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Microscopie Electronique à Balayage 

Environnemental 

ASSURED 

Affordable - Sensitive- Specific- User 

Friendly- Rapid- Equipment Free and 

Delivered 

MEG Magnétoencéphalographie 

BIN Fichier binaire MR MagnétoRésistance ou MagnétoRésistif 

BNC Bayonet Nut Coupling MRAM 
Magnetic Random Access Memory 

(mémoire vive magnétique) 

Bp Base Pair (Paire de Base) NEM N-éthylmaléimide 
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Chinese Hamster Ovary cells, lignée 
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pertinents 
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CIRM 
Centre International de Ressources 
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POC 

Point of care devices (Outils de 
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PolyHorseRadishPeroxydase (enzyme 
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Roswell Park Memorial Institute 
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cellulaire NS1) 
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(infection de 50% des cellules en 

culture par ml) 

LERI 
Laboratoire d’Etudes et de Recherches 
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THF TétraHydroFurane 
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Laboratoire d’Innovation pour les 

Technologies des Energies nouvelles et 

des Nanomatériaux 
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LNO 
Laboratoire de Nano-magnetisme et 

Oxydes 
TMR 

Tunneling Magneto 
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LoQ 
Limit of Quantification (limite de 
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VIH Virus de l'Immunodéficience Humaine 

LPGA Levure Peptone Glucose Agar VSM Vibrating Sample Magnetometer 

LPS LipoPolySaccharide     



 

 

0 - Introduction0 

Maïkane DEROO 
 





 Introduction 
_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

 

 

    
Page 21 

    

    

0.1. Table des figures & tableaux 

Fig. 0.1 - Marché mondial des tests de diagnostic au chevet du patient (POC) [1] ...................................................... 23 

Fig. 0.2 - Configuration d'un biocapteur montrant les éléments de bioreconnaissance, d'interface et de transduction

 ...................................................................................................................................................................................... 24 

Fig. 0.3 - Sensibilité des capteurs magnétiques les plus utilisés et quelques correspondances avec la vie quotidienne

 ...................................................................................................................................................................................... 25 

Fig. 0.4 - Exemple de schéma de la détection statique d’une cible biologique par des capteurs magnétorésistifs au 

moyen de sondes d’anticorps ....................................................................................................................................... 27 

Fig. 0.5 - Objectifs de la thèse qui consistent à développer un dispositif POC capable de détecter différents types 

d’objets biologiques en faible quantité dans des matrices complexes ......................................................................... 29 





 Introduction 
_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

 

 

    
Page 23 

    

    

Certains cancers ou maladies infectieuses sont encore très mal diagnostiqués entrainant un diagnostic 

trop tardif, l’inefficacité des traitements et dans certains cas des conséquences majeures comme la mort du 

patient.  

Le diagnostic précoce favorise donc les chances de guérison des patients. Comme les symptômes ont 

tendance à différer d'une personne à l'autre et peuvent correspondre à plusieurs maladies, l’anamèse et 

l’examen physique du patient ne suffisent pas forcément au médecin pour établir avec certitude un 

diagnostic et des examens complémentaires sont souvent nécessaires pour être les garants du bon diagnostic. 

Les scientifiques tentent donc d'identifier des biomarqueurs1 spécifiques et propres à chaque pathologie 

(cellules, virus, ADN, protéines, bactéries etc.) assurant un diagnostic et un suivi médical fiable. Certaines 

bases de données ont déjà été créées pour répertorier les biomarqueurs spécifiques à chaque maladie et les 

recherches se poursuivent pour les compléter (long et fastidieux). Parallèlement à l'enrichissement des 

bibliothèques scientifiques, il semble pertinent de travailler sur le développement d'outils capables de 

détecter ces biomarqueurs avec une bonne fiabilité, surtout dans les premiers stades du développement de 

la maladie, quand leur concentration est encore (très) faible. La grande majorité des maladies (cancers, 

infections, etc.) sont traitées beaucoup plus efficacement si elles sont diagnostiquées rapidement et 

précocement. D’autre part, elles ont des répercussions importantes sur le système de santé mais aussi sur 

l'économie et la stabilité sociale. Elles ont donc mis en évidence l'importance de développer de nouveaux 

tests de diagnostic au chevet du patient (Point of Care ou POC) pour améliorer la reconnaissance et 

l'intervention rapide face à celles-ci.  

 
1 Un biomarqueur est une caractéristique mesurable avec précision, utilisée comme indicateur d’une fonction du 
corps, d’une maladie ou de l’action d’un médicament [Fondation contre le cancer] 

Fig. 0.1 - Marché mondial des tests de diagnostic au chevet du patient (POC) [1] 
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La pandémie actuelle (COVID-19) a également accéléré la demande mondiale de tests de diagnostic 

rapides et accessibles à tous. En effet, l’augmentation rapide du nombre de cas de COVID-19, la pression 

croissante sur les gouvernements pour améliorer la prise en charge des patients ainsi que la pénurie des tests 

PCR de confirmation et de personnel en laboratoire n’ont fait que souligner l’importance du développement 

des dispositifs POC. Le marché mondial de ces diagnostics devrait atteindre 72 milliards de dollars US d'ici 

2027, contre 43,2 milliards de dollars US en 2022 avec un taux de croissance annuel moyen de 10,8 % entre 

2022 et 2027 [1]  (Fig. 0.1 ).  

Néanmoins, de nombreux défis entravent encore l’évolution des outils POC transportables et 

cliniquement pertinents, dont le respect de normes règlementaires strictes tout en garantissant des prix de 

vente compétitifs. En raison de difficultés telles que les procédures d'échantillonnage, les faibles niveaux de 

sensibilité et de spécificité des échantillons et les exigences de lecture du signal, seuls quelques dispositifs 

POC pour le cancer, comme les plateformes à flux latéral, sont passés des laboratoires de recherche aux 

soins cliniques au chevet du patient [2]. 

Par rapport à des techniques utilisées en laboratoire et qui requièrent l’expertise d’un professionnel et du 

personnel qualifié, les tests de diagnostic au chevet du patient ont l’avantage de pouvoir être utilisés dans 

des régions dépourvues de toute infrastructure, d’être faciles d’utilisation et d’interprétation, rapides, 

sensibles et spécifiques, peu couteux mais aussi utilisables à grande échelle afin d’éviter une pandémie. 

C’est ce que les critères ASSURED de l’Organisation Mondiale de la Santé définissent par le fait que les 

POC doivent être peu onéreux, sensibles, spécifiques faciles à utiliser, rapides et robustes, sans équipement 

et transportables (A=Affordable, S=Sensitive, S=Specific, U=User-friendly, R=Rapid, E=Equipment-free, 

D=Deliverable). Ces tests doivent être également non invasifs surtout s’ils sont répétés à plusieurs reprises 

lors du suivi d’une maladie, s’ils sont pratiqués sur des patients immunodéficients ou dans le cas des tests 

de dépistage massif. C’est pourquoi, ce genre de test nécessite aussi un volume d’échantillon, si possible 

très faible.  

Le développement de nouvelles technologies de détection rapides et très sensibles est, entre autres, à la 

base de la conception de nouveaux dispositifs POC innovants. Ce développement et ces recherches sont 

déterminantes pour gagner en spécificité et en sensibilité de détection, et donc en précocité de diagnostic.  

Les progrès réalisés en matière d'ingénierie et de dispositifs intégrés microfabriqués pour le traitement à 

domicile représentent l'aboutissement de plus de 30 ans de recherche.  Jusqu'à présent, diverses méthodes 

de détection novatrices ont été utilisées, comme les biocapteurs qui sont apparus depuis quelques années 

afin d’améliorer notre qualité de vie ainsi que notre système de santé. Ces derniers sont des dispositifs 

Fig. 0.2 - Configuration d'un biocapteur montrant les éléments de bioreconnaissance, d'interface et de 

transduction 

Modifié de [3]. 
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constitués, d’une part, d’un élément sensible biologiquement actif  (anticorps, ADN, etc.) capable de 

reconnaître une substance cible (antigènes, ADN complémentaire, etc.) et d’autre part d’un transducteur 

(optique, électrochimique, magnétique, etc.) qui transcrit les modifications induites par la reconnaissance 

entre le biorécepteur et la substance cible en des signaux physiques détectables et mesurables (qui peuvent 

être directement reliés à la concentration de cibles dans la matrice analysée) (Fig. 0.2). 

Les biocapteurs peuvent être divisés en plusieurs catégories selon leur méthode de détection [3]. Les 

principaux sont les biocapteurs optiques et électrochimiques. Les méthodes optiques [4] sont basées sur la 

fluorescence, la polarisation ou la résonance plasmonique, elles présentent de bonnes performances et sont 

en réel progrès en termes de miniaturisation [5]. La cytométrie en flux est un exemple de dispositif basé sur 

une mesure optique qui est largement utilisé mais d’autres biocapteurs optiques sont actuellement 

commercialisés, tels que les instruments de séquençage ADN ou les dispositifs de résonance plasmonique 

de surface (SPR) utilisés pour caractériser les interactions entre protéines. Cependant, pour les outils de 

diagnostic au chevet du patient, les biocapteurs optiques ne sont pas adaptés aux matrices complexes 

opaques comme le sang. L'autofluorescence et l'absorption de la lumière limitent aussi l'utilisation de cette 

technique. Les biocapteurs électrochimiques [6], quant à eux, reposent sur des mesures potentiométriques, 

ampérométriques et impédimétriques. Les plus courants sont les glucomètres qui mesurent la concentration 

de glucose par réaction enzymatique et les convertissent en mesures ampérométriques. Mais d'autres 

dispositifs sont commercialisés, comme les cytomètres à impédance. Les avantages de ce type de capteurs 

sont leur capacité de miniaturisation et leur faible coût.  

Néanmoins, d'autres méthodes de détection comme les capteurs magnétiques ont connu un véritable 

essor depuis un peu plus d’une décennie pour des applications dans le domaine de la médecine du futur, et 

en particulier pour certains d’entre eux, dans le développement de systèmes POC. La Fig. 0.3 montre 

différents types de capteurs magnétiques et les diverses applications possibles en fonction de leur gamme 

de détection de champ magnétique [7]. Cinq technologies principales existent pour détecter des champs. 

Deux d’entre elles, l’effet Hall et les capteurs GMR/TMR détectent directement le champ magnétique alors 

que les bobines, les fluxgates (magnétomètres à saturation) et les SQUIDS détectent des variations de flux 

magnétique.   

Les objets biologiques n’étant pas intrinsèquement magnétiques, leur détection repose sur l'utilisation de 

billes magnétiques fonctionnalisées par des anticorps qui se lient spécifiquement aux cibles biologiques 

d’intérêt. Les moments magnétiques de ces billes sont ensuite polarisés par un aimant permanent et détectés 

Fig. 0.3 - Sensibilité des capteurs magnétiques les plus utilisés et quelques correspondances avec la vie quotidienne  

Modifié de [19]. 
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par le capteur magnétique. Ces capteurs présentent une spécificité et une sensibilité élevées, ainsi qu'un 

rapport signal/bruit élevé, en raison du signal de fond magnétique négligeable des échantillons biologiques. 

 Comme indiqué sur la Fig. 0.3, les capteurs les plus sensibles sont les dispositifs d'interférence quantique 

supraconducteurs (SQUID), basés sur l'effet Josephson, qui apparaît lorsque deux matériaux 

supraconducteurs sont séparés par une très fine couche isolante [8]. Ces capteurs sont sensibles à des champs 

aussi bas que 10-15 Tesla et sont utilisés de manière assez courante pour la détection d’objets biologiques. 

Ils ont permis le développement d'immunoessais avec une détection d’anticorps IgE jusqu'à 2 attomole [9]. 

Un susceptomètre commercialisé à base de SQUID permettant de mesurer in vitro la quantité de fer dans le 

foie est par exemple une alternative aux biopsies [10]. Les SQUIDS sont également utilisés pour de la 

magnétoencéphalographie (MEG) [11]. Malgré leur sensibilité inégalée, ils doivent, pour fonctionner, être 

refroidis à l'hélium liquide et ne sont donc pas du tout adaptés pour des dispositifs POC peu coûteux et 

transportables. 

Comme les SQUIDS, les bobines inductives ne mesurent pas un champ magnétique mais les variations 

de flux magnétiques à travers leur surface. En effet, leur sensibilité croît avec la surface les rendant inadaptés 

à des systèmes miniaturisés.  

Parmi les capteurs magnétiques qui détectent directement les champs magnétiques, les plus anciens sont 

basés sur l'effet Hall où, sous l'influence d'un champ magnétique, les porteurs de charge sont déviés. Cette 

séparation de charges entraîne une différence de potentiel proportionnelle au champ magnétique qui peut 

donc être mesurée. Ils ont été utilisés pour détecter des interactions biomoléculaires [12]. Leur sensibilité 

est cependant moins bonne que celles des capteurs magnétorésistifs.  

Les capteurs magnétorésistifs (MR), tels que les capteurs à magnétorésistance géante (GMR) et à 

magnétorésistance à effet tunnel (TMR), sont des capteurs très sensibles (détectivité2 de l’ordre de 50 à 200 

pT/√Hz) et sont moins affectés par l'environnement de l'échantillon biologique, comme le pH et la 

température. Ils présentent en outre l’avantage d’être peu coûteux et de pouvoir être intégrés facilement 

dans des laboratoires sur puce. Les capteurs GMR sont les biocapteurs MR les plus étudiés et utilisés. L'effet 

GMR3 a été découvert à la fin des années 80 et se produit généralement dans une structure où des films 

minces ferromagnétiques et non magnétiques sont déposés alternativement. La magnétorésistance désigne 

la propriété d'un matériau qui tend à modifier sa résistance électrique lorsqu'un champ magnétique externe 

est appliqué. Cet effet permet de détecter des champs magnétiques très faibles (Fig. 0.3), rendant très 

attractif les capteurs GMR pour la détection POC hautement sensible de maladies infectieuses et/ou cancer. 

Deux structures différentes de capteurs GMR peuvent être utilisées : une structure multicouche ou une 

structure à vanne de spin. Il a été observé que la sensibilité des structures GMR multicouches augmente 

avec l'épaisseur de la couche ferromagnétique. Cependant, à partir d’une certaine épaisseur, l’effet GMR 

diminue [13]. Contrairement aux structures multicouches, le système en vanne de spin n’est composé que 

de deux couches ferromagnétiques séparées par une couche conductrice mais non magnétique. 

L'aimantation d'une des deux couches ferromagnétiques est fixe, tandis que l'aimantation de l'autre couche 

s’oriente librement. Bien que les capteurs à vanne de spin présentent une meilleure linéarité et peuvent 

fonctionner à des champs magnétiques plus faibles que les capteurs multicouches (intéressant pour des 

détections d’objets biologiques), ils possèdent généralement des rapports MR plus faibles car ils n'ont que 

deux couches ferromagnétiques contribuant à l'effet GMR. Ce type de capteurs est largement utilisé dans 

diverses applications telles que les disques durs [14], les mémoires vives  magnétiques (MRAM) [15], la 

mesure de pression [16] [17], la détection de courant [18], la biodétection [19] [20] [21] mais aussi comme 

 
2 La détectivité correspond au champ magnétique pour lequel le rapport signal sur bruit vaut 1. Elle s’exprime en 
T/√Hz. Elle permet la meilleure comparaison de performances des différents capteurs magnétiques 
3 Prix Nobel en 2007 
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capteurs de mouvement et de déplacement dans les industries de l'automobile [22], etc. Le développement 

de ces capteurs pour les applications biomédicales est apparu à la fin des années 1990 lorsque Baselt et al. 

[23] ont démontré l'utilisation de réseaux de capteurs pour le dénombrement non visuel de billes 

magnétiques conjuguées à des molécules qui sont spécifiquement liées à la surface des capteurs. La 

détection des champs magnétiques (à l’aide de capteurs MR) émis par les billes magnétiques immobilisées 

est classée comme « détection statique » (explications détaillées ci-dessous).  

Les capteurs TMR, quant à eux, sont plus sensibles d’un ordre de grandeur que les capteurs GMR mais 

ils présentent un bruit élevé à basse fréquence qui, tant qu’il n’est pas résolu, est un handicap pour la 

détection d’objets biologiques. Ils sont de surcroît plus compliqués à fabriquer. Ils sont actuellement en 

cours de développement et d’optimisation au sein du LNO4.  

Dans ce travail de thèse, les capteurs GMR ont donc été choisis pour la détection des cibles biologiques 

d’intérêt (cellules cancéreuses et bactéries). 

La détection des objets biologiques avec ces capteurs peut être statique, dynamique ou sous un format 

papier (type tests bandelettes). Avant de détailler la détection dynamique qui a été utilisée dans le cadre de 

ce travail de thèse, les deux autres méthodes sont décrites brièvement ci-dessous. 

Les capteurs GMR peuvent servir pour des mesures magnétiques statiques suivant le même principe 

« sandwich » que les tests optiques ou électrochimiques. Ce terme « statique » est utilisé car les particules 

magnétiques utilisées pour la détection sont immobiles par rapport au capteur MR. Il s’agit de dispositifs 

 
4 LNO : Laboratoire de Nano-magnétisme et Oxydes 

Fig. 0.4 - Exemple de schéma de la détection statique d’une cible biologique par des capteurs magnétorésistifs 

au moyen de sondes d’anticorps 

1 - La surface du capteur MR est recouverte d’anticorps de capture. 2 - La cible est introduite dans le système 

et l’antigène de la cible se lie spécifiquement à l’anticorps de capture. 3 - Des particules magnétiques 

fonctionnalisées par de la streptavidine et couplées à des anticorps de détection (biotinylés) par le biais du 

complexe biotine-streptavidine sont introduits dans le système et se lient spécifiquement à la cible d’intérêt (via 

un autre antigène). 
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dans lesquels un réseau de sondes (ADNc, aptamères, anticorps, etc.) est immobilisé sur le capteur pour 

capturer spécifiquement une cible (ADN, protéine, cellule, bactérie, etc.), présente dans une matrice 

complexe (sérum, sang, lait, etc.). Puis, la cible est détectée au moyen d’une deuxième sonde marquée avec 

une nanoparticule magnétique (MNP) [24] [25] (Fig. 0.4). Les mesures sont alors faites en appliquant des 

champs magnétiques statiques ou alternatifs, associées à des étapes de lavage pour supprimer les particules 

magnétiques non accrochées. Cette méthode présente l’avantage d’un multiplexage facile : il suffit de 

diviser la surface du capteur en différentes zones, chacune comportant une sonde immobilisée spécifique 

d’une cible différente. Par contre, elle favorise l’accroche non spécifique et donc les faux positifs.   

Il existe également des dispositifs de dosage biologique à flux latéral (tests bandelettes) où les sondes 

(anticorps) sont immobilisées sur une structure poreuse à base de papier, dans laquelle la cible à détecter 

(qui ne doit pas être de taille conséquente (comme les cellules) sous peine de ne pas pouvoir migrer dans 

les pores) migre à travers la bandelette poreuse en interagissant avec les sondes magnétiquement marquées. 

La détection est alors effectuée par des capteurs GMR placés sous la bande de papier poreux (flux latéral 

statique) ou par un capteur MR qui scanne la totalité de la bande papier [26].  

Une détection est dite « dynamique » lorsque les objets magnétiques circulent dans un canal 

microfluidique placé au-dessus (et/ou en dessous) des capteurs MR qui les détectent un à un [27] (notion de 

mouvement des particules magnétiques par rapport aux capteurs magnétiques). L'une des premières études 

de détection dynamique concerne l'utilisation de capteurs MR afin de déterminer la vitesse d'écoulement de 

particules magnétiques dans un canal microfluidique [28].  

Comme indiqué précédemment afin de confiner les objets biologiques, les capteurs MR sont couplés à 

des dispositifs de nature microfluidique [29] [30] [31] qui permettent d’assurer l'entrée et la sortie 

d'échantillons et la détection dans une plateforme unique, ce qui facilite la miniaturisation, la transportabilité 

et l’intégration de plusieurs fonctions en un seul dispositif. Ce dispositif forme alors un laboratoire sur puce 

(LOC). Comparé aux autres méthodes de détections, les LOC présentent plusieurs avantages comme la 

facilité et la rapidité d’exécution des tests (des non-spécialistes peuvent l'utiliser sans formation 

particulière), la possibilité de multiplexer et la consommation d’un faible volume d’échantillon. L'utilisation 

de canaux de l'ordre du micromètre ne modifie en rien la vitesse d'analyse et ce dispositif peut être à usage 

unique ce qui élimine le risque de contamination. Grâce à ce type de POC, il est possible de détecter 

différents types d’objets biologiques comme les cellules cancéreuses, les bactéries ou les virus. Enfin, ces 

techniques microfluidiques présentent un grand intérêt en raison de leur capacité unique à travailler avec 

des flux laminaires, ce qui garantit une bonne reproductibilité des résultats. Elles permettent également de 

modifier rapidement les structures microfluidiques et d'effectuer plusieurs tests en même temps. Par 

conséquent, cette technique s’est révélée attractive dans divers domaines depuis son développement dans 

les années 90 et le concept de laboratoire sur puce ouvre de nouvelles possibilités pour les systèmes de 

détection.  

De nouveaux dispositifs POC, constitués d’un système microfluidique et de capteurs GMR, ont vu le 

jour dans différents laboratoires pour la détection et la séparation de cellules cancéreuses. La détection 

d’objets biologiques entourés de nanoparticules magnétiques circulant dans une puce microfluidique à base 

de capteurs GMR a été réalisée et a donné des résultats encourageants sans pour autant être capable de 

vraiment différencier les objets biologiques des faux positifs provoqués par des agrégats de billes [19] [20] 

[32] [33].  

De plus, les technologies POC sont également un outil utile dans le domaine de l'environnement car les 

polluants de l'air et de l'eau peuvent affecter la santé des êtres vivants (humains, animaux et plantes) [34].  

La pollution de l’eau, de nature bactériologique et/ou chimique, est potentiellement présente partout, dans 

l’eau potable, les océans, les lacs et les aliments. Ces dernières années, elle est devenue une préoccupation 
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mondiale et, pour y répondre, la recherche sur des systèmes de détection rapide et de surveillance des 

polluants a augmenté fortement. 

En résumé, les dispositifs POC doivent être capables de se rapprocher des tests de laboratoire en termes 

de performances (sensibilité et spécificité) mais avec un temps d’analyse et un rendu de résultat plus rapide 

sur le terrain, par tout type de personne et avec un coût inférieur dans le processus de fabrication. Les 

méthodes de laboratoire actuelles sont certainement appelées à être remplacées à l’avenir par ces 

technologies qui sont plus proches du patient et qui permettent de fournir rapidement aux médecins toutes 

les informations nécessaires pour établir un diagnostic fiable et prendre des décisions éclairées et rapides en 

matière de traitement.  

L’objectif de cette thèse (Fig. 0.5) est donc d’obtenir un dispositif POC capable de détecter rapidement, 

de façon simple, sensible et spécifique, différents objets biologiques rares en réponse à un besoin d’urgence 

de diagnostic clinique, environnemental et/ou de biosécurité. Ce projet repose sur un test immunologique 

avec interaction anticorps/antigène et détection dynamique au moyen de capteurs GMR. 

 Des nanoparticules magnétiques (commerciales ou synthétisées pour ce projet) sont fonctionnalisées par 

des anticorps monoclonaux, commerciaux ou produits au laboratoire JOLIOT/LERI5, dirigés contre les 

objets biologiques cibles. La détection dynamique de ces derniers, après interaction avec les nanoparticules 

magnétiques, est réalisée grâce aux capteurs GMR développés au SPEC/LNO qui permettent de compter 

les objets biologiques magnétiquement marqués un à un. 

Idéalement, ce test ne doit nécessiter d’aucune préparation particulière des échantillons, il doit pouvoir 

s'adapter à tous les types de fluides (sang, plasma, urine, etc.), à tous les types de maladies et donc à tous 

les types de marqueurs. De plus, le diagnostic précoce étant crucial, il doit être capable de détecter ces 

 
5 LERI : Laboratoire d'Etudes et de Recherches en Immunoanalyse CEA-SACLAY 

Fig. 0.5 - Objectifs de la thèse qui consistent à développer un dispositif POC capable de détecter différents types 

d’objets biologiques en faible quantité dans des matrices complexes 
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biomarqueurs en très faible quantité dans les fluides physiologiques, alors que la maladie est encore à un 

stade très précoce de son développement.  

 Pour la première fois en 2019, au cours d’une thèse [19] il a été possible d'évaluer avec un prototype 

très simple de biopuce GMR (constituée d’une seule série de capteurs GMR sous le canal microfluidique), 

sur un modèle de cellules myélomateuses murines, la sensibilité, la spécificité et la robustesse de la 

détection, ainsi que la rapidité et la facilité d'utilisation de ce test de diagnostic. Avec une limite de détection 

de 3 × 104
 cellules/mL, la sensibilité de ce premier prototype était bien meilleure que celle du test 

immunochromatographique et se rapprochait de celles obtenues, sur le même modèle biologique, avec un 

test ELISA ou par cytométrie en flux, avec l’avantage d’une plus grande facilité d’utilisation [20]. Le 

principal verrou technique avec cette première biopuce était lié à la présence d’agrégats de billes 

magnétiques (d’origine commerciale) à l’origine de faux positifs qui limitaientt la sensibilité de détection. 

Une nouvelle architecture de biopuce a alors été brevetée (n° 1855217 étendu par voie internationale) et 

développée. Elle possède des capteurs GMR disposés face à face, de part et d’autre du canal microfluidique, 

pour détecter de manière simultanée chaque objet magnétique.  Nous montrerons que pour la première fois, 

grâce à cette technique innovante de double détection GMR, il est possible de déterminer le moment 

magnétique des objets détectés et de différencier ainsi les signaux spécifiques issus des cellules labélisées 

par rapport aux faux positifs provenant d’agrégats de billes (Fig. 0.5). Pour pouvoir évaluer les performances 

(sensibilité, spécificité, robustesse de la détection, rapidité et la facilité d'utilisation) de ce nouveau dispositif 

et les comparer à celles du premier prototype, le même modèle de cellules myélomateuses murines a été 

utilisé. Des matrices complexes ont également été utilisées. Les résultats obtenus étant très encourageants, 

une étude similaire d’évaluation a débuté sur des bactéries, objets biologiques de plus petites tailles. 

Le chapitre 1 présente des rappels généraux d’immunologie et de magnétisme, une partie sur l’effet GMR, 

la composition et la géométrie des capteurs ainsi qu’une partie sur l’état de l’art des biopuces GMR 

précédentes pour finir sur les perspectives d’évolution d’un nouveau prototype. 

Le chapitre 2 est entièrement consacré à l’étude de la biopuce GMR à deux étages, de sa fabrication au 

traitement des données recueillies après chaque expérience. Une preuve de concept de cette nouvelle 

biopuce a été publiée et le programme de traitement des données a fait l’objet d’un dépôt de brevet. 

Le chapitre 3 présente, quant à lui, la mise au point des conditions expérimentales avec la préparation et 

l’optimisation des échantillons, le choix des billes magnétiques, le protocole expérimental, les essais réalisés 

et les perspectives envisageables pour la réduction de l’état d’agrégation des billes magnétiques et 

notamment par la synthèse sur mesure de toutes nouvelles billes magnétiques. Il présente aussi le détail des 

protocoles des tests comparatifs réalisés au moyen d’autres techniques courantes d’immunodétection 

(cytométrie en flux, ELISA, bandelette). 

Le chapitre 4 expose les résultats expérimentaux obtenus sur un modèle de cellules cancéreuses avec la 

biopuce GMR à deux étages et avec deux types de billes : les Dynabeads MyOne et les Micromod 500 nm. 

Il présente aussi la comparaison des performances de détection de la biopuce GMR à deux étages avec les 

autres techniques d’immunodétection (bandelette, ELISA, cytométrie en flux) mais également avec le 

premier prototype de biopuce GMR réalisé lors d’une précédente thèse.  

Le chapitre 5 établi la preuve de concept de la versatilité d’utilisation de la biopuce, avec quelques 

expériences préliminaires réalisées sur un modèle de bactéries non pathogènes.  
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Cette thèse consiste à développer un laboratoire sur puce à base de capteurs magnétiques pour la 

détection d’objets biologiques. Après une première partie sur des rappels concernant le principe de 

l’immunodétection et la présentation des tests de diagnostic déjà existants, nous rappellerons quelques 

notions de magnétisme puis nous détaillerons le principe de fonctionnement des capteurs à 

magnétorésistance géante et pour finir, nous parlerons des biopuces à base de capteurs GMR déjà 

développées. 

1.2. Principe de l’immunodétection  

L'immunodétection comprend toute technique de détection d’un agent biologique au moyen d’anticorps. 

Cela peut être une détection qualitative (présence/absence) ou un dosage quantitatif (détermination de la 

concentration en agent biologique) rendus possible grâce à une interaction spécifique entre un/des anticorps 

et leur antigène cible, couplée à un système de révélation (impliquant une enzyme, un fluorophore, une 

nanoparticule colorée, etc.). Par ces techniques, il est possible de détecter des protéines (toxines, anticorps, 

hormones, récepteurs en surface de bactéries ou de cellules, etc.), des acides nucléiques (ADN), des lipides 

ou des glucides (exemple : lipopolysaccharide (LPS), composant de la membrane externe de certaines 

bactéries). 

1.2.1. Les anticorps  

1.2.1.1. Description des anticorps 

Un anticorps (ou immunoglobuline, Ig) est une glycoprotéine produite et utilisée par le système 

immunitaire pour détecter et neutraliser de manière spécifique un agent biologique pathogène, nommé 

antigène. Il existe cinq types d’anticorps (IgG, IgA, IgM, IgE et IgD, selon leur quantité respective dans 

Fig. 1.1 - Schéma d’un anticorps de type IgG 

Un anticorps est composé de deux chaines légères et de deux chaines lourdes, chacune constituée d’une partie variable 

et d’une partie constante. La liaison antigène-anticorps est également représentée. 
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l’organisme) ayant des structures, des localisations et des fonctions différentes [1] [2]. Les anticorps 

majoritairement utilisés en immunodétection et en thérapeutique sont les IgG. Ces derniers sont représentés 

sous la forme schématique d’un Y (Fig. 1.1) et composés de quatre chaines peptidiques : deux chaines 

lourdes et deux chaines légères, reliées par des ponts disulfures. Chacune de ces chaines peptidiques possède 

une partie constante (i.e. relativement commune entre IgGs d’une même espèce) et une partie variable 

(constituant le site de liaison spécifique à la cible biologique). Chaque anticorps reconnait spécifiquement 

un antigène précis (i.e. molécule biologique capable d’induire une réponse immunitaire) et peut en fixer 

deux simultanément. La partie de l’antigène à laquelle se fixe l’anticorps est appelée l’épitope et, en miroir, 

la partie de l’anticorps qui reconnait l’antigène est nommée paratope. Les interactions entre l’épitope et le 

paratope ne sont pas de nature covalente mais ionique, hydrophobe, électrostatique et/ou de type forces de 

Van der Waals … avec des formes géométriques complémentaires dans l’espace (exemple : cavité + 

protubérance, surface saillante + bilboquet etc.). On comprend donc aisément que la liaison entre l’anticorps 

et l’antigène puisse dépendre du milieu dans lequel ils se trouvent (pH, force ionique, etc.). 

On peut mesurer la force d’interaction entre l’épitope et le paratope : c’est ce que l’on appelle l’affinité 

de l’anticorps. L’affinité est définie par deux critères : la vitesse d’association de l’anticorps à sa cible et sa 

vitesse de dissociation. L’affinité est un équilibre entre cette association et cette dissociation. 

 Il est possible de produire un grand nombre de dérivés d’IgG, comme des fragments d’anticorps appelés 

F(ab) ou F(ab’)2 (paragraphe 3.4.2.2.2). 

1.2.1.2. Production des anticorps  

En réponse à l’introduction d’un antigène étranger dans l’organisme, les lymphocytes B du système 

immunitaire produisent des anticorps. A ce stade, il s’agit d’un mélange d’anticorps, qui réagissent tous 

contre un antigène spécifique, mais chacun reconnaissant un épitope différent, dans l’objectif d’une 

détection et d’une neutralisation plus efficace de la cible pathogène. On parle d’anticorps polyclonaux (i.e. 

produits par différents clones (i.e. lignées) de lymphocytes B). Ces anticorps polyclonaux, fortement réactifs 

envers l’antigène, peuvent être utilisés en immunodétection mais ils présentent un certain nombre 

d’inconvénients. Les anticorps polyclonaux sont produits chez l’animal (lapin, cheval etc.) suite à des 

injections répétées de l’antigène et prélèvements sanguins (contenant les anticorps polyclonaux), et à ce 

titre, il existe une forte variabilité d’un lot d’anticorps polyclonaux à un autre. De plus, chaque lot existe en 

quantité finie. D’autre part, les réactions croisées sont possibles, c’est à dire la possibilité que les anticorps 

polyclonaux reconnaissent de façon non spécifique d’autres cibles biologiques (au vu de la diversité de ces 

anticorps très nombreux). 

A ces anticorps polyclonaux, on oppose les anticorps monoclonaux. Ces derniers sont issus des premiers 

par technique d’hybridation lymphocytaire (ou fusion) ([3] et Fig. 1.2) suivi d’un isolement sélectif de 

chaque clone producteur d’un seul type d’anticorps, autrement dit d’anticorps monoclonal. Les anticorps 

monoclonaux sont donc des anticorps produits par une même lignée de lymphocyte B (ils sont tous 

identiques) et ils reconnaissent le même épitope. Malgré une affinité moindre, les anticorps monoclonaux 

offrent l’avantage de la pureté, de la constance, d’une source continue (infinie) et d’une moindre réactivité 

croisée. 

La production des anticorps monoclonaux se réalise en plusieurs étapes [2] [3] (Fig. 1.2). 

La première étape se fait en animalerie et consiste à immuniser des animaux (souvent des souris), 

autrement dit à inoculer l’antigène à l’animal de laboratoire de façon répétée. Cela a pour effet d’induire la 

production de lymphocytes B libérant des anticorps polyclonaux contre l’antigène dans la circulation 

sanguine. Un échantillon de sang de ces souris est analysé afin de vérifier la présence des anticorps d’intérêt. 
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Après sacrifice de l’animal, les lymphocytes B de la rate produisant les anticorps sont isolés rapidement (les 

lymphocytes B ne sont pas cultivables in vitro) puis fusionnés, en présence de polyéthylène glycol (PEG, 

qui permet la fusion des membranes cellulaires), avec des cellules de myélome (cellules cancéreuses). Cette 

manipulation permet d’obtenir, en milieu sélectif, des hybridomes producteurs d’anticorps capables de 

croissance illimitée in vitro. Ensuite, ces hybridomes sont clonés (par dilution limite ou par tri cellulaire) et 

les cellules clonales stables productrices d’anticorps monoclonaux d’intérêt sont sélectionnées puis 

amplifiées. Il suffit pour finir d’expandre les clones d’hybridomes produisant les anticorps souhaités, soit 

par culture cellulaire, soit en injectant les cellules clonales directement aux souris, afin de produire de grande 

quantité d’anticorps (qu’il reste alors à purifier avant utilisation).  

Fig. 1.2 - Protocole de production d'anticorps monoclonaux [2] 
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1.2.2. Utilisation des anticorps en immunodétection   

Dans cette partie, sont présentés les tests d’immunodétection utilisés lors de mes travaux de thèse afin 

de détecter la présence des cellules NS1 et pouvoir ensuite comparer la sensibilité de ces tests à celle obtenue 

sur la biopuce GMR développée (paragraphe 4.2.4). 

1.2.2.1. Tests immunochromatographiques (tests bandelettes) 

Les tests bandelettes, aussi appelés tests immunochromatographiques (ou Lateral Flow Immunoassays, 

LFA), reposent sur une technique d’immunodiagnostic simple et rapide basée sur la migration d’un 

échantillon à travers une membrane de nitrocellulose pour détecter une cible biologique en quelques 

minutes. Depuis la crise sanitaire du Covid-19, ces tests (tests antigéniques ou autotests) ont été très 

largement utilisés et sont désormais bien connus du grand public. Ils sont aussi utilisés à grande échelle pour 

les tests de grossesse. Ils sont composés de 3 zones, ayant chacune une fonction :  

• Une membrane de nitrocellulose qui, au-delà de sa fonction de support de migration de 

l’échantillon, permet l’immobilisation d’anticorps. 

• Un premier tampon (dit « sample pad ») permet l’absorption de l’échantillon et le stockage 

d’anticorps couplés au système de révélation. Il est situé à une extrémité de la membrane de 

nitrocellulose. 

• Un deuxième tampon (dit « tampon absorbant ») permet d’assurer la migration de l’échantillon 

par capillarité dans la membrane de nitrocellulose, en fonctionnant comme une « pompe » située 

à l’autre extrémité de la bandelette. 

Trois réactifs biologiques sont également utilisés :  

• Un premier anticorps (monoclonal de souris) dirigé contre la cible biologique d’intérêt, 

immobilisé sur la membrane de nitrocellulose, et qui permettra la formation de la ligne 

spécifique (ligne test). 

• Un deuxième anticorps (monoclonal de souris) dirigé contre la cible biologique d’intérêt, couplé 

à un système de révélation, à savoir des nanoparticules d’or colloïdal de couleur rouge. Cet 

anticorps marqué permettra d’assurer la révélation visuelle de la cible d’intérêt (ligne test) et la 

visualisation de la ligne de contrôle une fois ajouté à l’échantillon. 

• Des anticorps dirigés contre les anticorps marqués qui permettront la formation de la ligne de 

contrôle. Il s’agit, par exemple, d’anticorps de chèvre anti-immunoglobuline de souris. 

Un test bandelette nous donne un résultat qualitatif (positif/négatif) ou semi-quantitatif sous la forme 

d’une ou de deux lignes colorées, résultant de la formation (ou non) du complexe anticorps-antigène. 

Observons plus en détail ce qu’il se passe lors de la réalisation d’un test bandelette (Fig. 1.3). 

L’échantillon est déposé sur le premier tampon permettant l’absorption de l’échantillon. L’échantillon 

migre ensuite par capillarité le long de la bandelette. Si la cible biologique n’est pas présente dans 

l’échantillon, l’anticorps anti-cible marqué à l’or colloïdal ne se lie pas à elle, ni à la ligne test (où sont 

immobilisés d’autres anticorps anti-cibles). L’anticorps anti-cible marqué ne se lie alors qu’à la ligne 

contrôle (ligne où des anticorps de chèvre anti-Ig de souris sont immobilisés).  Une seule ligne apparait donc 

(ligne contrôle) : le test est négatif.  

Par contre, si la cible biologique est présente dans l’échantillon, l’anticorps anti-cible marqué se lie à elle 

lors de la migration capillaire. Puis le complexe cible/anticorps anti-cible marqué continuera sa migration 
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le long de la membrane de nitrocellulose avant de se fixer à la ligne test (où la cible biologique est prise en 

sandwich entre l’anticorps anti-cible immobilisé et l’anticorps anti-cible marqué). L’excès d’anticorps anti-

cible marqué se lie également à la ligne contrôle. Deux lignes apparaissent (ligne test et ligne contrôle) : le 

test est positif.  

Ces tests ont l'avantage d'être rapides, faciles à utiliser et transportables. Cependant, ils ne sont souvent 

pas adaptés aux objets de grande taille comme les cellules ou certaines bactéries qui ont du mal à migrer 

dans la membrane de nitrocellulose. Enfin, leur plus grande faiblesse repose sur leur manque de sensibilité, 

étant donné que le signal visible à l’œil nu correspond à une accumulation du signal colorimétrique réel 

(sans amplification). 

1.2.2.2. Test ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) 

Le test ELISA (littéralement « technique d’immunoabsorption par enzyme liée ») est une technique 

immuno-enzymatique qui permet de détecter et quantifier une cible biologique spécifique (cellules, 

bactéries, protéines, etc.) contenue dans une solution en utilisant un support solide (exemple : plaque 96 

puits). Sur ce support solide est immobilisé l’antigène ou l’anticorps, ce qui permet de réaliser des étapes 

de lavage avant révélation de la présence complexe anticorps-antigène au moyen d’une enzyme 

(acétylcholinestérase, peroxydase de Raifort, phosphatase alcaline etc.). De nombreux tests ELISA 

commerciaux sont utilisés en routine dans les laboratoires d’analyse médicale, entre autres, celui pour 

diagnostiquer l'infection par le VIH, pour les tests de confirmation de grossesse et pour le typage sanguin. 

Les tests ELISA sont beaucoup plus sensibles que les tests bandelettes (étant donné que le signal correspond 

à une amplification du signal réel grâce à la réaction enzymatique). Mais, en contrepartie, le temps de 

réaction est plus long et ces tests ELISA nécessitent un personnel qualifié. 

Il existe quatre types de test ELISA : direct (antigène immobilisé), indirect (antigène immobilisé), 

compétitif (antigène ou anticorps immobilisé) et sandwich (anticorps immobilisé). La méthode directe 

Fig. 1.3 - Principe du test bandelette 

Présentation du fonctionnement d’un test négatif (à gauche) et d’un test positif (à droite).  

Dans le cas du test bandelette destiné à la détection des cellules NS1 (dans le cadre des travaux de thèse), l’anticorps 

immobilisé sur la ligne test de la membrane de cellulose est l’anticorps anti-CD138. L’anticorps de révélation est 

également l’anticorps anti-CD138, couplé à des nanoparticules d’or colloïdal.  
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consiste à immobiliser un antigène connu, puis à ajouter l'anticorps dirigé contre l’antigène directement 

couplé à une enzyme. Avec la méthode indirecte, ce sont des anticorps secondaires qui sont couplés à 

l'enzyme, qui se lient à l'anticorps primaire dirigé contre l’antigène. La troisième méthode se fait par 

compétition de liaison pour un mélange d’anticorps (ou respectivement d’antigènes) marqués et d’anticorps 

(ou resp. d’antigènes) à doser non marqués. Mais, dans ces travaux de thèse, c’est le test ELISA sandwich 

(Fig. 1.4) qui a été utilisé afin de détecter les cellules NS1. 

Pour ce test ELISA sandwich, des anticorps spécifiques de l'antigène cible sont utilisés. Ainsi, un 

anticorps immobilisé sur le support solide, dit « anticorps de capture » (ici, anticorps anti-CD138), va 

permettre la capture spécifique de sa cible (ici les cellules NS1) présente dans l’échantillon à analyser. Après 

lavages du support solide, l’anticorps dit « anticorps primaire de détection » (ici, anticorps anti-CD138 

biotinylés) permettra, après l’ajout du système secondaire de révélation (streptavidine couplée à l’enzyme 

peroxydase ou à l’enzyme acétylcholinestérase), de détecter et quantifier la présence de la cible (cellules 

NS1). En effet, le substrat de l’enzyme (ici, 3,3',5,5'-tétraméthylbenzidine (TMB) ou réactif d’Ellman) sera 

converti par l’enzyme (peroxydase de Raifort (poly-HRP) ou acétylcholinestérase (G4)) en un produit coloré 

(bleu, qui passe au jaune après ajout d’acide sulfurique pour l’enzyme poly-HRP ou en jaune pour l’enzyme 

G4), dont la quantification se fera par spectrophotométrie (ici, mesure de l’absorbance à 450 nm pour le 

TMB acidifié et à 414 nm pour l’Ellman). Evidemment des étapes de lavage sont nécessaires avant la 

révélation afin d’éliminer les anticorps de détection dans le cas où la cible ne serait pas présente dans 

l’échantillon [4] [5].  

