisées pour le premier test sont proches des valeurs utilisées

durant les tests subséquemment.

Les tests ont aussi permis une meilleure compréhension de limpact des
constantes sur la corrélation et sur les deux différents types d’essaims. Les tests ayant
démontré I'obtention systématique de résultats plus mauvais avec les essaims de type
Coonstri, ce type d’essaim pourrait donc étre retiré du programme. Il serait aussi intéressant
de réaliser une série de tests sur les mémes données en permettant aux essaims de
conserver leurs constantes entre chaque corrélation. Cela permettrait d’'observer si les
mutations obtenues durant les derniers moments de la convergence seraient nuisibles a

la prochaine phase d’exploration des essaims.

Mais puisqu’il ne m’est pas possible pour le moment de visualiser le déplacement
des particules et chaque vecteur prenant part au déplacement des essaims, les

hypothéses précédemment exposées ne peuvent étre confirmées.
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Conclusion et Perspective future

Ce mémoire traite de deux domaines particulierement différents, la chimie de
surface ainsi que la création d’un algorithme de corrélation. Le but de ce mémoire était
'avancement d’un projet de couplage d’une SPR de type P4-SPR a un bioréacteur dans
le but de suivre 'impact de la glycosylation des Fc d’anticorps sur les interactions avec
leur récepteur en utilisant les constantes cinétiques de ces interactions. Un tel type de
montage ayant déja été réalisé en utilisant un appareil SPR commercial de marque
Biacore, la P4-SPR aurait comme avantage d’avoir un colt moindre d’opération tout en

permettant la réalisation d’analyse en paralléle 3.

La premiére partie du mémoire impliquant la chimie de surface et s’intéressait au
signal et 'adsorption non spécifique de molécules ayant pu étre utilisées dans le montage
biologique pour réaliser un essai direct de I'anticorps TZM et de son récepteur (FcyRllla).
Deux montages biologiques furent testés dans le but de maximiser le signal du TZM tout
en réduisant I'adsorption non spécifique des molécules biologiques utilisées. Le premier
en utilisant une molécule de K5 liée, par un pond disulfure a une molécule de PDEA liée
a la monocouche, et un récepteur de la Fc du TZM (FcyRIlla) marqué par une molécule
E5 permettant de former un complexe entre le K5 et E5 pouvant étre séparé par I'ajout
de chlorure de guanidinium. Pour le second modéle, le PDEA fut remplacé par un
complexe former entre la biotine et la streptavidine, ou une partie des molécules
composant la monocouche fut marquée par une molécule de biotine et une molécule de
streptavidine fut rajouté pour permettre a une deuxiéme molécule de biotine

préalablement liée a une molécule de K5 de se greffer a la monocouche.

Durant ces tests, plusieurs monocouches de compositions différentes ont été
testées. Les résultats furent majoritairement inexplicables, alors que le signal obtenu fut
plus faible qu’appréhendé. Il serait donc nécessaire de refaire certains des tests. Dans
I'éventualité ou ces tests ne permettraient pas d'obtenir des résultats concordants, il
serait possible de remplacer le montage biologique utilisant le E5/K5, si celui-ci s’avére
étre la source des problémes. |l serait possible d’utiliser un récepteur de TZM marqué par
une étiquette Histidine complexant avec un ion métallique tel que Co,Ni,Cu qui pourrait

étre retiré avec une solution d’imidazole3'. Il serait aussi possible de remplacer celui-ci
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par un complexe de biotine et d’avidine ayant subi une nitration au site de la tyrosine®2.
Le complexe de ces deux molécules étant stable a des pH en deca de 10 et se dissociant
une fois passée cette limite. Il serait aussi nécessaire d’évaluer I'impact sur le signal
d’utiliser un systéme en flux continu ainsi que d’utiliser une solution composée de
protéines contenant l'anticorps pour représenter plus fidelement les conditions
d’utilisation qui devront étre supportée par la monocouche et le montage une fois le projet
fini.