1.2.2.3. Cytométrie en flux 

La cytométrie en flux est une technique d’immunodétection (Fig. 1.5) qui fonctionne sur le principe de 

la diffusion et de la réfraction de la lumière ainsi que de l'émission de fluorescence. Elle permet de mesurer, 

dans une solution de particules (de grosses tailles : cellules, bactéries, parasites, billes etc.), les 

caractéristiques individuelles de chaque objet telles que la taille, la structure et la granularité, ainsi que la 

présence ou absence de tout marqueur de surface pouvant être détecté par un composé fluorescent. En effet, 

Fig. 1.4 - Principe du test ELISA sandwich 

Présentation d’un test positif (à gauche) et d’un test négatif (à droite). 
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dans le principe, les particules en suspension passent une à une devant un (ou plusieurs) faisceau(x) laser et 

des détecteurs captent les signaux émis par chacune d’elle : 

• La lumière diffusée dans l’axe du laser (Forward Scatter, FSC) qui renseigne sur la taille des 

particules, 

• La lumière réfractée à 90°C (Side Scatter, SSC) qui renseigne sur la structure et la granularité 

des particules, 

• Les signaux de fluorescence émis par la particule elle-même (autofluorescence) ou par la 

fluorescence émise par un anticorps couplé à un fluorochrome qui se lie spécifiquement à la 

particule. 

Cependant, cette technique, utilisée dans les hôpitaux et les laboratoires, est assez couteuse, nécessite un 

équipement assez volumineux, et du personnel expert qualifié à son utilisation complexe [6] [7]. 

Dans notre cas, le test en cytométrie en flux nous a permis, entre autres, de vérifier la présence à la 

surface des cellules NS1 du récepteur CD138 (cible des anticorps anti-CD138). 

1.3. Rappels de magnétisme 

Dans le cas de nos expériences, des billes superparamagnétiques sont utilisées pour marquer des objets 

biologiques détectés avec des capteurs à magnétorésistance géante. Après des rappels généraux très 

succincts sur différentes formes de magnétisme, nous détaillerons donc un peu plus le superparamagnétisme.  

Lorsqu’un champ magnétique 𝐻⃗⃗  est appliqué à un matériau, celui-ci s’aimante plus ou moins facilement, 

c’est ce qu’on appelle la susceptibilité magnétique χm. Le champ magnétique 𝐵⃗  résultant du champ 

magnétique appliqué 𝐻⃗⃗  et de l’aimantation 𝑀⃗⃗  s’écrit alors  (Eq. 1.1):  

Fig. 1.5 - Principe de la cytométrie en flux 

Schéma modifié de [7]. 
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1.3.1. Diamagnétisme 

Le diamagnétisme existe dans tous les matériaux. Elle peut être comparée à la loi de Lenz en 

électromagnétisme qui montre que quand on applique une variation de flux dans un circuit électrique, il y a 

création d’un courant opposé pour la compenser. 

Dans le cas du diamagnétisme, lorsqu'un champ magnétique est appliqué à un matériau, le mouvement 

orbital des électrons est affecté, et un faible moment magnétique est induit, de direction opposée et 

proportionnel au champ magnétique appliqué (Fig. 1.6). La réponse diamagnétique des matériaux est faible 

et souvent négligeable lorsqu’une autre composante magnétique est présente dans le matériau, comme le 

paramagnétisme, le ferromagnétisme ou l’antiferromagnétisme. L’eau, l’or, le bismuth, le cuivre et le 

mercure sont des matériaux diamagnétiques. 

1.3.2. Paramagnétisme 

Les matériaux paramagnétiques, sont caractérisés par des atomes avec des couches électroniques 

incomplètes, possédant un moment magnétique permanent qui s’aligne dans la direction d’un champ 

magnétique appliqué en générant une aimantation. Quand on coupe ce champ magnétique appliqué, les 

moments magnétiques se remettent à fluctuer librement et l’aimantation globale devient nulle à cause de 

l’agitation thermique (Fig. 1.7). 

Quand les distances entre les atomes magnétiques sont faibles (de l’ordre de l’Angstrom) et qu’ils 

peuvent interagir, les matériaux peuvent devenir magnétiquement ordonnés en dessous d’une température 

caractéristique.  Deux exemples de ces ordres, le ferromagnétisme et l’antiferromagnétisme, sont décrits ci-

dessous. Au-dessus de cette température, l’agitation thermique est plus grande que l’ordre magnétique et le 

matériau revient à une phase paramagnétique. 

 
𝑀⃗⃗ =  𝜒𝑚𝐻⃗⃗  

𝐵⃗ =  𝜇0(𝐻⃗⃗ + 𝑀⃗⃗ ) =  𝜇0𝐻⃗⃗ (1 + 𝜒𝑚) avec 𝜇0 la perméabilité du vide  

(Eq. 1.1) 

Fig. 1.6 - Matériaux diamagnétiques 

Matériaux qui ne sont pas attirés par les champs magnétiques. 
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1.3.3. Ferromagnétisme  

Certains matériaux comme par exemple le fer, le cobalt, le nickel etc., possèdent en dessous d’une 

température caractéristique appelée température de Curie TC, une aimantation permanente en l’absence de 

champ magnétique extérieur. Au-dessus, de cette température, ils redeviennent paramagnétiques.  

Cette aimantation permanente provient d’une interaction d’échange entre les moments magnétiques qui 

les aligne. Lorsqu’un champ magnétique est appliqué, il tend à aligner l’aimantation avec le champ (énergie 

Zeeman) et donc à renverser la direction de l’aimantation. Le renversement dépend aussi de l’anisotropie 

magnétique présente dans le matériau magnétique et qui peut être due à la cristallinité du matériau (énergie 

magnéto cristalline induite par le couplage spin-orbit) ou par la forme du matériau (énergie magnétostatique 

due à la présence de champs de fuite que le matériau cherche à diminuer). Par exemple, l’aimantation dans 

un film magnétique tend à s’aligner dans le plan et si la forme est un barreau, l’aimantation tend à s’aligner 

selon la longueur de celui-ci) [8]. Ces anisotropies sont responsables du cycle d’hystérésis (un cycle typique 

est présenté en (Fig. 1.8)) du matériau lorsqu’un champ magnétique est appliqué afin de renverser 

l’aimantation de celui-ci. Ce cycle d’hystérésis signifie que pour un champ magnétique appliqué, deux 

aimantations sont possibles. Grâce à cette courbe d’aimantation, il est possible de connaitre plusieurs 

caractéristiques du matériau comme i) son champ coercitif qui est le champ à appliquer pour retourner 

l’aimantation à 180° et ii) son aimantation rémanente Mr qui est l’aimantation du matériau si le champ 

magnétique est coupé. 

L’énergie magnétostatique peut être responsable de la création de domaines magnétiques et induire des 

cycles d’hystérésis plus rond. Ces domaines sont un compromis entre gain d’énergie magnétostatique et 

coût de la création d’une paroi de domaine [9] (Fig. 1.8). 

Fig. 1.7 - Matériaux paramagnétiques 

Matériaux qui possèdent une aimantation globale nulle à champ nul mais qui sous l’effet d’un champ magnétique 

extérieur acquiert une aimantation qui tend à s’aligner dans le sens du champ appliqué. 
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1.3.4. Antiferromagnétisme et ferrimagnétisme 

Les matériaux antiferromagnétiques sont caractérisés par un arrangement antiparallèle des moments 

magnétiques en dessous d’une température caractéristique TN, appelée température de Néel.  

Ils sont constitués de deux sous réseaux dont les moments magnétiques sont égaux mais opposés donc 

le moment résultant est nul en dessous de TN en l’absence de champ magnétique appliqué. Au-dessus de TN, 

le matériau redevient paramagnétique (Fig. 1.9). 

Comme les composés antiferromagnétiques, les matériaux ferrimagnétiques possèdent deux sous réseaux 

dont les aimantations sont opposées mais ne se compensent pas (Fig. 1.9).   

Fig. 1.9 - Matériaux antiferromagnétiques et ferrimagnétiques 

L’interaction d’échange mène à un alignement antiparallèle des moments magnétiques. Dans le cas de 

l’antiferromagnétisme, les moments magnétiques se composent, ce n’est pas le cas pour le ferrrimagnétisme. 

Fig. 1.8 - Matériaux ferromagnétiques 

A : Les anisotropies présentes dans le matériau sont responsables de la forme du cycle d’hystéresis. B : Configuration 

magnétique en forme de yoke après saturation et retour à champ nul. L’aimantation tend à s’aligner selon la longueur 

et le matériau possède une aimantation rémanente lorsque le champ est coupé [8]. 
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1.3.5. Superparamagnétisme 

Lorsque le matériau magnétique possède une taille réduite, par exemple les nanoparticules magnétiques, 

l’aimantation devient uniforme et sans domaine magnétique car le coût de création d’une paroi devient trop 

important. Les autres anisotropies, de forme et magnétocristalline restent présentes et affectent le 

comportement magnétique de ces structures en le rendant non isotrope. Le retournement de l’aimantation 

de la particule est conditionné par le passage d’une barrière d’énergie qui dépend de la constante 

d’anisotropie K et du volume V de la particule (Fig. 1.10) et est activé thermiquement (KBT) [10]. 

Pour les particules ayant une barrière d’énergie équivalente à l’énergie thermique à température 

ambiante, l’énergie d’anisotropie n’est plus suffisante pour maintenir l’aimantation qui se met alors à 

fluctuer d’une direction de facile aimantation à une autre avec un temps caractéristique τN (temps de Néel) 

de l'ordre de quelques ns à quelques 100 ns à température ambiante. 

Le comportement de l'aimantation est semblable à celui d'un paramagnétique, mais avec un moment 

fluctuant beaucoup plus grand, d'où l’appellation de régime superparamagnétique (Fig. 1.11). On peut leur 

appliquer les lois du paramagnétisme, en remplaçant le moment ionique μ par le moment total nμ ou MsV 

de la particule.  

Fig. 1.10 - Direction de facile aimantation et barrière d'anisotropie 

Fig. 1.11 - Matériaux superparamagnétiques 

Comportement des matériaux ferromagnétiques de taille nanométriques. 
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En l’absence de champ magnétique appliqué, l’aimantation est donc globalement nulle sur un temps 

suffisamment long devant τN. Lorsqu’on applique un champ magnétique, l’ensemble des particules 

magnétiques s’oriente dans le sens du champ extérieur. La valeur du champ nécessaire pour la saturation 

dépend de la température. 

Pour les expériences réalisées lors de ces travaux de thèse, des billes micrométriques ou nanométriques 

superparamagnétiques sont utilisées. 

1.4. Les capteurs à magnétorésistance géante  

Le phénomène de magnétorésistance géante fut découvert pour la première fois en 1988 par le français 

Albert Fert [11] et conjointement par l’allemand Peter Grünberg [12] recevant ainsi un prix Nobel en 2007 

pour leur découverte. Ils ont découvert une variation de résistivité importante lorsqu’une alternance de 

couches nanométriques de Fe et de Cr était soumise à un champ magnétique extérieur. 

En effet, les capteurs à magnétorésistance géante permettent de mesurer de très faibles variations de 

champs magnétiques en mesurant des variations de résistances. Les capteurs GMR sont sensibles à des 

champs magnétiques de l’ordre du nanotesla permettant ainsi la transduction d'un signal biologique en un 

signal électrique, avantage considérable par rapport aux systèmes qui utilisent des marqueurs 

colorimétriques ou fluorescents. 

1.4.1. Electronique de spin  

Les électrons possèdent deux types de moment angulaire : le moment angulaire orbital, dû à leur 

mouvement autour du noyau, et un moment intrinsèque (moment magnétique), le spin. Ce spin peut se 

trouver dans deux états distincts S = ± 
1

2
  (Fig. 1.12) [13]. 

L’électronique classique guide les électrons en appliquant une force sur leur charge électrique alors que 

l’électronique de spin les guide en agissant sur le spin de l’électron. Or, l’objectif de la spintronique est de 

Fig. 1.12 - Spin de l'électron [13] 

Le spin de l’électron est soit égal à + 
𝟏

𝟐
 soit à - 

𝟏

𝟐
. 
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combiner à la fois la charge et le spin des électrons pour fabriquer des dispositifs dans lesquels ces deux 

caractéristiques joueront un rôle actif. 

1.4.2. Effet GMR  

L’origine de la magnétorésistance repose sur le spin des électrons dans des matériaux magnétiques 

structurés en couches minces.  

Dans un matériau ferromagnétique, la conductivité électrique est liée à la mobilité et à la densité d’état 

des électrons au niveau de Fermi qui est différente pour les deux états de spin de l’électron (Fig. 1.13A). 

Ainsi, pour les deux directions de spin, la diffusion des électrons n'est pas la même [14].  

 Si l’on prend l’exemple d’un empilement de deux couches ferromagnétiques séparées par une couche 

conductrice mais non magnétique, la conduction des électrons dans cette structure va dépendre du spin de 

l’électron par rapport à l’aimantation locale des couches composant cette structure. Il est possible de 

considérer un modèle à deux courants en parallèle, un courant de spin up et un courant de spin down. Deux 

états extrêmes peuvent donc être observés : un état parallèle du spin de l’électron par rapport à l’aimantation 

de la couche ferromagnétique donc une résistance faible ou un état antiparallèle du spin de l’électron par 

rapport à l’aimantation locale de la couche ferromagnétique possédant alors une résistance élevée (Fig. 

1.13B).  

Si l’on considère que les deux couches ferromagnétiques ont une aimantation antiparallèle (AP) entre 

elles, les électrons de spins up (down respectivement) vont traverser une couche ferromagnétique avec une 

aimantation parallèle (respectivement antiparallèle) par rapport à leur spin et donc avoir une résistance faible 

r (élevée R respectivement). On peut donc écrire que la résistance totale du dispositif est de : 

 𝑅𝐴𝑃 = 
1

2
 (𝑟 + 𝑅) ≈

𝑅

2
 si R >> r (Eq. 1.2) 

Si l’on considère cette fois que les deux couches ferromagnétiques ont une aimantation parallèle (P) entre 

elles, les électrons de spins parallèles vont traverser deux couches ferromagnétiques possédant une 

aimantation parallèle à leur moment magnétique donc induisant une résistance équivalente faible (2r) alors 

que les électrons de spins antiparallèles vont traverser deux couches ferromagnétiques dont l’aimantation 

Fig. 1.13 - Principe de l'effet GMR 

A: Diagramme de bande d’énergie pour les électrons de spin up et down dans un métal ferromagnétique. Ces deux 

états sont décalés en énergie. B: Configuration parallèle et antiparallèle ainsi que la résistance équivalente d’une 

structure composée de deux couches ferromagnétiques séparées par une couche conductrice mais non magnétique 

(séparateur), en considérant le modèle de deux courants [20]. 
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est cette fois antiparallèle à leur moment magnétique donc la résistance équivalente sera élevée (2R). On 

peut donc écrire que la résistance totale du dispositif est de : 

 𝑅𝑃 = 
2𝑟𝑅

𝑅+𝑟
≈ 2𝑟 si R >> r (Eq. 1.3) 

1.4.3. Vanne de spin  

C’est en 1991 que le français Bernard Dieny propose une configuration des capteurs GMR dite "vanne 

de spin "[15]. Cette forme particulière de capteurs est généralement une tricouche composée de deux 

couches métalliques ferromagnétiques découplées magnétiquement grâce à une couche conductrice mais 

non magnétique (couche de cuivre) séparatrice (Fig. 1.14A). La première couche, appelée couche dure, a 

son aimantation bloquée (par interaction d'échange avec une couche antiferromagnétique) dans une direction 

fixe sur une large gamme de champs magnétiques appliqués, tandis que l'autre couche, appelée couche libre, 

a une aimantation qui tourne facilement sous l'effet d'un champ magnétique.  

Afin d’obtenir une réponse linéaire en fonction du champ magnétique des capteurs GMR, l'aimantation 

de la couche dure est fixée perpendiculairement à l'axe de facile aimantation de la couche libre, et cet axe 

est l’axe sensible du capteur GMR qui est considéré comme la direction y. Cela signifie que de petites 

variations du champ magnétique externe changeront l'angle entre la couche libre et la couche dure, modifiant 

ainsi la résistance du capteur et donnant lieu entre deux configurations extrêmes dites saturées (configuration 

antiparallèle et parallèle des aimantations) possédant respectivement une résistance élevée et faible et pour 

lesquelles la résistance devient indépendante du champ magnétique appliqué, une zone de variation linéaire 

de la résistance en fonction du champ magnétique (Fig. 1.14B). C’est dans cette zone que les mesures sont 

effectuées. 

Fig. 1.14 - Principe de la vanne de spin  

A: Schéma des principaux composants d'une vanne de spin. Les couches libre et dure sont ferromagnétiques et leur 

aimantation est représentée par des flèches. L'espaceur est un conducteur non magnétique (du cuivre). B: Courbe de 

sensibilité de la résistance d’un capteur en fonction du champ magnétique appliqué. Le capteur est saturé dans un état 

de résistance bas et haut correspondant aux configurations parallèle et antiparallèle des aimantations. Autour du 

champ nul, une variation linéaire de la résistance en fonction du champ est présente lorsque le capteur est designé 

correctement. La pente de cette partie linéaire est appelée sensibilité du capteur. 
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1.4.4. Composition et géométrie des capteurs GMR 

Les empilements GMR (Fig. 1.15A) ont été déposés par pulvérisation cathodique et structurés par 

lithographie UV standard sur des wafers de silicium et de saphir (comme cela sera expliqué au chapitre 2 - 

pour la double détection, un capot transparent est nécessaire pour aligner les deux substrats). 

L’empilement de trois couches magnétiques décrit précédemment pour une vanne de spin est en réalité 

beaucoup plus complexe. Pour obtenir une couche dure avec une aimantation bloquée indépendante du 

champ magnétique à détecter et stable à température ambiante, une structure de type antiferromagnétique 

synthétique bloqué par couplage d'échange avec une couche antiferromagnétique est utilisée [16]. Un 

antiferromagnétique synthétique consiste en deux couches ferromagnétiques (CoFe) séparées par une 

couche de ruthénium dont l’épaisseur est choisie afin que les deux couches ferromagnétiques soient couplées 

antiferromagnétiquement. Ce type de structure a l’avantage de réduire les champs de fuite et donc de 

diminuer l’impact du champ magnétique mais aussi de réduire les couplages dipolaires sur la couche libre. 

L’orientation de cette couche dure est réalisée à l’aide d’un recuit sous fort champ magnétique (1 T) à haute 

température (200°C pour l’IrMn, 300°C pour le PtMn) afin de réorienter le couplage d’échange 

(paragraphe 2.3.3). 

La couche libre, quant à elle, doit être très sensible à de faibles variations de champs magnétiques 

extérieurs ainsi un faible champ coercitif mais aussi une forte polarisation de spin afin d’augmenter l’effet 

GMR sont nécessaires. Pour cela, une couche de NiFe (faible coercivité) et une couche de CoFe (forte 

polarisation de spin) sont couplées et elles suivent l’aimantation du matériau de plus faible coercivité.   

Une fine couche de cuivre vient séparer et découpler la couche dure et la couche libre. En effet, le 

retournement de la couche libre ne doit pas affecter la couche dure. Or cette couche de cuivre ne doit pas 

être trop épaisse afin d’éviter que les électrons perdent leur polarisation lors de la traversée du stack, sinon 

l’effet GMR disparait. Ainsi, l’épaisseur de cette couche doit être inférieure à la longueur de diffusion de 

spin qui est la longueur moyenne où l’électron conserve la direction de son spin. L’épaisseur choisie est 

souvent aux alentours de 2 nm. 

Fig. 1.15 - Composition et géométrie des capteurs GMR 

A: Empilement GMR composé de différentes couches d’épaisseur nanométriques [20]. B: Schéma et photographie d'un 

capteur GMR en forme de yoke allongé. Le capteur mesure 120 μm selon l'axe x et 4 μm selon l'axe y [20]. 
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Lors de ces travaux de thèse, différentes structures d’empilement GMR ont été fabriquées et utilisées. 

Nous avons utilisé des structures avec des couches antiferromagnétiques en PtMn mais aussi en IrMn. La 

seule différence entre ces deux structures est que la couche dure est bloquée sur une plus large gamme de 

température et réagit moins aux décharges électrostatiques qu’avec une couche antiferromagnétique en 

IrMn. 

De plus, la forme des capteurs finaux est également très importante afin de minimiser l'hystérésis et 

linéariser au maximum la réponse de nos capteurs. En effet, quand on introduit une anisotropie de forme 

dans le système (longueur et largueur différente), les moments magnétiques de la couche libre vont s'aligner 

naturellement dans le sens de la longueur dans un même domaine magnétique [17] en éloignant les deux 

pôles créés (diminution de l'énergie magnétostatique) et donc créer un axe de facile aimantation pour la 

couche libre. Ainsi, il y aura un retournement cohérent et progressif de la couche libre, induisant une 

variation linéaire de la résistance avec le champ. Les capteurs GMR utilisés pour ces travaux ont donc été 

designés en forme de yoke allongé (Fig. 1.15B) afin de minimiser la présence de domaines magnétiques qui 

peuvent être responsables de bruit magnétique (paragraphe 1.4.6).  

1.4.5. Magnétorésistance et sensibilité des capteurs GMR 

Les biopuces GMR fabriquées sont caractérisées afin d’extraire leur performance grâce à l’estimation du 

ratio de magnétorésistance et de la sensibilité. La variation de la magnétorésistance et de la sensibilité sont 

définies en fonction de la résistance RP (lorsque les aimantations de la couche dure et de la couche libre sont 

parallèles) et RAP (état antiparallèle). Le ratio de magnétorésistance du capteur (% MR) et sa sensibilité S 

sont calculés en utilisant les équations (Eq. 1.4) et (Eq. 1.5), respectivement : 

 %𝑴𝑹 = 
𝑹𝑨𝑷 − 𝑹𝑷

𝑹𝟎
  𝒂𝒗𝒆𝒄 𝑹𝟎 = 

𝑹𝑨𝑷 + 𝑹𝑷

𝟐
 (Eq. 1.4) 

 

 𝑺 =  
∆𝑹 × 𝟏𝟎𝟎

∆𝑯 × 𝑹𝟎
 (Eq. 1.5) 

Les rapports MR typiques sont de l'ordre de 5 à 10 % tandis que la sensibilité est comprise entre 0,5 et 2 

%/mT (Fig. 1.16). 

Cette courbe de sensibilité permet donc d’obtenir la conversion des résistances ou tension (les GMR sont 

composées de métaux qui suivent la loi d’Ohm) mesurées aux bornes du capteur GMR en champ 

magnétique. 

Elle permet également de vérifier la linéarité de la variation en champ de la résistance du capteur et de 

détecter la présence d'un cycle d'hystérésis ou d'un décalage en champ de la résistance qui peuvent poser 

problème. Dans le cas de l’hystérésis, un même champ magnétique peut donner lieu à deux valeurs de 

résistance, rendant ainsi impossible la conversion des résistances en champ à l’aide de la sensibilité. L’offset 

en champ de la courbe de sensibilité, quant à lui, peut empêcher d’accéder à l’ensemble de la zone linéaire 

de la sensibilité. Ces deux effets négatifs peuvent avoir lieu lorsque l’orientation de la couche dure n’est pas 
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strictement perpendiculaire à celle de la couche libre. Cela peut se produire au moment de piéger la couche 

dure d’un recuit sous fort champ magnétique.  

Un moyen de remédier à l’offset et à l’hystérésis consiste à appliquer un champ bias dans le plan du 

capteur (xOy). Dans le cas de nos capteurs, par convention la couche libre est dirigée suivant Ox et la couche 

dure suivant Oy. On appelle 𝐻𝑏𝑖𝑎𝑠 
𝑡𝑟𝑎𝑛𝑠𝑣 un champ bias appliqué dans la direction du champ extérieur 𝐻𝑎𝑝𝑝, 

d’après la Fig. 1.17 on voit qu’il a pour effet de recentrer la courbe de sensibilité en permettant aux couches 

d’être perpendiculaires. A contrario, un champ bias appliqué suivant Ox, 𝐻𝑏𝑖𝑎𝑠 
𝑙𝑜𝑛𝑔

impose un sens préférentiel 

de l’aimantation de la couche libre et permet de supprimer l’hystérésis en piégeant la couche libre un peu 

plus. La gamme de linéarité est augmentée mais la sensibilité est réduite.  

Fig. 1.16 - Courbe de sensibilité détaillée  

Grâce à la courbe de sensibilité des capteurs GMR, il est possible d’en extraire 

plusieurs grandeurs telles que : la magnétorésistance, l’offset, l’hystérésis et la 

sensibilité. 

Fig. 1.17 - Schéma de l’application d’un champ biais transverse (à gauche) ou longitudinal (à droite) et effet sur la 

courbe de sensibilité 

Schéma modifié de [20]. 
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Dans le cas de nos expériences, les biopuces sont introduites dans un aimant permanent de 900 G qui 

permet d’aimanter les billes magnétiques. La principale composante de ce champ magnétique est selon l’axe 

Oz (axe non sensible des capteurs). Cet aimant est suffisamment homogène pour que des gradients 

magnétiques n’entraînent pas la création d’agrégation de billes dans le canal mais il possède cependant des 

faibles champs bias, selon les composantes Ox et Oy (dans le plan du capteur), qui permettent de réduire les 

effets d’hystérésis et d’offset. Les champs de bias effectifs ont été mesurés à l’aide d’un gaussmètre : 

𝐻𝑏𝑖𝑎𝑠 
𝑙𝑜𝑛𝑔

= 20 𝐺 

𝐻𝑏𝑖𝑎𝑠 
𝑡𝑟𝑎𝑛𝑠𝑣= 60 G 

1.4.6. Sources du bruit 

Les capteurs sont caractérisés en termes de performances par leur sensibilité mais également par leur 

niveau de bruit [18] [19] [20]. Le bruit est inévitable dans la physique des capteurs et de l’électronique. Ce 

bruit peut être interne ou externe au montage expérimental. Il correspond aux fluctuations aléatoires d’une 

grandeur physique autour de sa valeur moyenne. Il peut être un facteur limitant à l’analyse et l’interprétation 

des signaux obtenus.   

Les trois principaux bruits présents dans le capteur GMR sont : 

• Le bruit thermique 

• Le bruit en 1/f 

• Le bruit télégraphique (Random Telegraphic Noise (RTN)) 

1.4.6.1. Le bruit thermique  

Le bruit thermique, ou bruit blanc, est un bruit indépendant de la fréquence et qui n’est pas d’origine 

magnétique mais provient directement des fluctuations thermiques des électrons (mouvement brownien) 

sans l’application de la moindre tension ou d’un courant. Ce bruit peut être réduit par une diminution de la 

température ou de la résistance du capteur. 

Le bruit thermique aux bornes d’une résistance R à la température T s’exprime selon sa tension par 

l’équation (Eq. 1.6) suivante : 

 𝑉𝑡ℎ = √4𝑘𝐵𝑇𝑅 (Eq. 1.6) 

Où kB est la constante de Boltzmann (1,3806 × 10-23 J.K-1). 

1.4.6.2. Le bruit en 1/f 

Ce bruit est très contraignant dans les performances des capteurs magnétorésistifs car il provient 

directement des variations de résistance (nombre de porteur ou mobilité) du capteur GMR. Ces variations 

de résistances peuvent être la conséquence de défauts dans le matériau qui pourraient perturber le parcours 

des électrons. Ce bruit est inversement proportionnel au volume du capteur et diminue avec le nombre de 

porteurs de charges NC et s’exprime par l’équation phénoménologique de Hooge (Eq. 1.7) suivante : 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Joule
https://fr.wikipedia.org/wiki/Kelvin
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 𝑆1/𝑓 = 
𝛾𝑅2𝐼2

𝑁𝐶𝑓
𝛽

 (Eq. 1.7) 

Où 𝛾 est le paramètre de Hooge et 𝛽 compris entre 0,5 et 1,5. 

1.4.6.3. Le bruit télégraphique (RTN) 

Dans les capteurs magnétorésistifs, le bruit télégraphique intervient lorsque la couche libre n’est pas 

monodomaine créant ainsi des fluctuations d’aimantation de la couche libre. Ces domaines magnétiques 

induisent des sauts de tension entre plusieurs niveaux d’énergie. Le RTN dépend fortement de la 

température, du courant de polarisation et du champ magnétique extérieur appliqué au capteur. Le RTN 

s’exprime par des pics lorentziens dans la mesure de la densité spectrale du capteur. 

Dans nos expériences, il s’agit du bruit qui nous pose le plus de problème lors de la calibration de la 

sensibilité à l’intérieur du montage (paragraphe 3.3.2). 

1.4.6.4. Autres bruits 

A ces bruits spécifiques aux capteurs magnétorésistifs peuvent s’ajouter d’autres bruits comme le bruit 

environnemental mais aussi le bruit de la chaine de mesure et d’acquisition. C’est pourquoi les expériences 

sont réalisées dans une chambre bas bruit composée d’un empilement de couches mu-métal et d’aluminium 

afin d’atténuer les basses et hautes fréquences magnétiques et donc de limiter les bruits parasites 

environnementaux [21]. Le montage expérimental a été choisi afin de réduire la contribution du bruit de 

l’électronique. Il est détaillé dans le paragraphe 2.4.   

1.4.6.5. Mesures de bruit et détectivité  

Le bruit d’un capteur GMR est mesuré dans une chambre bas bruit (blindée) afin de diminuer le bruit 

environnemental comme décrit précédemment. Le capteur est alimenté par une batterie (pour éviter les 

parasites du secteur et du 50 Hz notamment) et inséré dans un pont de Wheatstone. Une résistance variable 

permet d’équilibrer le pont pour pouvoir faire des mesures autour de 0 V. Ainsi, ce signal centré autour de 

0 V peut être amplifié par un amplificateur bas bruit (INA 103) avec un gain de 500. Puis le signal est une 

nouvelle fois amplifié par un amplificateur Stanford passe bas avec un gain de 20 et filtré avec une fréquence 

de coupure à 10 Hz (pour éviter le repliement de fréquence fC < fréquence d’acquisition) avant d’être envoyé 

vers la carte d’acquisition.  

Cependant dans le cas de nos expériences, un blanc de quelques secondes est réalisé à chaque nouvelle 

expérience en salle bas bruit afin de déterminer grâce au programme de traitement des données, le bruit 

expérimental (paragraphe 2.5.2).  

La détectivité est la limite de détection magnétique (LOD) et correspond au champ magnétique induisant 

un rapport du signal sur bruit (SNR) égal à 1. La détectivité est obtenue en divisant la densité spectrale du 

bruit par la sensibilité. 

Il est possible de mesurer la détectivité en salle bas bruit. Cette fois ci, la biopuce est placée dans une 

bobine et le capteur GMR est alimenté avec une tension de 1 V (même tension que lors de nos expériences). 

Il s’agit d’une bobine préalablement calibrée afin de connaitre le champ magnétique généré en fonction du 

courant parcourant la boucle. Sur la courbe de bruit obtenue, un pic de tension à la fréquence du signal est 
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obtenu. Or le champ magnétique est connu, donc il est possible de retrouver la sensibilité et ensuite de 

remonter à la détectivité en divisant la courbe obtenue par la sensibilité.  

Les résultats obtenus sont récapitulés dans le Tableau 1.1 : 

1.5. Etat de l’art des précédentes biopuces  

Actuellement, parmi les tests de diagnostic précoce, rapides et faciles à utiliser, les tests 

immunochromatographiques (paragraphe 1.2.2.1) sont parmi les plus utilisés. La simplicité, la rapidité 

(résultats en quelques minutes) et la transportabilité sont leurs principaux avantages, mais leur manque de 

sensibilité est un inconvénient majeur (entre 105 et 106 CFU/ml pour les bactéries, par exemple). D'autres 

méthodes utilisées en routine dans les laboratoires de biologie, comme les tests ELISA ou PCR (paragraphe 

1.2.2.2), ont de meilleures sensibilités (entre 103 et 104 CFU/ml) mais nécessitent plusieurs heures de travail 

et un personnel qualifié. Le développement des micro- et nanobiotechnologies au cours des dernières 

décennies a permis la création de toutes sortes de laboratoires sur puce efficaces et de plus en plus 

compétitifs dans ce domaine du diagnostic précoce. Dans ce contexte, les capteurs à magnétorésistance 

géante (GMR), développés et utilisés dans une grande variété d'applications (industrie automobile, 

informatique, etc.), très sensibles à température ambiante, présentent également un réel potentiel dans le 

domaine de la santé, en particulier pour le développement de dispositifs de diagnostic précoce au chevet du 

patient. Le principe de détection de cette technique repose sur l'utilisation de particules magnétiques 

fonctionnalisées par des anticorps monoclonaux, dirigés contre la cible d'intérêt. La détection dynamique 

de cette dernière, après interaction avec les particules magnétiques, est réalisée à l'aide de capteurs GMR, 

qui permettent de compter un par un les objets biologiques magnétiquement ciblés. En outre, les mesures 

peuvent être effectuées sur des matrices complexes, même opaques, et des cibles biologiques de nature 

éventuellement différente (cellules, bactéries, etc.) peuvent être détectées sans étape de lavage préalable et 

même à faible concentration.  

Les premières expériences de détection dynamique d'objets biologiques ont été réalisées à l'aide d'une 

série de capteurs GMR situés sous un canal microfluidique dans lequel circulent les cibles d'intérêt marquées 

magnétiquement. 

Un objet magnétique de moment µ situé en un point B dans le canal crée un champ dipolaire en un point 

C d’un capteur GMR dont l’équation est la suivante (Eq. 1.8) : 

 𝐻𝑑𝑖𝑝
⃗⃗ ⃗⃗ ⃗⃗ ⃗⃗  = 3𝐵𝐶⃗⃗⃗⃗  ⃗  × 

𝐵𝐶⃗⃗⃗⃗  ⃗. 𝜇 

‖𝐵𝐶⃗⃗⃗⃗  ⃗‖
5 − 

𝜇 

‖𝐵𝐶⃗⃗⃗⃗  ⃗‖
3 (Eq. 1.8) 

Tableau 1.1 - Caractéristiques des capteurs GMR utilisés pour nos expériences 

Capteurs 

GMR 
Sensibilité 

Bruit 

thermique 

Niveau de bruit 

moyen (bruit total) 
Détectivité Limite de détection 

120 × 4 µm 0,5 - 2 %/mT 
10-8 - 10-9 

V/√Hz 
40 mV 10-8  T/√Hz 

290 nT (sensibilité de 

0,78 %/mT et 1 kHz) 
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Le champ dipolaire dépend donc du moment magnétique de l’objet détecté et de la distance au cube qui 

le sépare du capteur. 

• Cytomètre à puce magnétorésistive 

L’un des premiers dispositifs transportables à détection GMR dynamique a été mis en place par l’équipe 

de Paulo Freitas [22] [23]. En effet, l'utilisation d'anticorps spécifiques de l’objet biologique d’intérêt 

(cellules souches hématopoïétiques CD34+) marqués par des particules magnétiques commerciales 

(Micromod 2 µm fonctionnalisées par un anticorps anti-CD34) permet de détecter et de compter des objets 

magnétiques un à un avec ce système sous l’application d’un champ magnétique extérieur. Ce type de 

dispositif est composé d'une puce microfluidique surmontant un capteur GMR. Après incubation des objets 

biologiques avec les billes magnétiques fonctionnalisées, la solution est injectée dans le canal 

microfluidique. Les billes magnétiques vont générer un champ dipolaire grâce à l’aimant permanent dans 

lequel la biopuce est introduite. Ce champ dipolaire pourra ainsi être détecté par les capteurs GMR. Les 

conditions microfluidiques et magnétiques sont toutes deux adaptées pour travailler avec des objets 

biologiques.  

Ce genre de test a pour avantage d’être rapide, simple d’utilisation, transportable et sans étape de lavage. 

Cependant, dans ce système, il n’y a aucune possibilité d’obtenir d’information sur la hauteur de passage 

des objets magnétique en solution (objets biologiques d’intérêt, billes surnuméraires et agrégats de billes) 

et donc par extrapolation sur leur moment magnétique or comme vu précédemment dans l’équation (Eq. 

1.8), il y a une compétition entre µ et z. Le champ dipolaire détecté par le capteur GMR diminue avec la 

distance au cube de l’objet par rapport au capteur. Ainsi, un agrégat ou une bille circulant au fond du canal, 

très proche du capteur GMR, peut donner un signal équivalent à celui d'un objet biologique marqué 

magnétiquement par plusieurs billes mais circulant plus haut, loin du capteur GMR. Il est donc impossible 

de distinguer les agrégats des objets biologiques. 

De plus, les billes magnétiques utilisées par cette équipe sont assez grosses, l’occupation stérique, lors 

de l’immunocapture des cellules par les billes fonctionnalisées, sera limitée et donc les cellules peut-être 

moins bien labélisées qu’avec de plus petites billes. Bien que ces billes magnétiques doivent avoir un 

moment magnétique plus important, les signaux seront sans doute plus faibles car les cellules seront moins 

bien labélisées.  

• Biopuce à un étage GMR 

Un second prototype de laboratoire sur puce à base de capteurs magnétiques (Fig. 1.18) composé 

également d'un capteur GMR placé sous un canal microfluidique en PDMS, a été réalisé par Giraud et al 

[20] [24] en collaboration avec le LNO et le LERI. Cette biopuce a été testée sur un modèle biologique de 

cellules de myélome murin (NS1) immunocapturées par des billes magnétiques commerciales (Dynabeads 

MyOne Streptavidin T1) de 1 µm de diamètre, fonctionnalisées par des anticorps (anti-CD138) 

reconnaissant ces cellules. Afin de limiter les faux positifs, liés aux billes et aux agrégats de celles-ci, un 

espaceur de quelques micromètres a été placé entre le capteur GMR et le canal microfluidique. Ainsi les 

signaux provenant des billes et des agrégats passant dans le bas du canal ont été en partie supprimés.  

Ce prototype a permis d'atteindre une limite de détection de 3 × 104 cellules/mL légèrement inférieure à 

celle obtenue avec les tests ELISA ou par cytométrie de flux sur ce même modèle biologique [24]. Mais 

inévitablement, l’ajout de cet espaceur induit une perte de sensibilité du dispositif. En effet, la sensibilité du 

dispositif est réduite par la distance accrue entre le canal et le capteur GMR. Cette méthode présente donc 

l'inconvénient de diminuer fortement le champ dipolaire, et donc l'intensité du signal, en raison de la hauteur 

de l'espaceur. D’autre part, elle ne permet pas de discriminer la nature des objets qui circulent dans le canal 

et ne permet pas la détection d’entités biologiques plus petites que les cellules eucaryotes. La sensibilité (de 
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3 × 104 cellules/mL) n’a pu donc être déterminée que par la différence du nombre de signaux détectés entre 

l'échantillon spécifique positif et les contrôles négatifs [24]. 

• Perspectives 

Comme le montre l’équation (Eq. 1.8), afin de discriminer les objets biologiques des agrégats, il faut à 

la fois connaître la hauteur du passage des objets biologiques dans le canal microfluidique ainsi que leur 

moment magnétique. Par conséquent, pour lever ce verrou, un nouveau prototype de biopuce brevetée (n° 

1855217 étendu par voie internationale) [25], a été développé dans lequel un second capteur GMR au-dessus 

du canal microfluidique est intégré. Ce prototype va donc nous permettre de connaitre la nature des objets 

magnétiques et donc la possibilité de différencier les objets biologiques marqués magnétiquement par de 

nombreuses billes des agrégats de billes qui provoquent des faux positifs. Le principe de ce dispositif est 

décrit en détail dans le chapitre 2 -. 
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2.2. Principe de la biopuce GMR à deux étages 

Afin de s’affranchir de la détection d’un maximum d’agrégats de billes et d’obtenir un test de diagnostic 

vraiment compétitif en identifiant la nature des objets détectés, une nouvelle architecture de biopuce plus 

élaborée a été développée. Elle possède une série de capteurs disposés face à face de part et d’autre (au-

dessus et en dessous) du canal microfluidique. Chaque paire de capteurs permet une détection simultanée. 

En effet, chaque objet magnétique détecté (cibles marquées, agrégats etc.), aimanté par un champ 

magnétique permanent dirigé suivant Oz, génère un champ dipolaire détecté simultanément sur les deux 

capteurs alignés face à face. Cette paire de signaux est appelée une coïncidence (Fig. 2.1).  

Pour détecter des objets biologiques, qui sont naturellement non magnétiques, il est nécessaire de les 

marquer magnétiquement au préalable avec des billes magnétiques. Ces dernières sont fonctionnalisées avec 

des anticorps spécifiques qui vont interagir avec les antigènes de la cible d’intérêt (chapitre 3 -). 

Comme le montre l’équation (Eq. 1.8), le champ dipolaire émis par un objet magnétique sur un capteur 

GMR dépend à la fois de son moment µ et de sa hauteur de passage z. Comme nous le verrons de manière 

plus détaillée dans la suite de ce chapitre, l’analyse des champs dipolaires émis simultanément par cet objet 

magnétique sur deux capteurs alignés au-dessus et en-dessous du canal microfluidique de hauteur z, permet 

pour la première fois avec ce type de technique, de déterminer sa hauteur de passage mais également le 

nombre de billes magnétiques qu’il possède à sa surface et par conséquent son moment magnétique. Il est 

alors possible de déterminer s’il s’agit d’un agrégat de bille ou d’une cellule marquée magnétiquement : en 

effet dans la plupart des cas, un agrégat de billes est composé de quelques billes (< à 25 billes) alors qu’une 

cellule est marquée en moyenne par plus de 50 billes. Cette technique permet donc de mieux différencier 

Fig. 2.1 - Schéma de la détection d'un objet magnétique traversant le canal microfluidique pour la biopuce à deux étages 

GMR 
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les faux positifs des objets biologiques cibles et donc d’augmenter la sensibilité et la spécificité par rapport 

aux autres tests de diagnostic précoces ou biopuces déjà développées.  

Pour cela, plusieurs conditions doivent être respectées. Les capteurs GMR doivent être positionnés face 

à face pour une bonne synchronisation des signaux. Le canal doit être hermétique, les épaisseurs de résine 

ou de colle déposées sur les GMR lors de la conception de cette biopuce doivent être connues. 

Le signal émis par le capteur GMR lorsqu’il détecte un objet magnétique qui circule dans le canal 

microfluidique a une forme sinusoïdale bien caractéristique (Fig. 2.1). En amont du capteur, la composante 

détectable du champ dipolaire est d'abord antiparallèle par rapport à la couche dure du capteur ce qui induit 

une augmentation de la résistance, puis lorsque l'objet est au-dessus du capteur, les composantes s'annulent 

donc la résistance du capteur est nulle. Enfin lorsque l'objet se déplace un peu plus, la composante du champ 

dipolaire détectable est cette fois parallèle à la couche dure et la résistance du capteur diminue.  

Ainsi lorsqu’un objet magnétique est détecté simultanément par les deux capteurs GMR, leurs signaux 

sont alors opposés car l’objet magnétique passe entre les deux capteurs. Le capteur haut voit les composantes 

dipolaires du haut qui sont opposées à celles vues par le capteur du bas. Deux signaux antisymétriques 

(coïncidence) sont donc détectés, ce qui est un bon facteur de discrimination pour les distinguer des 

différents pics qui constituent le bruit. 

2.3. Fabrication de la nouvelle biopuce  

Afin d'obtenir une détection simultanée des objets biologiques circulant dans le canal, il est nécessaire 

d'aligner précisément les deux ensembles de capteurs GMR. Les couches GMR sur lesquelles sont réalisées 

les capteurs du bas peuvent être déposées sur n'importe quel substrat ; c’est du silicium qui a été choisi 

(abondant, standard et peu cher). En revanche, afin de pouvoir aligner parfaitement les capteurs du haut 

avec ceux du bas, les couches GMR ont été déposées sur un substrat transparent de saphir. 

Les premiers tests ont été réalisés sur un substrat en verre, mais les différentes contraintes mécaniques 

exercées lors de la fabrication ont conduit à des microfissures qui ont endommagé les GMR. Pour cette 

raison, ils ont été déposés sur du saphir qui présente une meilleure résistance mécanique. 

Avoir un substrat transparent pour les capteurs du haut, servant de capot, permet l’utilisation d’une colle 

optique réticulant sous l’effet des UV pour sceller la biopuce de manière hermétique. 

Les biopuces utilisées tout au long de ces trois années sont constituées de 4 capteurs GMR alignés deux 

à deux de part et d'autre du canal microfluidique (quatre capteurs GMR sur le wafer de silicium et quatre 

capteurs GMR sur le wafer de saphir) de 4 µm de large et de 120 µm de long (paragraphe 1.4.4). 

2.3.1. Fabrication des capteurs  

Une fois que les couches GMR sont déposées6 (paragraphe 1.4.4), sur les wafers de silicium et saphir, 

les capteurs peuvent être fabriqués7 (Fig. 2.2).  

Comme vu précédemment, il est important que les capteurs GMR aient une forme de yoke allongé afin 

de minimiser l'hystérésis, de linéariser au maximum la réponse des capteurs et de réduire le bruit 

magnétique. Ainsi pour obtenir cette forme spécifique, l'empilement des couches minces déposées 

 
6 Les couches GMR sont déposées par Aurélie Solignac, Myriam Pannetier-Lecoeur ou Claude Fermon par 
pulvérisation cathodique avec un bâti Rotaris de Singulus 
7 La majorité des capteurs a été fabriquée par Elodie Fabre-Paul 
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précédemment est, dans un premier temps, gravé sur les deux wafers [1]. Les wafers sont lavés à l’acétone 

et à l’isopropanol sous ultrasons puis séchés sous flux d’azote. Ensuite, les wafers sont enduits d’une résine 

photosensible positive S-1805 étalée à l’aide d’un spin coater (2 s-500 RPM-300 RPM/s, 60 s-4000 RPM-

300 RPM/s et 2 s-6000 RPM-1000 RPM/s). Puis, un recuit de 3 minutes à 110°C est réalisé afin d’évaporer 

les traces de solvants et d’eau ainsi que pour durcir la résine la rendant moins collante lors de la mise en 

contact avec le masque. La résine est ensuite insolée 10 s à l’aide de l’aligneur MJB4 (Karl Süss, 10 

mW/cm², 365 nm) à travers un masque en quartz contenant les motifs des capteurs (yokes) en chrome. Vient 

ensuite le développement de la résine positive en MF319 pendant 45 s. Seuls les motifs des yokes sont 

encore recouverts de résine (motifs protégés par le chrome et donc non insolés). Un rinçage à l’eau déionisée 

et un séchage sous flux d’azote sont effectués puis un nouveau recuit de 3 minutes à 110°C afin d’évaporer 

les dernières traces de solvants et durcir la résine. Pour terminer cette étape, une gravure ionique d’ions Ar 

de 10 minutes est réalisée sur les deux wafers afin de retirer la couche GMR des parties sans résine. On 

retire ensuite la résine qui protège les yokes en trempant les wafers dans de l’acétone sous ultrasons (lift 

off). 

La deuxième étape consiste en une photolithographie des contacts et des pistes électriques qui 

permettront de relier les capteurs au reste du dispositif. Les wafers sont une nouvelle fois lavés à l’acétone 

et à l’isopropanol sous ultrasons puis séchés sous flux d’azote, ils sont ensuite enduits d’une nouvelle résine 

photosensible positive S-1813 à l’aide d’un spin coater (2 s-500 RPM-300 RPM/s, 60 s-4000 RPM-300 

RPM/s et 2 s-6000 RPM-1000 RPM/s). Un recuit de 3 minutes à 110°C est réalisé suivi d’une exposition 

de 15 s à la MJB4 à travers un masque en chrome contenant les motifs en quartz des contacts. Vient ensuite 

le développement de la résine positive en MF319 pendant 45 s, un rinçage à l’eau déionisée et un séchage 

sous flux d’azote. Seuls les motifs des contacts et pistes électriques ne sont plus recouverts de résine (motifs 

non protégés par le chrome et donc insolés). On refait un recuit de 3 minutes à 110°C et pour finir on dépose, 

Fig. 2.2 - Schéma des trois étapes de fabrication des capteurs GMR 

En commençant par la gravure de la couche GMR afin de réaliser les capteurs en forme de yoke, puis vient le design des 

pistes et contacts électriques afin de relier la biopuce au boitier électronique et pouvoir récupérer les signaux des objets 

magnétiques passant dans le canal microfluidique et pour finir la passivation des pistes pour éviter l’oxydation au cours 

du temps et protéger le capteur [1]. 
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par pulvérisation cathodique, 10 nm de tantale, 150 nm de cuivre puis 10 nm de tantale. On retire ensuite la 

résine restante sur les wafers par lift off.  

La troisième et dernière étape permet de protéger les pistes électriques et les yokes d’une éventuelle 

oxydation. On protège les contacts avec la résine positive photosensible S-1813 puis 140 nm d’Al2O3 et 110 

nm de SiO2 sont déposés par pulvérisation cathodique. Toute la résine est retirée par lift off. 

2.3.2. Découpe des wafers 

Pour chaque wafer de silicium et de saphir, deux séries de capteurs sont obtenues, ils sont ensuite séparés 

à l’aide d’une scie diamant8.  

2.3.3. Recuit des capteurs 

Après la découpe, les quatre capteurs issus d'un wafer de silicium et d'un wafer de saphir sont placés tête 

bêche dans un four (Futech) sous un champ de 1 T à 200°C pendant 1 h (la durée totale du recuit est 

d’environ 6 heures)9. Cela permet d’orienter la couche dure perpendiculairement à la couche libre et aux 

couches dures des deux substrats d'être dans la même direction et de minimiser une éventuelle erreur 

d'orientation de la couche dure. Ils sont disposés l’un à côté de l’autre exactement dans la même position 

que lorsque la biopuce est scellée (tête bêche) en salle blanche (paragraphe 2.3.4). Le wafer de 

silicium avec les capteurs GMR au-dessus (face avant du wafer) et le wafer de saphir avec les capteurs GMR 

en dessous (face arrière du wafer). 

2.3.4. Conception du canal microfluidique 

Une des opérations les plus délicates en microfluidique est la fermeture hermétique de la biopuce sans 

l'obstruer. Une technologie innovante consistant à dessiner uniquement le squelette du canal à la surface du 

substrat de silicium par photolithographie est proposée, limitant ainsi les questions de planéité et de propreté 

à une zone réduite (Fig. 2.3A). 

Avant de commencer l'assemblage de la biopuce, le substrat du haut (en saphir) a été perforé à l'aide d'un 

laser (EXCIMER) à l'emplacement des futurs réservoirs du canal microfluidique pour les connexions 

fluidiques. 

Sur le substrat de silicium (substrat du bas), une fine couche de résine SU-8 2002 (MicroChem®) 

(annexe A - 7.1) d'une épaisseur d'environ 2 µm est appliquée sur la couche de passivation des capteurs 

après un traitement au plasma O2 (30 s, 200 W, 0,2 mbar) afin d’améliorer l'adhésion. Les contacts 

électriques des capteurs sont protégés par du ruban adhésif pendant cette étape. Un recuit d’une minute à 

65°C et de 5 minutes à 95°C est réalisé puis le wafer est exposé pendant 40 s à l’aide de l’aligneur MJB3 

(Karl Süss, 5 mW/cm², 405 nm) suivi d'un nouveau recuit d’une minute à 65°C, 5 minutes à 95°C et 3 

minutes à 110°C. L'épaisseur de la couche d'accroche est ensuite mesurée avec un profilomètre mécanique 

(Alpha-Step, KLA Tencor).   

Afin de fabriquer le squelette du canal sur la couche en SU-8 2002, de la résine SU-8 2025 

(MicroChem®) (annexe B - 7.2) est appliquée à la tournette (Fig. 2.3B).  Les paramètres du spin coating 

dépendent de la hauteur de canal souhaitée. Typiquement, pour une hauteur de canal entre 20 et 25 µm 

 
8  La plupart des découpes ont été effectuées par Sébastien Delprat 
9 Les recuits sont effectués par Aurélie Solignac ou Myriam Pannetier-Lecoeur 
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(nécessaire pour l'étude des cellules eucaryotes), les paramètres sont les suivants : 5 s-500 RPM-300 RPM/s, 

30 s-3500 RPM-300 RPM/s, 5 s-6000 RPM-1000 RPM/s. Après un recuit à 65°C pendant 1 minute suivi 

d'une rampe de température de 2,5°C/mn jusqu'à 95°C pour avoir un dépôt homogène sur toute la surface, 

le dessin des parois du canal est exposé par photolithographie UV pendant 28 s en utilisant un masque de 

chrome bien centré au-dessus des capteurs GMR. Après un recuit post-exposition d’une minute à 65°C et 5 

minutes à 95°C, la résine SU-8 2025 est développée à l’aide du révélateur SU-8 (MicroChem®) pendant 4 

minutes, puis rincée dans de l'isopropanol et de l'eau [2] [3]. La hauteur et la largeur entre les parois du 

canal sont mesurées avec le profilomètre. Enfin, le substrat de silicium où le canal a été photolithographié 

est recuit pendant 10 min à 110°C afin que les motifs durcissent et résistent aux solvants. L'étape suivante, 

la plus délicate, consiste à sceller la biopuce en collant les deux substrats. La colle photosensible Norland 

Optical Adhesive 81 (NOA81) (annexe C - 7.3) [4] est appliquée à la tournette sur le substrat de saphir (80 

s-5500 RPM-300 RPM/s, 3 s-8000 RPM-1000 RPM/s) après un traitement au plasma O2 (30 s, 200 W, 0,2 

mbar). Les contacts électriques des capteurs sont protégés par du ruban adhésif pendant cette étape. 

Typiquement, une couche de 5 µm d'épaisseur de NOA81 est déposée avec ces paramètres.  

Les deux ensembles de capteurs haut et bas sont alignés à l'aide de l'aligneur MJB3, le substrat de saphir 

est mis en contact avec le squelette du canal, sur le substrat de silicium (Fig. 2.3C). La colle NOA diffuse 

lentement le long des parois du canal. En cas de problème lors de cette étape, la NOA peut être facilement 

éliminée par un bain d'une minute dans l'acétone. Lorsqu'elle a recouvert l'ensemble du squelette, une 

exposition de 300 s avec l'aligneur MJB3 est réalisée pour solidifier la colle. Pour permettre la réticulation 

de la colle NOA masquée sous les contacts opaques du substrat du haut, une exposition de 2 minutes de 

chaque côté du dispositif à l'aide d'une fibre optique UV flexible est réalisée. Enfin, de la NOA 

supplémentaire est diffusée par capillarité dans l'espace entre les deux substrats puis exposée 500 s avec 

l'aligneur MJB3 pour réaliser le scellement. 

Fig. 2.3 - Conception de la biopuce et de son canal microfluidique 

A : Protocole de fabrication de la biopuce [1]. B : Canal microfluidique en SU-8 2025 sur substrat de silicium avant 

assemblage de la biopuce. C: Canal microfluidique après assemblage de la biopuce. 
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Concernant les entrées et sorties du canal microfluidique, une couche d’une centaine de nanomètres de 

SiO2 est tout d’abord déposée sur la face arrière du substrat de saphir par pulvérisation cathodique. Ensuite, 

une couche de quelques micromètres de PDMS [5] [6] [7] [8] liquide est déposée à la tournette sur un 

substrat. Des plots de PDMS réticulés sont découpés et perforés puis ils sont trempés dans le PDMS liquide 

afin de les coller au niveau des trous d'entrée et de sortie du canal microfluidique. La biopuce est ensuite 

mise au four à 80°C pour une durée de 2 heures. 

Des photographies des différentes étapes de fabrication de la biopuce sont illustrées à la Fig. 2.4. 

2.4. Montage expérimental 

Comme énoncé précédemment, l'expérience consiste en une détection dynamique simultanée des objets 

magnétiques circulant dans le canal microfluidique (objets biologiques labélisés par des billes magnétiques, 

particule magnétique unique ou agrégats de billes magnétiques) par deux ensembles de capteurs placés de 

part et d’autre du canal microfluidique, donnant lieu pour chaque capteur à un signal symétrique 

caractéristique [9]. L’ensemble des échantillons est étudié grâce au nouveau dispositif de détection (Fig. 

2.5). 

Fig. 2.4 - Photographies des différentes étapes de fabrication de la biopuce GMR 

A: Fabrication des capteurs - B: Découpe et recuit des capteurs - C: Dépôt d'une couche d'accroche en SU-8 2002 et 

conception du canal microfluidique D: Biopuce assemblée. 
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Il comprend la nouvelle biopuce introduite dans un aimant permanent homogène afin que le champ 

magnétique suivant l’axe z oriente l’aimantation des billes qui marquent les objets biologiques. Les capteurs 

GMR vont alors détecter la composante tangentielle du champ dipolaire induit par l’aimantation de ces 

billes. Les échantillons circulent dans le canal microfluidique selon l’axe y à une vitesse d’environ 20 cm/s 

grâce à un contrôleur de pression. Les signaux (de l’ordre de quelques µV) qu’ils émettent simultanément 

sur les capteurs disposés de part et d’autre du canal sont détectés et amplifiés grâce à un boîtier électronique 

conçu le plus compact possible, pour rendre le dispositif transportable. Ils sont ensuite analysés par un 

programme Python « maison » qui permet de calculer le champ dipolaire qui leur est associé. Il est alors 

possible de déterminer le moment magnétique et la hauteur de passage de chaque objet magnétique détecté. 

2.4.1. Montage de la biopuce sur le PCB 

Une fois la biopuce fabriquée, elle est montée sur un PCB qui la relie au boitier électronique par un 

connecteur de câble flexible (FCC)10. Ce PCB sert également de support à la biopuce et de protection vis-

à-vis des contraintes extérieures. La puce est montée sur celui-ci avec de la résine et les connexions 

électriques sont réalisées par microsoudure de fils d'or de 50 μm sur les plots de contacts.  

Le PCB initial [1] [10] que Manon Giraud a utilisé pour les premières expériences était constitué de deux 

PCB séparés par des lames de verre. Il était assez complexe d’y coller la biopuce. En effet, il fallait estimer 

la bonne hauteur des lames de verre et les fixer sur le premier PCB. Ensuite, la puce était positionnée et 

collée avec de la résine au premier PCB puis le second PCB été ajouté. Les signaux étaient ensuite extraits 

 
10 Ce PCB a été confectionné par Mathieu Jeckelmann, Mathieu Thévenin et Frédéric Coneggo 

Fig. 2.5 - Montage expérimental  

Il comprend la nouvelle biopuce introduite dans un aimant permanent homogène. Les échantillons circulent dans le canal 

microfluidique grâce à un contrôleur de pression. Les signaux qu’ils émettent simultanément sur les capteurs GMR sont 

détectés et amplifiés grâce à un boîtier électronique. 
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par deux connecteurs rectangulaires. De fortes contraintes mécaniques s’appliquaient à la biopuce lors de la 

mise en place sur ce PCB, provoquant la détérioration voire la rupture de certaines biopuces.  

C’est pourquoi, un nouveau PCB a été développé [11], sur lequel la biopuce est collée uniquement sur 

une face et sans aucune contrainte mécanique pouvant l’endommager ou la casser. Un boîtier imprimé en 

3D avec un mécanisme coulissant a été conçu. Les connecteurs rectangulaires ont été remplacés par un 

connecteur de câble flexible (FCC). Ce nouveau PCB possède des contacts sur les faces supérieures et 

inférieures qui sont ensuite microsoudés afin de relier électriquement la biopuce au PCB comme illustré par 

la Fig. 2.6. 

2.4.2. Détermination de la sensibilité des capteurs GMR hors du montage 

expérimental 

Afin de mesurer la réponse du capteur dans un champ magnétique variable, la sensibilité S des capteurs 

GMR est initialement déterminée en dehors du montage expérimental grâce à un dispositif prévu à cet effet. 

Les capteurs sont alimentés par un courant de 1 mA fourni par une source de courant Keithley (série 6221) 

et insérés dans un champ magnétique externe de ± 10 mT le long de l'axe y, généré par deux bobines de 

Helmholtz de cinq centimètres de diamètre alimentées par un générateur de courant commercial (Kepco). 

La tension de sortie est filtrée à 30 Hz et amplifiée deux fois par un préamplificateur commercial passe-bas 

(SR560, Stanford Research Systems). La variation de la magnétorésistance et la sensibilité sont définies en 

fonction de la résistance RP (lorsque les aimantations de la couche dure et de la couche libre sont parallèles) 

et RAP (état antiparallèle) (paragraphe 1.4.5). Pour chaque expérience, on mesure systématiquement les 

sensibilités des paires de capteurs disposés face à face de part et d’autre du canal microfluidique. 

Comme expliqué dans le paragraphe 2.3.3, les capteurs sont disposés au-dessus et en dessous du canal 

de manière à avoir leur couche dure dans le même sens. Ainsi, lorsqu’on mesure leur sensibilité, leurs 

couches libres s’orientent de manière identique par rapport à la couche dure sous l’effet du champ 

magnétique appliqué et sont donc dans le même sens. Par contre le sens de la sensibilité dépend du sens 

relatif de la couche dure par rapport à la couche libre (Fig. 2.7). 

En cas d’erreur de sens lors de la disposition des wafers au moment de l’orientation de la couche dure, 

les sensibilités sont de sens opposés. Par la suite dans le traitement des données, cette éventualité est 

considérée et il suffit de multiplier par -1 les signaux d’un des capteurs. 

La sensibilité issue de chaque capteur GMR est comprise entre 0,5 et 2 %/mT.  

Fig. 2.6 - A gauche, le nouveau PCB et à droite, le PCB sur son support coulissant imprimé en 3D 
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2.4.3. Aimant permanent  

La biopuce collée au PCB est fixée sur un porte-échantillon qui est inséré dans le champ d'un aimant 

permanent homogène [12] de 90 mT orienté selon Oz perpendiculairement aux couches des capteurs situées 

dans le plan (xy) et permettant de polariser les billes magnétiques. Cette intensité de champ permet 

d'aimanter correctement les billes superparamagnétiques en obtenant une valeur proche de leur moment de 

saturation sans affecter l'aimantation des couches du capteur.  

Afin de compenser l’hystérésis et pour éviter de trop réduire la sensibilité des capteurs GMR, la biopuce 

est vissée sur un support (pour éviter que les capteurs vibrent et créent des parasites) à l’intérieur de l’aimant 

sur un montage mécanique au niveau de la zone d’homogénéité de l’aimant (hauteur fixe). Ensuite, à l'aide 

de trois vis micrométriques placées sur ce porte-échantillon, la position (x, y, z) de la biopuce (planarité) est 

déterminée afin d'obtenir la tension de sortie optimale d'amplitude crête à crête Vpp correspondant à la 

sensibilité la plus élevée possible sur les deux capteurs GMR face à face (paragraphe 3.3.2).  

2.4.4. Fluidique  

L'échantillon de 200 µL (ou 1 mL) est stocké dans un réservoir fermé à l'extérieur de l'aimant dans un 

Eppendorf, relié à l'entrée du canal par des tubulures microfluidiques, et injecté dans le laboratoire sur puce 

à l'aide d'un contrôleur de pression Fluigent® dont la pression est fixée à 345 mbar. La vitesse d'écoulement 

de l'objet dans le canal microfluidique (entre 10 et 30 cm/s) est déterminée pour chaque expérience au moyen 

du programme d'analyse, qui permet d'ajuster la vitesse d'écoulement des signaux expérimentaux obtenus 

Fig. 2.7 - Détermination de la sensibilité des capteurs GMR hors du montage  

La sensibilité dépend de l’orientation de la couche dure des capteurs GMR. Elle est dans le même sens pour tous les 

capteurs car leur couche dure est dans le même sens afin de minimiser une éventuelle erreur d’orientation de celle-ci 

(en dehors du montage expérimental). 
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en fonction des signaux simulés (Fig. 2.8). Cette possibilité d'ajuster ce paramètre est essentielle pour les 

études futures d'objets biologiques dans différentes matrices complexes qui peuvent être plus visqueuses 

que le milieu de culture (sang, plasma, etc.). Même si les capteurs ne sont pas correctement alignés deux à 

deux, les signaux peuvent alors montrer un décalage temporel entre eux, par exemple proportionnel à la 

vitesse de déplacement de l’objet magnétique dans le canal microfluidique.  

2.4.5. Electronique 

L'électronique initiale utilisée pour filtrer et amplifier le signal montrait un comportement incohérent 

puisque le bruit blanc variait selon les expériences et toute vibration extérieure provoquait des pics de bruit. 

De plus, elle regroupait plusieurs boitiers. Or ce test de diagnostic doit être transportable facilement dans 

diverses infrastructures, il a donc été décidé de concevoir un nouveau boitier électronique.  

Initialement, l'électronique regroupait trois boitiers. Le premier boitier contenait une batterie externe 

pour l'alimentation électrique, générant ± 11,1 V. Le deuxième boitier, le frontal analogique pour filtrer et 

amplifier le signal. Et enfin, le dernier boitier était utilisé pour transmettre le signal du capteur d'un 

connecteur de câble flexible (FCC) à un connecteur BNC. 

Fig. 2.8 - Simulations d'un signal coïncident expérimental avec trois vitesses différentes (10 cm/s, 18 cm/s et 30 cm/s)  

La vitesse de 18 cm/s permet de reproduire correctement le signal expérimental. Les lignes pleines représentent les fits 

des signaux mesurés qui sont représentés par des points. 

Fig. 2.9 - Boitier électronique pour la biopuce GMR à deux étages 

Cette électronique est composée d’un unique boitier contrairement aux expériences précèdentes [1] [10] où 

l’électronique était composée de trois boitiers différents. 
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L’électronique actuelle11 est composée d’un unique boitier (Fig. 2.9). Comme deux capteurs sont utilisés 

en même temps de chaque côté du canal microfluidique, un frontal d'acquisition à deux canaux a été conçu 

et développé. 

Fondamentalement, un capteur GMR étant essentiellement une résistance variable, pour mesurer son 

signal, le capteur est polarisé avec un courant constant et la différence de tension induite par la variation de 

la résistance est mesurée. La polarisation des capteurs peut être réalisée par un pont de Wheatstone [13] 

équilibré et régulé par un régulateur de tension. On peut alimenter les capteurs d’une autre façon : par une 

source de courant qui aurait l'avantage de supprimer les résistances supplémentaires et de diminuer le bruit. 

Deux alternatives au pont de Wheatstone ont donc été testées : une source de courant ordinaire et un miroir 

de courant.  

Le pont de Wheatstone est la méthode la plus avancée car ses performances ne dépendent pas d'un 

élément actif et elle permet une amplification différentielle. Néanmoins, cette méthode ne permet pas une 

régulation du courant indépendante du capteur. Même si un miroir de courant ou une source de courant 

génère un bruit plus faible que le pont de Wheatstone, un miroir de courant repose entièrement sur les 

performances d’un élément actif et si cet élément ajoute du bruit ou que le courant est mal reflété il y aura 

une perte de SNR ; quant à la source de courant ordinaire, elle ne permet pas une amplification différentielle 

ce qui la rend très sensible aux variations de température. 

La méthode utilisée, et celle utilisée dans l'électronique précédente, est celle d'un pont de Wheatstone 

régulé par un régulateur de tension LT3045 afin de polariser le capteur et d'éliminer le bruit de polarisation 

par le biais du rapport de réjection en mode commun de l'amplificateur différentiel. Lorsque 1 mA traverse 

le capteur, on observe une variation de 2 x 10-4 V à 8 x 10-4 V de la différence de potentiel aux bornes du 

capteur GMR.  

Par conséquent, comme le numériseur a une plage de tension d'entrée de 10 V, un gain de 80 dB (10 000 

V/V) est nécessaire. Ainsi, un premier étage constitué d'un amplificateur différentiel AD8421 (Texas 

Instruments) à faible bruit (1,12 nV/√Hz pour un gain de 60 dB) avec un gain de 60 dB (500 V/V) a été mis 

en place. Il offre également un bon rapport de réjection en mode commun (80 dB) et met en œuvre un filtre 

passe-haut de premier ordre Fc = 150 Hz.  

Un deuxième étage qui comprend deux filtres passe-bas actifs de type Sallen-key (10 dB chacun) 

constitués d'amplificateurs opérationnels de précision AD8676 (Analog Devices) est mis en place pour 

obtenir le gain de 20 dB nécessaire pour atteindre un gain global de 8600 V/V. 

Pour garantir un niveau de bruit minimal, deux batteries lithium-ion alimentent l'ensemble du système, 

ce qui assure plus de 48 heures de mesures continues. 

L'ensemble du système forme un filtre passe-bande actif (150 Hz - 37 kHz) afin de sélectionner 

spécifiquement la gamme de fréquences correspondant aux déplacements des cellules. 

De plus, un PCB à quatre couches a été choisi, les pistes de signal sont placées sur les couches 1 et 4 et 

entourées d'un plan de masse tandis qu'un plan d'alimentation positif occupe la deuxième couche et un plan 

d'alimentation négatif occupe la troisième couche. Avec cette superposition, le bruit entre les pistes de signal 

est minimisé car chaque piste est entourée par le plan de masse [14].  

 
11 Le nouveau boitier électronique a été designé par Mathieu Jeckelmann, Mathieu Thévenin et Frédéric Coneggo 
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2.5. Traitement des données 

Afin d’analyser les données obtenues avec cette nouvelle biopuce, un programme Python12 a été 

développé et breveté (n° FR2206315 déposé le 24 juin 2022). Plusieurs étapes sont nécessaires avant de 

déterminer le moment magnétique de chaque objet et donc de mieux discriminer les cellules labélisées des 

agrégats de billes.  

Ce programme est écrit en Python 3.8. Il lit les données d’un couple de capteurs GMR haut et bas qu’on 

choisit au préalable. Il recherche tout d’abord selon certaines spécifications, que nous détaillons ci-dessous, 

les pics émergeant du bruit, puis les « signaux valides » composés, par convention, d'un pic négatif précédant 

un pic positif, qui correspondent au champ dipolaire des objets magnétiques émis au niveau des capteurs. Il 

recherche ensuite les coïncidences13 temporelles entre signaux valides des capteurs haut et bas, et pour 

chaque coïncidence calcule la hauteur de passage zB de l'objet marqué magnétiquement dans le canal 

microfluidique à l'aide du rapport des amplitudes des signaux haut et bas. Le nombre de billes magnétiques 

Nb portées par l'objet est alors déduit, et les histogrammes correspondant (zB et Nb) tracés après élimination 

des coïncidences dites non valides où les tests du χ² (haut et bas) entre signal mesuré et calculé sont négatifs 

(χ² > χ² max). 

2.5.1. Structure des données 

Tout d'abord, les fichiers BIN sont ouverts et les signaux sont reconstruits. Il y a un fichier BIN pour 

tous les canaux et les échantillons sont stockés avec une alternance capteur haut et capteur bas. Les données 

ont été codées en tant qu'entier non signé sur 2 octets (16 bits). Le nombre de canaux d'échantillonnage est 

typiquement de plusieurs dizaines de millions, et un canal d'échantillonnage correspond à un intervalle de 5 

µs. Les données sont ramenées dans l'intervalle [-5 V : 5 V], puis, suivant le sens de branchement de chaque 

capteur dans l'expérience considérée, multipliées par 1 ou -1 de manière à ce que chaque signal valide d’un 

capteur consiste en un pic négatif suivi d'un pic positif. 

2.5.2. Détermination du bruit de chaque capteur 

Pour chaque échantillon, une dizaine de secondes d’acquisition de données est réalisée sans flux afin de 

caractériser le bruit. Cet intervalle est spécifié manuellement (les 1 600 000 premiers canaux) et les valeurs 

minimum et maximum du bruit sont calculées pour les deux capteurs. L'écart-type σ de la valeur absolue du 

bruit est d’abord calculé pour chaque capteur, puis le niveau de bruit égal à 2 σ est déterminé (Fig. 2.10). 

 
12 Ce programme a été développé en collaboration avec Pierre Bonville 
13 Pour rappel, une coïncidence correspond aux signaux émis simultanément par une paire de capteurs haut et bas 
alignés lorsqu’ils détectent le même objet magnétique 
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2.5.3. Détection des pics 

Après cette étape, tous les pics positifs et négatifs qui forment le signal magnétique caractéristique mais 

qui peuvent provenir aussi du bruit, sont détectés à l'aide de la fonction « find_peaks » de Python. Cette 

fonction va trouver tous les maximas locaux en comparant simplement les valeurs voisines. Pour satisfaire 

cette fonction et réduire le nombre de pics détectés, il est nécessaire d’utiliser plusieurs paramètres tels que : 

• La hauteur minimale des pics en valeur absolue fixée à une fois (modifiable) la valeur du bruit 

déterminée précédemment pour chaque capteur. 

• La proéminence du pic par rapport à la ligne de base. C’est-à-dire la quantité dont un pic se 

détache de la ligne de base environnante du signal ; elle est définie comme la distance verticale 

entre le pic et sa ligne de contour la plus basse. 

• La largeur minimale d’un pic à mi-hauteur initialisée à 15 canaux (pour une vitesse d'écoulement 

v = 7 cm/s), mais modifiable. 

• La distance minimale entre deux pics : initialisée à 45 canaux (pour une vitesse d'écoulement v 

= 7 cm/s), mais modifiable. A la vitesse de 7 cm/s, cet intervalle de temps correspond à une 

distance de 15,75 µm. Cette distance permet donc de détecter des pics assez proches. 

Fig. 2.10 - Exemple d’un enregistrement de bruit typique 

Son écart-type σ vaut 0.01 V (ligne orange) et le niveau de bruit 2σ vaut 0.02 V (ligne 

bleu). 
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2.5.4. Validation par la forme des signaux 

Après la détection de tous les pics, seuls les signaux magnétiques doivent être conservés et, à cette fin, 

la forme caractéristique des signaux est vérifiée. Avant un pic positif, il doit y avoir un pic négatif dans un 

intervalle compris entre 0 et 120 canaux (Fig. 2.11).  

D’après les études de Manon Giraud [1], une bille de 1 µm de diamètre génère un signal magnétique de 

largeur d’environ 20 µm pour une vitesse de 7 cm/s. Ce qui correspond donc à un signal composé de 57 

canaux sur la zone de détection des 4 µm de large du capteur magnétique. Or en réalité la détection de l’objet 

magnétique se fait également en amont et en aval du capteur GMR, en effet celui-ci va détecter les 

composantes tangentielles du champ dipolaire généré par les billes magnétiques composant l’objet 

magnétique avant et après le passage au-dessus du capteur GMR. On peut donc affirmer que le signal d’une 

bille magnétique est composé en réalité d’une centaine de canaux si l’on considère une détection en amont 

et en aval du capteur magnétique. Une centaine de canaux est équivalent à une quarantaine de micromètre. 

Ainsi pour chaque pic positif, on recherche s’il existe un pic négatif dans l’intervalle initialisé entre 0 et 

120 canaux (pour une vitesse d'écoulement v = 7 cm/s, mais qui est modifiable). Cet intervalle varie 

légèrement en fonction de la hauteur de passage de l'objet magnétique, mais ce changement n'empêche pas 

cette méthode de vérification de fonctionner.  

La recherche s'effectue sur la position du maximum/minimum des pics. Ces signaux sont désignés par « 

signaux valides ». On recherche ensuite les signaux valides dont l'amplitude totale est supérieure à deux fois 

le bruit. Ces signaux sont désignés par « signaux retenus » dans la recherche des coïncidences. 

Fig. 2.11 - Validation par la forme  

Avant la validation par la forme, de nombreux pics sont détectés. La courbe rouge représente le signal du capteur du 

bas tandis que la courbe bleue représente celui du capteur du haut. Puis, suite à cette détection initiale, une validation 

par la forme est effectuée et on observe, par exemple pour le capteur du haut, qu’un seul signal magnétique est détecté. 

On observe également qu’il coïncide avec un signal magnétique du capteur bas. 
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2.5.5. Recherche des coïncidences  

Une fois la validation par la forme du signal effectuée, le filtrage des pics sur les deux capteurs 

indépendamment est terminé. Ainsi, la dernière condition pour qu'un signal soit validé « magnétique » est 

qu’il y ait coïncidence entre le capteur du haut et le capteur bas (Fig. 2.12).   

Un intervalle, qui est le temps minimal pour considérer qu’il s’agit d’une coïncidence entre les signaux 

du haut et du bas, est défini. Cet intervalle est estimé à 0,1 ou 0,15 ms, soit 20 ou 30 canaux. Une double 

recherche est ensuite effectuée : une première série de signaux coïncidents est obtenue à partir des signaux 

retenus du capteur haut et des signaux valides du capteur bas dont les positions médianes (passage par zéro) 

sont égales ou inférieures à l’intervalle défini. Une seconde série est obtenue en inversant les rôles des deux 

capteurs. La série définitive des coïncidences est finalement obtenue en recherchant celles qui apparaissent 

à la fois dans les deux séries, dont on ne garde qu'un exemplaire.  

2.5.6. Chi carré 

Il est possible que le programme détecte quelques coïncidences provenant en réalité du bruit du signal. 

En règle générale, il n'y aura pas d’adéquation correcte dans ce cas entre la forme théorique du signal et la 

forme expérimentale, ce qui peut être vérifié à l'aide d'un test similaire à celui du χ². Empiriquement, nous 

avons défini la quantité, pour un signal bien représenté sur N canaux d’échantillonnage (Eq. 2.1) : 

 𝜒2=∑
(𝑆𝑖𝑔𝑛𝑎𝑙𝑐𝑎𝑙𝑐[𝑖]_𝑆𝑖𝑔𝑛𝑎𝑙𝑒𝑥𝑝[𝑖])²

𝐴𝑚𝑝𝑙𝑠𝑖𝑔𝑛𝑎𝑙_𝑒𝑥𝑝
     𝑁

𝑖=1  (Eq. 2.1) 

Où la somme sur i de 1 à N court sur les N canaux englobant la totalité du signal valide considéré. Nous 

avons déterminé empiriquement une limite supérieure acceptable de χ²max = 2,5 au-delà de laquelle le 

signal détecté doit être considéré comme provenant du bruit aléatoire. Ne sont conservées que les 

coïncidences telles que  χ²TOP < χ²max  et χ²BOTTOM <  χ²max.  

Fig. 2.12 - Graphiques représentant une coïncidence  

A gauche, les capteurs du haut et du bas pris séparément, qui détectent simultanément un signal lorsqu'un objet magnétique 

traverse le canal microfluidique. A droite, une coïncidence où les lignes pleines représentent les fits des signaux mesurés, 

représentés par des points, avec une vitesse d'écoulement de 30 cm/s. 
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2.5.7. Détermination de la hauteur de passage et du moment magnétique 

Une fois les coïncidences détectées, on peut déterminer la hauteur de passage, le nombre de billes 

magnétiques par objet dans le canal microfluidique et donc le moment magnétique de chaque objet. 

Les billes superparamagnétiques composant les différents objets magnétiques sont polarisées le long de 

l’axe Oz par un champ permanent homogène de 90 mT et acquièrent un moment magnétique induit µ 

parallèle à Oz. Comme le capteur GMR n'est pas un objet ponctuel, le champ dipolaire généré par un objet 

magnétique circulant dans le canal avec un vecteur vitesse selon Oy, doit être intégré sur toute la surface du 

capteur située dans le plan (xy) ((Eq. 1.8) du chapitre 1 - ne peut pas être utilisée).  

Ainsi, le champ dipolaire généré par une bille de moment µ située au point (xB, yB, zB) est détecté par 

l'ensemble du capteur. L'axe de sensibilité Oy du capteur est colinéaire avec le vecteur vitesse des billes 

circulant dans le canal microfluidique. La géométrie utilisée pour le capteur, en forme de yoke allongé, le 

rend insensible aux variations de champ selon l'axe x ou z, de sorte que seule la composante Hy du champ 

dipolaire est pertinente. Le signal Hy généré sur un capteur a été calculé pour une bille magnétique de 

coordonnées (xB, yB, zB) et est donné par l'équation (Eq. 2.4) [15].  

Pour le capteur du bas, la distance de l’objet au capteur s'écrit :  

 ℎ𝑏𝑎𝑠 = 𝑧𝐵 + 𝑍𝑒𝑠𝑝𝑎𝑐𝑒𝑢𝑟 𝑏𝑎𝑠 (Eq. 2.2) 

Où  𝑍𝑒𝑠𝑝𝑎𝑐𝑒𝑢𝑟 𝑏𝑎𝑠  est l'épaisseur de SU-8 2002 qui sépare le canal des capteurs du bas (comme défini 

dans le paragraphe 2.3.4). 

Pour le capteur du haut, cette distance vaut : 

 ℎℎ𝑎𝑢𝑡 = ℎ − 𝑧𝐵 + 𝑍𝑒𝑠𝑝𝑎𝑐𝑒𝑢𝑟 ℎ𝑎𝑢𝑡 (Eq. 2.3) 

Où h est la hauteur du canal et 𝑍𝑒𝑠𝑝𝑎𝑐𝑒𝑢𝑟 ℎ𝑎𝑢𝑡 l'épaisseur de la colle optique NOA81 utilisée pour coller 

les capteurs supérieurs au canal (paragraphe 2.3.4). 

La composante suivant y du champ dipolaire crée par un objet de moment µ situé à la distance hobj d’un 

capteur peut être exprimée comme suit :   

 

𝑯𝒚 = 
𝝁

𝒍 × 𝑳
((

𝒚𝒍

𝒒𝟐
𝟐
(
𝒙𝒓

𝒓𝟐

−
𝒙𝒍

𝒓𝟏

) +
𝒚𝒓

𝒒𝟐
𝟐
(
𝒙𝒍

𝒓𝟒

−
𝒙𝒓

𝒓𝟑

)) 𝒔𝒊𝒏 𝜽𝒔𝒊𝒏𝝍 

+ (
𝟏

𝒓𝟏

−
𝟏

𝒓𝟐

+
𝟏

𝒓𝟑

−
𝟏

𝒓𝟒

) 𝒔𝒊𝒏𝜽 𝒄𝒐𝒔𝝍 + (
𝒉𝒐𝒃𝒋

𝒒𝟐
𝟐 (

𝒙𝒍

𝒓𝟏

−
𝒙𝒓

𝒓𝟐

)

+
𝒉𝒐𝒃𝒋

𝒒𝟒
𝟐 (

𝒙𝒓

𝒓𝟑

−
𝒙𝒍

𝒓𝟒

) )𝒄𝒐𝒔 𝜽) 

(Eq. 2.4) 

Où: 

 𝑥𝑟 = 
𝐿

2
− 𝑥𝐵  

 𝑥𝑙 = −
𝐿

2
− 𝑥𝐵  
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 𝑦𝑟 = 
𝐿

2
− 𝑦𝐵  

 𝑦𝑙 = −
𝐿

2
− 𝑦𝐵  

 𝑟1 = √𝑥𝑙
2 + 𝑦𝑙

2 + ℎ𝑜𝑏𝑗
2   

 𝑟2 = √𝑥𝑟
2 + 𝑦𝑙

2 + ℎ𝑜𝑏𝑗
2   

 𝑟3 = √𝑥𝑟
2 + 𝑦𝑟

2 + ℎ𝑜𝑏𝑗
2   

 𝑟4 = √𝑥𝑙
2 + 𝑦𝑟

2 + ℎ𝑜𝑏𝑗
2   

 𝑞2 = √𝑦𝑙
2 + ℎ𝑜𝑏𝑗

2   

 𝑞4 = √𝑦𝑟
2 + ℎ𝑜𝑏𝑗

2   

On obtient le champ dipolaire détecté par le capteur haut (resp. bas) en remplaçant hobj par hhaut (resp.hbas). 

Les deux angles θ et φ sont les angles polaire et azimutal du moment µ. L'origine O du référentiel est 

prise au centre du capteur de longueur L dans la direction x et de largeur l << L dans la direction de l'axe 

sensible y.  

Cette expression est en principe valable pour un dipôle ponctuel, mais elle peut être utilisée pour les 

billes magnétiques de 1 µm de diamètre car elles contiennent des nanocores superparamagnétiques de 

diamètre moyen entre 5 et 10 nm pouvant être considérés comme des moments dipolaires ponctuels.  

 Dans la présente analyse, les deux angles θ et φ ont été fixés à 0, en considérant des billes idéalement 

superparamagnétiques dont les moments magnétiques sont parallèles au champ magnétique de 90 mT. Le 

champ dipolaire Hy prend alors la forme simplifiée donnée par l’équation (Eq. 2.5) : 

 

𝐻𝑦 = 
𝜇

𝑙 × 𝐿
(
ℎ𝑜𝑏𝑗

𝑞2
2 (

𝑥𝑙

𝑟1
−

𝑥𝑟

𝑟2
)

+
ℎ𝑜𝑏𝑗

𝑞4
2 (

𝑥𝑟

𝑟3
−

𝑥𝑙

𝑟4
)) 

(Eq. 2.5) 
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De plus, les simulations ont montré que le signal produit par un objet contenant N billes 

superparamagnétiques, de moment individuel µ, réparties aléatoirement sur sa surface, est le même que 

celui d'un objet magnétique ponctuel dont le moment magnétique est N × µ. Dans cette étude, les objets 

biologiques sont donc considérés comme des objets magnétiques ponctuels (Fig. 2.13).  

Ensuite, les signaux coïncidents ont été simulés pour 1000 valeurs différentes de la hauteur d'écoulement 

(zB) dans le canal microfluidique en utilisant l'équation (Eq. 2.5). Pour chaque coïncidence simulée, le 

rapport entre l'amplitude maximale du signal du capteur du haut et l'amplitude maximale du signal du 

capteur du bas est calculé. Ce rapport est tracé en fonction de zB, et la courbe est utilisée comme référence 

pour nos signaux expérimentaux afin de déterminer la hauteur d'écoulement de l'objet magnétique dans le 

canal microfluidique. Cette fonction est une fonction strictement croissante de zB. Elle est représentée sur 

la Fig. 2.14 ci-dessous pour h = 20 µm et Robj (rayon de l’objet) = entre 3 et 3,5 µm. 