La seconde partie s’appliquait a développer un programme de corrélation non
linéaire, contenu dans une librairie C++, permettant le traitement de données provenant
d’'un appareil de type P4-SPR. Celui-ci serait par la suite implémenté dans un futur
montage. Ce chapitre explique aussi le cheminement réalisé a travers les différents types
d’algorithmes d’optimisation utilisés, comprenant un algorithme heuristique et un
métaheuristique. Plus particulierement, un algorithme Nelder-Mead et un algorithme PSO
évolutive ont été utilisés, dans le but de limiter la convergence vers les minimas locaux
qui affaibliraient la corrélation réalisée par le programme. L'impact des valeurs des
constantes du programme sur la corrélation fut exploré et optimisé en modifiant les
constantes de la partie évolutive de 'algorithme. Cette optimisation des paramétres avait
aussi pour but de visualiser I'impact de la variation de chaque parametre sur les essaims
et leurs caractéristiques. Ces simulation ont permis d’arriver au but désiré. La prochaine
étape pour [lalgorithme dans le projet dautomatisation du montage serait
'implémentation de celui-ci pour traiter les données cinétiques des tests réaliser avec le
bioréacteur ainsi que la modification du programme d’acquisition de données de la P4-

SPR pour ajouter la librairie de traitement de données.
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Annexes

Annexe A : Valeur importée dans l’algorithme
Annexe A.1: Valeur théorique obtenue avec I’équation (26)

Tableau 4 : Valeur des constantes utilisées dans I'équation (26) pour créer les
valeurs utilisées dans la corrélation réalisée par I'algorithme PSO évolutif du chapitre

3.5
Rmax(U) Kon (M'1S'1) Koff (S'1) Rini(U)
4.52 50510 0.0025 0.23
4 4
3
g
()]
N 5
0 T T T T T
0 500 1000 1500
Temps (s)

Figure 34 : Mise en graphique des valeurs obtenues via I'équation (26) en utilisant les
valeurs du

Tableau 4 transmises a l'algorithme PSO évolutif du chapitre 3.5
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Annexe A.2 : Valeur type importée pour réaliser la corrélation des

données spécifiées a I’Annexe A.1 avec I'équation (26)

Constante sociale Constante cognitive

Max Min Initial Max Min Initial

4 0.5 2 4 0.5 2

Constante Constriction Constante Exploration

Max Min Initial Max Min Initial

1 0.01 0.75 3 0.01 1

Nb particule/ Essaim Ratio Nb itération
Max Min Initial Exploration inertie
initial Exploration
30 15 20 0 5
Rmax Kon (M-'s1) Koff (s1)
Max Min Max Min Max Min
4.7 4.3 1x10° 100 1x103 1x10-6
Rini Inertie Nb Essaim
Max Min Max Min Max Initial
0.3 1x104 0.9 0.4 120 100
% Chance | % Mutation | % Mutation Nb Nombre d’itération sans
Mutation Particules d’itération nouveau Best G
total
4 7 14 1000




Annexe B : Spectre de Masse du peptide 3-mercaptopropionic-LHD-
LHD .
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Figure 35 : Spectre de masse du peptide 3-mercaptopropionic-LHD-LHD,
dégradé (a) et intact (b) ([M+H]* =837.50m/z , [M+2H]?** =419.34m/z)
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Annexe C : Signal et Données SPR
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Figure 36 : Signal SPR moyen obtenu a lors de I'hydratation de la surface de
PEG par de I'eau désioniser (18,2mMQ)
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Figure 37 : Signal SPR lié a la stabilisation du signal d’une solution de HSB-EP

dans les 3 canaux d’analyse sur une monocouche composée de 25% PEG biotinylé et

75% de PEG.
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Figure 38 : Variation de signal SPR associer a I'essai direct entre 'anti-IgG lié a
une monocouche de 16-mercaptohexadécanoique et de 1-dodecanethiol dans un ratio
1:10 et de 'anti IgG pour des concentrations de 50,100,250,500, et 1000 nM.
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Figure 39 : Données théoriques obtenues a partir de I’équation (26) en utilisant
un Kq égal a 1.20x10-"2M, un Rmax égal a 1.54u et un Ra égal a Ou, a plusieurs
concentrations (10,50,100,250,500,750, et 1000 pM).
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Figure 40 : (a) Fit et (b) Pourcentage moyen de différence totale entre les
variables moyennes obtenues de la corrélation et les valeurs ayant servi a la création
des données utilisées dans la corrélation (voir Annexe A.1) en fonction du pourcentage
de chance de mutation.

101



1.80 5

- u ®m  Social
® Cognitive
1.75 4
u
8 Sy e
c
Z 1.70
2 " ° ®
8 .
3
S u
%1.65— °
] [
< .
a °
1.60 °
°
1.55 — . 1 ~ 1+ 1 1~ 1 - 1 1~ 1 1 * 1

Nb iteration sans nouveau Best G

Figure 41 : Constante sociale et cognitive moyenne multipliée a la constante de
constriction moyenne des essaims de types Cconstri €n fonction du nombre d’itérations
maximum entre deux découvertes de nouveau Best G.
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