La valeur de zB obtenue doit être comprise entre Robj et h – Robj. Si le rapport expérimental des amplitudes 

est inférieur à f(Robj), zB = Robj est fixé. Si ce rapport est supérieur à f(h – Robj), zB = h – Robj est fixé.  

De plus, l'amplitude totale de chaque signal (haut et bas) est proportionnelle au nombre de billes 

magnétiques qui marquent les objets. Ainsi, le nombre de billes qui compose chaque objet magnétique est 

obtenu en calculant l'amplitude théorique du signal haut (par exemple) délivré par une seule bille à la cote 

zB, puis en divisant par ce nombre l'amplitude du signal haut mesuré. 

Fig. 2.13 - Simulations pour la détection d’objets biologiques considérés comme des objets ponctuels 

Simulations du signal détecté provenant d'un noyau magnétique ponctuel contenant 80 billes (à gauche) et d'un objet 

biologique de 10 µm de diamètre et labélisé par le même nombre de billes magnétiques (80) (à droite). On peut voir que 

les signaux détectés dans ces deux cas sont presque identiques. Ceci prouve que nos objets biologiques peuvent être 

considérés comme des objets ponctuels. 
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Ainsi une fois que le nombre de billes magnétiques par objet est connu, il est donc possible de connaître 

le moment magnétique de chaque objet et donc de connaitre la nature des objets magnétiques qui passent 

dans le canal microfluidique. 

Il est également possible, grâce à ce programme Python, de calculer le champ dipolaire produit 

simultanément sur le capteur du haut et du bas par des objets magnétiques contenant un nombre de billes 

différents, en fonction de leur hauteur de passage zB dans le canal (Fig. 2.15). Ce calcul a été effectué dans 

les conditions de nos expériences pour des billes de 1 µm de diamètre (paragraphe 3.2.2.1) polarisées par 

un champ permanent de 90 mT avec un moment magnétique individuel de 1,56 × 10-14 A.m² et circulant 

dans un canal microfluidique entre 20 et 26 µm de hauteur, séparé des capteurs haut et bas respectivement 

par 5 µm de NOA81 et 2 µm de SU8-2002. Le rayon de l'objet biologique est également pris en compte, 

nos objets biologiques d’intérêt mesurent en moyenne 6 µm de diamètre. La limite de détection (LOD) de 

290 nT est également représentée (paragraphe 1.4.6.5).  

On constate que les objets magnétiques d’une ou deux billes ne sont jamais détectables par les capteurs 

GMR et que les objets contenants au moins trois billes (courbes vert foncé) peuvent être détectés 

simultanément par les capteurs haut et bas lorsqu'ils passent au milieu d’un canal microfluidique de 20 µm. 

En revanche, les objets magnétiques doivent contenir au moins dix billes (courbes orange) pour être détectés 

simultanément sur toute la hauteur du canal. 

Fig. 2.14 - Fonction f(zB) reliant le rapport des amplitudes totales des signaux haut et bas 

en coïncidence à la cote zB 

Rapport entre l'amplitude maximale du signal du capteur haut et l'amplitude maximale 

du signal du capteur bas en 1000 points. Ainsi, pour chaque rapport calculé, une hauteur 

d'écoulement peut être extrapolée. Le rayon d'un objet biologique est pris en compte et le 

canal est de 20 µm. 
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Sans oublier que seules les coïncidences dont l'amplitude V0p est supérieure ou égale à deux fois le bruit 

sont sélectionnées. Ainsi pour être détectés, les signaux des objets magnétiques doivent être égaux ou 

supérieurs à deux LOD donc contenir plus de cinq billes (courbes violettes) pour un canal microfluidique 

de 20 µm. 

2.6. Conclusion 

L'utilisation de cette biopuce GMR à deux étages pour la détection dynamique un par un d'objets 

biologiques marqués, en utilisant des capteurs GMR placés de part et d'autre du canal microfluidique, est 

très prometteuse pour le développement de tests de diagnostic. En effet, pour la première fois, grâce à cette 

technique couplée à un traitement robuste des signaux, il est possible de déterminer la hauteur d'écoulement 

des objets magnétiques circulant dans le canal ainsi que leur moment magnétique et donc de discriminer les 

agrégats de billes des objets biologiques ciblés.  Ceci offre une grande opportunité pour augmenter la 

spécificité et la sensibilité.  

Fig. 2.15 - Champ dipolaire produit simultanément sur les capteurs du haut (courbes pleines) et du bas (courbes en 

pointillées) 

Champ dipolaire pour des objets magnétiques contenant différents nombres de billes, en fonction de leur hauteur zB 

dans un canal microfluidique de 20 µm. La limite de détection (LOD) est indiquée. Ce calcul tient compte de l'épaisseur 

de NOA81 (capteur du haut) et de SU-8 2002 (capteur du bas), c’est pourquoi on observe une légère dissymétrie 

(paragraphe 4.2.1.1).  
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Une fois le capteur GMR à deux étages développé (chapitre 2 -), l’objectif de la thèse est d’en évaluer 

les performances en tant qu’outil de diagnostic (chapitre 4 -), en termes de sensibilité de détection, de 

spécificité et de reproductibilité. Dans un premier temps et c’est ce qui est présenté dans ce troisième 

chapitre, nous avons dû choisir et mettre en place l’ensemble des outils et matériaux biologiques nécessaires 

à cette future caractérisation, leur méthode d’utilisation et le cas échéant, en réaliser une optimisation. 

• Le choix du modèle biologique d’étude s’est porté sur des cellules eucaryotes provenant du 

myélome murin NS1. Ce sont des cellules facilement cultivables (puisqu’il s’agit de cellules 

cancéreuses cultivables à l’infini in vitro) et dont l’utilisation en tant que modèle d’étude pour 

caractériser les performances d’une biopuce GMR a déjà été validée (puisqu’utilisé au cours de 

la précédente thèse de Manon Giraud [1]). Pour utiliser ce modèle biologique, il est nécessaire 

de choisir un ou plusieurs marqueur(s) antigénique(s) connu(s) présent(s) à sa surface, pour 

le(s)quel(s) des anticorps commerciaux existent, qui permettront la labélisation des cellules au 

moyen de billes magnétiques fonctionnalisées par les anticorps en question. Différents 

marqueurs et différents anticorps ont été évalués, dont le récepteur transmembranaire CD138 

(aussi appelé Syndecan-1) et un anticorps commercial monoclonal de rat anti-CD138. 

• Plusieurs types de billes magnétiques ont été utilisés et plusieurs préparations de billes ont été 

testées dans la quête d’une suspension colloïdale optimale, pour réduire le nombre de faux 

positifs.  

• Deux contrôles négatifs ont été utilisés pour évaluer la spécificité de détection de la biopuce. Le 

premier contrôle est un modèle cellulaire facile à cultiver ne présentant pas à sa surface le(s) 

marqueur(s) biologique(s) ciblé(s) par les anticorps anti-NS1. Ce contrôle négatif, par l’absence 

de cible biologique dans l’échantillon mais la présence de contaminants, mime parfaitement la 

réalité d’un échantillon biologique inconnu dans un contexte de diagnostic. Le second contrôle 

négatif, quant à lui, est constitué uniquement de billes magnétiques fonctionnalisées avec 

l’anticorps spécifique aux cellules NS1. 

3.2. Préparation des échantillons  

3.2.1. Lignées cellulaires utilisées 

Un modèle biologique d’étude simple, non pathogène et facilement manipulable a été choisi : une lignée 

cellulaire bien caractérisée constituée de cellules non adhérentes eucaryotes de myélome murin, appelées 

cellules NS1 (n° ATCC TIB-18). Ce sont des cellules issues de lymphocytes B de souris, dérivées de la 

lignée P3X63Ag8 (n° ATCC TIB-19), utilisées en routine dans de nombreux laboratoires (dont le LERI) 

comme partenaire de fusion aux lymphocytes B isolés de souris immunisées, lors de la première étape de 

production in vitro d’anticorps monoclonaux (paragraphe 1.2.1.2) [2]. C’est aussi le modèle d’étude utilisé 

pour caractériser le premier prototype de capteur GMR, dit « à un étage » [1], ce qui permettra de comparer 

aisément les performances et le gain de la deuxième biopuce GMR « à deux étages » par rapport à cette 

version antérieure. 

Une deuxième lignée cellulaire constituée de cellules non pertinentes d’ovaires d’hamster chinois CHO 

(achetées chez ECACC, Wiltshire, UK) a été utilisée comme contrôle négatif. Il s’agit de cellules 

épithéliales adhérentes qui sont faciles à cultiver et bien caractérisées puisqu’utilisées en routine dans de 

nombreux laboratoires pour synthétiser des composés thérapeutiques.  
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3.2.1.1. Culture des cellules NS1 

Les cellules NS1 sont cultivées deux fois par semaine dans des plaques de culture à 24 puits. Chaque 

repiquage, tous les 3 ou 4 jours, consiste à prélever 10 µL de la culture précédente arrivée à confluence (i.e. 

saturation) pour la réensemencer dans 1 mL de milieu de culture frais.  Ce milieu de culture est composé 

d'une solution RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) dans laquelle sont ajoutés 15 % de sérum de veau fœtal (Gibco) 

décomplémenté (i.e. chauffé 30 minutes à 56°C pour détruire les composés thermolabiles du complément), 

1 % de L-glutamine (Sigma-Aldrich), 1 % de solution d'acides aminés non essentiels (Sigma-Aldrich), 1 % 

de pyruvate de sodium (Sigma-Aldrich) et 1% de pénicilline-streptomycine. Les cellules sont maintenues 

dans une étuve à 37°C sous 7 % de CO2. Deux jours avant chaque expérience, 2 mL de cellules NS1 issues 

de différents puits de culture sont mis en expansion dans une boîte de Pétri contenant 23 mL de milieu de 

culture afin d’obtenir une quantité suffisante à la réalisation des tests (environ 107 cellules). En début 

d’expérience, les cellules NS1 sont centrifugées pendant 10 minutes à 1000 RPM à 10°C afin de les 

concentrer et de les reprendre dans la solution souhaitée (ici, milieu de culture). Après dénombrement à 

l'aide d'un compteur automatique de cellules TC20 (BioRad) et d'une cellule de Malassez (comptage manuel 

sous microscope), des dilutions en cascade de 102 à 105 cellules/mL sont réalisées en milieu de culture : 1 

mL de chacune de ces dilutions sera utilisé pour chaque test expérimental et constituera les échantillons 

cellulaires positifs. 

3.2.1.2. Culture des cellules CHO 

Les cellules CHO sont cultivées une fois par semaine dans des boites de Pétri traitées pour une adhérence 

optimale. Chaque repiquage hebdomadaire consiste à ensemencer une nouvelle boite de Pétri contenant 12 

mL de milieu de culture avec 50 µL de la culture précédente arrivée à confluence. Le milieu de culture est 

composé de F-12 Nut Mix (Ham) (Gibco) dans lequel sont ajoutés 10 % de sérum de veau fœtal 

décomplémenté (Gibco), 1 % de L-glutamine (Sigma-Aldrich), 1 % de solution d'acides aminés non 

essentiels (Sigma-Aldrich) et 1% de pénicilline-strétomycine (Sigma-Aldrich). Les cellules sont maintenues 

dans une étuve à 37°C sous 5 % de CO2.  Avant chaque repiquage et expérience, les cellules CHO, 

adhérentes, sont rincées avec 10 mL de tampon phosphate salin (PBS) avant d’être traitées à la trypsine. 

Cette protéine a pour rôle de détacher les cellules adhérentes de la boite de Pétri.  Pour les besoins des 

expériences, la suspension cellulaire est centrifugée 10 minutes à 1000 RPM à 10°C afin de concentrer les 

cellules en les reprenant dans un faible volume de milieu de culture. Après dénombrement (compteur 

automatique TC20 (BioRad) et comptage manuel sur cellule de Malassez), les cellules CHO sont diluées 

afin d’obtenir la concentration voulue et constituent les échantillons cellulaires témoins négatifs. 

3.2.2. Choix et préparation des billes magnétiques 

Pour détecter les objets biologiques, qui sont naturellement non magnétiques, il est nécessaire de les 

labéliser au préalable avec des billes magnétiques fonctionnalisées avec des anticorps reconnaissant un 

marqueur membranaire spécifique. Il existe commercialement un large choix de billes magnétiques aux 

propriétés bien différentes et possédant diverses protéines ou fonctions réactives à leur surface. 

Lors de la thèse de Manon Giraud [1], sept types de billes magnétiques commerciales allant de 50 nm à 

2,8 µm de diamètre ont été étudiés.  Lors de ces travaux, nous avons étudié trois types de billes 

commerciales : les billes Carboxyl-Adembeads de 200 nm (Ademtech), les billes Micromod 500 nm et les 

billes Dynabeads MyOne Streptavidin T1 (Dyna l) de 1 µm ainsi que des billes désignées spécialement pour 

ce projet par le Laboratoire d’Innovation pour les Technologies des Energies nouvelles et les Nanomatériaux 
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(LITEN) sous la tutelle d’Olivier Poncelet afin de répondre à nos problématiques d’agrégation mais aussi 

pour l’étude d’objets biologiques de plus petite taille (paragraphe 3.4.2.3).  

3.2.2.1. Choix des billes magnétiques  

Les trois types de billes commerciales ont été testés lors des expériences afin d’être le plus adapté 

possible à la taille des objets biologiques étudiés mais également afin de déterminer le ratio du nombre de 

billes par objets biologiques et du nombre de billes par agrégats [1] pour limiter au maximum les faux 

positifs. 

 Les billes Dynabeads MyOne ont été le plus souvent utilisées car elles sont visibles au microscope 

optique et donc un contrôle visuel de la labélisation des cellules par les billes fonctionnalisées ainsi que de 

l’agrégation des billes est possible. De surcroît, comme nous le verrons dans le paragraphe 3.2.2.2, elles 

possèdent un fort moment magnétique rendant la détection des objets biologiques plus facile.  

Les Micromods 500 nm ont été utilisées pour quelques expériences seulement avec les cellules NS1.  

Les billes Adembeads, quant à elles, ont été utilisées principalement pour les bactéries (chapitre 5 -). 

En effet, alors qu’elles s’agrègent énormément (paragraphes 3.3.1.3, 3.4.2.1.2 et 3.4.2.1.3) lorsqu’elles 

sont couplées avec l’anticorps de rat (anti-CD138) utilisé pour l’étude des cellules NS1, les problèmes 

d’agrégation semblent être moins prononcés dans le cas des bactéries pour lesquelles les anticorps 

spécifiques utilisés sont des anticorps de souris fabriqués par le LERI. 

3.2.2.2. Caractéristiques magnétiques des billes  

Les billes étudiées sont toutes composées de cœurs magnétiques d’oxyde de fer recouverts d’une coquille 

de silice. Elles ont la particularité d’être superparamagnétique (paragraphe 1.3.5).  

L’aimant permanent de 900 G, dans lequel est insérée la biopuce (paragraphe 2.4.3) polarise les 

moments magnétiques des billes qui vont générer un champ dipolaire détecté par les capteurs GMR lors de 

leur passage dans le canal microfluidique.  

Les billes magnétiques sont caractérisées par des mesures d’aimantation en fonction du champ (variant 

de 0 à 2 T) à température ambiante réalisées à l’aide d’un VSM (Vibrating Sample Magnetometer). 

Pour chaque lot, l’aimantation M de 50 µL de suspension de billes, dont on connaît au préalable la 

concentration volumique C (données fournisseur), a été mesurée. La contribution diamagnétique du porte 

échantillon est une contribution négative linéaire qu’on peut identifier et ajuster quand l’aimantation de 

l’échantillon atteint la saturation (Fig. 3.1A).  

Elle est ensuite soustraite de l’aimantation totale afin d’obtenir uniquement l’aimantation des billes 

magnétiques. La variation en champ du moment magnétique µ d’une bille est obtenue en divisant la courbe 

d’aimantation globale M par la concentration C de billes (Fig. 3.1B). Cette courbe permet d’extraire la 

valeur du moment à saturation ainsi que la valeur du moment d’une bille soumise à un champ magnétique 

de 900 G (champ permanent de notre dispositif expérimental).  

La Fig. 3.1 représente la variation en fonction du champ de l’aimantation (Fig. 3.1A) et du moment 

magnétique d’une bille (Fig. 3.1B) pour les billes Dynabeads MyOne de 1 µm de diamètre.  
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Les résultats des mesures VSM des billes magnétiques commerciales étudiées se trouvent dans le 

Tableau 3.1.  

On remarque que pour les Dynabeads MyOne, il y a 24 % d’écart entre le moment magnétique à 900 G 

et celui à saturation alors que pour les Adembeads, il y a 50 % d’écart. Cela signifie qu’il faudrait peut-être 

envisager d’utiliser un champ permanent plus fort pour l’étude des Adembeads 200 nm sans pour autant 

sortir la couche dure du plan. 

3.2.2.3. Couplage des billes magnétiques 

Pour fonctionnaliser ces billes magnétiques avec des anticorps monoclonaux, il existe différentes 

solutions de couplage : 

Tableau 3.1 - Caractéristiques magnétiques des billes commerciales étudiées 

 
 

Billes 

commerciales 
 

Billes magnétiques Dyna 1 
Micromod 500 

nm 
Adem 200 nm 

Diamètre 1 µm 500 nm 200 nm 

Moment magnétique à saturation 

(emu/bille) 
2,11 × 10-11 > 9,2 × 10-12 2,5 × 10-13 

Moment magnétique à 900 G (emu/bille) 1,56 × 10-11 5,89 × 10-12 1,27 × 10-13 

 

Fig. 3.1 - Courbes d’aimantation et du moment magnétique pour les billes commerciales Dynabeads MyOne de 1 µm 

Mesure VSM pour 50 µL d’une suspension de billes commerciales Dynabeads MyOne avec A: la courbe d’aimantation 

mesurée et la courbe rectifiée du porte échantillon. Par cette courbe, il est possible de déterminer le moment magnétique 

à saturation pour une bille et B: la courbe du moment magnétique pour une bille de cette suspension où le moment 

magnétique à 900 Oe est de 1,56 × 10-11 emu pour les billes Dynabeads MyOne. 

1 emu = 103 A.m² 
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• Des couplages covalents qui correspondent à une liaison robuste et irréversible, mais ils sont en 

général longs à réaliser car tributaire de réactions chimiques aux cinétiques allant de l’heure à 

quelques heures. Par exemple, il peut s’agir de création de liaison amide entre les fonctions 

carboxyles (-COOH) présentes en surface des billes magnétiques Carboxyl-Adembeads de 200 

nm (Ademtech), préalablement activées en ester actif par l’EDC (1-ethyl-3-(3-

dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride) et les fonctions amines primaires des 

anticorps monoclonaux (annexe D - 7.4 et voir paragraphe 3.2.2.5). Il existe d’autres 

possibilités commerciales avec d’autres réactions chimiques de couplage covalent (Dynabeads 

M-280 tosylactivated, etc.). 

• Des couplages par affinité pour lesquels les billes magnétiques commerciales utilisées sont 

vendues fonctionnalisées par une protéine présentant une forte affinité pour une cible biologique. 

Par exemple, il peut s’agir de Dynabeads MyOne Streptavidin T1, de billes Micromod 500 nm 

ou de billes Raybiotech 500 nm portant à leur surface des homo-tétramères de steptavidine à 

affinité exceptionnellement haute pour la biotine (une des plus fortes interactions connues dans 

la nature avec une constante de dissociation (KD) de l’ordre de 10-14 mol/L). Il est donc 

indispensable de biotinyler préalablement les anticorps monoclonaux d’intérêt pour 

fonctionnaliser de telles billes avec ces anticorps (annexes E - 7.5 et F - 7.6 et voir paragraphe 

3.2.2.4). Ce type de liaison streptavidine/biotine est robuste mais pas irréversible, et le couplage 

des anticorps biotinylés aux billes est très rapide (30 minutes). Il existe d’autres possibilités 

commerciales (protéine A ou protéine G de forte affinité pour les immunoglobulines, etc.). 

Les anticorps utilisés pour fonctionnaliser les billes magnétiques sont uniquement des anticorps 

monoclonaux (paragraphe 1.2.1, anticorps sélectionnés et cultivés pour leur capacité à produire un 

anticorps particulier). 

Nous en avons évalué plusieurs (paragraphe 3.4.1.3), toutefois l’anticorps majoritairement utilisé est un 

anticorps monoclonal purifié de rat d’isotype IgG2a dirigé contre le récepteur membranaire CD138 de 

souris, présent en surface des cellules NS1. Il s’agit d’un anticorps commercial acheté chez BD Pharmingen 

(clone 281-2, référence 553712). 

3.2.2.4. Fonctionnalisation des billes magnétiques Dynabeads et des billes Micromod 

500 nm 

3.2.2.4.1. Biotinylation des anticorps  

100 µg d'anticorps (i.e. environ 0,66 nmol) sont dilués dans 400 µL final de tampon borate 0,1 M pH 

9,0. Ensuite, 6 µL de biotine (biotinamidohexanoic acid N-hydroxy-succinimide ester) à 1 mg/mL en DMF 

(N,N-diméthylformamide) sont ajoutés à la solution d'anticorps (ratio de couplage = 20 molécules de biotine 

par molécule d'anticorps) et le mélange réactionnel est incubé pendant 30 minutes à température ambiante 

pour permettre au groupe NHS (N-hydroxy-succinimide ester) de la biotine de réagir avec les fonctions 

amines primaires de l’anticorps en formant une liaison covalente. La réaction est ensuite stoppée par l'ajout 

de 100 µl de tampon Tris (2-Amino-2-(hydroxyméthyl)-1,3-propanediol) 1 M pH 8.0 pendant 15 minutes à 

température ambiante afin d'inactiver la biotine n'ayant pas réagi. En raison de l’excès de biotine, les 

anticorps biotinylés produits doivent être purifiés. Pour cela, une purification par chromatographie 

d’exclusion est réalisée à l’aide d’une petite colonne de dessalage Zeba Desalt Spin (Thermo Scientific), 

l'anticorps biotinylé (de haut volume hydrodynamique, 150 kDa) étant séparé de la biotine libre (de plus 

petite taille, 454,5 Da) par force centrifuge (1000 g 2 minutes) dans un tampon phosphate de potassium 0,1 

M pH 7,4 avec chlorure de sodium 0,15 M. La concentration finale en anticorps biotinylés purifiés est 
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déterminée par spectrophotométrie à 280 nm et 320 nm en utilisant la loi de Beer-Lambert (Eq. 3.1). Les 

solutions d’anticorps préparés sont ensuite conservées à -20°C jusqu’à utilisation. 

 𝐶𝐴𝑛𝑡𝑖𝑐𝑜𝑟𝑝𝑠 𝑏𝑖𝑜𝑡 = 
𝐴𝑏𝑠280 − 𝐴𝑏𝑠320

ɛ𝑙
 (Eq. 3.1) 

Où la concentration est exprimée en mg.mL-1, ɛ est le coefficient d’extinction massique des anticorps 

(environ 1,4 mL.mg-1.cm-1) et l la longueur du trajet optique (ici 1 cm). 

3.2.2.4.2. Immobilisation des anticorps biotinylés en surface des billes 

Selon le protocole commercial (adapté également pour les billes Micromod 500 nm), après trois lavages 

sur aimant de 1 mg de billes dans du PBS, 20 µg d'anticorps biotinylés purifiés sont ajoutés. Le mélange est 

ensuite incubé sous agitation à température ambiante pendant 30 minutes.  Ensuite, les billes 

fonctionnalisées sont lavées quatre fois dans du PBS contenant 0,1 % de BSA (albumine de sérum bovin 

assurant la saturation des sites d’accrochage non spécifiques en surface des billes) et en utilisant un aimant 

externe pour éliminer les anticorps biotinylés non couplés. Les billes magnétiques sont ensuite conservées 

à 4°C à une concentration finale de 5 mg/mL (ou 4,25 × 109 billes/mL).  

3.2.2.5. Fonctionnalisation des billes magnétiques Carboxyl-Adembeads 200 nm 

(Ademtech) 

Bien que les billes Dynabeads MyOne aient été le plus souvent utilisées lors des différentes expériences, 

nous avons tenté de réaliser quelques essais avec des billes Carboxyl-Adembeads de 200 nm de diamètre. 

En effet, ces dernières billes, plus petites, labélisent certainement mieux magnétiquement nos objets 

biologiques, puisqu’il semble, en théorie, possible d’en recouvrir d’un plus grand nombre la surface des 

cellules NS1 (pourvu que le nombre d’antigènes ciblés par les anticorps ne soient pas limitants en surface 

des cellules). Par contre, comme nous l’avons évoqué précédemment, elles ont tendance à s’agréger 

fortement en présence de l’anticorps anti-CD138. 

D’autre part, les billes de plus petit diamètre sont surtout intéressantes pour la détection de bactéries 

(objets biologiques plus petits que les cellules NS1) que nous étudierons dans le chapitre 5 -. 

La fonctionnalisation de ces billes commerciales avec des anticorps monoclonaux a été réalisée 

conformément aux recommandations du fabricant. Brièvement, les billes commerciales en suspension à 3 

% massique sont prélevées et lavées deux fois en tampon d’activation 1X (fourni par Ademtech) au moyen 

d’un aimant externe afin d’obtenir une solution de billes à 1 % massique final. 80 µL d’une solution d’EDC 

préparée extemporanément à 4 mg/mL en tampon d’activation 1X sont ajoutés par mg de billes pour activer 

les groupes carboxyles de surface en ester actifs. Le mélange est incubé 10 minutes à 37°C sous agitation à 

150 RPM. Ensuite, 25 µg d’anticorps sont ajoutés par mg de billes. Une nouvelle incubation de 2 h à 37°C 

sous agitation à 150 RPM permet le couplage covalent des amines primaires des anticorps sur les groupes 

esters activés des billes. Ensuite, 200 µL de BSA à 0,5 mg/mL en tampon d’activation 1X sont ajoutés pour 

100 µL de billes fonctionnalisées. Le mélange est incubé une dernière fois 30 minutes à 37°C sous agitation 

à 150 RPM pour assurer la saturation des sites non spécifiques ou n’ayant pas réagi. Après 2 lavages des 

billes fonctionnalisées en tampon de stockage 1X (fourni par Ademtech) pour éliminer les anticorps non 

couplés, les billes magnétiques sont conservées en tampon de stockage à 4°C à une concentration finale de 

5 mg/mL (ou 5 × 1011 billes/mL).   
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3.3. Protocole expérimental 

3.3.1. Immunocapture des cellules NS1 

3.3.1.1. Avec les billes dynabeads MyOne 

Sachant qu'une cellule NS1 a un diamètre moyen de 6 µm, le calcul de l'occupation stérique 𝑁 =

4ᴨ𝑅𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒𝑠
2 /ᴨ𝑅𝑏𝑖𝑙𝑙𝑒𝑠

2  montre que, théoriquement, une cellule peut être marquée au maximum par environ 

150 billes de 1 µm de diamètre. Afin d'optimiser le marquage magnétique des cellules, il est nécessaire que 

les billes soient surnuméraires. Après différents essais, Manon Giraud [1] a déterminé que 1,5 × 107 billes 

convenaient parfaitement pour immunocapturer et labéliser magnétiquement une quantité maximale de 105 

cellules NS1 (excès minimum de billes d’un facteur 150 par rapport au nombre de cellules).  

Une fois les cellules NS1 et CHO dénombrées comme décrit précédemment (paragraphes 3.2.1.1 et 

3.2.1.2), 1,5 × 107 billes magnétiques fonctionnalisées sont ajoutées à chaque suspension cellulaire préparée 

de 1 mL (102 à 105 cellules/mL en milieu de culture).  

Un exemple de plan-type d’expérience est présenté dans le Tableau 3.2. Les contrôles négatifs sont 

systématiquement inclus à toute expérience. 

Selon les expériences, les concentrations des différents échantillons peuvent varier afin de déterminer 

plus finement la sensibilité de détection du test.  

Ensuite, tous les échantillons sont incubés sous agitation 2 heures afin que les billes magnétiques 

fonctionnalisées avec l'anticorps spécifique des cellules NS1 (anti-CD138) puissent immunocapturer 

correctement leur cible, les cellules NS1.  

Après les 2 heures d’immunocapture, un contrôle visuel des échantillons est effectué au microscope 

optique (grossissement 40X) pour vérifier la labélisation correcte des cellules par les billes magnétiques 

fonctionnalisées. 

L’agrégation des billes magnétiques est également appréciée. Une étude statistique a été réalisée sur des 

dizaines de photos prises au microscope et il a été montré, à l'aide des logiciels ImageJ et Paintshop pro, 

Tableau 3.2 - Exemple type d’un plan d’expérience incluant les échantillons tests et les témoins négatifs. 

Echantillons (1 mL) Types d’échantillon 

102 cellules NS1 + 1,5 × 107 billes magnétiques anti-CD138 

Echantillons tests 

103 cellules NS1 + 1,5 × 107 billes magnétiques anti-CD138 

104 cellules NS1 + 1,5 × 107 billes magnétiques anti-CD138 

105 cellules NS1 + 1,5 × 107 billes magnétiques anti-CD138 

105 cellules CHO + 1,5 × 107 billes magnétiques anti-CD138 

Contrôles négatifs 

1,5 × 107 billes magnétiques anti-CD138 
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que les cellules NS1 sont marquées en moyenne par 50 billes, avec une distribution entre 20 et 80 billes. 

Environ 7% des cellules ne sont pas marquées et 98 % des cellules marquées le sont avec plus de 7 billes 

(Fig. 3.2). 

3.3.1.2. Avec les billes Micromod 500 nm 

Bien que les billes Dynabeads MyOne soient les plus utilisées pour la détection GMR des cellules NS1 

car la labélisation des cellules est très efficace et l’état d’agrégation plutôt faible, quelques expériences ont 

été réalisées avec des billes de plus petite taille. Théoriquement, le nombre de billes  𝑁 =

4ᴨ𝑅𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒𝑠
2 /ᴨ𝑅𝑏𝑖𝑙𝑙𝑒𝑠

2   labelisant les objets biologiques devrait être plus grand et l’écart entre ce nombre N 

et le nombre de billes constituant les agrégats devrait augmenter, permettant d’améliorer encore la 

distinction entre les signaux spécifiques et les faux positifs. 

Les billes Micromod 500 nm ont donc été testées. Sachant qu'une cellule NS1 a un diamètre moyen de 

6 µm, le calcul de l'occupation stérique 𝑁 = 4ᴨ𝑅𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒𝑠
2 /ᴨ𝑅𝑏𝑖𝑙𝑙𝑒𝑠

2  montre que, théoriquement, une cellule 

peut être marquée au maximum par environ 600 billes de 500 nm de diamètre. Afin d'optimiser le marquage 

magnétique des cellules, il est nécessaire que les billes soient surnuméraires. Après différents essais, Manon 

Giraud [1] a déterminé que 108 billes convenaient parfaitement pour immunocapturer et labéliser 

magnétiquement une quantité maximale de 105 cellules NS1 avec des billes Micromod 500 nm. 

Ensuite, tous les échantillons sont incubés sous agitation 2 heures afin que les billes magnétiques 

fonctionnalisées avec l'anticorps spécifique des cellules NS1 (anti-CD138) puissent immunocapturer 

correctement leur cible, les cellules NS1.  

Fig. 3.2 - Illustrations photographiques (microscope optique) d’échantillons positifs et de contrôles négatifs avec des 

billes Dynabeads MyOne fonctionnalisées 

1,5 × 107 billes magnétiques Dynabeads MyOne fonctionnalisées avec l’anticorps anti-CD138 ont été mises en contact 

pendant 2 h à 20°C sous agitation avec a) 105 cellules NS1 dans un volume final de 1 mL, b) 104 cellules NS1 dans un 

volume final de 1 mL, c) 103 cellules NS1 dans un volume final de 1 mL, d) 105 cellules CHO dans un volume final de 1 

mL ou e) en absence de cellules (billes magnétiques seules dans 1 mL de milieu de culture). 
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Après ces 2 heures d’immunocapture, un contrôle visuel des échantillons est effectué au microscope 

optique (grossissement 40X) pour vérifier d’une part si la labélisation des cellules par les billes magnétiques 

fonctionnalisées est correcte, et d’autre part pour estimer l’agrégation des billes magnétiques. Une étude 

statistique a été réalisée sur des dizaines de photos prises au microscope et il a été montré, à l'aide des 

logiciels ImageJ et Paintshop pro, que les cellules NS1 sont marquées en moyenne par 30 billes, avec une 

distribution entre 10 et 80 billes. Sachant qu’environ 5 % des cellules ne sont pas marquées (Fig. 3.3). 

La labélisation avec ces billes n’est donc pas à la hauteur des prédictions théoriques. Le moment 

magnétique étant plus faible que celui des Dynabeads 1 µm (Tableau 3.1), et le nombre de billes 

fonctionnalisées à la surface des cibles NS1 n’étant pas plus important, le signal détecté sera plus faible.  

3.3.1.3. Aves les billes Adembeads 200 nm 

L’utilisation de billes comme les Adembeads de diamètre 200 nm pourraient présenter un grand intérêt 

dans le cadre de notre projet, en particulier pour étudier des objets biologiques plus petits comme les 

bactéries (taille moyenne autour de 1 µm contre environ 5 à 8 µm pour les cellules NS1). Les billes 

Adembeads de 200 nm de diamètre pourraient convenir par leurs propriétés magnétiques mais elles 

s’agrègent considérablement une fois fonctionnalisées par l’anticorps anti-CD138.  

Sachant qu'une cellule NS1 a un diamètre moyen de 6 µm, le calcul de l'occupation stérique 𝑁 =

4ᴨ𝑅𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒𝑠
2 /ᴨ𝑅𝑏𝑖𝑙𝑙𝑒𝑠

2  montre que, théoriquement, une cellule peut être marquée au maximum par environ 

3600 billes de 200 nm de diamètre. Afin d'optimiser le marquage magnétique des cellules, il est nécessaire 

que les billes soient surnuméraires. Après différents essais, Manon Giraud [1] a déterminé que 109 billes 

convenaient parfaitement pour immunocapturer et labéliser magnétiquement une quantité maximale de 105 

cellules NS1. 

Fig. 3.3 - Illustrations photographiques (microscope optique) d’échantillons positifs et de contrôles négatifs avec des 

billes Micromod 500 nm fonctionnalisées 

108 billes magnétiques Micromod 500 nm fonctionnalisées avec l’anticorps anti-CD138 ont été mises en contact pendant 

2 h à 20°C sous agitation avec a) 105 cellules NS1 dans un volume final de 1 mL, b) 104 cellules NS1 dans un volume 

final de 1 mL, c) 103 cellules NS1 dans un volume final de 1 mL,  d)  105 cellules CHO dans un volume final de 1 mL ou  

e) en absence de cellules (billes magnétiques seules dans 1 mL de milieu de culture). 
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Après les 2 heures d’immunocapture, un contrôle visuel des échantillons est effectué au microscope 

optique (grossissement 40X) pour vérifier la labélisation correcte des cellules par les billes magnétiques 

fonctionnalisées. L’agrégation des billes magnétiques est également appréciée. Une étude statistique n’a pu 

être réalisée au vu de l’importance des agrégats et l’impossibilité de vérifier si les cellules sont réellement 

labélisées ou si les agrégats les recouvrent uniquement sans immunocapture. De plus, les expériences sur 

les cellules CHO n’ont pas été réalisées du fait de la non spécificité de ce type de billes (Fig. 3.4). 

3.3.2. Mise en place de l’expérience  

Une fois les échantillons préparés au LERI, l’expérience a lieu au LNO. Pour la mise au point de ce 

prototype de test de diagnostic, les expériences sont réalisées dans une chambre bas bruit [3]. Dans l’optique 

de rendre notre dispositif entièrement transportable, les expériences devront être réalisées en dehors de cette 

chambre en utilisant par exemple un capteur de référence en dehors du canal microfluidique [4] [5]. 

Les échantillons sont placés sur une roue en attendant leur passage dans la biopuce, afin d’éviter la 

création d’agrégats ainsi que la sédimentation des cellules.  

Lorsque la biopuce est placée sur son support, dans l'aimant permanent du montage, il est nécessaire de 

recalibrer la sensibilité avant le début de l'expérience pour atteindre une sensibilité identique sur les deux 

capteurs. En effet, avoir la même sensibilité sur les deux capteurs facilitera l'analyse ultérieure des signaux 

mesurés. Ces signaux émis pour un même objet magnétique par le capteur du haut et celui du bas sont 

appelés « coïncidences ». 

La position optimale est trouvée en appliquant un champ magnétique alternatif et en déplaçant la puce à 

l'aide de trois vis micrométriques placées sur le porte-échantillon jusqu'à ce que l'optimum soit trouvé. 

L'optimum est atteint lorsque la tension de sortie crête à crête la plus élevée Vpp est atteinte sans l'apparition 

de RTN, en effet la position où la sensibilité est maximale est aussi celle où le RTN est le plus présent. A 

partir de cette position optimale, le calcul de la sensibilité [6] [7] s’effectue à l’aide de l’équation (Eq. 3.2):  

 𝑆 =  
𝑉𝑃𝑃  × 100

𝐻𝑎𝑝𝑝𝑙𝑖𝑞𝑢é  × 𝑉0  × 𝐺
 (Eq. 3.2) 

Où G =8600 est le gain d'amplification et V0 = 1 V (tension d’alimentation des capteurs) 

Happliqué est généré par des bobines de Helmholtz de 5 cm de rayon, positionnées de part et d'autre de 

l'aimant permanent, et alimentées par un courant sinusoïdal (100 mA - 1000 Hz). Happliqué a été mesuré à 

Fig. 3.4 - Illustrations photographiques (microscope optique) d’échantillons positifs et de contrôles négatifs avec des 

billes Adembeads 200 nm fonctionnalisées 

109 billes magnétiques Adembeads 200 nm fonctionnalisées avec l’anticorps anti-CD138 ont été mises en contact 

pendant 2 h à 20°C sous agitation avec a) 105 cellules NS1 dans un volume final de 1 mL, b) 104 cellules NS1 dans un 

volume final de 1 mL, ou c) en absence de cellules (billes magnétiques seules dans 1 mL de milieu de culture). 
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l'aide d'une bobine de détection dont le support a été imprimé en 3D avec un rayon de 1,7 cm et constitué 

de 3003 tours de fil (Eq. 3.3). L'amplitude du champ varie en fonction de la fréquence en raison de l'aimant 

permanent qui entoure la puce. 

 𝐵𝑝𝑝 =
𝑈𝑃𝑃

2 × 𝜋2 × 𝑓 × 𝑁 × 𝑅2
 (Eq. 3.3) 

Après mesure, Happliqué est de 0,184 G.  

Une fois la calibration effectuée, le champ magnétique de calibration est désactivé et avant d'injecter 

l'échantillon, un blanc de 20 secondes est enregistré pour déterminer le bruit expérimental. Il est typiquement 

de 40 mV crête à crête en moyenne à la sortie après une amplification de 8600 (4,6 µV par rapport au bruit 

d'entrée). 

La limite de détection des signaux est définie comme le champ H induisant un rapport signal/bruit (SNR) 

de 1. Elle a été estimée à 290 nT (paragraphe 1.4.6.5). 

Dans la plupart des expériences réalisées durant cette thèse, sur le volume disponible d’échantillon de 1 

mL, 200 µL sont introduits dans le canal microfluidique. Plus récemment, lors des dernières expériences 

réalisées, l’intégralité du volume d’échantillon disponible (1 mL) a été analysé afin de détecter l’ensemble 

des objets biologiques présents pour une sensibilité optimale. Un flux d'azote est utilisé pour pousser les 

échantillons dans le canal microfluidique à une pression de 345 mbar et les échantillons circulent à une 

vitesse moyenne de 20 cm/s. En général, les premiers échantillons analysés sont les échantillons tests 

(attendus positifs) passés en concentration croissante, pour terminer par les contrôles négatifs. L’inverse est 

également possible et cela démontre que l’ordre de passage n’influe pas sur les expériences. 

Après le passage de chaque échantillon dans le canal, au moins 200 µL de milieu de culture sont 

introduits afin de récupérer les quelques signaux des cellules éventuellement encore présentes dans les 

tubulures.  

L'acquisition des données se fait grâce à une carte d'acquisition (Data Translation) interfacée par un 

programme réalisé en Pascal (sous Lazarus). Ce programme acquiert les données par paquets de 6000 sous 

forme de caractères puis les enregistre dans un fichier.  La fréquence d'acquisition a été fixée à 200 kHz, 

elle doit être adaptée à la vitesse des échantillons dans le canal afin d'avoir un nombre minimum de points 

enregistrés par signal, garantissant une reconstruction sans distorsion des pics. 

Une fois l'expérience terminée, les signaux magnétiques obtenus pour chaque échantillon sont analysés 

avec le programme Python décrit dans le paragraphe 2.5. 

3.4. Optimisation de la préparation des échantillons biologiques 

magnétiquement marqués  

Pour gagner en sensibilité de détection avec la biopuce GMR à deux étages, il est important de rechercher 

les conditions optimales permettant la plus grande distinction possible entre le nombre de billes magnétiques 

fixées à la surface des objets biologiques cibles à détecter et le nombre de billes contenu dans les agrégats 

de billes excédentaires (l’idéal absolu étant une suspension de billes parfaitement colloïdale, non agrégée). 

Il est pour cela possible de jouer sur plusieurs paramètres qui ont fait l’objet de recherche d’optimisation 

durant ces trois années de thèse (Tableau 3.3) : 
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• Assurer une immunocapture optimale (choix des billes (paragraphe 3.2.2.1), durée, nature des 

anticorps utilisés, quantité de billes, etc.) pour une labélisation magnétique des objets 

biologiques la plus marquée possible. 

• Limiter au maximum l’état d’agrégation des billes magnétiques. 

3.4.1. Immunocapture des objets biologiques  

Afin de visualiser ou d’améliorer la labélisation des objets biologiques par les billes magnétiques 

fonctionnalisées, plusieurs tests ont été réalisés (Tableau 3.3).  

Tableau 3.3 - Liste des différents paramètres optimisés pour améliorer la labélisation magnétique des objets biologiques 

et/ou diminuer l’état d’agrégation des billes magnétiques 

PARAMETRES ESSAIS CONCLUSION 

LABELISATION 

MAGNETIQUES DES 

CELLULES 

• Vérification de la labélisation des cellules 

NS1 par les billes Dynabeads MyOne au 

MEB « environnemental » 

• Labélisation des cellules NS1 par les billes 

Dynabeads MyOne dans différents milieux 

biologiques 

• Labélisation des cellules NS1 par des billes 

Dynabeads MyOne fonctionnalisées avec 

différents anticorps spécifiques et contrôle 

de l’état d’agrégation de ces billes 

fonctionnalisées 

• Labélisation des cellules NS1 avec 

différentes quantités de billes Dynabeads 

MyOne fonctionnalisées 

Concluant 

 

Possible 

 

Aucune amélioration 

Amélioration 

possible 

 

AGREGATION DES 

BILLES 

MAGNETIQUES 

FONCTIONNALISEES  

• Sonication des billes Dynabeads MyOne et 

Adembeads 

• Fonctionnalisation des billes au moyen de 

fragments F(ab’)2 

• Fabrication de nouvelles billes plus petites 

et avec une forte stabilité colloïdale (billes 

LITEN) 

Aucune amélioration 

 

 

Echec de la 

production des 

F(ab’)2 

 

En cours 
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3.4.1.1. Vérification de la labélisation des cellules NS1 par les billes Dynabeads 

MyOne par Microscopie Electronique à Balayage Environnemental (MEBE) 

Afin de vérifier et quantifier plus finement que par microscopie optique (Fig. 3.2), la labélisation des 

cellules NS1 par les billes Dynabeads MyOne, des observations au microscope à balayage électronique 

(MEB) (Fig. 3.5) ont été réalisées chez le groupe Zweiss à Cergy Pontoise.  

Pour visualiser la surface d’un échantillon sur un MEB conventionnel, capable de produire des images 

de haute résolution par interaction électron-matière, il est nécessaire de préparer l’échantillon en le 

déshydratant et en le rendant conducteur par une fine couche métallique déposée à sa surface. Pour des 

cellules composées à 85 % d’eau, cela en devient compliqué. En effet, elles explosent durant le processus 

de séchage. C’est pourquoi, nous avons utilisé un MEB dit « environnemental » [8] qui permet d’étudier les 

objets biologiques sans aucune préparation des échantillons. Il peut fonctionner à des pressions élevées, 

réguler la température grâce à une platine Peltier permettant d’étudier directement des échantillons hydratés 

et de former des images à basse tension pour visualiser des échantillons non conducteurs sans étape de 

métallisation préalable.  

Grâce à cette technique, les cellules NS1 labélisées par les billes magnétiques Dynabeads MyOne 

fonctionnalisées par l’anticorps anti-CD138 ont pu être observées. Comme l’illustre la Fig. 3.5, les cellules 

Fig. 3.5 - Observation au microscope électronique à balayage environnemental (MEBE) de cellules NS1 labélisées par des 

billes Dynabeads MyOne fonctionnalisées 

En moyenne, plus de 50 billes magnétiques Dynabeads MyOne fonctionnalisées par l’anticorps anti-CD138 sont fixées à la 

surface de chaque cellule. Les photos a),b) et d) représentent une ou deux cellules si on tient compte de l’échelle, tandis que 

la photo c) représente un cluster de plusieurs cellules. 
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sont labélisées par plus de 50 billes en moyenne (une seule face de la cellule étant visible sur les 

photographies).  

3.4.1.2. Labélisation des cellules NS1 par les billes Dynabeads MyOne dans différents 

milieux biologiques et durée/température d’immunocapture  

3.4.1.2.1. PBS, PBS+BSA+EDTA et milieu de culture 

La preuve de concept et l’évaluation des performances du premier prototype de biopuce à capteur GMR 

à un étage a été réalisé dans un milieu très simple : du PBS, autrement dit un tampon à pH physiologique 

contenant ions et sels [1] [9].  Avec le développement de la deuxième version améliorée de la biopuce que 

nous avons appelée « capteur deux étages » (du fait de la double détection des objets magnétiques par les 

capteurs GMR répartis au-dessus et en dessous du canal microfluidique), nous avons souhaité évaluer les 

performances de ce nouveau dispositif à visée « diagnostic » dans un milieu plus complexe et plus 

représentatif des échantillons cliniques, qui sont la cible finale visée. Nous avons donc progressivement 

complexifié le milieu d’étude, depuis le PBS, à du PBS complémenté en protéine (0,5 % BSA) et 2 mM 

d’EDTA (acide éthylène-Diamine-tétra-Acétique, connu pour limiter les clusters de cellules), jusqu’à du 

milieu de culture (milieu physiologique, contenant ions et sels, mais aussi très riche en acides aminés, 

protéines diverses, nutriments et, surtout, contenant 15 % de sérum de veau fœtal). 

Deux températures d’immunocapture ont également été testées (4°C et 20°C) ainsi que différentes durées 

(30 minutes, 1 heure et 2 heures).  

Les échantillons obtenus après une heure d’immunocapture à 4°C et 20°C ont également été mis en 

attente pendant 3h45 à température ambiante (durée maximale d’attente des échantillons entre 

l’immunocapture réalisée au LERI et l’analyse sur la biopuce GMR au LNO) afin de voir si la labélisation 

est modifiée. 

Ces essais ont été réalisés avec 105 cellules NS1/mL en présence de 1,5 × 107 billes/mL Dynabeads 

MyOne fonctionnalisées par l’anticorps anti-CD138. 

Le nombre moyen de billes magnétiques par cellules (pour chaque temps de cinétique et température 

d’immunocapture) a été déterminé par analyse des photos prises au microscope, à l’aide des logiciels ImageJ 

et PaintShop pro, et est présenté sur la Fig. 3.6.  

On peut constater que, dans tous les milieux et pour les deux températures, une immunocapture de 30 

minutes semble insuffisante et ne permet pas une labélisation optimale des cellules NS1. Cette labélisation 

semble atteindre un début de saturation à partir de 1 h, avec une sensible amélioration pour 2 h 

d’immunocapture. C’est pour cette raison que cette durée d’immunocapture a été choisie, toutefois sans 

nécessairement trop de perte si elle était raccourcie à 1 h (à l’exception du PBS à 20°C, arctéfact ?). Nous 

avons opté pour une immunocapture réalisée à température ambiante plutôt qu’à 4°C car plus simple à 

mettre en œuvre (pour un objectif au chevet du patient) et avec des résultats de labélisation sensiblement 

comparables. Enfin, nous pouvons remarquer qu’à l’exception du PBS à 20°C (arctéfact ?), le PBS et le 

milieu de culture permettent d’assurer de bonnes labélisations des cellules NS1 : la complexification du 

milieu ne semble pas être, pour l’instant, un frein majeur. La labélisation des cellules NS1 est moins bonne 

dans le milieu PBS+BSA+EDTA sans aucune explication possible. La très grande majorité des expériences 

menées au cours de ces trois années de thèse ont donc été réalisées en milieu de culture, bien plus 

représentatif que le PBS et des échantillons cliniques que cible cette biopuce à visée diagnostic. 

 

https://www.aquaportail.com/definition-473-acide.html
https://www.aquaportail.com/definition-11720-ethylene.html
https://www.aquaportail.com/definition-7670-tetra.html
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3.4.1.2.2. Sérum de veau fœtal et plasma de lapin 

Des essais en matrices complexes ont également été réalisés, notamment en sérum de veau fœtal 

décomplémenté et en plasma de lapin pur avec des immunocapture de 2 h à 20°C.  Cependant, malgré une 

bonne labélisation, l’état d’agrégation des billes magnétiques fonctionnalisées n’est pas si satisfaisant 

comme observé sur la Fig. 3.7 Il constitue le verrou principal de ces travaux et fait l’objet de recherche 

d’améliorations et d’optimisation (paragraphe 3.4.2.3). 

Fig. 3.7 - Labélisation des cellules NS1 dans du serum de veau foetal décomplémenté et dans du plasma de lapin 

pur 

 Labélisation de 103 cellules NS1 dans un volume de 1 mL après immunocapture de 2 h à 20°C par 1,5 × 107 

billes magnétiques Dynabeads MyOne fonctionnalisées par l’anticorps anti-CD138 a) dans du sérum de veau 

foetal décomplémenté ou b) dans du plasma de lapin pur. 

Fig. 3.6 - Effet de la température, de la durée d’immunocapture et de la complexification du milieu sur la labélisation 

des cellules NS1 par les billes magnétiques 

Immunocapture de 105 cellules NS1 dans un volume final de 1 mL au moyen de 1,5 × 107 billes magnétiques Dynabeads 

MyOne fonctionnalisées avec l’anticorps anti-CD138 : cinétique de 30 minutes, 1 h ou 2 h, à 4°C ou à 20°C, dans trois 

milieux différents : PBS, PBS + 0,5 % BSA + 2mM EDTA ou milieu de culture de cellules NS1 (composition dans le 

paragraphe 3.3.1.1)  
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3.4.1.3. Choix des anticorps : labélisation et agrégation des billes Dynabeads MyOne 

fonctionnalisées avec différents anticorps anti-NS1 

Les cellules ont à leur surface plusieurs marqueurs antigéniques différents, chacun d’entre eux pouvant 

être reconnu par des anticorps spécifiques. Nous avons donc souhaité évaluer les performances de différents 

anticorps spécifiques greffés en surface des billes pour immunocapturer les cellules NS1 dans le double 

objectif 1) d’améliorer leur labélisation magnétique (et donc la sensibilité de détection) et 2) de tenter de 

réduire le phénomène d’agrégation des billes magnétiques fonctionnalisées, principal facteur limitant pour 

la sensibilité et la spécificité de détection. Ces différents anticorps sont les suivants et ont été choisis sur la 

base de résultats de données d’expression de leur antigène à la surface des cellules NS1 [10] [11] :  

• L’anticorps monoclonal de rat anti-CD138 murin utilisé jusqu’à présent, en témoin et pour 

comparaison. Le récepteur CD138, qui joue probablement un rôle dans les fonctions cellulaires, 

comme la prolifération, la mort programmée des cellules, la matrice cellulaire et l'adhésion entre 

les cellules, est décrit comme très fortement exprimé à la surface des cellules NS1 [11]. 

• L’anticorps monoclonal de rat anti-CD38 murin (clone 90), commercialement vendu par 

Invitrogen (référence 13-0381-85, sous une forme biotinylée et purifiée). Le récepteur CD38, 

qui est une glycoprotéine membranaire jouant un rôle dans la régulation de la migration et de 

l'adhérence des cellules, avec des fonctions de signalisation, est décrit comme moyennement 

bien exprimé à la surface des cellules NS1 [11]. 

• L’anticorps monoclonal de rat anti-CD184 murin (CXCR4) (clone 2B11), commercialement 

vendu par Invitrogen (référence 13-9991-82, sous une forme biotinylée et purifiée). Le marqueur 

CD184 est un récepteur transmembranaire à chimiokines, décrit comme faiblement exprimé à la 

surface des cellules NS1 [11]. 

• L’anticorps monoclonal de souris anti-CMHI (H-2Kd/H-2Dd) murin (clone 34-1-2S), 

commercialement vendu par Invitrogen (référence 13-5998-85, sous une forme biotinylée et 

purifiée). H-2Kd et H-2Dd sont des protéines du complexe majeur d’histocompatibilité de type I 

et ont été démontrées comme exprimées à la surface des cellules NS1 [10]. 

Les anticorps biotinylés sont couplés aux billes magnétiques Dynabeads MyOne Streptavidin T1 comme 

détaillé précédemment dans le paragraphe 3.2.2.4. 1,5 × 107 billes magnétiques couplées aux différents 

anticorps sont ensuite ajoutées respectivement à 105 cellules NS1 dans 1 mL final de milieu de culture (pour 

test spécifique), à 105 cellules CHO dans 1 mL final de milieu de culture (pour contrôle négatif), ou enfin à 

1 mL de milieu de culture (sans cellule) pour le contrôle d’agrégation des billes.  

Ensuite tous les échantillons sont incubés sous agitation 2 h afin que les billes magnétiques 

fonctionnalisées avec les différents anticorps puissent immunocapturer leurs cibles, les cellules NS1. 

Nous avons testé individuellement les billes fonctionnalisées par chacun des quatre anticorps spécifiques, 

puis nous avons évalué les performances du mélange des 4 types de billes magnétiques fonctionnalisées.  

Après les 2 h d’immunocapture, une vérification visuelle de la labélisation des échantillons est effectuée 

avec un microscope optique, grossissement 40X. Le marquage des cellules NS1 avec des billes magnétiques 

fonctionnalisées avec les différents anticorps spécifiques est ainsi contrôlé au même titre que l’agrégation 

des billes magnétiques.  
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3.4.1.3.1. Anticorps anti-CD38 

Contre toute attente, les anticorps anti-CD38 (attention, à ne pas confondre avec les anticorps anti-CD138 

utilisés en routine au cours de ces trois années de thèse) ne semblent pas reconnaitre les cellules NS1, 

puisqu’aucune labélisation n’est visible (Fig. 3.8a) contrairement aux résultats obtenus en cytométrie en 

flux par l’équipe de Rosa et al. [10]. Ces résultats sont toutefois concordants avec ceux d’Oliver et al. [11] 

montrant que le récepteur CD38 est sous-régulé dans les cellules plasmatiques murines, dont font partie les 

cellules NS1 (qui sont issues de lymphocytes B). D’autre part, de gros agrégats de billes sont visibles (Fig. 

3.8c) et semblent plus conséquents que ceux présents avec les billes magnétiques fonctionnalisées avec 

l’anticorps anti-CD138 (Fig. 3.2e). La Fig. 3.8 illustre parfaitement cette conclusion. 

3.4.1.3.2. Anticorps anti-CD184 

Les anticorps anti-CD184 reconnaissent faiblement les cellules NS1, puisque la labélisation est faible 

voire inexistante, (Fig. 3.9a) conformément aux résultats obtenus par Rosa et al. [10]. D’autre part, les 

agrégats de billes semblent de taille similaire à ceux présents avec les billes fonctionnalisées par l’anticorps 

anti-CD138 (Fig. 3.9c). La Fig. 3.9 expose parfaitement ces résultats. 

Fig. 3.9 - Illustrations photographiques (microscope optique) d’échantillons biologiques en présence de billes 

fonctionnalisées avec l’anticorps anti-CD184 

1,5 × 107 billes magnétiques Dynabeads MyOne fonctionnalisées avec l’anticorps anti-CD184 ont été mises en contact 

pendant 2 h à 20°C sous agitation avec a) 105 cellules NS1 dans un volume final de 1 mL, b) 105 cellules CHO dans un 

volume final de 1 mL, ou  c) en absence de cellules (billes magnétiques seules dans 1 mL de milieu de culture). 

Fig. 3.8 - Illustrations photographiques (microscope optique) d’échantillons biologiques en présence de billes 

fonctionnalisées avec l’anticorps anti-CD38 

1,5 × 107 billes magnétiques Dynabeads MyOne fonctionnalisées avec l’anticorps anti-CD38 ont été mises en contact 

pendant 2 h à 20°C sous agitation avec a) 105 cellules NS1 dans un volume final de 1 mL, b) 105 cellules CHO dans un 

volume final de 1 mL, ou  c) en absence de cellules (billes magnétiques seules dans 1 mL de milieu de culture). 
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3.4.1.3.3. Anticorps anti-H-2Kd/H-2Dd 

Les anticorps anti-H-2Kd/H-2Dd reconnaissent faiblement les cellules NS1, puisqu’on observe quelques 

cellules labélisées (Fig. 3.10a), légèrement plus que pour l’anticorps anti-CD184 (Fig. 3.9a) mais cette 

labélisation est loin d’être suffisante. De plus, les agrégats semblent de taille plus importante comparé à 

ceux des billes fonctionnalisées avec l’anticorps anti-CD138 (Fig. 3.10c). 

3.4.1.3.4. Mélange des quatre anticorps spécifiques aux cellules NS1 

Enfin, nous avons évalué les performances du mélange des quatre types de billes magnétiques 

fonctionnalisées par chacun des quatre anticorps (anti-CD138, anti-CD38, anti-CD184 et anti-H-2Kd/H-

2Dd), dans l’objectif d’accroitre la labélisation des cellules NS1 et donc la sensibilité de détection. 

La labélisation est bien meilleure qu’avec les billes fonctionnalisées par chacun des anticorps anti-CD38, 

anti-CD184 et anti-H-2Kd/H-2Dd mais semble identique à la labélisation avec les anticorps anti-CD138 

greffés seuls aux billes. L’intérêt du mélange semble donc limité, d’autant plus que les agrégats de billes 

sont assez conséquents pour les deux contrôles négatifs avec 105 CHO/mL et les billes magnétiques seules 

couplées aux quatre différents anticorps (Fig. 3.11b) et (Fig. 3.11c). On peut noter que les agrégats de billes 

résiduels présents dans le milieu sont de tailles raisonnables pour le test spécifique avec 105 NS1/mL (Fig. 

Fig. 3.10 - Illustrations photographiques (microscope optique) d’échantillons biologiques en présence de billes 

fonctionnalisées avec l’anticorps anti-H-2Kd/H-2Dd 

1,5 × 107 billes magnétiques Dynabeads MyOne fonctionnalisées avec l’anticorps anti-H-2Kd/H-2Dd ont été mises en 

contact pendant 2 h à 20°C sous agitation avec a) 105 cellules NS1 dans un volume final de 1 mL, b) 105 cellules CHO 

dans un volume final de 1 mL, ou  c) en absence de cellules (billes magnétiques seules dans 1 mL de milieu de culture). 

Fig. 3.11 - Illustrations photographiques (microscope optique) d’échantillons biologiques en présence d’un mélange de 

billes fonctionnalisées par les anticorps anti-CD138, anti-CD38, anti-CD184 et anti-H-2Kd/H-2Dd 

1,5 × 107 billes magnétiques Dynabeads MyOne totales, constituées de 3,75 × 106 billes fonctionnalisées avec l’anticorps 

anti-CD138, 3,75 × 106 billes fonctionnalisées avec l’anticorps anti-CD38, 3,75 × 106 billes fonctionnalisées avec 

l’anticorps anti-CD184 et 3,75 × 106 billes fonctionnalisées avec l’anticorps anti- H-2Kd/H-2Dd ont été mises en contact 

pendant 2 h à 20°C sous agitation avec a) 105 cellules NS1 dans un volume final de 1 mL, b) 105 cellules CHO dans un 

volume final de 1 mL, ou  c) en absence de cellules (billes magnétiques seules dans 1 mL de milieu de culture. 
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3.11a), ce qui suggère une immunocapture préférentiellement réalisées par les agrégats de grosses tailles 

que par les billes isolées.  

En conclusion, la labélisation est tout à fait honorable pour un mélange de billes fonctionnalisées par 

quatre anticorps différents spécifiques des cellules NS1, mais elle ne semble pas meilleure que pour les 

billes magnétiques fonctionnalisées avec l’anticorps anti-CD138 seul (cela resterait toutefois à confirmer 

plus précisément par exemple par microscopie MEBE comme décrit dans le paragraphe 3.4.1.1). De plus, 

l’agrégation semble plus importante avec ce mélange de billes pour les contrôles négatifs. Ainsi, il est 

préférable de continuer les expériences avec des billes fonctionnalisées uniquement avec l’anticorps anti-

CD138 qui donne de meilleurs résultats et présente l’avantage de demander moins de préparation comme 

souhaité lors du développement d’un test de diagnostic facile d’utilisation. 

3.4.1.4. Détermination de la concentration optimale en billes Dynabeads MyOne pour 

l’immunocapture des cellules NS1 

Fig. 3.12 - Labélisation de cellules NS1 avec différentes concentrations de billes magnétiques Dynabeads fonctionnalisées 

Une suspension de 103 cellules NS1/mL en milieu de culture a été incubée pendant 2 h à 20°C sous agitation avec a) 1,5 

× 107 billes/mL, b) 7,5 × 106 billes/mL, c) 3 × 106 billes/mL ou d) 1,5 × 106 billes/mL pour des Dynabeads MyOne 

fonctionnalisées par l’anticorps anti-CD138. Au terme de ces 2 h d’immunocapture, des clichés photographiques ont été 

pris sous microscope optique (grossissement 40X) pour 100 µL de chacune des suspensions après 15 minutes de 

sédimentation. Les différents clichés présentés par concentration de billes sont issus d’expériences indépendantes, 

réalisées des jours différents. 



 Chapitre 3 - Mise au point des conditions expérimentales 
_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

 

 

    
Page 112 

    

    

Au cours de ses travaux de thèse [1], Manon Giraud avait déterminé que la concentration appropriée en 

billes Dynabeads MyOne était de 1,5 × 107 billes/mL pour assurer une immunocapture optimale de cellules 

NS1, tout en limitant l’agrégation, et ceci pour une gamme de concentration relativement élevée en NS1, 

i.e. de 103 à 105 cellules/mL en PBS.  

Or, avec le développement du prototype de la deuxième biopuce GMR à deux étages qui permet une 

détection plus sensible, il est important de ré-évaluer la concentration de billes magnétiques à utiliser pour 

obtenir la meilleure immunocapture possible tout en limitant l’agrégation, sur une gamme de concentration 

plus faible en cellules NS1qui est, de plus, réalisée dans une nouvelle solution (milieu de culture). 

Nous avons donc réalisé des essais avec différentes concentrations de billes magnétiques 

fonctionnalisées par l’anticorps anti-CD138 en présence de 103 NS1/mL dans du milieu de culture, comme 

illustré sur la Fig. 3.12. 

 Les expériences avec différentes concentrations de billes magnétiques Dynabeads MyOne 

fonctionnalisées montrent que la labélisation reste optimale pour 1,5 × 107 billes/mL (Fig. 3.12a). Toutefois, 

avec une concentration deux fois plus faible (7,5 × 106 billes/mL) (Fig. 3.12b), la labélisation semble 

moindre mais correcte, avec des agrégats sensiblement moins nombreux et de plus petite taille (cela resterait 

toutefois à confirmer plus précisément par exemple par microscopie MEBE comme décrit dans le 

paragraphe 3.4.1.1). En revanche, en utilisant une concentration de 3 × 106 billes/mL, la labélisation est 

trop faible (Fig. 3.12c), et avec 1,5 × 106 billes/mL, elle semble quasi-inexistante (Fig. 3.12d).  

En conclusion, pour les expériences suivantes réalisées tout au long de la thèse, nous avons choisi 

d’utiliser une concentration de billes Dynabeads MyOne fonctionnalisées à 1,5 × 107 billes/mL, 

correspondant à 23 µg/mL de billes, en misant sur la capacité de la biopuce GMR à deux étages à distinguer 

les billes et petits agrégats des cellules NS1 magnétiquement marquées.  Il pourrait être toutefois intéressant 

d’évaluer ultérieurement et comparer plus précisément l’effet de l’utilisation d’une concentration de billes 

deux fois plus faible sur le ratio signal/bruit (signaux spécifiques des cellules NS1 magnétiquement 

marquées enregistrés par le capteur GMR par rapport aux signaux non spécifiques dus aux gros agrégats de 

billes).  

3.4.2. Réduction de l’état d’agrégation des billes magnétiques  

Afin de limiter le nombre de faux positifs détectés par la biopuce GMR dus aux agrégats de billes 

magnétiques de grosses tailles, différents protocoles ont été évalués et comparés pour réduire au maximum 

l’agrégation des billes. 

3.4.2.1. Sonication des billes magnétiques Dynabeads MyOne et Adembeads 

Au cours de ses travaux de thèse [1], Manon Giraud a pu évaluer différentes méthodes physiques 

(sonication, vortex, filtration) et/ou chimiques (utilisation de différents détergents) pour tenter de dissocier 

les agrégats de billes Dynabeads tosylactivées fonctionnalisées (diamètre de 2,8 µm) une fois ceux-ci 

formés. Aucun traitement efficace n’a pu être trouvé, hormis l’utilisation combinée de sonication/vortex et 

détergents (SDS ou Tween20) mais l’utilisation de ces derniers, même en très faible concentration (0,01 %), 

induit 100 % de mort cellulaire après immunocapture, rendant leur recours complexe voire impossible. 
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Nous avons envisagé, au cours de cette thèse, une autre alternative : celle de limiter la formation des 

agrégats eux-mêmes, par des cycles de sonication (dans un bain à ultrasons) réalisés précocement lors de la 

fonctionnalisation des billes (et juste avant utilisation), et aussi étudier la cinétique de l’état d’agrégation 

pour voir s’il existe une fenêtre d’utilisation des billes plus favorable. En effet, les billes magnétiques, sous 

leur forme commerciale et dans leur tampon de conservation, sont déjà agrégées (Fig. 3.13). Et la 

fonctionnalisation par les anticorps semble induire une agrégation supplémentaire.  

D’autre part, nous souhaitions évaluer l’effet de la sonication sur les deux types de billes magnétiques 

utilisés lors de cette thèse : les billes Dynabeads MyOne (1 µm) Streptavidin fonctionnalisées et les billes 

Ademtech carboxyles (200 nm) fonctionnalisées. Nous avons donc testé un protocole de sonication (Fig. 

3.14) avant fonctionnalisation et/ou juste avant utilisation des billes, que celles-ci soient utilisées 

extemporanément le jour même de la fonctionnalisation ou bien après 1,5 mois ou 3 mois de stockage à 

4°C. L’état d’agrégation des billes a été doublement évalué 1) par observation au microscope optique et 2) 

par mesure sur la biopuce GMR à deux étages avec 3) contrôle de la capacité des billes à immunocapturer 

les cellules NS1. 

Fig. 3.14 - Protocole de la réduction de formation d’agrégats par sonication et de la cinétique de suivi des agrégats  

Protocole réalisé pour les billes magnétiques Dynabeads MyOne Streptavidin (1 µm) et les billes magnétiques 

Adembeads carboxyles (200 nm) fonctionnalisées chacune par les anticorps anti-CD138.  

US = ultrasons. 

Fig. 3.13 - Deux types de billes sous leur forme commerciale (sans anticorps) dans du milieu de culture  

a) Billes Dynabeads MyOne de 1 µm et b) billes Adembeads de 200 nm. 
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3.4.2.1.1. Sonication et cinétique de suivi des agrégats pour les billes magnétiques 

Dynabeads MyOne 

Même si les agrégats de billes magnétiques Dynabeads MyOne 1 µm sont de taille relativement petite 

(Fig. 3.2), il reste toujours intéressant d’en diminuer le nombre et/ou la taille pour augmenter la sensibilité 

de détection par la biopuce GMR. Le Tableau 3.4 et la Fig. 3.15 ci-dessous présentent les résultats obtenus 

pour la cinétique de suivi des agrégats des billes Dynabeads MyOne fonctionnalisées et utilisées dans des 

conditions qui limitent la formation d’agrégats par sonication (protocole détaillé en Fig. 3.14).  

Les résultats sont à la fois quantitatifs (dénombrement des agrégats détectables par le capteur GMR, 

Tableau 3.4) et qualitatifs (appréciation de la taille et du nombre des agrégats au microscope optique, Fig. 

3.15 et Tableau 3.4) pour les agrégats présents dans les conditions réelles finales d’utilisation, i.e. après 

incubation de 2 h à température ambiante sous rotation en milieu de culture. 

 On remarque que les ultrasons n’ont pratiquement aucun effet sur le nombre de coïncidences, i.e. 

nombre d’agrégats de billes détectés par le capteur GMR, comme déjà observé par Manon Giraud avec les 

billes Dynabeabs tosylactivées de 2.8 µm [1]. Cependant comme on peut le voir sur la Fig. 3.15 et le 

Tableau 3.4 ci-dessous, il semblerait qu’au cours du temps le nombre d’agrégats de billes diminue 

légèrement (tendance à une dissociation naturelle des agrégats ?). On peut également voir que les cellules 

sont toujours aussi bien labélisées magnétiquement.  

Tableau 3.4 - Cinétique qualitative et quantitative de l’état d’agrégation des billes magnétiques Dynabeads MyOne 

après fonctionnalisation et sonication 

Le protocole expérimental est détaillé en Fig. 3.14. US = ultasons 

Incubation de 2 

h à 20°C sans 

cellule 

Observation au microscope Détection GMR 

Dynabeads 

MyOne 1 µm 
Ø US 2 mn US 10 mn US Ø US 2 mn US 10 mn US 

Jour T0 (jour de la 

fonctionnalisation) 

Présence de nombreux agrégats mais 

de taille relativement petite (Fig. 3.15) 

49 

coïncidences 

40 

coïncidences 

66 

coïncidences 

Après 1,5 mois de 

conservation à 4°C 

Présence de nombreux agrégats mais 

de taille relativement petite (Fig. 3.15) 

23 

coïncidences 

15 

coïncidences 

31 

coïncidences 

Après 3 mois de 

conservation à 4°C 

Présence de nombreux agrégats mais 

de taille relativement petite (Fig. 3.15) 

15 

coïncidences 

27 

coïncidences 

13 

coïncidences 
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3.4.2.1.2. Sonication et cinétique de suivi des agrégats pour les Adembeads 

carboxyles 200 nm 

Contrairement aux billes Dynabeads MyOne, les billes Adembeads carboxyles 200 nm s’agrègent 

énormément (agrégats de très grosse taille) lorsqu’elles sont fonctionnalisées avec l’anticorps anti-CD138 

(Fig. 3.4) qui est un anticorps monoclonal de rat (IgG2a). Sans savoir si cette différence de comportement 

est imputable à l’espèce d’origine de l’anticorps, cela démontre que l’anticorps utilisé pour la 

fonctionnalisation joue un rôle important, sinon majeur, dans l’agrégation des billes.  

Il est impossible de réaliser des tests GMR avec les billes Adembeads carboxyles 200 nm 

fonctionnalisées avec l’anticorps anti-CD138. En effet, les agrégats sont si gros (Fig. 3.16) que cela 

boucherait le canal microfluidique. Au vu de cet état d’agrégation déplorable à T0 et après 1,5 mois de 

conservation à 4°C, nous avons jugé qu’il n’est pas nécessaire de réaliser des tests complémentaires après 

une conservation de 3 mois à 4°C des billes fonctionnalisées (Tableau 3.5).  

Fig. 3.15 - Illustrations photographiques (microscope optique) du marquage magnétique des cellules NS1 par les billes 

Dynabeads MyOne fonctionnalisées avec l’anticorps anti-CD138 au cours de leur cinétique de conservation 

Une suspension contenant 105 cellules NS1 dans un volume final de 1 mL en milieu de culture a été immunocapturée 

pendant 2 h à 20°C par 1,5 × 107 billes magnétiques Dynabeads MyOne fonctionnalisées avec l’anticorps anti- CD138 

avec sonication préalable de 10 minutes a) le jour de leur fonctionnalisation, b) après 1,5 mois de conservation à 4°C ou 

c) après 3 mois de conservation à 4°C. 

Fig. 3.16 - Illustrations photographiques (microscope optique) du marquage magnétique des cellules NS1 par les billes 

Adembeads carboxyles 200 nm fonctionnalisées avec l’anticorps anti-CD138 au cours de leur cinétique de conservation 

Une suspension contenant 105 cellules NS1 dans un volume final de 1 mL en milieu de culture a été immunocapturée 

pendant 2 h à 20°C par 109 billes magnétiques Adembeads caboxyles 200 nm fonctionnalisées avec l’anticorps anti-

CD138 avec sonication préalable de 10 minutes a) le jour de leur fonctionnalisation, b) après 1,5 mois de conservation 

à 4°C ou c) après 3 mois de conservation à 4°C. 
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Les agrégats sont si gros que lorsque les cellules NS1 sont ajoutées à la solution de billes, il est impossible 

de vérifier si elles sont correctement labélisées ou s’il s’agit d’agrégats de billes (Fig. 3.16).  

3.4.2.1.3. Conclusion 

Les ultrasons ne semblent pas être très utiles pour réduire l’agrégation des billes magnétiques Dynabeads 

MyOne fonctionnalisées. Une exposition prolongée aux ultrasons pourrait, en outre, déstructurer 

l’interaction entre la streptavidine en surface des billes et la biotine des anticorps en entrainant une 

dissociation (même si cette constante de dissociation est la plus forte connue, autour de 10-14 mol/L) ou bien 

dénaturer les anticorps. Si une telle situation se produisait, les cellules ne seraient plus labélisées 

correctement par les billes magnétiques.   

Concernant les billes Adembeads 200 nm, la liaison de fonctionnalisation étant covalente, il y a peu de 

risque que les anticorps se décrochent des billes. Cependant, une fois encore, les ultrasons n’ont aucun effet 

sur les agrégats. Un espoir repose toutefois sur le choix des anticorps à utiliser pour la fonctionnalisation de 

ces billes puisque, d’un anticorps à un autre, l’état d’agrégation des billes fonctionnalisées est totalement 

différent (Fig. 3.17). Nous en parlerons davantage dans le chapitre 5 - lorsque nous utiliserons les billes 

Adembeads carboxyles 200 nm pour les premiers essais de détection des bactéries par le capteur GMR.  

Tableau 3.5 - Cinétique qualitative et quantitative de l’état d’agrégation des billes magnétiques Adembeads carboxyles 

200 nm après fonctionalisation et sonication 

Le protocole est détaillé en Fig. 3.14. US = ultrasons 

Incubation de 2 h à 

20°C 

 sans cellule 

Observation au microscope Détection GMR 

Adembeads 200 nm Ø US 2 min US 10 min US Ø US 
2 min 

US 

10 min 

US 

Jour T0 (jour de 

fonctionnalisation) 

Présence d’énormes agrégats (plus de 20 µm) 

(Fig. 3.16) Non réalisé (agrégats de trop 

grosse taille, risque 

d’engorgement) Après 1,5 mois de 

conservation à 4°C 

Présence d’énormes agrégats (plus de 20 µm) 

(Fig. 3.16) 

Après 3 mois de 

conservation à 4°C 
Non réalisé (jugé inutile) 
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3.4.2.2. Fragmentation F(ab’)2 à partir d’anticorps monoclonaux 

Bien qu’étant en quête de protocole simple pour le développement de ce test de diagnostic, une autre 

solution a été envisagée pour tenter de limiter l’état d’agrégation des billes magnétiques qui semble 

augmenter avec leur fonctionnalisation. Il s’agit de fonctionnaliser les billes magnétiques avec un fragment 

d’anticorps, le fragment F(ab’)2 [12], qui est bivalent comme l’anticorps entier (i.e. possédant deux sites de 

reconnaissance de l’antigène) mais exempt de la majorité du fragment Fc (fragment cristallisable) (Fig. 

3.18). Ainsi, on s’exempterait de l’agrégation induite par le fragment Fc [13], qui gouverne les fonctions 

effectrices des immunoglobulines reposant sur des mécanismes d’interactions diverses avec d’autres 

protéines/récepteurs ou avec lui-même (agrégation). En se dégageant de ces potentielles interactions non 

spécifiques médiées par le fragment Fc, les billes fonctionnalisées avec les fragments F(ab’)2 pourraient 

peut-être présenter une meilleure stabilité colloïdale. De plus, les fragments F(ab’)2 étant de plus petite taille 

(environ 110 kDa) que les anticorps entier (150 kDa), une fois couplés à la surface des billes, ils pourraient 

peut-être permettre une augmentation de la sensibilité de détection par effet de diminution de 

l’encombrement stérique. 

En pratique, la région charnière des anticorps (zone reliant les deux Fab (fragment antigen binding) au 

fragment Fc) est facilement accessible par des enzymes. L’attaque protéolytique en ce point permet 

l’obtention, d’une part, des fragments F(ab’)2 ou Fab’ (ou Fab) et, d’autre part, du fragment Fc. Il en résulte 

un fragment Fc intact ou bien digéré en courts peptides, en fonction de l’enzyme et des conditions utilisées. 

Fig. 3.17 - Illustrations photographiques (microscope optique) de l’incubaton des cellules NS1 par les billes 

Adembeads carboxyles 200 nm fonctionnalisées avec des anticorps non spécifiques aux cellules NS1 

105 cellules NS1 dans 1 mL de volume final en présence de 109 billes Adembeads 200 nm fonctionnalisées avec 

a) l’anticorps non spécifique Ipad315 et b) l’anticorps non spécifique MIP35. 
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3.4.2.2.1. Utilisation d’un anticorps témoin 

Pour réaliser une fragmentation F(ab’)2 à partir d’un anticorps entier, des quantités importantes 

d’anticorps sont initialement requises pour en valoir la peine en termes de rendement.  Or, l’anticorps anti-

CD138 étant un anticorps commercial, sa disponibilité en grande quantité n’est pas aussi aisée que celle 

d’anticorps monoclonaux produits au LERI.  

Nous avons donc choisi d’utiliser un autre anticorps, de même isotype que l’anticorps anti-CD138, et 

qui induise une forte agrégation des billes magnétiques une fois celui-ci greffé à leur surface. L’anticorps 

IpaD315 répond à tous ces critères (Fig. 3.19). 

Fig. 3.18 - Schéma d'un anticorps  

Anticorps composé de deux regions variables appelées 

F(ab) et d’une partie constante appelée Fc. [Wikipédia] 

Fig. 3.19 - Illustrations photographiques (microscope optique) d’échantillons biologiques en présence de billes Dynabeads MyOne 

fonctionnalisées avec l’anticorps IpaD315 

1,5 × 107 billes magnétiques Dynabeads MyOne fonctionnalisées avec l’anticorps IpaD315 ont été mises en contact pendant 2 h à 

20°C sous agitation avec 105 cellules NS1 dans un volume final de 1 mL de milieu de culture. Les cellules NS1 ne sont pas labélisées 

puisque l’antigène reconnu par l’anticorps IpaD315 n’est pas exprimé en surface des cellules NS1. Les agrégats de billes magnétiques 

sont très nombreux et de taille conséquente, ce qui fait de l’anticorps IpaD315 un bon candidat de travail à la recherche de piste de 

réduction de l’agrégation des billes par fragmentation F(ab’)2 des anticorps.  
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L’anticorps IpaD315 [9] [14] est un anticorps monoclonal de souris, de même isotype que l’anticorps 

anti-CD138 (IgG2a), qui reconnait un antigène bactérien présent chez Salmonelle et Shigelle mais non 

exprimé par les cellules NS1. Il est produit au LERI contrairement à l’anticorps anti-CD138. C’est pourquoi, 

pour des raisons de coût, la fragmentation est réalisée sur l’anticorps IpaD315 et non sur l’anticorps anti-

CD138.  

3.4.2.2.2. Fragmentation F(ab’)2 par digestion pepsique en milieu acide 

La pepsine est une endopeptidase non-spécifique qui est active uniquement à pH acide [15]. Elle est 

inactivée irréversiblement à pH neutre ou alcalin. L’attaque protéolytique de l’anticorps par cette enzyme 

digère le fragment Fc en de nombreux petits peptides en libérant le fragment F(ab’)2 constitué des deux 

fragments Fab’ reliés par un pont disulfure (Fig. 3.20). Le F(ab’)2 est ensuite aisément purifiable par dialyse, 

chromatographie d’exclusion ou chromatographie d’échange d’ions pour éliminer les courts peptides du 

fragment Fc. 

Traditionnellement, la pepsinolyse est réalisée en solution en utilisant une enzyme libre. Mais, ici, nous 

avons utilisé un kit Pierce commercial (annexe G - 7.7) dans lequel la pepsine est immobilisée sur la résine 

d’une colonne. L’utilisation de ce kit est simple, permet un meilleur contrôle de la digestion (d’après le 

fabricant) et une séparation facile de l’enzyme et du digestat. Cette fragmentation en milieu acide se réalise 

en trois étapes (Fig. 3.20) :  

• La pepsinolyse, réalisée par incubation sous agitation permanente à 37°C, pendant laquelle la 

pepsine va digérer la partie FC des anticorps. Il est important de stopper la protéolyse au bon 

moment (par choc basique ou séparation physique) pour libérer les fragments F(ab’)2 sans les 

dégrader, d’où l’importance de réaliser une cinétique (même si un abaque est disponible dans le 

kit Pierce en fonction de l’espèce et de l’isotype de l’anticorps). Au terme de cette incubation, 

le digestat est récupéré par centrifugation de la colonne. 

• La purification du digestat par élimination des anticorps entiers non digérés. Cette étape est 

réalisée par chromatographie d’affinité au moyen d’une colonne de protéine A. La protéine A 

est une protéine de 40-60 kDa produite par la bactérie Staphylococcus aureus et qui présente une 

forte affinité pour le fragment Fc des anticorps. La colonne de protéine A va donc retenir les 

anticorps entiers non protéolysés et la fraction non retenue sur la colonne, contenant les F(ab’)2 

et les petits peptides digérés du fragment Fc, est collectée et récupérée.  A noter qu’il est possible 

d’éluer et récupérer les anticorps entiers si la pepsinolyse n’a pas fonctionné. 

• La purification des F(ab’)2 par dialyse (possible aussi par chromatographie d’exclusion ou 

d’échanges d’ions).  La dialyse est une technique de séparation par diffusion au travers d’une 

membrane poreuse dans une solution liquide. C’est la taille des pores qui définit le seuil de 

séparation. Ici, nous avons utilisé des membranes présentant un seuil de coupure de 10 kDa, 

laissant passer les petits fragments de FC qui seront dilués dans le grand volume du bain de 

dialyse (5 L de tampon phosphate de potassium 50 mM pH 7,4) alors que les fragments F(ab’)2 

resteront confinés à l’intérieur du boudin (membrane) de dialyse pendant toute la durée de cette 

séparation (12 h à 4°C). 
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Dans un premier temps, une pepsinolyse de 2 h 30 (durée conseillée par le fabricant pour la solution 

d’anticorps murin (IpaD315) à 2,5 mg/mL dont nous disposions) a été réalisée mais s’est avérée trop longue 

(anticorps probablement dégradé par l’exposition excessive à la pepsine). Aussi une cinétique de 

pepsinolyse a été mise en place avec des temps de protéolyse de 30 minutes, 1 h et 1 h 45. 

Puis, les échantillons obtenus aux différentes étapes (anticorps entier de départ, digestats après 

pepsinolyse, fractions purifiées après colonne de protéine A et après dialyse) sont analysés par 

électrophorèse capillaire en gel sur le bioanalyseur Agilent 2100 (annexe H - 7.8). Cette technique permet 

de séparer, sous l’influence d’un champ électrique, des molécules en fonction de leur charge et, pour des 

charges identiques (ce qui est le cas ici), en fonction de leur taille dont dépendent leur mobilité dans le gel 

(les petites protéines vont migrer plus rapidement que les grosses). 

L’électrophorèse capillaire est beaucoup plus facile d’utilisation (automatisée, miniaturisée avec 

laboratoire sur puce à usage unique) et plus rapide que l’électrophorèse classique. Grâce au logiciel 

d’analyse fourni avec l’appareil, il est très simple d’accéder à la pureté de la protéine (pourcentage de 

l’intensité de la bande d’intérêt par rapport à l’intensité moyenne du bruit de fond présent sur 

l’électrophorégramme).  

Fig. 3.20 - Protocole de fragmentation F(ab’)2 par digestion pepsique en milieu acide 
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En observant l’électrophorégramme (Fig. 3.21), nous pouvons constater que l’anticorps IpaD315 

supporte mal une conservation en pH acide, puisque dès le départ (ligne 1), la grande majorité (75 %) se 

dégrade en petits fragments de 15 kDa (50 %) et 23 kDa (25 %), et seule une minorité de l’anticorps reste 

intacte (20 % à 170 kDa).  Après pepsinolyse, de légères traces sont visibles à 110 kDa (poids moléculaire 

attendu pour les F(ab’)2) pour une protéolyse de 30 minutes et 1 h mais le rendement est bien faible (0,6 %), 

le reste étant dégradé (98 % présente une taille < 23 kDa). Au-delà d’une heure de pepsinolyse, l’anticorps 

est dégradé à 99 %. Les concentrations mesurées en F(ab’)2 purifiés après dialyse (non visible sur 

électrophorèse) sont de quelques µg/mL, ce qui est inutilisable. En conclusion, l’anticorps IpaD315 ne 

semble pas supporter le choc acide (pH = 3) requis pour l’activation de la pepsine. 

Fig. 3.21 - Electrophorégramme de contrôle de la fragmentation de 

l’anticorps IpaD315 par digestion pepsique  

1 - Anticorps IpaD315 entier de départ (pH=3) juste avant pepsinolyse. 

2, 3, 4 - Digestats après pepsinolyse 30 minutes, 1h ou 1h45 respectivement. 

5, 6, 7 - Digestats après purification par chromatographie d’affinité sur 

colonne de protéine A et avant dialyse. 

8, 9, 10 - Fractions purifiées en F(ab’)2 après dialyse. 
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3.4.2.2.3. Fragmentation F(ab’)2 par ficinolyse en milieu neutre  

 Au vu des résultats obtenu pour la fragmentation des anticorps en milieu acide, il a été envisagé de 

réaliser une fragmentation en milieu neutre en utilisant une autre enzyme, la ficine fonctionnant à pH = 7,4 

[16]. Les étapes d’obtention des F(ab’)2 par ficinolyse à partir des anticorps entiers sont détaillées dans la 

Fig. 3.22.  

La ficine est une enzyme thiol-dépendante, dont l’activation requiert la présence (200 mM) de L-cystéine 

(acide aminé contenant une fonction thiol). Afin de prévenir l’oxydation des thiols, de l’EDTA 400 mM est 

ajouté dans le mélange réactionnel ; c’est en effet un chélateur de métaux (antioxydant). Pour stopper la 

réaction de ficinolyse, du NEM (N-éthylmaléimide) 0,1 M est ajouté pour former des liaisons de thioéther 

covalentes stables avec les sulfhydryles (thiols) et ainsi bloquer irréversiblement la L-cystéine réduite, qui 

ne permettra donc plus à la ficine de fonctionner.  Ensuite, une chromatographie d’exclusion sur colonne 

ACA44 est réalisée afin de séparer les protéines contenues dans le digestat selon leur taille [17] en éluant 

en 50 fractions de 1 mL. Les plus grosses protéines (i.e. anticorps entiers (150 kDa), suivi de très près par 

les F(ab’)2 (110 kDa), pics indissociables sur la Fig. 3.23A) sont éluées les premières, puis les plus petites 

protéines, tels que le Fc (50 kDa) et la ficine (25 kDa), en terminant par les molécules de plus faible poids 

moléculaire (L-cystéine bloquée par le NEM, 245 Da (Fig. 3.23A) et, pour une meilleure résolution et 

séparation des pics, voir [17]). 

Fig. 3.22 - Protocole de fragmentation F(ab’)2 par ficinolyse en milieu basique 
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L’absorbance à 280 nm de chaque fraction éluée (Fig. 3.23A) est mesurée sur un spectrophotomètre 

(cette absorbance est proportionnelle à la quantité d’acides aminés aromatiques (Tryptophane et Tyrosine) 

et résidus cystéines présents dans la protéine ou dans la solution, et donc proportionnelle à la concentration 

en protéine, i.e. F(ab’)2 et anticorps entiers non digérés s’il en reste). Grâce à l’équation de Beer-Lambert 

(Eq. 3.1), la concentration protéique après ficinolyse et purification est estimée à 0,5 mg/mL (pour 3 mL 

collectés dans le premier pic de la Fig. 3.23A).  

Comme au départ, nous avions 3,246 mg d’anticorps entier IpaD315, cela correspond à un rendement de 

50 %. 

Enfin, les échantillons obtenus aux différentes étapes (anticorps entier de départ, après ficinolyse et après 

purification) sont analysés par électrophorèse capillaire sur le bioanalyseur Agilent 2100 pour identifier la 

nature des composés protéiques présents dans chaque fraction (Fig. 3.23B). La solution mère d’anticorps 

entier IpaD315 est pure à 97 % (bande autour de 155 kDa en conditions non réductrices) et se réduit bien 

en chaines lourdes (66 kDa) et chaines légères (24 kDa) en conditions réductrices (i.e. en présence de -

mercaptoéthanol qui rompt les ponts disulfures des anticorps). Après ficinolyse puis purification sur 

chromatographie d’exclusion, on obtient un rendement stable mais déplorable d’environ 3 % de F(ab’)2 

contre environ 90 % d’anticorps entier non digéré. Nous n’avons pas d’explication pour les 3 bandes visibles 

après ficinolyse et avant purification de 28 à 46 kDa en conditions réductrices.  

En conclusion, la ficinolyse n’a pas bien fonctionné et nous suspectons que la solution de ficine utilisée 

soit dégradée (par péremption). Mais nous avons décidé de ne pas poursuivre dans cette voie, au vu des 

difficultés rencontrées et du temps passé pour ces longues manipulations. Nous restons toutefois convaincus 

que cela reste une possibilité à explorer pour réduire l’état d’agrégation des billes fonctionnalisées. 

Fig. 3.23 - Résultat de la tentative de production de F(ab’)2 IpaD315 par ficinolyse 

A) Profil d’élution en sortie de la chromatographie d’exclusion. B) Electrophorégramme de contrôle de la fragmentation 

de l’anticorps IpaD315 par ficinolyse.   
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3.4.2.3. Fabrication de nouvelles billes magnétiques à forte stabilité colloïdale14 

Comme énoncé en début de chapitre, une nouvelle collaboration a débuté avec le Laboratoire 

d’Innovation pour les Technologies des Energies nouvelles et des Nanomatériaux (LITEN, CEA Grenoble). 

Ce laboratoire est spécialisé dans la fabrication de petites billes à grande stabilité colloïdale (avec dispersion 

optimale des billes en solution). Un brevet (n° FR2207815) a été déposé le 28 juillet 2022. 

L’objectif de cette collaboration est d’obtenir des nanoparticules magnétiques monodisperses afin de 

s’affranchir du problème d’agrégation qui survient dans la plupart des nanoparticules magnétiques 

commerciales. Cette stabilité colloïdale est un véritable défi pour notre projet. En effet, la présence 

d’agrégats de particules magnétiques est à l’origine de faux positifs qui limitent la sensibilité et la spécificité 

de la détection par la biopuce GMR à deux étages.  

Pour l’ensemble des lots de billes produits par le LITEN, l’état d’agrégation en milieu de culture a été 

observé. D’autre part, tous les lots de billes carboxyles produits ont été évalués, à réception au LERI et après 

fonctionnalisation par l’anticorps anti-CD138, pour leur capacité à immunocapturer en 2 h à 20°C les 

cellules NS1 (105 cellules NS1/mL). 

3.4.2.3.1. Caractéristiques magnétiques des billes du LITEN 

Plusieurs billes ont été conçues par le LITEN spécifiquement pour ce projet. Trois cœurs magnétiques 

en nickel, ferrite-PVA (alcool polyvinylique) et ferrite-PVP (polyvinylpyrrolidone) (le PVA et le PVP sont 

des stabilisants et agents de dispersion) ainsi que les mêmes cœurs magnétiques enrobés d’une couche de 

50 nm de SiO2 ont été synthétisés et caractérisés magnétiquement. Les résultats de ces mesures se trouvent 

dans le Tableau 3.6 et sur la Fig. 3.24. 

Les billes à base de nickel sont composées d’un cœur unique et ont un comportement plutôt 

ferromagnétique tandis que les billes en ferrite sont composées d’une multitude de cœurs et ont des 

propriétés superparamagnétiques. Nous avons donc décidé d’exclure dans un premier temps les billes avec 

un cœur en nickel afin de rester proche des conditions des billes commerciales.  

Concernant les billes en PVA et PVP, le moment magnétique est plus élevé pour les billes ferrite + PVA. 

 
14 Ces nouvelles billes magnétiques sont fabriquées par Olivier Poncelet et Antonin Duret à Grenoble. Ensuite, une 
fois réceptionnées au LERI, j’évalue leur capacité à labéliser les cellules NS1 et j’observe leur état d’agrégation en 
milieu de culture. 

Tableau 3.6 - Caractéristiques magnétiques des billes artisanales synthétisées au LITEN 

Billes magnétiques Ni Ni-SiO2 Fe3O4-PVA 
Fe3O4-PVA-

SiO2 
Fe3O4-PVP 

Fe3O4-PVP-

SiO2 

Diamètre 250 nm 300 nm 300 nm 350 nm 300 nm 350 nm 

Moment magnétique à 

saturation (emu/bille) 
3,52 × 10-12 3,42 × 10-12 2,94 × 10-12 4,63 × 10-12 2,88 × 10-12 3,81× 10-12 

Moment magnétique à 

900 G (emu/bille) 
2,76 × 10-12 2,52 × 10-12 1,95 × 10-12 2,82 × 10-12 1,67 × 10-12 2,16× 10-12 
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3.4.2.3.2. Potentiel Zêta 

Ces billes magnétiques ont toutes été caractérisées par zêtamétrie et imagerie MEB. Puis, une étude 

systématique a été réalisée en les associant aux anticorps monoclonaux en milieu de culture. 

Une particule en suspension est entourée d’un nuage d’ions ainsi elle acquiert une charge électrique 

qu’on appelle potentiel Zêta [18] [19]. Ainsi ce potentiel permet de mesurer l’intensité de répulsion ou 

d’attraction entre les charges électriques des différentes particules. Sa mesure apporte donc une 

compréhension des causes de dispersion et d'agrégation. Lorsque le potentiel Zêta tend vers zéro, les forces 

inter-particulaires diminuent et les forces attractives deviennent prépondérantes entrainant l’agrégation des 

particules. Pour obtenir une suspension stable, l’objectif est donc d’obtenir le potentiel Zêta le plus élevé en 

valeur absolue possible. Cependant dans le cadre du test, il est nécessaire que ce dernier ne soit pas trop 

éloigné du zéro afin de ne pas perturber l’équilibre des milieux biologiques utilisés. 

Les paramètres qui influencent la charge de surface des particules et donc le potentiel Zêta sont le pH du 

milieu utilisé, sa conductivité ainsi que sa concentration ionique (et notamment en sels). 

3.4.2.3.3. Synthèse des billes Fe3O4 - PVA 

Les billes ainsi choisies sont toutes composées des éléments de base suivants (Fig. 3.25) : ferrite, PVA 

et silice [20]. 

Afin de synthétiser ces billes, 1 g de PVA est ajouté à 100 mL d’eau dé-ionisée (DI). Le milieu 

réactionnel est chauffé à 80°C pendant 1 heure jusqu’à dissolution complète du PVA. La solution est limpide 

et incolore. Ensuite, la température redescend à 50°C puis 4,065 g de FeCl3, 6H2O sont ajoutés. La 

dissolution est totale et la solution est rouge translucide. 

Fig. 3.24 - Graphique des moments magnétiques à saturation ou à 900 G en fonction du type de 

billes magnétiques 
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Parallèlement dans un autre récipient, 150 mL d’eau DI, 8,82 g de citrate de sodium 2H2O et 2,7 g d’urée 

sont mélangés. 

Les deux solutions sont ensuite mélangées à température ambiante pendant 10 minutes, la couleur du 

mélange est orange et le milieu trouble. La suspension est ensuite versée dans un autoclave chemisé téflon 

et 50 mL d’eau DI est ajouté. Puis l’autoclave est chauffé à 200°C pour une durée de 24 h. Après ces 24 h, 

l’autoclave refroidit et une suspension noire est observée. Le précipité est récupéré par centrifugation et 

celui-ci est lavé trois fois à l’eau DI, chaque lavage étant suivi d’un cycle de centrifugation. 

2,2 g environ de matière sèche (une nuit à 100°C en étuve ventilée) est récupéré. La poudre est alors 

reprise dans 100 mL d’éthanol anhydre puis est centrifugée. Le précipité est à nouveau séché une nuit à 

100°C et 1,9 g de poudre est récupéré. L’absorption atomique de la poudre donne un titre massique de 34 

% en Fe. Ce qui correspond à un titre massique en Fe3O4 de 47,36 %. Le titre massique théorique étant de 

50 %. 

Le PVA est un polymère vinylique hydrosoluble et inerte (barrière à l’oxygène). La densité du composé 

ferrite PVA permet, dans un premier temps, une meilleure stabilité colloïdale dans l’eau. En effet, la densité 

des particules composites (Fe3O4+PVA) obtenue est de 1,87 au lieu de 5,17 si les particules avaient été 

composées de Fe3O4 pur. On évite ainsi la décantation des billes magnétiques lors de leur utilisation. Le 

PVA peut également s’hydrater ou se contracter ainsi il est possible de modifier facilement la taille de la 

particule, il peut aussi se réticuler afin de bloquer les changements de volume. Le PVA permet donc d’avoir 

des particules magnétiques de même taille.  

Afin de pouvoir modifier la surface de ces billes et donc avoir la possibilité de leur greffer des anticorps 

ou autres chaines polymériques, une couche de silice par sol-gel est synthétisée. 

Sous agitation mécanique, 1 g de particules Fe3O4-PVA dans 200 ml d’éthanol absolu est dispersé. Dans 

ce milieu anhydre, le PVA du composite est compacté. Puis sous agitation, 0,5 g d’un mélange 

d'orthosilicate de tétraéthyle (TEOS) et d’aminopropyltriethoxysilane (APTS) dans un rapport molaire 

TEOS/APTES = 20/1 (l’APTES sert de catalyseur pour initier la polymérisation de la couche de silice) est 

ajouté. Après 10 minutes d’homogénéisation, 1 g d’eau DI est ajouté. Le milieu est alors laissé sous agitation 

mécanique 12 h à température ambiante.  Le produit est récupéré par centrifugation, lavé trois fois à l’eau 

DI. Le potentiel zéta (charge électrique de surface) des particules passe à -20/-30 mV, prouvant que l’on a 

bien construit une couche de silice à la surface des particules.  

Fig. 3.25 - A) Image MEB des billes magnétiques Fe3O4-PVA-SiO2 qui permet de mettre en évidence la 

monodispersité en taille de particules composites obtenues. B) Détails de la composition des billes magnétiques 

Fe3O4-PVA-SiO2 
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Dans une variante, on peut réticuler le PVA en faisant réagir un réticulant de celui-ci : B(OR)3, RB(OH)2, 

B(OH)3 ou Na2B4O7.10H2O avant de faire croître la couche de silice. L’intérêt des composés tels que 

RB(OH)2 est de pouvoir greffer une autre fonction organique sur le PVA : un colorant fluorescent. Nous 

avons testé l’acide quinoléine-3-boronique (paragraphe 3.4.2.3.7). Sous agitation mécanique, 1 g de 

particules Fe3O4-PVA est dispersé dans 200 mL d’eau DI. Puis toujours sous agitation 0,2 g d’acide 

quinoléine-3-boronique est ajouté à 50 mL de tétrahydrofurane (THF). Le milieu est alors laissé sous 

agitation mécanique 12 h à température ambiante.  Le produit est récupéré par centrifugation, lavé trois fois 

à l’eau DI, chaque lavage étant suivi d’une centrifugation.  Le produit montre une fluorescence à 540 nm 

lorsqu’il est excité à 400 nm. 

Les particules magnétiques doivent présentées des fonctions acides carboxyliques de surface pour 

pouvoir réagir avec de l’EDC qui permettra le couplage avec une molécule biologique. 

Le potentiel zéta de la couche de silice est alors modifié en hydrolysant un sel d’aluminium (AlCl3, 

Al(NO3)3,). Cela se fait facilement sur les billes de Fe3O4-PVA-SiO2 car l’APTS est utilisé comme 

catalyseur. Celui-ci participe au réseau de silice en laissant des fonctions amines primaires pendantes sur 

lesquelles les sels d’aluminium vont s’hydrolyser pour former une couche d’Al(OH)3. 

Sous agitation mécanique, 1 g de particules Fe3O4-PVA-SiO2 est dispersé dans 200 mL d’eau DI. Puis 

toujours sous agitation, 0,3 g d’un sel d’aluminium hydraté est ajouté. Le milieu est alors laissé sous 

agitation mécanique 12 h à température ambiante.  Le produit est récupéré par centrifugation, lavé trois fois 

à l’eau DI. Le potentiel zéta des particules passe à + 15 mV, prouvant que l’on a bien synthétisé une couche 

d’Al(OH)3 à la surface des particules. 

Pour l’utilisation finale de ces billes, il faut que les particules magnétiques portent en surface des 

fonctions acides carboxyliques pendantes. Deux voies de synthèse ont été mises en place à partir des 

particules chargées positivement (résultats non présentés, en cours de synthétisation). 

• Réaction directe d’acide phosphonoacétique ou d’acide phosphonopropionique 

Les Al-OH de surface vont réagir avec l’acide pour former des complexes bidentés. Sous agitation 

mécanique, 1 g de particules Fe3O4-PVA-SiO2 à surface Al(OH)3 est dispersé dans 200 mL d’eau DI. Puis 

toujours sous agitation, 0,2 g d’acide phosphonoacétique et/ou d’acide phosphonopropionique sont ajoutés. 

Le milieu est alors laissé sous agitation mécanique 12 h à température ambiante.  Le produit est récupéré 

par centrifugation, lavé trois fois à l’eau DI. Le potentiel zéta des particules passe à -10mV, prouvant que 

l’on a passivé une partie de la couche d’Al(OH)3 à la surface des particules.  

• Réaction de poly anhydride carboxylique aromatique 

La réaction d’un dianhydride d’acide carboxylique aromatique comme le perylene-3,4,9,10-

tetracarboxylic dianhydride sur les Al-OH de surface conduit à la formation d’un complexe bidenté très 

solidement attaché à la surface Al(OH)3. Si le pH de la suspension colloïdale devient acide entre 4 et 5, la 

deuxième fonction anhydride s’ouvre formant un complexe qui porte deux fonctions acides carboxyliques 

pendantes. Ce greffon est fluorescent (excitation à 420 nm donc dans les basses énergies, fluorescence dans 

le rouge). De plus quand les groupements carboxyliques pendants réagissent la fluorescence varie. C’est 

donc une sonde qui permettra d’évaluer la qualité du couplage EDC.  

Sous agitation mécanique, 1 g de particules Fe3O4-PVA-SiO2 à surface Al(OH)3 est dispersé dans 200 

mL d’eau DI. Puis toujours sous agitation, 0,1 g de perylene-3,4,9,10-tetracarboxylic dianhydride est ajouté 

dans 15 mL de THF. Le milieu est alors laissé sous agitation mécanique 12 h à température ambiante.  Le 

produit est récupéré par centrifugation, lavé trois fois à l’eau DI. Le potentiel zéta des particules passe à -5 
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mV, prouvant que l’on a passivé une partie de la couche d’Al(OH)3 à la surface des particules. Les particules 

sont de couleur rouge. 

3.4.2.3.4. Billes magnétiques Fe3O4-PVA-SiO2 

A ce stade, les particules magnétiques ne présentent aucune fonction acide carboxylique de surface. Il 

n’est donc pas possible de les activer à l’EDC pour permettre le couplage avec une molécule biologique 

(anticorps). Il n’est donc pas nécessaire de les mettre en présence de cellules NS1, mais uniquement en 

présence de milieu de culture afin d’évaluer leur état d’agrégation. 

Ces billes sont monodisperses en solution (Fig. 3.26A), ce qui est indispensable pour nos expériences. 

Cependant, bien que très dispersables, l’agrégation reste importante comme on peut le voir sur la Fig. 3.26B.  

3.4.2.3.5.  Billes magnétiques Fe3O4-PVA-SiO2-SiCH2-OH 

Les billes Fe3O4-PVA-SiO2 sont recouvertes d’une couche de vinyle qui permet d’éloigner au maximum 

les cœurs magnétiques de chaque bille et donc d’éviter potentiellement l’agrégation des billes entre elles. 

Ces billes ne sont toujours pas fonctionnalisables par des anticorps. Il n’est donc pas nécessaire de les mettre 

en solution avec des cellules NS1 pour l’instant. 

 Ce lot est toujours bien dispersable mais l’agrégation reste présente et en forme de serpentins (due à un 

magnétisme rémanent engendré lors du processus) (Fig. 3.27). En conséquence et suite à ces observations 

avec ce lot de billes vinyliques, le protocole d’élaboration des billes a été modifié par la suite de sorte à 

éviter toute aimantation des billes (remplacement par des centrifugations). 

Fig. 3.26 - Dispersabilité et agrégation des billes Fe3O4-PVA-SiO2 dans du milieu de culture 

A) Bonne dispersion des billes Fe3O4-PVA-SiO2 dans du milieu de culture après une incubation sous agitation 

de 2 h à 20°C. B) 2 µL de billes Fe3O4-PVA-SiO2 après 2 h d’incubation sous agitation à 20°C dans 1 mL de 

milieu de culture. 
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3.4.2.3.6. Billes magnétiques Fe3O4-PVA-SiO2-NH2 Al(OH)3 P-COOH 

Après les résultats obtenus sur les billes vinyliques, il a été décidé de s’intéresser à l’introduction de 

fonctions carboxyles en surface des billes afin de permettre le greffage ultérieur des anticorps sur les billes 

magnétiques. En effet, nous avons vu précédemment que l’état d’agrégation des billes peut empirer après 

fonctionnalisation par les anticorps, il est donc important d’introduire (pas trop tardivement) ce facteur 

d’agrégation dans la recherche de billes à grande stabilité colloïdale.  

Pour permettre le greffage des anticorps aux billes, il est nécessaire que ces dernières tolèrent des 

conditions de pH acide comprises entre 4,5 et 6 sans s’agréger (pour permettre l’activation des fonctions 

carboxyles en ester actifs par l’EDC). Il faut donc changer le signe de la charge de surface, actuellement 

négatif avec les billes Fe3O4-PVA-SiO2. Pour cela, une couche Al(OH)3 a été ajoutée afin d’obtenir une 

charge de surface positive. Une amination des billes Fe3O4-PVA-SiO2 a été réalisée afin de greffer une 

fonction (CH2)3-NH2 pendante, couche intermédiaire nécessaire pour passer à de l’alumine. Une fois la 

charge de surface positive, un acide phosphonique (rendant la suspension colloïdale plus stable que l’acide 

carboxylique) a été ajouté afin de pouvoir greffer les anticorps. 

Afin de fonctionnaliser les anticorps sur les billes magnétiques, le même protocole de couplage que pour 

les billes Adembeads de 200 nm a été utilisé (paragraphe 3.2.2.5).  

Ensuite, 109 billes fonctionnalisées avec l’anticorps anti-CD138 sont ajoutées à 1 mL de milieu de culture 

contenant différentes concentrations de cellules NS1 allant de 102 à 105 NS1/mL. Des tests ont également 

été réalisés avec les cellules non pertinentes CHO ainsi qu’avec les billes fonctionnalisées avec l’anticorps 

spécifique seules. Tous les échantillons ont été incubés sous agitation 2 h à 20°C. 

Les résultats obtenus (Fig. 3.28) sont assez encourageants. Certes la labélisation des cellules NS1 par les 

billes fonctionnalisées n’est pas optimale mais la dispersion est très bonne et le nombre d’agrégat a 

nettement diminué. Ceci est possible grâce à la charge de surface de ces billes qui est légèrement négative 

et grâce à l’alumine qui assurent la réduction des agrégats et la stabilité colloïdale dans du milieu de culture.  

Ces résultats sont nettement meilleurs que les tests réalisés avec les billes Adembeads de taille 

pratiquement équivalente.  

Fig. 3.27 - Composition, dispersabilité et agrégation des billes Fe3O4-PVA-SiO2-SiCH2-OH 

 A) Détails de la composition des billes magnétiques Fe3O4-PVA-SiO2-SiCH2-OH.  B) Bonne dispersion des Fe3O4-PVA-

SiO2-SiCH2-OH dans du milieu de culture après une incubation sous agitation de 2 h à 20°C. C) 2 µL de billes Fe3O4-

PVA-SiO2-SiCH2-OH après 2 h d’incubation sous agitation à 20°C dans 1 mL de milieu de culture. 
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3.4.2.3.7. Billes magnétiques Fe3O4-PVA-SiO2-Bore quinoline-P-COOH  

Les billes fabriquées étant de taille nanométrique, il n’est pas possible de contrôler l’agrégation au 

microscope optique. Il a donc été décidé de greffer un composé fluorescent à leur surface afin de pouvoir 

les observer plus facilement sous microscope, et donc de mieux apprécier l’immunocapture et la labélisation 

magnétique des cellules NS1, mais aussi l’état d’agrégation.  

Plusieurs composés fluorescent ont été testés :  

• Le bore quinoline 

• L’europium  

• La dopamine 

Cependant, nous avons retenu uniquement le bore quinoline. Pour l’europium, aucune labélisation n’est 

visible et pour les premiers tests avec la dopamine, une rémanence magnétique est présente. Les expériences 

vont donc se poursuivre avec la dopamine.  

Concernant la fonctionnalisation des billes Fe3O4-PVA-SiO2-Bore quinoline-P-COOH avec l’anticorps 

spécifique le même protocole que pour les Adembeads de 200 nm a été utilisé.   

Fig. 3.28 - Illustrations photographiques (microscope optique) du marquage magnétique des cellules NS1 par 

les billes Fe3O4-PVA-SiO2-NH2 Al(OH)3 P-COOH fonctionnalisées avec l’anticorps anti-CD138 

109 billes magnétiques Fe3O4-PVA-SiO2-NH2 Al(OH)3 P-COOH fonctionnalisées avec l’anticorps anti-CD138 

ont été mises en contact pendant 2 h à 20°C sous agitation avec a) 103 cellules NS1 dans un volume final de 1 mL 

, b) 1 mL de milieu de culture seul, c) 104 cellules NS1 dans un volume final de 1 mL et d) 105 cellules CHO dans 

un volume final de 1 mL. 
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Ensuite 109 billes fonctionnalisées avec l’anticorps anti-CD138 sont ajoutées à 1 mL de milieu de culture 

contenant 105 NS1/mL. Des tests ont également été réalisés avec les cellules non pertinentes CHO ainsi 

qu’avec les billes fonctionnalisées avec l’anticorps spécifique seules. Tous les échantillons ont été incubés 

sous agitation 2 h à 20°C. 

D’après la Fig. 3.29, la labélisation des cellules NS1 est nettement meilleure que précédemment mais de 

gros agrégats sont présents.  

 Afin de tenter de résoudre ces problèmes et après quelques recherches bibliographiques [21], le 

protocole de greffage des anticorps a été légèrement modifié, en particulier concernant l’EDC. En effet, 

pour fonctionnaliser les billes magnétiques, les fonctions carboxyliques de surface sont, dans un premier 

temps, modifiées en esters activés par réaction à l’EDC. Puis, dans un second temps, en présence des amines 

primaires des chaines latérales des anticorps, une liaison amide est formée, assurant ainsi le greffage 

covalent des anticorps à la surface des billes magnétiques. Or l’ester actif n’est pas stable dans l’eau et 

d’après le protocole des Adembeads, il est conseillé d’incuber le mélange 10 minutes à 37°C. Nous avons 

donc tenté de supprimer cette incubation juste après la mise en solution des billes dans l’EDC (avant le 

couplage des anticorps sur les billes). Cela n’a eu aucun effet sur la labélisation ou l’agrégation. De même, 

une gamme de concentration en EDC a été réalisée (2 mg/mL, 4 mg/mL et 20 mg/mL), aucun changement 

notable n’a été observé. Pareillement, lorsque l’acide phosphonoacétique est ajouté en excès afin de 

favoriser la fonctionnalisation. 

Fig. 3.29 - Illustrations photographiques (microscope optique) du marquage magnétique des cellules NS1 par 

les Fe3O4-PVA-SiO2-bore quinoline-P-COOH fonctionnalisées par l’anticorps anti-CD138  

109 billes magnétiques Fe3O4-PVA-SiO2-bore quinoline-P-COOH fonctionnalisées par l’anticorps anti-CD138 

ont été mises en contact pendant 2 h à 20°C sous agitation avec a) 105 cellules NS1 dans un volume final de 1 

mL, c) 105 cellules CHO dans un volume final de 1 mL, b) et d) 1 mL de milieu de culture seul. 
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3.4.2.3.8. Conclusion 

La fabrication de billes de diamètre plus petit et colloïdales est en cours d’étude et devrait permettre 

d’éliminer au fur et à mesure les agrégats de billes responsables des faux positifs. Des études sont encore 

en cours afin d’améliorer la labélisation magnétique des cellules par les billes fonctionnalisées ainsi que de 

réduire au maximum les agrégats.  

3.5. Autres techniques de diagnostic 

Afin de comparer les résultats obtenus sur le modèle cellulaire par la biopuce GMR à deux étages, trois 

autres techniques de diagnostic utilisées en routine dans les laboratoires de biologie ont été réalisés : 

• Un test bandelette très prisé pour une détection rapide sur le terrain. 

• Un test ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) utilisé pour détecter mais aussi doser 

des objets biologiques.  

• De la cytométrie en flux pertinente pour la détection d’objet biologique un à un. 

3.5.1. Test bandelettes 

Dans un premier temps, deux types de bandelettes ont été réalisés au LERI. Des bandelettes PRIMA 40 

saturées (avec bain de saturation en BSA) et des bandelettes PRIMA 40 non saturées.  

Préparation des bandelettes saturées : l’anticorps spécifique (anti-CD138) de la ligne test à 1 mg/mL et 

les anticorps CAS (anticorps de chèvre anti-Ig de souris) à 0,5 mg/mL de la ligne contrôle en tampon 

phosphate de potassium 50 mM pH 7,4 sont déposés sur les bandelettes PRIMA 40 de 30 cm de long. 

Ensuite, les bandelettes sont séchées 1 h à 37°C puis saturées sous agitation dans un bain de PBS dans lequel 

0,5 % de BSA sont ajoutés. Elles sont ensuite lavées trois fois avec de l’eau purifiée (eau Milli-Q) puis 

trempées de nouveau pendant 20 minutes sous agitation, dans un bain de PBS dans lequel 7,5 % de glucose, 

0,1 % de Tween 20 sont ajoutés. Elles sont séchées 30 minutes à 37°C puis les tampons absorbants sont 

collés de chaque côté (dans le sens de la longueur) des bandelettes.  Pour la partie haute de la bandelette, du 

tampon CF5 est utilisé et pour la partie basse de la bandelette du tampon standard 14. Et pour finir, elles 

sont découpées à la guillotine en petite bandelette de 5 mm de largeur.  

Préparation des bandelettes non saturées : l’anticorps spécifique (anti-CD138) de la ligne test à 1 mg/mL 

et les anticorps CAS (anticorps de chèvre anti-Ig de souris) à 0,5 mg/mL de la ligne contrôle en tampon 

phosphate de potassium 50 mM pH 7,4 dans lequel sont ajoutés 5 % de sucrose et 3 % d’isopropanol pour 

une meilleure conservation des anticorps sont déposés sur les bandelettes PRIMA 40 de 30 cm de long. 

Elles sont séchées 2 h à 37°C puis les tampons absorbants sont collés de chaque côté (dans le sens de la 

longueur) des bandelettes.  Pour la partie haute de la bandelette, du tampon CF5 est utilisé et pour la partie 

basse de la bandelette du tampon standard 14. Et pour finir, elles sont découpées à la guillotine en petite 

bandelette de 5 mm de largeur.  

Préparation de l’or colloïdal : une solution de citrate de sodium 1 % est préparée puis filtrée sur 0,22 µm. 

Ensuite, 40 mL d’eau milliQ est chauffée jusqu’à ébullition puis, sous agitation, 4 mL d’or chloride et 1 mL 

de solution citrate de sodium 1 % sont ajoutés. Une couleur « lie de vin » doit apparaitre. La solution est 

ensuite laissée à l’air ambiant afin de refroidir et est stockée à l’abri de la lumière à 4°C. 

Couplage des anticorps à l’or colloïdal : les anticorps spécifiques permettant de détecter la cible d’intérêt 

vont être couplés de manière non covalente à l’or colloïdal. Deux protocoles sont envisageables. 
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• Premier protocole :  50 µg d’anticorps spécifiques à 1 mg/mL sont repris dans 300 µL de tampon 

borax 20 mM pH 9,3 puis 2 mL d’or colloïdal préparé précédemment sont ajoutés. Le mélange 

est ensuite incubé 1 h à température ambiante puis 200 µL de tampon borax 20 mM pH 9,3 

additionné de1 % de BSA sont ajoutés. Le surnageant est ensuite éliminé par centrifugation à 

15000 g pendant 30 minutes et le culot est repris dans 2 mL de tampon borax 2 mM pH 9,3 

additionné de 1 % de BSA. Ces deux étapes sont répétées une seconde fois. Et pour finir, le culot 

est repris dans 500 µL de tampon borax 2 mM additionné de 1 % de BSA puis stocké à l’abri de 

la lumière à 4°C. 

• Deuxième protocole : Les anticorps spécifiques à 1 mg/mL sont dilués en tampon phosphate de 

potassium 50 mM. 50 µL d’anticorps sont ajoutés à 251 µL d’or colloïdal commercial NG biotech 

à 15,93 DO (densité optique), puis 249 µL de tampon borate 20 mM pH 9 sont ajoutés. La solution 

est ensuite incubée 1 h sous agitation à température ambiante et à l’abri de la lumière. 250 µL de 

tampon borate 10 mM pH 9 additionné de 0,3 % de NaCaséine sont ajoutés. La solution est 

centrifugée 30 minutes à 150000 g, le surnageant est ensuite éliminé et le culot est repris dans 500 

µL de tampon borate 10 mM pH 9 additionné de 0,3 % de NaCaséine. La solution est vortexée, 

soniquée quelques secondes puis stockée à 4°C à l’abri de la lumière. 

3.5.2. Tests ELISA sandwich 

Des plaques de 96 puits sont coatées avec 100 µL par puit d’anticorps anti-CD138 en tampon phosphate 

de potassium 50 mM pH 7,4. Les plaques sont ensuite incubées une nuit à 20 °C puis elles sont vidées et 

saturées avec 300 µL de tampon EIA (composé de tampon phosphate de potassium 100 mM pH 7,4 ; 0,15 

M NaCl ; 0,1 % de BSA et 0,01 % d’azide de sodium) afin de saturer la totalité des puits et être sûr que les 

sites ne possédant pas d’anticorps sont saturés par la BSA et qu’aucune autre molécule puisse se fixer à 

d’autre endroit que sur les anticorps coatés. Elles sont ensuite scellées et conservées à 4°C jusqu’à 

utilisation. Un premier lavage est effectué avec du tampon phosphate de potassium 50 mM pH 7,4 afin 

d’éliminer les anticorps qui ne sont pas fixés et le tampon EIA. Puis 100 µL par puit des différentes solutions 

préalablement préparées sont déposées en duplicate dans les puits coatés.  

Les solutions préparées sont les suivantes :  

• Gamme de concentrations de 3.106 à 103 cellules NS1/mL (1/3 en 1/3) en milieu de culture. 

• Gamme de concentrations de 106 à 102 cellules CHO/mL (10 en 10) en milieu de culture. 

• 8 puits en milieu de culture seul (afin de déterminer le bruit de fond). 

La plaque est incubée 2 h à 20°C puis trois lavages sont effectués en tampon phosphate de potassium 50 

mM pH 7,4 sans Tween20 pour ne pas dégrader les cellules. 100 µL par puit d’anticorps anti-CD18 

biotinylés à 200 ng/mL ou 400 ng/mL en tampon EIA sans azide (antibactérien qui pourrait dégrader les 

cellules) sont ajoutés puis la plaque est incubée 2 heures à 20°C. Ensuite, trois lavages sont à nouveau 

effectués en tampon phosphate de potassium 50 mM pH 7,4 sans Tween20.  

Deux modes de révélation peuvent être considérés :  

• Premier mode de révélation : 100 µL par puit de streptavidine couplée à l’enzyme 

acétylcholinestérase (abrégée en Streptavidine-G4) à 1 UE/mL/mn en tampon EIA sont ajoutés. 

L’enzyme G4 provient des organes électriques du gymnote (poisson d’eau douce). Elle est 

achetée commercialement puis couplée covalemment à la streptavidine au LERI. La plaque est 

ensuite incubée 1 h à 20°C sous agitation afin de former les liaisons biotine-streptavidine suivi 
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de cinq lavages en tampon phosphate de potassium 50 mM pH 7,4 sans Tween20 afin d’éliminer 

tout ce qui n’est pas spécifique et avoir un faible bruit de fond. Puis, afin de procéder à la 

révélation colorimétrique, 200 µL par puit du réactif d’Ellman 0,1 M sont ajoutés. Pour finir, la 

lecture des plaques se fait au spectromètre à la longueur d’onde de 414 nm après 30 minutes, 1 

heure et 2 heures de réaction. 

•  Deuxième mode de révélation : 100 µL par puit de streptavidine couplée à l’enzyme peroxydase 

de raifort (abrégée en Streptavidine-polyHRP ou streptavidine-polyHorseRadishPeroxydase) 

commerciale diluée au 1/20000 en tampon EIA sans azide sont ajoutés. La plaque est ensuite 

incubée 30 minutes à 20°C sous agitation afin de former les liaisons biotine-streptavidine suivi 

de cinq lavages en tampon phosphate de potassium 50 mM pH 7,4 sans Tween20 afin d’éliminer 

tout ce qui n’est pas spécifique et avoir un faible bruit de fond. Puis, afin de procéder à la 

révélation colorimétrique, 100 µL par puit d’une solution de TMB sont ajoutés. La plaque est 

incubée 30 minutes à 20°C sous agitation puis la solution est stoppée avec l’ajout de 100 µL par 

puit d’acide sulfurique 2 M. Pour finir, la lecture des plaques se fait au spectromètre à des 

longueurs d’onde de 450 nm et 620 nm. Le signal obtenu à 620 nm est soustrait au signal obtenu 

à 450 nm et les limites de détection et de quantification sont obtenues. 

3.5.3. Cytométrie en flux  

Différentes concentrations en NS1 (de 103 à 105 NS1/mL) ont été étudiées par échantillon de 200 µL en 

PBS dans lequel 0,5 % de BSA a été ajouté. Ces échantillons sont ensuite incubés 2 h à température ambiante 

avec la même quantité d’anticorps couplé au fluorophore Phycoérythrine pour chaque concentration de 

cellules. Les échantillons sont ensuite lavés deux fois en PBS additionné de 0,5 % de BSA suivi pour chacun 

des lavages d’une centrifugation. Et pour finir, les cellules sont reprises dans 200 µL de ce même tampon. 

Chaque échantillon de 200 µL est passé en cytométrie en flux. Ainsi le niveau de fluorescence de chaque 

population présente dans l’échantillon est évalué et comparé à l’échantillon témoin de 105 NS1/mL dans le 

même tampon mais sans anticorps fluorescent. 
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Le développement de la biopuce à deux étages GMR ouvre des perspectives très intéressantes pour 

augmenter à la fois la spécificité et la sensibilité de détection des objets biologiques cibles. Ainsi, les 

performances de cette biopuce en tant que méthode de diagnostic, telles que la sensibilité, la spécificité et 

la robustesse, mais aussi la rapidité et la facilité d'utilisation, ont pu être évaluées durant ces trois années de 

thèse.   

L’évaluation des performances de cette détection GMR a été réalisée avec des cellules NS1 eucaryotes 

(objet biologique de 6 µm de diamètre en moyenne), dont les résultats sont présentés dans ce chapitre 4. 

Mais il est à noter que quelques autres expériences préliminaires ont également été menées avec des objets 

biologiques de plus petite taille, les bactéries Xanthomonas arboricola, d’environ 1 µm de diamètre, et dont 

les résultats seront discutés dans le chapitre 5 - 

4.2. Résultats  

Lors de ces trois années de thèse, différentes expériences dans différents milieux et avec différentes billes 

magnétiques ont été réalisées (Tableau 4.1) : 

Comme décrit dans le chapitre 3 -, chaque expérience suit un protocole expérimental bien précis. La 

grande majorité des résultats pour la détection des cellules NS1 a été obtenue dans du milieu de culture avec 

les billes Dynabeads MyOne Streptavidin T1 de 1 µm de diamètre (fonctionnalisées avec l’anticorps anti-

CD138 biotinylé). Quant aux billes, Micromod 500 nm fonctionnalisées par le même anticorps, elles 

immunocapturent difficilement les cellules NS1. Les billes Adembeads carboxyles 200 nm génèrent 

énormément d’agrégats après fonctionnalisation avec l’anticorps spécifique de rat anti-CD138. Enfin, le 

procédé de fabrication des billes du LITEN n’est pas encore optimal pour nous permettre d’obtenir de bons 

résultats.  

Toutefois, ce sont les billes Adembeads 200 nm qui ont été utilisées lors des expériences avec les 

bactéries. D’une part, il s’agit de billes plus petites, donc avec un plus grand potentiel de marquage 

magnétique de la surface des bactéries, qui sont des objets biologiques plus petits que les cellules 

NS1. D’autre part, comme présenté dans le paragraphe 3.4.2.1.3, ces billes 200 nm s’agrègent peu lorsque 

fonctionnalisées par les anticorps de souris IpaD315, MIP35 (Fig. 3.17) ou l’anticorps Xantho5 (chapitre 

Tableau 4.1 - Quantités et différents types d’expériences réalisées sur ces trois années de thèse sur la biopuce à deux étages   

MC = milieu de culture, PBS = Phosphate Buffered Saline (tampon phosphate salin), SVF = sérum de veau fœtal, PL = 

plasma de lapin. 
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5 -), contrairement à l’anticorps de rat anti-CD138 (l’espèce d’origine de l’anticorps jouerait-elle un rôle 

dans l’agrégation des billes fonctionnalisées ?).  

Des expériences avec un mélange de billes Dynabeads MyOne streptavidin T1 de 1 µm et Dynabeads 

tosylactivées de 2,8 µm ont été réalisées au début de ces trois années de thèse sans cellules NS1 afin 

d’évaluer l’agrégation du mélange de ces deux types de billes, leur potentiel synergique, et la possibilité (ou 

pas) de leur distinguabilité en vue d’un multiplexage pour la détection. Ce dernier point resterait à 

approfondir, mais pour nos travaux, les billes Dynabeads MyOne 1 µm ont été choisies car beaucoup moins 

imposantes que les billes Dynabeads 2,8 µm ce qui permet un meilleur marquage magnétique des cellules 

NS1. 

Pour être pertinent et attractif, un test de diagnostic se doit à minima d’être à la fois spécifique, c’est-à-

dire capable de détecter uniquement la cible d’intérêt et pas (ou le moins possible) de contaminants (i.e. 

faux positifs), mais aussi d’être le plus sensible possible, c’est-à-dire capable de détecter la plus petite 

quantité possible de cible biologique d’intérêt (avec le moins possible de faux négatifs). Idéalement, tout 

nouveau test de diagnostic doit présenter une limite de détection qui doit être meilleure que celle des autres 

tests de diagnostic déjà sur le marché. D’autres critères sont, bien sûr, aussi à considérer, tels que sa 

simplicité d’utilisation, sa rapidité d’exécution et de rendu de résultat, sa robustesse, sa reproductibilité, son 

coût, sa transportabilité, sa consommation énergétique, etc. Bref, autant de critères qui permettront de situer 

le lieu optimal d’utilisation du test de détection/diagnostic : depuis le terrain (avec les critères ASSURED 

de l’OMS) jusqu’au laboratoire expert.  

4.2.1. Détection GMR des cellules NS1 labélisées avec les billes magnétiques 

Dynabeads MyOne de 1 µm de diamètre 

4.2.1.1. Données préliminaires 

Afin d’établir la preuve de concept de cette nouvelle biopuce GMR à deux étages pour du diagnostic 

précoce, les billes Dynabeads MyOne de 1 µm ont été choisies pour leur bonne capacité de labélisation 

magnétique des cellules cibles, leur faible agrégation mais également pour le contrôle visuel de ces deux 

Tableau 4.2 - Paramètres des différentes expériences avec les billes Dynabeads MyOne de 1 µm 

Date de 

l’expérience 

Nom de 

la 

biopuce 

Hauteur 

du canal 

(µm) 

Epaisseur 

SU-8 

(µm) 

Epaisseur 

NOA81 

(µm) 

Sensibilité 

des capteurs 

(%/mT) 

Bruit moyen 

capteur haut 

(mV) 

Bruit moyen 

capteur bas 

(mV) 

Volume des 

échantillons 

(µL) 

28-10-2020 C2E11 20,8 2,2 5 1,13 48 46 200 

10-11-2020 C2E11 20,8 2,2 5 1 37 33 200 

31-03-2021 C2E14 23,5 2,2 5 0,71 40 30 200 

28-04-2021 C2E15 26 2 5 0,78 61 51 200 

15-04-2022 C2E23 21,2 2,5 5 1,64 40 49 1000 
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paramètres avec un microscope optique grossissement 40X. Des photos de la labélisation et de l’état 

d’agrégation de chaque échantillon ont été prises à chaque début d’expérience (paragraphe 3.3.1.1). 

Pour évaluer l’intérêt (ou pas) de l’utilisation de ces billes magnétiques pour la détection des objets 

biologiques dans la biopuce GMR, nous nous sommes intéressées à l’étude de deux critères : la spécificité 

et la sensibilité de détection. 

Le Tableau 4.2 résume l’ensemble des expériences choisies pour évaluer ces deux critères. 

Au préalable, des simulations du champ dipolaire émis et produit simultanément sur les capteurs haut et 

bas par des objets magnétiques contenant un nombre variable de billes Dynabeads MyOne de 1 µm en 

fonction de leur hauteur de passage dans le canal microfluidique ont été réalisées (Fig. 4.1). 

Les coïncidences résultantes comprennent un signal dont l'amplitude est supérieure à deux fois la limite 

de détection (LOD) d’un capteur et l'amplitude du second signal a été fixée à une fois la limite de détection 

(LOD), c'est-à-dire à un rapport signal sur bruit (SNR) de 1. Les objets magnétiques qui génèrent des 

coïncidences avec les critères d'amplitude imposés, sont des objets magnétiques qui contiennent au moins 

10 billes comme le prédit le calcul des champs dipolaires respectivement émis par les capteurs du haut et 

du bas (Fig. 4.1). 

La plupart des objets magnétiques donnant lieu à une coïncidence passent au centre du canal 

microfluidique. Une légère dissymétrie est visible du fait que les espaceurs du haut et du bas n’ont pas la 

même épaisseur comme le montre les équations de la Fig. 4.2.   

Fig. 4.1- Champ dipolaire théorique calculé et produit simultanément sur le capteur du haut (traits pointillés) 

et du bas (traits pleins) par des objets magnétiques labélisés par un nombre variable de billes Dynabeads MyOne 

de 1 µm en fonction de leur hauteur de passage zB (26 µm) dans le canal  

La limite de détection LOD est indiquée par un trait noir gras (paragraphe 1.4.6.5). 
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L’épaisseur des espaceurs (en particulier l’épaisseur de l’espaceur du bas) va changer légèrement en 

fonction des expériences comme indiqué dans le Tableau 4.2. Cela va modifier quelque peu les valeurs du 

champ dipolaire mais les estimations de la Fig. 4.1 restent justes. 

4.2.1.2. Evaluation de la spécificité du test 

Pour évaluer la spécificité de détection de la biopuce au moyen des billes magnétiques Dynabeads 

MyOne, nous avons analysé et comparé trois échantillons de l’expérience du 28 avril 2021 : 

• Un échantillon « test positif » de 200 µL contenant 105 NS1/mL labélisées par des billes 

fonctionnalisées par l’anticorps anti-CD138, 

• Et deux échantillons « témoins négatifs » de 200 µL chacun. Le premier contrôle négatif contient 

uniquement les billes Dynabeads MyOne fonctionnalisées par l'anticorps spécifique anti-CD138 

en milieu de culture à la même concentration que dans l'échantillon « test positif ». Le deuxième 

contrôle négatif contient les mêmes billes, toujours à la même concentration (1,5 × 107 

billes/mL) mais en présence de 105 cellules CHO (non pertinentes) par mL. 

La sensibilité et le bruit expérimental des deux capteurs GMR intégrés dans la biopuce sont déterminés, 

comme expliqué dans le chapitre 2 -, avant l'écoulement de chaque échantillon dans le canal. Les valeurs 

sont indiquées dans le Tableau 4.3. 

La Fig. 4.3 présente les paramètres extraits du traitement du signal des signaux obtenus pour l’échantillon 

test et les deux contrôles négatifs, comme détaillé dans le chapitre 2 -. Ainsi les Fig. 4.3A et Fig. 4.3B 

représentent le nombre de coïncidences en fonction de la position dans le canal de hauteur 26 µm et les Fig. 

4.3C et Fig. 4.3D le nombre de coïncidences en fonction du nombre de billes magnétiques par objets 

détectés. 

Comme énoncé précédemment, les coïncidences comprennent un signal dont l'amplitude est supérieure 

à deux fois la limite de détection (LOD) d’un capteur et l'amplitude du second signal a été fixée à une fois 

la limite de détection (LOD) c'est-à-dire à un rapport signal sur bruit (SNR) de 1.  

Sur les Fig. 4.3A et Fig. 4.3B, on peut voir que la plupart des objets magnétiques donnant lieu à une 

coïncidence pour l'échantillon « test positif » (en rouge) ainsi que pour les deux contrôles négatifs (en bleu 

et vert) sont distribués sous forme d’une gaussienne dont le centre correspond à peu près au centre du canal 

microfluidique (il y a un léger décalage expliqué ci-dessous). Cela signifie que l’écoulement est laminaire 

Fig. 4.2 - Schéma de la biopuce GMR à deux étages afin d’expliquer la dissymétrie du faisceau de courbe des champs 

dipolaires haut et bas si les espaceurs n’ont pas la même épaisseur 
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et que la majorité des objets magnétiques passent au centre du canal. L’approximation de traiter les signaux 

avec une seule vitesse comme paramètre réglable semble juste (paragraphe 2.4.4).   

Deux explications peuvent être données afin de comprendre le léger décalage par rapport au centre des 

histogrammes des Fig. 4.3A et Fig. 4.3B, la seconde nous semblant plus probable.  

1) Les objets magnétiques ne sont pas injectés latéralement dans le canal mais par le haut et 

ils ne passent donc pas tout à fait au centre. 

2)  L’estimation de l’épaisseur des espaceurs n’est pas tout à fait correct, en particulier celle 

de la NOA qui ne peut pas être mesurée pendant les expériences. Reprenons les équations 

de la Fig. 4.2 ainsi que les explications pour calculer la hauteur de passage des objets du 

paragraphe 2.5.7. 

zB est calculé à partir des amplitudes expérimentales Vpp haut et Vpp bas des signaux qui 

constituent une coïncidence. 

Les champs dipolaires haut et bas sont proportionnels à ces tensions expérimentales. Une erreur sur 

l’épaisseur des espaceurs sera rectifiée en choisissant le zB qui permet d’avoir les hauteurs hhaut (ou hbas) 

permettant d’ajuster correctement les signaux expérimentaux. Les histogrammes représentant les positions 

des objets dans le canal seront donc légèrement décentrés.  Dans le cas des Fig. 4.3A et Fig. 4.3B, l’équation 

hhaut= h-zB+Zesp-haut montre que nous avons dû surestimer l’épaisseur de NOA (Zesp-haut) puisque 

l’histogramme est centré à 15 µm et non à 13,5 µm (en supposant que nous avons correctement déterminé 

l’épaisseur de SU-8 2002, Zesp-bas). 

Ensuite, les Fig. 4.3C et Fig. 4.3D montrent l'histogramme du nombre de coïncidences en fonction du 

nombre de billes magnétiques présentes par objet détecté (objets détectés = agrégats pour les contrôles 

négatifs, agrégats et cellules marquées dans l'échantillon « test positif »). L'échantillon « test positif » 

(histogramme rouge) contient la même concentration de billes 1,5 × 107 billes/mL que les échantillons 

Tableau 4.3 - Paramètres expérimentaux pour les échantillons tests et les témoins négatifs avec les billes Dynabeads MyOne 

de 1 µm 

 

Sensibilité des 

capteurs GMR 

(%/mT) 

Bruit de sortie des 

capteurs GMR 

 (mV pic à pic) 

Hauteur 

du canal 

(µm) 

Epaisseur 

SU-8 

(µm) 

Epaisseur 

NOA 

(µm) 

Gain 

 
Capteur 

du haut 

Capteur 

du bas 

Capteur 

du haut 

Capteur 

du bas 

26 2 5 8600 

Echantillon 

test (positif) 
0,78 0,78 43 40 

Premier 

témoin 

négatif 

0,78 0,78 61 39 

Deuxième 

témoin 

négatif 

0,78 0,78 42 38 
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négatifs. Dans le cas théorique d'un marquage parfait avec occupation stérique complète des 105 NS1, 

environ 150 billes se lieront par cellule (paragraphe 3.3.1.1). Cela signifierait que toutes les billes ont été 

couplées aux cellules. Or une étude visuelle par microscopie optique (Fig. 3.2, paragraphe 3.3.1.1) a 

montré que les cellules NS1 sont marquées par 50 billes en moyenne, avec une distribution entre 20 et 80 

billes. Ces photos montrent également que la majorité des agrégats contient moins de 10 billes et que les 

agrégats de plus de 25 billes sont des évènements rares. Comme le montre les courbes de champ dipolaire, 

du fait des LOD imposées pour la validation des coïncidences, les agrégats de moins de 10 billes ne peuvent 

pas être détectés par les capteurs GMR (Fig. 4.1). 

Pour cette raison et grâce à une taille modérée des agrégats, deux populations distinctes sont observées 

respectivement pour l'échantillon « test positif » (histogramme en rouge, avec en majorité > à 25 billes par 

objet, autrement dit correspondant très certainement à des cellules magnétiquement marquées) et pour les 

Fig. 4.3 - Histogramme du nombre de coïncidences en fonction de la hauteur de passage dans le canal microfluidique 

zB (A et B, en haut) ou en fonction du nombre de billes détectées par objet magnétique (C et D, en bas) pour des 

expériences réalisées avec des billes Dynabeads  MyOne de 1 µm 

Nombre de coïncidences obtenues avec la biopuce GMR à deux étages après passage de 200 µL d’une solution de 1 mL 

de milieu de culture contenant 1,5 × 107 billes Dynabeads MyOne fonctionnalisées avec l’anticorps anti-CD138 mises 

en contact pendant 2 h à 20°C sous agitation avec: A, B, C et D) 105 cellules NS1 (histogrammes rouges), B et D) 105 

cellules CHO (histogrammes bleus) ou A et C) en absence de cellules (billes magnétiques seules en milieu de culture, 

histogrammes verts). Pour des raisons de lisibilité, les deux histogrammes Fig. 4.3C et Fig. 4.3D ont été tracés pour un 

nombre de billes par objets magnétiques (cellules ou agrégats) n’excédant pas 100 billes, même si les données rapportent 

que certains objets magnétiques (agrégats ou cellules) sont labélisés jusqu’à 200 billes (% de ces coïncidences extrêmes 

indiqué entre parenthèses). 
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témoins négatifs (histogrammes en bleu et vert, avec en majorité < à 25 billes par objet, i.e. des agrégats de 

billes). En d’autres termes, dans l’échantillon « test positif » (histogramme rouge Fig. 4.3C et Fig. 4.3D) 

contenant autant de cellules cibles NS1 que de cellules non pertinentes CHO dans le 2e témoin négatif 

(histogramme bleu, Fig. 4.3D) et autant de billes magnétiques Dynabeads MyOne fonctionnalisées que dans 

les 2 témoins négatifs, on retrouve quelques agrégats de 10 à 25 billes (en moyenne), mais une nouvelle 

population d’évènements apparait constituée d’objets supérieurs à 25 billes, correspondant très certainement 

aux cellules NS1 spécifiquement marquées par les billes magnétiques. Ces données sont tout à fait 

cohérentes avec les observations microscopiques de la Fig. 3.2, paragraphe 3.3.1.1.  

En conclusion, les objets magnétiques de l’échantillon « test positif », qui génèrent des coïncidences au 

centre du canal ((Fig. 4.3), histogramme rouge) avec les critères d’amplitude imposés, sont très certainement 

majoritairement des cellules NS1 spécifiquement marquées par plus de 25 billes Dynabeads MyOne 

fonctionnalisées et minoritairement quelques agrégats ou cellules NS1 faiblement marquées (< 25 billes). 

Pour cette expérience, le nombre de coïncidences pour le premier contrôle négatif représente moins de 

0,5 % du nombre de coïncidences obtenu pour l’échantillon « test positif », correspondant donc à une 

spécificité de 99,5 %. Concernant, le nombre de coïncidence du deuxième contrôle négatif, il représente 

seulement 8 % du nombre de coïncidences obtenu pour l’échantillon positif, correspondant à une spécificité 

de 92 %. Cette différence entre les deux tests négatifs peut provenir de deux phénomènes hypothétiques, i) 

de l’encombrement des cellules non pertinentes dans la solution et donc du manque de place pour les billes 

magnétiques qui finissent par s’agréger et ii) d’une accroche non spécifique des billes Dynabeads MyOne 

fonctionnalisées aux cellules CHO. 

4.2.1.3. Evaluation de la sensibilité du test de détection 

Après avoir montré la bonne spécificité de détection des cellules NS1 avec la biopuce combinée aux 

billes Dynabeads MyOne fonctionnalisées (i.e. on sait différencier les cellules NS1 des agrégats de billes), 

il est crucial d’évaluer la sensibilité du test.  

Pour évaluer cette sensibilité de détection de la biopuce au moyen des billes magnétiques, une gamme 

de concentration en cellules NS1 (de 102 à 105 cellules/mL en milieu de culture) magnétiquement marquées 

par les billes Dynabeads fonctionnalisées par l’anticorps anti-CD138 a été analysée, en plus des témoins 

négatifs précédents, au cours de plusieurs expériences indépendantes réalisées sur des biopuces GMR 

différentes possédant des caractéristiques différentes (Tableau 4.2). 

Si on se réfère à la gaussienne des histogrammes des témoins négatifs (Fig. 4.3C et Fig. 4.3D), la majorité 

des agrégats de billes, détectables avec les critères de LOD imposés pour la détection, semblent contenir 

moins de 25 billes (ceux de moins de 10 billes n’apparaissant pas sur l’histogramme avec les LOD que nous 

avons imposées). La spécificité du test étant d’autre part tout à fait honorable, nous allons considérer qu'au-

delà de 25 billes, les objets détectés sont très probablement des cellules labélisées par des billes magnétiques 

(et très peu probablement de gros agrégats de billes, voir histogrammes de la Fig. 4.3C et Fig. 4.3D montrant 

que de tels événements sont très occasionnels (< 10 %)). Inversement, en dessous de 25 billes, nous allons 

considérer qu’il y a une forte probabilité que les objets détectés soient des agrégats plutôt que des cellules 

très peu labélisées, comme le suggère d’ailleurs les observations microscopiques (98% des cellules 

marquées le sont avec plus de 7 billes, Fig. 3.2, paragraphe 3.3.1.1).  

Ainsi, et pour s’affranchir d’un maximum d’agrégats de billes, nous avons retraité les résultats obtenus 

en fixant un seuil à 25 billes : seules les coïncidences d’objets magnétiques contenant plus de 25 billes sont 

considérées comme des cellules cibles NS1. C’est de cette façon que nous avons évalué la sensibilité de 

détection de la biopuce, en traçant la courbe du nombre de coïncidences d’objets labélisés par plus de 25 
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billes en fonction de la concentration en cellules NS1 (Fig. 4.4), pour 4 expériences présentées sur le 

Tableau 4.2. 
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Dans la Fig. 4.4 : 

• Coïncidences détectées = nombre total de coïncidences détectées supérieures à 10 billes (limite 

de détectabilité de la biopuce GMR à deux étages (Fig. 4.1) correspondant à des agrégats ou des 

cellules magnétiquement marquées). 

• Coïncidences > à 25 billes = coïncidences d’objets magnétiques contenant un nombre de billes 

(> 25) supérieur au seuil au-delà duquel il est fortement probable que les objets magnétiques 

soient des cellules magnétiquement marquées (seuil déterminé lors de l’étude de spécificité (Fig. 

4.3)).  

• Pourcentage de cellules récupérées = nombre de coïncidences détectées avec plus de 25 billes / 

nombre attendu de cellules NS1 dans le volume analysé par la biopuce GMR. 

En vert, il s’agit du seuil correspondant au nombre de coïncidences enregistrées pour l’échantillon témoin 

de billes seules, autrement dit aux agrégats de plus de 25 billes. En bleu, il s’agit du seuil correspondant aux 

coïncidences enregistrées pour le deuxième échantillon témoin (avec cellules CHO), autrement dit aux 

agrégats de plus de 25 billes mais en présence de cellules non pertinentes CHO. En rouge, il s’agit du nombre 

de coïncidences enregistrées pour chacune des différentes concentrations en cellules NS1 (en présence de 

la même concentration en billes fonctionnalisées par l’anticorps anti-CD138 que pour les contrôles négatifs 

soit 1,5 × 107 billes/mL). 

Pour les trois premières expériences Fig. 4.4A, B et C, 200 µL de chaque échantillon a été analysé dans 

la biopuce pour des questions de durée d’expérience (200 µL met environ 10 minutes à passer dans le canal 

microfluidique contre 45 minutes pour un échantillon de 1 mL). Cependant, la dernière expérience (Fig. 

4.4D) a été réalisée avec des échantillons de 1 mL en quête d’un gain de sensibilité.  

Les trois premières expériences s’étendent sur une gamme de concentration allant de 102 à 105 NS1/mL, 

avec un témoin négatif contenant nécessairement 105 CHO/mL (Fig. 4.4A, B et C). En revanche, pour la 

dernière expérience basée sur un plus grand volume d’analyse (pour une meilleure sensibilité), la gamme 

de concentration a été réduite, de 102 à 5 × 103 NS1/mL, et c’est pourquoi sur la Fig. 4.4D la concentration 

en cellules CHO n’est que de 5 × 103 cellules/mL.  

Fig. 4.4 - Evaluation de la sensibilité de détection des cellules NS1 par la biopuce GMR avec des billes Dynabeads MyOne 

1 µm fonctionnalisées anti-CD138 

A : Expérience du 28-10-20 avec une sensibilité entre 102 et 103 cellules NS1/mL. B : Expérience du 10-11-20 avec une 

sensibilité entre 102 et 103 cellules NS1/mL. C : Expérience du 31-03-21 avec une sensibilité entre 3.102 et 103 cellules 

NS1/mL. D : Expérience du 15-04-22 avec une sensibilité de 102 cellules NS1/mL. 
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On remarque que pour ces quatre expériences, les coïncidences d’objets labélisés par plus de 25 billes 

pour les contrôles négatifs sont assez rares.  

En moyenne, seulement 14 coïncidences d’objets marqués par plus de 25 billes ont été enregistrées pour 

200 µL et 11 pour 1 mL de témoin négatif contenant des cellules CHO en présence de billes magnétiques 

(moyennes différentes car ces quatre expériences n’ont pas la même concentration en cellules non 

pertinentes). Autrement dit, ce sont de gros agrégats (> 25 billes) ou des cellules CHO fortement labélisées 

de façon non spécifique.  

Un nombre moyen de 14 coïncidences d’objets marqués par plus de 25 billes a été enregistré pour 200 

µL de témoin négatif contenant uniquement 1,5 × 107 billes fonctionnalisées par mL (moyenne calculée 

pour les quatre expériences en ajustant le nombre de coïncidences sur 200 µL pour l’expérience de la Fig. 

4.4D).  

Ce sont des seuils relativement faibles et améliorables par nos recherches de diminution de l’état 

d’agrégation des billes (paragraphe 3.4.2.3).  

Concernant la sensibilité de détection du test, elle correspond à la plus petite concentration de cellules 

NS1 pour laquelle la biopuce est capable de détecter un nombre de coïncidences supérieur à celui enregistré 

pour les deux témoins négatifs réalisés dans les mêmes conditions.   

• Pour un volume de 200 µL passant en 10 minutes dans la biopuce, elle est entre 102 et 103 cellules 

NS1/mL (Fig. 4.4A, B et C). On peut toutefois remarquer que la quantité de cellules NS1 

détectées (coïncidences supérieures à 25 billes) ne correspond pas et est bien inférieure à la 

quantité de cellules attendues dans les échantillons (voir les pourcentages de cellules récupérées 

indiqués dans les tableaux). On peut noter que cet écart est d’autant plus marqué que la 

concentration en cellules NS1 est importante.  Ainsi pour les échantillons contenant 105 cellules 

NS1/mL, 20 000 cellules sont attendues dans 200 µL d’échantillon introduit dans la biopuce. Or, 

seulement 1 à 17 % de ces cellules sont détectées par la biopuce. Pour une concentration de 103 

NS1/mL, ce pourcentage monte et varie entre 10 et 29 %.  Quant aux concentrations inférieures 

à 103 NS1/mL, il est possible de récupérer en moyenne 40 % des objets biologiques. Les origines 

de cette perte font l’objet d’une explication dans le paragraphe 4.2.1.4 et des optimisations 

seront entreprises pour en réduire la portée. Il est toutefois important de noter que cette plage 

dynamique (certes, à ce jour limitée) est toutefois favorable à l’utilisation de la biopuce en tant 

qu’outil de diagnostic précoce, dont l’objet d’étude est la mesure de très faibles concentrations.  

• La sensibilité de détection de la biopuce semble pouvoir être améliorée en augmentant le volume 

d’échantillon analysé (mais pour une durée d’analyse également plus longue). En effet, pour un 

volume d’échantillon de 1 mL passant en 45 minutes environ dans la biopuce, la sensibilité a 

une valeur de 102 NS1/mL (Fig. 4.4D). Ces résultats restent toutefois à être confirmés par 

d’autres expériences.  

Une autre solution envisagée est la concentration de nos échantillons dans un volume de 200 µL. Les 

premiers essais n’ont pas été concluants. Il faudra s’assurer qu’il ne s’agit pas de « l’effet crochet ». En 

biologie, au-delà d’une certaine concentration, les effets attendus ne se produisent plus.  

4.2.1.4. Objets biologiques non détectés 

Comme vu précédemment (Fig. 4.4), on ne parvient pas à détecter l’ensemble des objets biologiques 

présent dans chaque échantillon introduit dans la biopuce : il existe une perte d’autant plus prononcée que 

la concentration en cellules est importante.  
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Afin de vérifier que cette perte ne provient pas d’un engorgement des cellules dans les tubulures 

microfluidiques, les objets biologiques ont été récupérés et comptés au TC20 et à la cellule de Malassez sur 

les concentrations les plus élevées (105 et 104 NS1) à la fin d’une expérience. Sachant que le TC20 a une 

limite de détection entre 104 et 107 cellules/mL et la cellule de Malassez, quant à elle, possède une limite de 

détection en dessous de 104 cellules/mL. 

D’après le Tableau 4.4 , il y a une perte de cellules dans les tubulures (cette perte peut varier selon les 

expériences, s’il y a des engorgements ou non). Cependant si les cellules restent dans les tubulures de sortie 

(l’échantillon n’a peut-être pas été correctement récupéré), elles n’ont pas été récupérées mais elles ont 

quand même été détectées.  

Le fait que tous les objets ne soient pas détectés peut également s’expliquer par des phénomènes de deux 

natures : d’ordre biologique et d’ordre magnétique.  

4.2.1.4.1. Explications biologiques  

• Certaines cellules peuvent ne pas être labélisées par les billes magnétiques. Une étude statistique, 

réalisée sur des dizaines de photos prises au microscope et analysées à l'aide des logiciels ImageJ 

et Paintshop pro, révèle qu’en moyenne 7 % des cellules NS1 se retrouvent sans bille à leur 

surface après 2 h d’immunocapture à 20°C sous agitation (Fig. 4.5a).  

• Certaines cellules sont très peu labélisées et se retrouvent avec moins de 25 billes à leur surface 

(Fig. 4.5b) alors qu’une cellule bien labélisée compte en moyenne 50 billes à sa surface (Fig. 

3.5). 

• Certaines cellules ne survivent pas à la préparation de l’échantillon et, en particulier, aux 2 h 

d’immunocapture sous agitation, il y a donc dans la solution d’échantillon des cellules mortes 

qui sont potentiellement peu ou pas labélisées (Fig. 4.5c). 

• Les cellules magnétiquement labélisées peuvent facilement former des clusters de cellules. En 

effet, les billes magnétiques fonctionnalisées possèdent plusieurs anticorps à leur surface et 

Tableau 4.4 - Comptage des cellules NS1 (104 et 105 cellules/mL) avant et après l’expérience 

Concentrations 

Avant l’expérience 

(NS1/mL)) 

Après l’expérience 

(NS1/mL) 

Cellules récupérées 

(%) 

TC20 Malassez TC20 Mallasez TC20 Malassez 

105 NS1/mL + 1,5 × 107 

billes/mL 

fonctionnalisées avec 

l’anticorps anti-CD138 

1,34×105 1,4×105 4,83×104 4,1×104 36 29 

104 NS1/mL + 1,5 × 107 

billes/mL 

fonctionnalisées avec 

l’anticorps anti-CD138 

< 104 8.103 < 104 1.103 / 13 
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peuvent donc immunocapturer simultanément plusieurs cellules. Chaque cellule NS1 possède 

en outre plusieurs récepteurs CD138 à sa surface [1], ce qui permet l’accrochage simultané de 

plusieurs billes fonctionnalisées en surface de chaque cellule.  D’autre part, les billes peuvent 

également former des agrégats entre elles et donc une cellule labélisée peut être collée à d’autres 

cellules par agrégation des billes magnétiques. Ces clusters de cellules sont d’autant plus 

fréquemment observés au microscope que la concentration en cellules est importante, et ils sont 

très souvent visibles pour des concentrations supérieures à 104 NS1/mL (Fig. 4.5d). Un tel 

cluster de cellule est détecté comme un objet magnétique unique par la biopuce, comme expliqué 

dans le paragraphe 4.2.1.4.2 suivant. 

4.2.1.4.2.  Explications magnétiques 

L’arrangement des cellules lorsqu’elles passent groupées devant les capteurs GMR dans le canal 

microfluidique peut également jouer sur la détectabilité de chacune d’entre elle.  Comme nous l'avons vu 

dans le chapitre 2 -, le laboratoire sur puce permet la détection dynamique d'objets magnétiques un par un. 

Il est cependant important de connaître l'influence du passage simultané de cellules labélisées dans le canal 

microfluidique.  

Dans le cas d'un échantillon contenant une concentration C d'objets biologiques définie par l’équation 

(Eq. 4.1) : 

Fig. 4.5 - Illustrations photographiques (microscope optique) de causes biologiques des cellules non détectables 

par la biopuce GMR 

 a) cellule non labélisée, b) cellule peu labélisée (< à 25 billes Dynabeads MyOne), c) cellule morte, d) cluster de 

cellules détecté comme un seul objet magnétique par la biopuce. 
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 𝐶 =  
𝑁𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒𝑠

𝑉𝑜𝑙é𝑐ℎ𝑎𝑛𝑡𝑖𝑙𝑙𝑜𝑛
 (Eq. 4.1) 

Répartis de manière homogène dans la matrice, le nombre de cellules labélisées qui circulent dans le 

canal microfluidique 𝑁𝐶𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒𝑠
𝐶𝑎𝑛𝑎𝑙  de volume 𝑉𝑐𝑎𝑛𝑎𝑙 est défini par l’équation (Eq. 4.2) : 

 𝑁𝐶𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒𝑠
𝐶𝑎𝑛𝑎𝑙 = 𝐶 × 𝑉𝑐𝑎𝑛𝑎𝑙 (Eq. 4.2) 

Ainsi, pour une concentration d’échantillon de 105 NS1/mL, pour un laboratoire sur puce ayant une 

hauteur de 26 µm, une largeur de 100 µm et une longueur de 104 µm, 𝑉𝑐𝑎𝑛𝑎𝑙 = 2,6 × 10−2 µL.  

Par conséquent, 𝑁𝐶𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒𝑠
𝐶𝑎𝑛𝑎𝑙 = 2,6. 

Cela signifie que, dans un échantillon de forte concentration avec une distribution uniforme de cellules, 

les objets biologiques ne s'écoulent pas un par un dans le canal. Or pour de plus faibles concentrations, si 

nous prenons une concentration de 103 NS1/mL par exemple, les objets biologiques s'écoulent, cette fois, 

un par un dans le canal (𝑁𝐶𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒𝑠
𝐶𝑎𝑛𝑎𝑙 = 0,026). En réalité, même si l'échantillon est agité pour maintenir la 

distribution la plus homogène possible, il y a toujours une possible sédimentation des cellules et une 

inhomogénéité de leur distribution dans l’échantillon. En effet : 

• Certaines cellules peuvent être très proches l’une de l’autre lorsqu’elles passent entre les deux 

capteurs GMR, ce qui ne permet pas au capteur de les différencier individuellement. Les cellules 

sont donc considérées comme un objet unique. Des simulations ont montré qu’il fallait une 

distance minimum de 30 µm afin d’obtenir des signaux distincts pour chacune des deux cellules. 

C'est une petite distance comparée à la longueur du canal (104 µm) (Fig. 4.6a et Fig. 4.6b). 

• Des cellules peuvent également passer l’une au-dessus de l’autre. Dans ce cas, un objet unique 

est également détecté. Cette configuration est assez rare en raison de la taille des cellules (6 µm 

en moyenne) par rapport à la hauteur du canal (ex : 26 µm) (Fig. 4.6c).   

• Comme expliqué précédemment, lors du traitement des données, nous imposons une limite de 

détection supérieure à deux fois le bruit sur l'un des deux signaux, ce qui empêche de voir 

certaines coïncidences. Et donc certains objets biologiques ne sont pas détectés. 
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En conclusion, de nombreux phénomènes peuvent expliquer l’absence de détection de cellules par la 

biopuce. Ceux-ci peuvent toutefois faire l’objet de mesures complémentaires pour permettre une meilleure 

détectabilité, et donc pour atteindre une meilleure sensibilité. Nous en débattrons plus amplement dans la 

partie discussion (paragraphe 4.3). 

4.2.2. Détection GMR des cellules NS1 labélisées avec les billes magnétiques 

Micromod 500 nm 

4.2.2.1. Données préliminaires 

Bien que nous ayons pu évaluer la spécificité et la sensibilité de la biopuce GMR à deux étages avec les 

billes Dynabeads MyOne de 1 µm. Il a été décidé de réaliser quelques expériences avec des billes Micromod 

500 nm malgré leurs défauts (paragraphe 3.3.1.2). 

En effet, en utilisant des billes de diamètre plus petit, nous espérons encore augmenter le ratio entre le 

nombre de billes labélisant les cellules et le nombre de billes contenu dans les agrégats. Ainsi, la spécificité 

et la sensibilité du test pourraient être augmentées davantage. 

Afin d’évaluer ces deux critères avec les Micromod 500 nm, trois expériences ont été réalisées (Tableau 

4.5), mais seulement deux d’entre elles sont exploitables car complètes (i.e. comprenant les acquisitions et 

résultats pour les échantillons tests et pour les témoins négatifs). 

Au préalable, des simulations du champ dipolaire émis et produit simultanément sur les capteurs haut et 

bas par des objets magnétiques contenant un nombre variable de billes Micromod 500 nm en fonction de 

leur hauteur de passage dans le canal microfluidique ont été réalisées (Fig. 4.7). 

Fig. 4.6 - Trois simulations de signaux émis par deux cellules labélisées par 80 billes, situées à différentes positions l'une 

par rapport à l'autre dans le canal microfluidique, sont présentées 

Sur les figures a et b, les deux cellules sont au centre du canal, ce qui est une hypothèse probable d’après les Fig. 4.3A 

et B.  Sur la figure a, les cellules sont séparées de 20 µm. Leurs signaux sont confondus. Sur la figure b, les deux cellules 

sont séparées par 45 µm et leurs signaux sont parfaitement distincts. Les signaux sont confondus lorsque la distance 

séparant les cellules est inférieure à 30 µm. Sur la figure c, deux cellules circulant l'une au-dessus de l'autre, ont un 

signal unique.  
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Comme pour les Dynabeads MyOne, les coïncidences résultantes comprennent un signal dont 

l'amplitude est supérieure à deux fois la limite de détection (LOD) d’un capteur et l'amplitude du second 

signal a été fixée à une fois la limite de détection (LOD) c'est-à-dire à un rapport signal sur bruit (SNR) de 

1. Les objets magnétiques qui génèrent des coïncidences avec les critères d'amplitude imposés, sont des 

objets magnétiques qui contiennent au moins 20 billes comme le prédit le calcul des champs dipolaires 

respectivement émis par les capteurs du haut et du bas (Fig. 4.7). 

Tableau 4.5 - Paramètres des différentes expériences avec les billes Micromod 500 nm 

Date de 

l’expérience 

Nom de 

la 

biopuce 

Hauteur 

du canal 

(µm) 

Epaisseur 

SU-8 

(µm) 

Epaisseur 

NOA81 

(µm) 

Sensibilité 

des capteurs 

(% /mT) 

Bruit moyen 

capteur haut 

(mV) 

Bruit moyen 

capteur bas 

(mV) 

Volume des 

échantillons 

(µL) 

16-03-2021 C2E14 23,5 2,2 5 0,78 51 31 200 

26-03-2021 C2E14 23,5 2,2 5 0,81 38 32 200 

 

Fig. 4.7 - Champ dipolaire théorique mesuré simultanément sur le capteur du haut (traits pointillés) et du bas 

(trait pleins) par des objets magnétiques labélisés par un nombre variable de billes Micromod de 500 nm en 

fonction de leur hauteur de passage zB (23,5 µm) dans le canal 

La limite de détection LOD est indiquée par un trait noir gras (paragraphe 1.4.6.5). 
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La plupart des objets magnétiques donnant lieu à une coïncidence passent au centre du canal 

microfluidique. Comme expliqué précédemment, une légère dissymétrie est visible du fait que les espaceurs 

du haut et du bas n’ont pas la même épaisseur comme le montre les équations de la Fig. 4.2. 

4.2.2.2. Evaluation de la spécificité du test 

Pour évaluer la spécificité de détection de la biopuce au moyen des billes magnétiques Micromod 500 

nm, nous avons analysé et comparé trois échantillons : 

• Un échantillon « test positif » de 200 µL contenant 105 NS1/mL labélisées par des billes 

fonctionnalisées par l’anticorps anti-CD138, 

•  Et deux échantillons « témoins négatifs » de 200 µL chacun. Le premier contrôle négatif 

contient uniquement des billes superparamagnétiques (Micromod 500 nm) fonctionnalisées par 

l'anticorps spécifique anti-CD138 en milieu de culture à la même concentration que dans 

l'échantillon « test positif » (108 billes/mL). Le deuxième contrôle négatif contient les mêmes 

billes, à la même concentration, mais en présence de 105 cellules CHO non pertinentes par mL.  

La sensibilité et le bruit expérimental des deux capteurs GMR intégrés dans la biopuce sont déterminés, 

comme expliqué dans le chapitre 2 -, avant l'écoulement de chaque échantillon dans le canal. Les valeurs 

sont indiquées dans le Tableau 4.6.  

Le nombre de coïncidences enregistré par la biopuce est analysé pour chacun des trois échantillons afin 

d’évaluer l’intérêt et la spécificité du test. Parmi les trois expériences réalisées avec les billes Micromod 

500 nm, celle du 16 mars 2021 a été choisie à titre d’exemple pour les analyses présentées en Fig. 4.8. 

Cette figure présente les paramètres extraits du traitement du signal détaillé dans le chapitre 2 -, obtenus 

pour l’échantillon test et les deux contrôles négatifs. Comme énoncé précédemment, les coïncidences 

résultantes comprennent un signal dont l'amplitude est supérieure à deux fois la limite de détection (LOD) 

et l'amplitude du second signal a été fixée à une fois la limite de détection (LOD) c'est-à-dire à un rapport 

signal sur bruit (SNR) de 1. Les Fig. 4.8A et Fig. 4.8B montrent le nombre de coïncidences en fonction de 

la hauteur d'écoulement zB (23,5 µm : hauteur totale du canal) obtenu pour les trois échantillons. On peut 

voir que la plupart des objets magnétiques donnant lieu à une coïncidence pour l'échantillon « test positif » 

 
Sensibilité des capteurs 

GMR (%/mT) 

Bruit de sortie des 

capteurs GMR  

(mV pic à pic) 

Gain 

 
Capteur du 

haut 

Capteur du 

bas 

Capteur du 

haut 

Capteur du 

bas 

8600 
Echantillon test (positif) 0,78 0,78 41 27 

Premier témoin négatif 0,78 0,78 38 33 

Deuxième témoin négatif 0,78 0,78 70 33 

 

Tableau 4.6 - Paramètres expérimentaux pour les échantillons tests et les témoins négatifs avec les billes Micromod 500 nm 
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(rouge) ainsi que pour les deux contrôles négatifs (bleu et vert) passent au centre du canal microfluidique. 

Le léger décalage est expliqué dans le paragraphe 4.2.1.2. 

Ensuite, les Fig. 4.8C et Fig. 4.8D montrent l'histogramme du nombre de coïncidences en fonction du 

nombre de billes magnétiques présentes par objet détecté (objets détectés = agrégats pour les témoins 

négatifs, agrégats et cellules marquées pour l'échantillon « test positif »). L'échantillon « test positif » 

(histogramme rouge) contient la même concentration surnuméraire de billes 108 billes/mL que les 

échantillons négatifs. Dans le cas théorique d'un marquage parfait avec occupation stérique complète des 

105 NS1, environ 600 billes se lieront par cellule. Seules 6.107 billes sont donc utilisées. Cela signifie qu'il 

y a encore 4 × 107 billes surnuméraires dans l'échantillon. En fait, ce nombre est encore plus élevé puisqu'une 

étude visuelle par microscopie optique (Fig. 3.3, paragraphe 3.3.1.2) a montré que les cellules NS1 sont 

marquées en moyenne seulement par une trentaine de billes, avec une distribution entre 10 et 80 billes. De 

plus, en raison de la forte propension des billes Micromod 500 nm fonctionnalisées à s’agréger (agrégats de 

plus de 200 billes, Fig. 4.8C et Fig. 4.8D, bleu et vert), les deux populations censées être observées 

distinctement - agrégats de billes présents dans les deux échantillons témoins négatifs (en bleu et vert) et les 

cellules marquées magnétiquement mélangées aux billes surnuméraires dans l’échantillon « test positif » 

(en rouge) – ont tendance à se confondre. Or, pour l’échantillon témoin négatif vert composé uniquement 

de billes magnétiques fonctionnalisées, on peut observer deux populations distinctes. Cela reste cependant 

fortement défavorable à la spécificité du test, du fait de la détection de faux positifs dus aux nombreux 

agrégats de billes.  

Pour l’histogramme Fig. 4.8C pour un faible nombre de billes par objets magnétiques (< 50), il y a 

beaucoup plus de coïncidences enregistrées pour l’échantillon « test positif » (en rouge) que pour le témoin 

négatif (histogramme vert), ce qui correspond bien au fait que, dans l’échantillon « test positif », en plus des 

agrégats de billes, on trouve des cellules NS1 spécifiquement labélisées mais par un (trop) faible nombre de 

billes magnétiques. Les conditions d’immunocapture des cellules NS1 par les billes Micromod 500 nm 

fonctionnalisées ne sont certainement pas optimales (peut-être en termes de durée, de 

présentation/accessibilité des anticorps en surface des billes, etc.). 

Enfin, une dernière observation dénote encore une spécificité médiocre du test. La Fig. 4.8D montre que 

l’histogramme rouge est similaire à celui de l’échantillon témoin avec cellules CHO. Ce qui pourrait 

démontrer, d’une part une fixation non spécifique des billes magnétiques Micromod 500 nm 

(fonctionnalisées anti-CD138) sur les cellules CHO non pertinentes, autrement dit, la détection de faux 

positifs dus à des contaminants et d’autre part la présence de nombreux agrégats dans le cas de l’échantillon 

« test positif » (rouge) et dans l’échantillon témoin négatif (bleu), qui nous confirmerait que les cellules sont 

très peu labélisées. 

En bref, la spécificité de détection du test au moyen des billes Micromod 500 nm n’est pas satisfaisante 

puisqu’il est difficile de distinguer les cellules cibles magnétiquement marquées (évènement positif) des 

cellules non pertinentes non spécifiquement labélisées et des agrégats de billes (faux positifs, possiblement 

contenus dans les échantillons positifs comme dans les témoins négatifs). 
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4.2.2.3. Evaluation de la sensibilité du test de détection 

Pour évaluer la sensibilité de détection de la biopuce au moyen des billes Micromod 500 nm, une gamme 

de concentration en cellules NS1 (de 102 à 105 cellules/mL en milieu de culture) magnétiquement marquées 

par les billes Micromod fonctionnalisées par l’anticorps anti-CD138 a été analysée, en plus des témoins 

négatifs précédents, au cours de trois expériences indépendantes (mais seulement deux interprétables) 

réalisées sur la même biopuce GMR dont les paramètres sont dans le Tableau 4.5.  

Fig. 4.8 - Histogrammes du nombre de coïncidences en fonction de la hauteur de passage dans le canal microfluidique 

zB (A et B, en haut) ou en fonction du nombre de billes détectées par objet magnétique (C et D, en bas) pour des 

expériences réalisées avec des billes Micromod 500 nm 

Nombre de coïncidences obtenues avec la biopuce GMR à deux étages après passage de 200 µL d’une solution de 1 mL 

de milieu de culture contenant 108 billes magnétiques Micromod 500 nm fonctionnalisées avec l’anticorps anti-CD138 

mises en contact pendant 2 h à 20°C sous agitation avec : A, B, C et D) 105 cellules NS1 (histogrammes rouges), B et D) 

105 cellules CHO (histogrammes bleus) ou  A et C) en absence de cellules (billes magnétiques seules en milieu de culture, 

histogrammes verts). 

Pour des raisons de lisibilité, les deux histogrammes Fig. 4.8C et Fig. 4.8D ont été tracés pour un nombre de billes par 

objets magnétiques (cellules ou agrégats) n’excédant pas 200 billes, même si les données rapportent que certains objets 

magnétiques (agrégats ou cellules) sont labélisés jusqu’à 1000 billes (% de ces coïncidences extrêmes indiqué entre 

parenthèses). 
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Dans la Fig. 4.9 : 

• Coïncidences détectées = nombre total de coïncidences détectées supérieures à 20 billes (limite 

de détectabilité de la biopuce à deux étages, (Fig. 4.7) correspondant à des agrégats ou des 

cellules magnétiquement marquées). 

• Coïncidences > à 50 billes = coïncidences d’objets magnétiques contenant un nombre de billes 

(> 50) supérieur au seuil au-delà duquel il est fortement probable que les objets magnétiques 

soient des cellules magnétiquement marquées (seuil déterminé lors de l’étude de spécificité (Fig. 

4.8)).  

• Pourcentage de cellules récupérées = nombre de coïncidences mesurées avec plus de 50 billes / 

nombre attendu de cellules NS1 dans le volume analysé par la biopuce GMR. 

Si on se réfère à la gaussienne des histogrammes des témoins négatifs (Fig. 4.8C et Fig. 4.8D), la majorité 

des agrégats de billes semblent contenir entre 25 et 50 billes. Si la spécificité du test était convenable et si 

les agrégats de billes étaient majoritairement de petites tailles, alors nous pourrions considérer qu'au-delà 

de 50 billes, les objets détectés auraient une plus forte probabilité d’être des cellules labélisées par des billes 

magnétiques. Et qu’en dessous de 50 billes, il y aurait une plus forte probabilité que les objets détectés soient 

des agrégats de billes. Cette hypothèse est bien sûr fausse pour la détection avec les billes Micromod 500 

nm, mais elle peut nous aider à représenter graphiquement l’ensemble des expériences réalisées avec les 

gammes de cellules NS1 magnétiquement marquées (Fig. 4.9). En vert, il s’agit du seuil correspondant au 

nombre de coïncidences enregistrées pour l’échantillon témoin de billes seules, autrement dit aux agrégats 

de plus de 50 billes. En bleu, il s’agit du seuil correspondant au nombre de coïncidences enregistrées pour 

le deuxième échantillon témoin (en présence de cellules non pertinentes CHO), autrement dit aux agrégats 

Fig. 4.9 - Evaluation de la sensibilité de détection des cellules NS1 par la biopuce GMR avec des billes Micromod 500 

nm fonctionnalisées anti-CD138 

A : Expérience du 16-03-21. B : Expérience du 26-03-21. 
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de plus de 50 billes ou aux cellules CHO magnétiquement marquées de façon non spécifique par plus de 50 

billes. En rouge, il s’agit du nombre de coïncidences enregistrées pour chacune des différentes 

concentrations en cellules NS1 (en présence de la même concentration en billes Micromod 500 nm 

fonctionnalisées par l’anticorps anti-CD138 que pour les contrôles négatifs, soit 108 billes/mL). 

Dans l’expérience du 16 mars 2021 (Fig. 4.9A), de très nombreux objets magnétiques (environ 700) sont 

détectés pour les concentrations de 102 et 103 NS1/mL, alors que théoriquement seulement 20 et 200 cellules 

respectivement seraient attendues. Il s’agit assurément d’agrégats de billes (faux positifs). Le nombre de 

coïncidences détectées semble bien plus cohérent pour les concentrations plus élevées en cellules NS1, mais 

seul l’échantillon contenant 105 NS1/mL donne un nombre (1390) de coïncidences > 50 billes, supérieur à 

ceux mesurés pour les deux témoins négatifs (423 pour le témoin des billes seules et 1139 pour le témoin 

en présence des cellules CHO). Pour cette expérience, la limite de sensibilité de la biopuce est donc proche 

de 105 cellules NS1/mL en utilisant les billes Micromod 500 nm fonctionnalisées anti-CD138. 

Concernant l’expérience du 26 Mars 2021 dont les résultats sont reportés dans la Fig. 4.9B, la limite de 

sensibilité de la biopuce pour cette expérience n’a pas pu être déterminée expérimentalement (elle est 

supérieure à 105 cellules NS1/mL) puisque le nombre de coïncidences détectées pour l’ensemble des 

échantillons de la gamme de cellules NS1 est inférieur à celui mesuré pour les témoins négatifs contenant 

une quantité impressionnante d’objets détectés (agrégats de billes !). 

Les billes Micromod 500 nm n’ont donc pas fait l’objet de beaucoup d’expériences sur la biopuce GMR 

au vu des résultats médiocres de sensibilité et de spécificité, dus à une trop faible labélisation des cellules 

cibles, une immunocapture peu spécifique et une trop forte propension des billes fonctionnalisées à 

s’agréger. 

4.2.3. Conclusion 

Tableau 4.7 - Récapitulatif et comparatif des critères ASSURED pour les expériences réalisées avec les billes 

Dynabeads MyOne et Micromod 500 nm sur la biopuce GMR à deux étages 

Critères Dynabeads MyOne Micromod 500 nm 

Coût Non estimé 

Sensibilité Entre 102 et 103 cellules/mL >> 105 cellules/mL 

Spécificité > à 25 billes Aucune 

Facilité d’utilisation Oui 

Durée pour un échantillon 
2 h d’immunocapture + 10 à 45 minutes pour un 

échantillon selon son volume 

Transportabilité Possible 

Disponible au chevet du 

patient 
Pas encore - stade expérimental 
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4.2.4. Comparaison avec les méthodes courantes de diagnostic 

4.2.4.1. Test bandelette 

Des tests bandelettes ont été réalisés sur une gamme de concentrations en cellules NS1 allant de 102 à 

106 NS1/mL avec un contrôle sans cellule, dans trois tampons différents et pour des membranes de porosité 

différentes lors de la thèse précédente [2] : 

• Tampon EIA : 0,1 M tampon phosphate de potassium + 0,15 M NaCl + 0,1 % BSA + 0,01 % 

azide de sodium. 

• Tampon NBC-sys : tampon Tris HCl 0,1 M pH 8,0 + 0,15 M NaCl + 0,01 M EDTA + 0,01 % 

azide de sodium + 1 % CHAPS + 0,5 % tween 20. 

• Tampon antibio-résistance : tampon Tris HCl 0,1 M pH 8,0 + 0,15 M NaCl + 0,1 % BSA + 0,01 

% azide de sodium + 1 % CHAPS + 0,5 % tween 20. 

• Membrane PRIMA40 de porosité proche du micromètre et membrane MDI de porosité 15 µm. 

Cependant, aucun résultat n’a pu être obtenu car les cellules étant de gros objets biologiques (6 µm en 

moyenne), elles ne parviennent pas à migrer le long de la membrane de nitrocellulose et stagnent donc dans 

le bas de celle-ci. 

4.2.4.2. ELISA   

Lors de la thèse précédente [2], la détection par ELISA de cellules dans du PBS et du plasma de lapin a 

été réalisée. La limite de détection étant entre 2.103 et 2.104 cellules/mL selon le milieu utilisé. 

Fig. 4.10 - Rapport du signal sur bruit du test ELISA en fonction de la 

concentration en cellules NS1 en milieu de culture 
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Lors de ces travaux de thèse, des tests ELISA ont été réalisés cette fois dans du milieu de culture pour 

permettre une comparaison des performances de la biopuce GMR à deux étages avec la détection par ELISA 

dans des conditions identiques : même modèle biologique (cellule NS1), même anticorps (anti-CD138), 

même matrice biologique (milieu de culture).  

Trois tests ELISA ont été réalisés et révélés par TMB (Fig. 4.10 et Tableau 4.8) et trois tests ont été 

réalisés et révélés par le réactif d’Ellman. Seuls les tests ELISA révélés par TMB sont montrés ici, ceux 

révélés par le réactif d’Ellman sont légèrement moins sensibles. Il a pu être observé qu’entre 200 et 400 

ng/mL d'anticorps anti-CD138 biotinylés, il ne semble pas y avoir de différence significative.  

4.2.4.3. Cytométrie en flux  

Lors de la thèse précédente, la détection par cytométrie en flux des cellules NS1 marquées par des billes 

Dynabeads de 1 µm dans du PBS a été réalisée. Il a été démontré que cette technique permet un comptage 

valide jusqu’à 3 × 103 cellules/mL (contre 104 à 3 × 104 NS1/mL pour le premier prototype de biopuce à un 

étage, dans la même matrice PBS et avec le même anticorps anti-CD138).  

Lors de ces travaux de thèse, les tests en cytométrie en flux n’ont pas été refaits car les marquages des 

cellules par l’anticorps anti-CD138 biotinylé puis par l’anticorps secondaire fluorescent ne peuvent être 

réalisés qu’en PBS (et pas en milieu de culture). En d’autres termes, pour évaluer la sensibilité de détection 

de cellules NS1 en milieu de culture par cytométrie en flux, la première étape consisterait à centrifuger les 

suspensions cellulaires en milieu de culture pour les reprendre en PBS pour assurer les marquages. Ce qui 

revient à déterminer la sensibilité en PBS. On peut donc considérer que la sensibilité déterminée pour les 

tests en cytométrie en flux dans la thèse précédente est également valable pour ces travaux : 3 × 103 cellules 

NS1/mL. 

4.3. Discussion   

Les différents types de tests ont été réalisés sur le même modèle biologique, c’est-à-dire les cellules NS1, 

ainsi que dans le même milieu biologique, le milieu de culture, sauf pour la biopuce à un étage GMR où les 

différentes expériences ont été réalisés en PBS par Manon Giraud [2] [3]. Or, même en milieu de culture, il 

aurait été difficile d’augmenter la limite de détection de ce premier prototype sans information sur la hauteur 

de passage des objets et donc sur le moment magnétique permettant de mieux différencier les objets 

biologiques des agrégats de billes et ainsi éviter au maximum les faux positifs. Il en est de même pour les 

tests de cytométrie en flux, réalisés également en PBS. Un autre milieu biologique n’est pas favorable pour 

ce type d’expérience et ne changerait guère les résultats puisqu’il serait nécessaire de le changer en PBS par 

centrifugation. 

 Moyenne Ecart Type 

LoD (NS1/mL) 3,5×103 1,6×103 

LoQ (NS1/mL) 1,2×104 5,7×103 

Tableau 4.8 - Limite de détection et de quantification des tests ELISA en milieu de culture 

 La LoD est la plus petite concentration en cellules NS1 que l’ELISA est capable de détecter et la LoQ est la plus petite 

concentration en cellules NS1 pour laquelle l’ELISA est capable de donner une valeur quantifiée. 
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Les performances des différents tests sont résumées dans le Tableau 4.9.  

Bien que les tests immunochromatographiques (tests bandelettes) sont parmi les plus utilisés, ils ne sont 

pas adaptés aux gros objets biologiques tels que les cellules eucaryotes qui ne migrent pas sur la membrane 

de nitrocellulose. Il est donc impossible de déterminer une sensibilité avec ce genre de test pour les cellules 

NS1. Les tests ELISA ont une sensibilité entre 3,5 × 103 et 1,2 × 104 cellules/mL en milieu de culture mais 

le test dure plusieurs heures du fait des différentes étapes d’incubation et de lavage, et il nécessite d’autre 

part du personnel qualifié. Pour la biopuce à un étage GMR, une sensibilité de 3 × 104 cellules/mL est 

obtenue, soit une performance de sensibilité légèrement inférieure à celle des tests ELISA mais avec un gain 

de temps sur la réalisation des tests et sans aucune étape de lavage. De plus, cette biopuce est facile 

d’utilisation cependant, comme expliqué dans la thèse de Manon Giraud [2], il est difficile de distinguer les 

faux positifs (agrégats de billes) des objets biologiques d’intérêt.  Avec la cytométrie en flux, il est possible 

d’obtenir une sensibilité de 3 × 103 cellules/mL mais l’utilisation de cet instrument est complexe, seul un 

personnel expert peut utiliser cet instrument qui, tout comme les tests ELISA, ne peut être utilisé que dans 

un laboratoire conventionnel, de recherche ou expert. Quant à la biopuce GMR à deux étages, pour la 

première fois, grâce à cette technique, il est possible de déterminer le moment magnétique des objets 

circulant dans le canal microfluidique et ainsi de discriminer les agrégats de billes des objets biologiques 

ciblés. Un gain de sensibilité d’un facteur 100 a ainsi pu être acquis grâce à ce deuxième prototype de 

biopuce, atteignant une sensibilité comprise autour de 3 ×102 cellules/mL sur le même modèle de cellules 

myélomateuses et pour un même volume d’échantillon analysé (200 µL). Pour un volume d’échantillon 

analysé plus important (1 mL), le gain de sensibilité se rapproche même d’un facteur 300 (i.e. 102 

cellules/mL), rendant cette détection au moyen de la nouvelle biopuce particulièrement attractive, 

compétitive et prometteuse.  

En plus de la sensibilité, la spécificité, la simplicité, du faible coût et de la portabilité, un autre avantage 

que possède les deux types de biopuces GMR (que partage aussi la cytométrie en flux) repose sur leur 

capacité à détecter les objets un à un (avantage pour les faibles concentrations en particulier) contrairement 

aux tests ELISA ou bandelettes qui détectent un ensemble d’objets biologiques au-delà d’une certaine 

concentration (les résultats des tests bandelettes sont d’ailleurs qualitatifs (i.e. détermination d’un résultat 

positif ou négatif) ou au mieux semi-quantitatifs). 

Tableau 4.9 - Comparaison des performances de la biopuce GMR à deux étages avec celles des tests bandelettes, ELISA, 

cytométrie en flux et biopuce GMR à un étage 

TEST Bandelettes ELISA 
Cytométrie en 

flux 

Biopuce GMR 

un étage 

Biopuce GMR 

deux étages  

Limite de 

détection 

(NS1/mL) 

Test non valide 

(absence de 

migration) 

Entre 3,5 × 103 

et 1,2 × 104 
3 × 103 3 × 104  

Entre 102 et 

103  

Durée du test 15 minutes 5-6 heures 2 heures 3 h 3 h 

Volume 

d’échantillon 
100 à 200 µL 

100 µL en 

duplicat 
200 µL 200 µL 200 µL 
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Cependant, même si le prototype de biopuce GMR à deux étages s’avère très performant en termes de 

spécificité, sensibilité et simplicité, une partie des objets biologiques n’est pas détectée pour des raisons 

biologiques ou magnétiques (paragraphe 4.2.1.4). Ce phénomène est d’autant moins marqué que la 

concentration en objets biologiques est faible, ce qui est en faveur d’une utilisation pour la mesure de faibles 

concentrations, ce que cible les tests de diagnostic précoce. Toutefois, un meilleur contrôle de ces 

phénomènes permettrait de gagner encore en sensibilité et spécificité, rendant la biopuce que plus attractive. 

Pour cela, plusieurs pistes nous semblent intéressantes à étudier : 

• Dissocier les clusters de cellules (par un système physique microfluidique à introduire entre 

l’injecteur et la biopuce, type goulot d’étranglement ou autre système). 

• Persévérer dans les travaux de réduction de l’état d’agrégation des billes et améliorer 

l’immunocapture et donc la labélisation magnétique des objets biologiques, en collaborant avec 

des partenaires capables de produire sur-mesure des billes magnétiques à forte stabilité colloïdale 

(comme le LITEN). 

• Utiliser des capteurs GMR en série pour déterminer la vitesse des objets biologiques. De cette 

façon, peut-être serait-il possible d’améliorer la sensibilité de détection en permettant une 

meilleure distinction des objets biologiques qui circulent proches dans le canal (pourvu que leur 

vitesse soit légèrement différente). 

• Enfin, un dernier point nous semble également important à évaluer : la capacité de la biopuce à 

détecter des cibles biologiques diverses pour lui permettre de couvrir différents domaines 

d’application, autrement dit étudier sa versatilité d’utilisation. C’est dans cet objectif que 

quelques premiers tests préliminaires (chapitre 5 -) ont été réalisés au moyen d’une biopuce 

GMR à deux étages redimensionnée pour détecter des objets biologiques de plus petite taille (de 

l’ordre du micromètre): des bactéries avec un modèle non pathogène pour l’homme et facilement 

manipulable, Xanthomonas arboricola. 
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Ces travaux de recherche s’achèvent par quelques premiers tests préliminaires d’utilisation de la biopuce 

GMR à deux étages pour la détection d’objets biologiques encore plus petits : des bactéries. Ces premiers 

tests ont été réalisés sur un modèle bactérien non pathogène pour l’homme et facilement manipulable pour 

faciliter les mises au point. Par la suite, des tests plus poussés, qui feront l’objet d’une nouvelle thèse, seront 

réalisés sur différentes souches pathogènes pour l’homme : Yersinia enterocolitica (gastroentérites, 

intoxications alimentaires) et Legionella pneumophila (pneumonies par inhalation de microgouttes). 

5.2. Bactéries et anticorps utilisés 

Cette étude préliminaire a été réalisée sur l’espèce bactérienne Xanthomonas arboricola. Ce sont des 

protéobactéries à gram négative (définition en paragraphe 5.2.3.3) appartenant à la famille des 

Xanthomonadaceae. Cette espèce bactérienne comprend plusieurs pathovars responsables de diverses 

maladies chez les végétaux, en particulier chez les arbres, comme la maladie des tâches bactériennes des 

arbres à noyau (pêcher, abricotier, cerisier, etc.).  

Pour la mise au point des premières expériences avec les bactéries, une souche non phytopathogène de 

la bactérie X. arboricola a été choisie et cultivée au LERI. Il s’agit d’une souche isolée en France en 2002 

sur des noyers : la souche X. arboricola CFBP 7634 qui est incapable de provoquer de maladie sur les 

espèces végétales ni de susciter de réaction d'hypersensibilité.  

La bactérie a été commandée au Centre International de Ressources Microbiennes (CIRM) dans la 

collection CFBP (Collection Française de Bactéries associées aux Plantes). La souche a été reçue sous forme 

d’une ampoule de bactéries lyophilisées.  

Pour utiliser ce modèle biologique dans notre projet, il est indispensable de disposer d’anticorps capables 

de reconnaitre spécifiquement cette bactérie pour parvenir à marquer magnétiquement ces souches au 

moyen de billes magnétiques fonctionnalisées par les anticorps en question. L’anticorps que nous avons 

utilisé, dirigé contre la bactérie X. arboricola CFBP 7634, est l’anticorps monoclonal de souris Xantho5 qui 

a été produit au LERI. 

5.2.1. Culture 

5.2.1.1. Préparation des milieux de culture  

Pour utiliser expérimentalement les bactéries X. arboricola, un milieu nutritif spécifique est nécessaire 

pour les cultiver et ainsi les maintenir métaboliquement actives (i.e. vivantes). Ce milieu couvre tous les 

besoins des bactéries en présentant également un pH optimal pour leur croissance, ici pH 7,2 (annexe I - 

7.9). Ce milieu nutritif peut se présenter sous deux formes : soit gélosée (i.e. support nutritif gélifié solide 

sur lequel poussera la bactérie), soit liquide (dans lequel poussera la bactérie). L’avantage d’une gélose 

repose sur la possibilité d’étaler les bactéries de façon à les disperser pour les isoler, ce qui permet un 

examen visuel des colonies bactériennes (i.e. amas de bactéries identiques, visible à l’œil nu, formées par 

multiplication à partir d’une seule bactérie initiale). Une culture liquide permet, quant à elle, d’obtenir une 

suspension bactérienne. 

Le milieu gélosé LPGA (Levure Peptone Glucose Agar) comprend, comme son nom le suggère, 7 g 

d’extrait de levure, 7 g de bacto peptone, 7 g de glucose et 15 g d’agar par litre de milieu, à un pH ajusté de 

7,2. Il est stérilisé par autoclavage (20 minutes à 120 °C) juste avant ajout du glucose (stérilisé par filtration 

sur 0,22 µm) et coulage des géloses sur boites de Pétri en conditions stériles (sous Poste de Sécurité 

Microbiologique (PSM, hotte à flux laminaire)). 
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Le milieu liquide (LPG, Levure Peptone, Glucose) est, quant à lui, de composition identique, mais sans 

agar. 

5.2.1.2. Première remise en culture des bactéries   

La toute première remise en culture des bactéries X. arboricola est réalisée selon les recommandations 

du CIRM (annexe J - 7.10). Dans un premier temps, l’ampoule est désinfectée à l’alcool puis cassée. Le 

lyophilisat à l’intérieur de l’ampoule est ensuite remis en suspension dans 300 µL de milieu de culture 

liquide. La solution est homogénéisée puis deux gouttes de cette solution sont déposées sur une gélose. Une 

goutte est laissée intacte et la seconde est étalée en trois ou quatre secteurs afin d’obtenir des colonies isolées 

(voir méthode sur Fig. 5.1). La gélose et la solution liquide de bactéries sont ensuite mis à l’étuve à la 

température optimale de croissance de la souche : 25°C.  

Les bactéries sont laissées à l’étuve pour une durée d’un à trois jours selon leur croissance.  

5.2.1.3. Repiquage des bactéries  

Pour maintenir les bactéries métaboliquement actives, il est nécessaire de les repiquer régulièrement 

(tous les 15 jours), c’est-à-dire de réensemencer une nouvelle gélose nutritive à partir d’une colonie présente 

sur une gélose précédente. L’ensemencement peut se réaliser de différentes manières mais afin d’obtenir 

des colonies isolées la méthode des quatre quadrants est souvent utilisée (Fig. 5.1). 

Fig. 5.1 - Méthode d’isolement bactérien dite « des quatre quadrants » 

A l’aide d’une oese stérile, une colonie isolée est prélevée sur une gélose précédemment 

ensemencée. La colonie prélevée est déposée à l’oese sur la nouvelle gélose en traçant des stries  

de l’étape 1 à l’étape 4. De cette façon, les bactéries sont de plus en plus dispersées et des 

colonies isolées apparaitront nécessairement dans un des quadrants, après culture. 
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Ensuite, la boite de Pétri gélosée est mise à l’étuve à 25°C puis au bout de 72 h, des colonies isolées sont 

observées (Fig. 5.2).  

5.2.1.4. Congélation des souches bactériologiques 

Les souches bactériennes peuvent être congelées sous forme de glaçons de glycérol ou sous forme de 

cryobilles. 

5.2.1.4.1. Sous forme de glaçons de glycérol 

Dans des cryotubes à vis, 140 µL de glycérol 80 % en eau stérile et 660 µL de culture bactérienne liquide 

fraiche sont mélangés. Les cryotubes sont ensuite congelés à -80°C. 

Pour remettre en culture une bactérie conservée sous forme d’un glaçon de glycérol, il suffit de gratter 

la surface du glaçon à l’aide d’une oese stérile et d’ensemencer une gélose nutritive fraiche avec cette oese 

(par exemple, selon la méthode des quadrants, Fig. 5.1). 

5.2.1.4.2. Sous forme de cryobilles 

Dans des cryotubes à billes est agitée une oese sur laquelle une colonie de bactéries X. arboricola a été 

collectée sur gélose. Le milieu de conservation excédentaire des cryobilles est retiré puis les cryobilles sont 

ensuite congelées à -80°C. 

Pour remettre en culture une bactérie conservée sous forme de cryobilles, il suffit de prélever stérilement 

une bille, de la déposer sur une gélose nutritive fraiche et d’agiter cette gélose pour permettre à la bille de 

rouler à la surface de la gélose et d’y étaler les bactéries qu’elle contient.  

Fig. 5.2 - Premier repiquage des bactéries X. arboricola CFBP 

7634 

Les colonies isolées sont les petits points de couleur jaune. 
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5.2.2. Bactéries  

5.2.2.1. Identification des bactéries d’intérêt 

Avant toute expérience cruciale ou en cas de suspicion de contamination, il peut être nécessaire de 

vérifier l’identité de la bactérie comme étant l’espèce X. arboricola (et éventuellement la souche CFBP 

7634) et non un contaminant. Cette étape a notamment été indispensable avant de préparer l’immunogène 

requis pour la production des anticorps monoclonaux spécifiquement dirigés contre cette bactérie. Ce 

contrôle a été réalisé par test PCR [1] (Polymérase Chain Reaction) grâce à un protocole décrit dans la 

littérature par Cesbron et al. [2].  

Un test PCR consiste en une amplification enzymatique in vitro par une enzyme (nommée ADN 

polymérase) d’un court fragment (exemple : un gène précis) du génome de l’agent recherché (Fig. 5.3). Or, 

Cesbron et al. [2] ont réalisé une étude comparative des génomes de différentes souches pathogènes et non 

pathogènes de X. arboricola, et ont montré, entre autres, que la souche X. arboricola CFBP 7634 possédait 

2 gènes flagellaires, flgB et fleQ, amplifiables par PCR dans des conditions mises au point et décrites en 

détail dans l’article (séquence des amorces à utiliser, conditions des cycles d’amplification, taille des 

produits de PCR attendus etc.). Ce ne sont pas des gènes spécifiques à la souche X. arboricola CFBP 7634, 

mais des gènes spécifiques de l’espèce X. arboricola, ce qui nous suffit amplement comme contrôle. 

En pratique, un test PCR est réalisé dans des microtubes, dans un appareil nommé « thermocycleur » qui 

réalise une suite de cycles avec des paliers de température qui va permettre de sélectionner et d’amplifier 

une séquence d’ADN donnée (comme un gène) présente au départ dans la bactérie en faible quantité. Pour 

cela, une enzyme est utilisée : l’ADN polymérase qui se déplace le long de l’ADN, « lit » la séquence des 

nucléotides et la recopie grâce à l’ajout de nucléotides libres dans le milieu réactionnel : on dit qu’elle 

permet la réplication (i.e. copie) de l’ADN. Pour fonctionner, cette ADN polymérase a besoin d’un certain 

Fig. 5.3 - Principe du test PCR [1] 
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nombre d’éléments. Elle n’est pas capable d’amorcer à elle seule la synthèse d’un nouveau brin d’ADN : 

elle ne peut qu’ajouter des nucléotides à un petit brin d’ADN existant, autrement dit, elle a besoin d’une 

amorce sur laquelle ajouter de nouveaux nucléotides. Dans notre cas, les séquences des amorces pour 

amplifier spécifiquement les deux gènes fleQ et flgB (respectivement, FleQ forward / FleQ reverse et FlgB 

forward / FlgB reverse) ont été publiées [2]. C’est une chance car la conception d’amorces spécifiques et 

efficaces est un exercice difficile (exigences sur le nombre de nucléotides, sur leur composition (taux de 

GC, température d’amorçage Tm), sur la spécificité (ne doit pas permettre l’amplification d’une autre 

séquence ADN que celle recherchée) etc.). Pour fonctionner, l’ADN polymérase a également besoin, outre 

des nucléotides libres (DNTP, désoxyribonucléotide triphosphate : dATP, dCTP, dGTP, et dTTP), d’un 

tampon de réaction optimal et de chlorure de magnésium (MgCl2). Nous avons donc utilisé une ADN 

polymérase commerciale fournie avec un « master mix », autrement dit une solution prête à l’emploi 

contenant l’ensemble des composants nécessaires à la PCR.  

Ensuite, le mélange réactionnel, contenant l’ADN du génome de la bactérie à tester (1 µL de culture 

bactérienne liquide chauffée 10 minutes à 100°C pour lyser les bactéries), l’ADN polymérase, le couple 

d’amorces spécifiques à chaque gène et le master mix, est mis dans un thermocycleur. Sont testés à la fois 

la bactérie X. arboricola CFBP 7634 (pour contrôle) mais aussi, en témoin négatif, une autre souche 

bactérienne, Escherichia coli DHA, et de l’eau stérile. 

Dans le thermocycleur, une suite de cycles thermiques va s’enchainer comme décrit en Fig. 5.3: 

• Dénaturation de l’ADN à 94°C pendant 30 s : les deux brins de la double hélice vont se séparer.  

• Hybridation des amorces aux extrémités de la séquence recherchée pendant 30 s à la température 

d’amorçage spécifique aux amorces (ici 58°C) : les couples d’amorces Forward et Reverse du 

gène fleQ (et resp. flgB) vont venir se fixer chacune sur l’un des deux brins d’ADN où débute 

(Forward) et se finit (Reverse) la séquence à amplifier.   

• Elongation grâce à l’action de l’ADN polymérase. Cette étape est réalisée à sa température 

optimale de fonctionnement et pendant la durée nécessaire (durée en fonction de la taille du 

produit à amplifier), ici 68°C pendant une minute. Pendant cette durée, l’ADN polymérase copie 

le brin complémentaire d’ADN à l’aide des amorces et des nucléotides libres.  

Ces trois cycles sont répétés plusieurs fois (ici 35 fois) afin d’amplifier suffisamment la séquence d’ADN 

pour pouvoir l’observer qualitativement par électrophorèse. 

Ainsi, à la fin de la PCR, le produit amplifié (ou amplicon) est analysé par migration électrophorétique 

dans un gel d’agarose 1,5% (maillage adapté à la taille de l’amplicon) (Fig. 5.4). Pour déterminer la taille 

de l’amplicon, un standard (contenant des molécules d’ADN de poids moléculaires connus) est 

indispensable pour servir d’échelle. Le standard utilisé ici se nomme « 50 bp » (comme son nom l’indique, 

il contient des ADN de 50 en 50 paires de bases jusqu’à 500 bp). 

La taille observée pour les amplicons issus des colonies bactériennes de X. arboricola CFBP 7634 (Fig. 

5.4B) correspondent bien à la taille attendue des gènes fleQ (215 bp) et  flgB (302 bp) indiquée sur la Fig. 

5.4A [2]. Ce qui confirme donc l’identité de l’espèce X. arboricola. On peut noter que les amorces pour 

flgB ont permis d’amplifier une séquence d’ADN d’environ 2000 bp pour E. coli (et aucune amplification 

pour fleQ), démontrant l’absence de gènes strictement identiques chez E. coli (et la difficulté de produire 

des amorces spécifiques, puisqu’ici les amorces FlgB forward et FlgB reverse ont été capables de se fixer 

sur l’ADN de E. coli). 
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5.2.2.2. Correspondance entre la turbidité à 600 nm et la concentration en bactéries 

La densité optique (DO, synonyme de l’absorbance) mesurée à 600 nm augmente avec la concentration 

en bactérie dans un milieu (ou turbidité). Ainsi, pour avoir rapidement une idée de la concentration en 

bactérie dans une solution liquide, la mesure de cette absorbance à 600 nm est très utile, pourvu que l’on ait 

préalablement établi la correspondance entre les deux (qui peut varier sensiblement d’une espèce 

bactérienne à une autre). Le dénombrement par étalement de dilutions en série de la solution bactérienne 

reste toutefois la méthode de référence (fiable et plus précise) pour quantifier la concentration en bactéries 

viables et cultivables (en UFC/mL, Unité Formant Colonie) mais cela reste une technique longue (12 h 

minimum). A l’inverse, la mesure de l’absorbance à 600 nm ne permettra pas de distinguer les bactéries 

vivantes des mortes : la correspondance entre DO600nm et dénombrement bactérien (en CFU/mL) n’est donc 

valable qu’en phase de croissance exponentielle des bactéries, avant l’autolyse des bactéries dans le milieu 

de culture.  

Pour établir la correspondance entre DO600nm et dénombrement bactérien, une culture liquide de X. 

arboricola CFBP 7634 en phase exponentielle de croissance a été doublement analysée : par mesure de sa 

turbidité à 600 nm (DO600nm = 0,682) et par dénombrement sur géloses LPGA (Tableau 5.1). 

Fig. 5.4 - Résultats de la PCR sur les bactéries X. arboricola CFBP 7634 et E.coli DHA 

A: Tableau issu de Cesbron et al., Frontiers in Plant Science, 2015 [2] avec les caractéristiques des amorces 

conçues pour amplifier les gènes fleQ et flgB. B: Résultats du test PCR avec les bandes des amplicons à 215 et 

302 bp pour la bactérie X. arboricola correspondant aux tailles attendues. bp = paire de bases. 
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En moyenne, 7,97 bactéries sont présentes dans les 100 µL de la dilution au 1/107 de la culture liquide 

de X. arboricola CFBP 7634. Soit 7,97 × 108 CFU/mL dans la culture liquide de DO600nm égale à 0,682. 

Ainsi, en phase exponentielle de croissance, la correspondance entre DO600nm et concentration en X. 

arboricola viables et cultivables est approximativement : 1 DO600 nm = 109 CFU/mL. 

5.2.3. Anticorps 

5.2.3.1. Production des anticorps dirigés contre X. arboricola CFBP 7634 

Comme expliqué dans le paragraphe 1.2.1.2, pour produire des anticorps monoclonaux dirigés contre 

X. arboricola CFBP 7634, la première étape consiste à produire l’immunogène. 

X. arboricola CFBP 7634 étant une souche ni phytopathogène, ni pathogène pour l’homme, nous avons 

supposé qu’elle ne serait pas mortelle pour les souris. Nous avons donc décidé d’immuniser les souris avec 

une préparation de bactéries vivantes (préparées extemporanément), à raison d’environ 5 × 108 CFU 

administrés par voie intrapéritonéale (dans un volume de 100 µL de PBS stérile). Les souris ont été 

immunisées quatre fois à trois semaines d’intervalle, puis mises au repos deux mois avant un boost (i.e. 

injection de l’immunogène trois jours de suite pour induire une réponse immunitaire de type mémoire (IgG)) 

et sacrifice des souris (le lendemain du dernier boost) pour réaliser la fusion lymphocytaire avec les 

myélomes murins (paragraphe 1.2.1.2 et Fig. 1.2). 

C’est de cette façon qu’a été sélectionné et produit l’anticorps monoclonal murin Xantho5, d’isotype 

IgG2a, dirigé contre la souche X. arboricola CFBP 7634. 

Tableau 5.1 - Résultat du dénombrement d’une culture liquide de X. arboricola CFBP 7634 de turbidité DO600nm = 0,682 

CFU = Colony Forming Unit (Unité Formant Colonie). 

100 µL étalés sur gélose à la 

dilution de : 

Nombre de bactéries comptées sur la gélose (CFU) 

Gélose 1 Gélose 2 

10-3 +++ +++ 

10-4 ++ ++ 

10-5 1008 856 

10-6 119 53 

10-7 10 2 

Pur inactivé 10 minutes à 80°C 0 même au bout de 5 jours 
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5.2.3.2. Purification de l’anticorps Xantho5 

L’anticorps Xantho5 produit a été purifié (à partir du surnageant de culture de l’hybridome sécréteur de 

cet anticorps) par chromatographie d’affinité sur colonne de protéine A (paragraphe 3.4.2.2.2). Une 

électrophorèse de contrôle a ensuite été réalisée pour évaluer sa pureté et celle-ci s’élève à 95,7 % (voir 

profil électrophorétique de la Fig. 5.5). 

5.2.3.3. Caractérisation de l’anticorps 

Afin de mieux connaitre l’anticorps Xantho5, il est possible de le caractériser davantage. 

Dans un premier temps, il est important de savoir qu’il existe une classification des bactéries par 

coloration de Gram [3] [4]. Cette coloration de Gram permet, lors d’une infection bactérienne par exemple, 

de connaitre le type de bactérie responsable de l’infection afin de choisir au mieux un traitement. Cette 

technique consiste à colorer les bactéries au Violet de gentiane, de les décolorer à l’alcool et de les recolorer 

à la fuchsine de Ziel puis de les observer au microscope. Selon leur composition et l’épaisseur de leur paroi, 

deux couleurs, caractérisant deux types de bactéries, vont apparaitre. Le violet pour les bactéries dites Gram 

(+) et le rouge pour les bactéries dites Gram (-).  

Fig. 5.5 - Electrophorégramme de contrôle de l’anticorps Xantho5 

sous sa forme réduite et non réduite 

Sous sa forme non réduite, l’anticorps Xantho5 présente bien un 

poids moléculaire autour de 150 kDa caractéristique d’une IgG. 

Sous sa forme réduite (en presence de -mercaptoéthanol 

réduisant les ponts disulfures), on peut distinguer la chaine lourde 

autour de 50 kDa et la chaine légère autour de 25 kDa. 
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 Les bactéries Gram (+) ont une paroi épaisse et uniforme, l’alcool ne peut la pénétrer rendant la 

recoloration impossible ainsi les bactéries restent violettes. Quant aux bactéries Gram (-), leur paroi est 

beaucoup plus fine ce qui permet à l’alcool d’y pénétrer pour la décoloration et donc la fuchsine de Ziel 

peut ainsi se fixer et colorer les bactéries en rouge. La paroi des bactéries Gram (+) est, en effet, composée 

d’une épaisse couche constituée en grande partie de peptidoglycane alors que la paroi des bactéries Gram (-

) se compose d’une fine couche de peptidoglycane mais plus en profondeur, avec en surface une membrane 

externe composée de phospholipides organisés en bicouche et contenant diverses protéines (intrinsèques, 

porines, etc.) et du lipopolysaccharide (LPS) (Fig. 5.6A) [5] [6] . La bactérie X. arboricola étant à gram 

négative, les anticorps dirigés contre cette bactérie peuvent reconnaitre soit le LPS, soit une protéine en 

surface de la membrane externe de ces bactéries Gram (-).   

Ainsi pour caractériser l’anticorps Xantho5 et déterminer la nature (LPS ou protéique) de son antigène, 

un western blot15 [7] a été réalisé.  

Ce western blot consiste, dans un premier temps, à séparer par électrophorèse (principe paragraphe 

3.4.2.2.2) les différentes molécules de la bactérie préalablement lysée (par chauffage à 95°C). Les 

 
15 Le western blot a été réalisé par Dominique Marcé 

Fig. 5.6 - Caractérisation de l’anticorps Xantho5 par western blot indiquant que son antigène est le LPS de X. arboricola 

A: Structure des bactéries à Gram positif (à droite) et à Gram négatif (à gauche) [5] [6] et B: Résultat du western blot 

: réactivité des anticorps Xantho2 et Xantho5. 
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différentes molécules (protéines diverses, LPS, lipides, sucres, ADN etc.) sont ainsi séparées dans un gel de 

polyacrylamide en fonction de leur taille (poids moléculaire). Lors de cette étape, les molécules, dénaturées 

et chargées négativement par un détergent, vont migrer dans le gel du pôle négatif vers le pôle positif. Les 

petites molécules vont migrer plus rapidement dans le maillage du gel. A la fin de la migration, des bandes 

invisibles (à moins de les colorer au bleu de Coomassie) correspondantes aux molécules de différentes tailles 

seront présentes dans le gel. Pour identifier laquelle de ces bandes contient l’antigène reconnu par l’anticorps 

Xantho5, les molécules séparées sur le gel sont transférées sur une membrane de PVDF 

(PolyVinyliDene Fluoride) sous effet d’un champ électrique. Ainsi exposées sur la surface mince de la 

membrane, l’anticorps primaire Xantho5, une fois ajouté à la surface de de celle-ci, pourra spécifiquement 

se fixer sur son antigène. Puis un anticorps secondaire spécifique de l’espèce qui a produit l’anticorps 

primaire va reconnaitre l’anticorps primaire. Pour finir, cet anticorps secondaire, couplé à un fluorophore 

pour une détection par fluorescence ou à une enzyme (comme la peroxydase de Raifort ou phosphatase 

alcaline) pour une révélation en chimioluminescence, permettra l’identification de la bande contenant 

l’immunogène reconnu par l’anticorps Xantho5.  

Afin de savoir si l’anticorps Xantho5 reconnait le LPS ou une protéine en surface de la paroi bactérienne, 

une enzyme, la protéinase K [8], a été utilisée pour traiter (ou pas) le lysat bactérien de X. arboricola en 

amont de la réalisation du western blot. Cette enzyme dégrade toutes les protéines en clivant les liaisons 

peptidiques au niveau des carboxyles des acides aminés. Ainsi, deux cas de figure peuvent se présenter : 

• Si l’anticorps Xantho5 reconnait une protéine, en absence de traitement à la protéinase K, les 

protéines présentes dans la bactérie ne seront pas dégradées et une bande protéique 

(correspondant au poids moléculaire de l’antigène) sera révélée par l’anticorps Xantho5. A 

contrario, avec un traitement du lysat à la protéinase K, les protéines seront dégradées en 

peptides et plusieurs petites bandes d’intensité faible seront révélées par Xantho5 à des poids 

moléculaires inférieurs à celui de la protéine intacte (i.e. sans protéinase K).  

• Mais si l’anticorps reconnait le LPS (qui, comme son nom l’indique n’est pas de nature 

protéique, mais lipidique et sucre), que ce soit avec ou sans protéinase K, le profil en western 

blot de la cible reconnue par l’anticorps Xantho5 sera le même : un profil caractéristique en 

« échelle » en raison d’une diversité des longueurs des différentes chaines de LPS existant en 

surface de la bactérie.  

D’après les résultats présentés sur la Fig. 5.6B et les explications précédentes, on peut conclure que 

l’anticorps Xantho5 reconnait le LPS de la bactérie Gram (-) X. arboricola CFBP 7634 alors qu’un autre 

anticorps (Xantho2) reconnait, quant à lui, une protéine à sa surface. 

5.3. Protocole expérimental 

5.3.1. Conception d’une biopuce pour les bactéries  

Les expériences pour la détection de bactéries ont toutes été menées avec la même biopuce. Elle a été 

adaptée à l’étude de ce nouveau modèle biologique dont la taille est inférieure à celle des cellules, en 

réduisant d’un facteur 3 la hauteur du canal. En effet les bactéries sont labélisées par des billes magnétiques 

Adembeads 200 nm ayant un moment magnétique faible et donc difficilement détectables avec une hauteur 

de canal comprise entre 20 et 25 µm. 

C’est pourquoi, la hauteur du canal a été réduite à 7,6 µm en remplaçant la SU-8 2025 par de la SU-8 

2007 (annexe A - 7.1) lors de la conception du canal microfluidique.  Typiquement, pour une hauteur de 
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canal entre 5 et 10 µm (nécessaire pour l'étude des cellules procaryotes), les paramètres sont les suivants : 

5 s-500 RPM-300 RPM/s, 30 s-4000 RPM-300 RPM/s, 5 s-6000 RPM-1000 RPM/s. Le reste du protocole 

reste identique à la conception d’une biopuce pour la détection des cellules. 

Les épaisseurs de SU-8 2002 et de NOA restent inchangées cependant il serait intéressant de réduire 

l’épaisseur de colle NOA afin d’éviter une perte de sensibilité trop importante. 

5.3.2. Préparation des échantillons   

Une colonie de bactéries X. arboricola CFBP 7634 est prélevée sur une culture gélosée à l’aide d’une 

oese puis mélangée à 1 mL de milieu de culture liquide LPG. La turbidité de la solution bactérienne est 

mesurée donnant une indication approximative de la concentration en bactéries (puisqu’en phase de 

croissance exponentielle, DO600 nm = 109 CFU/mL, paragraphe 5.2.2.2). Pour les mises au point des 

expériences avec les bactéries, les dénombrements ne sont pas réalisés systématiquement pour l’instant. 

Ainsi la concentration en bactérie est approximative, mais cela suffit pour démontrer la faisabilité de la 

détection des bactéries par la biopuce GMR.  

Ensuite des dilutions en cascade d’un facteur 10, à partir d’une forte concentration (souvent autour de 

107 CFU/mL), sont réalisées en milieu de culture liquide LPG : 1 mL de chacune de ces dilutions sera utilisé 

pour chaque test expérimental et constituera les échantillons bactériologiques positifs.  

Les contrôles négatifs utilisés pour évaluer la spécificité de détection de la biopuce sont : 

• D’une part, un mélange de bactéries X. arboricola CFBP 7634 incubées avec des billes 

Adembeads 200 nm fonctionnalisées par un anticorps non pertinent (mais de même isotype 

IgG2a que l’anticorps Xantho5). Il s’agit de l’anticorps monoclonal de souris IpaD315, dirigé 

contre les bactéries Shigella (paragraphe 3.4.2.2.1).  

• D’autre part, un deuxième contrôle négatif est également utilisé, il s’agit uniquement de billes 

magnétiques fonctionnalisées avec l’anticorps spécifique Xantho5, en milieu LPG et en absence 

des bactéries cibles X. arboricola CFBP 7634.  

• Dans le futur, un autre modèle bactérien facile à cultiver ne présentant pas à sa surface le 

marqueur biologique ciblé par les anticorps anti-X. arboricola pourra être utilisé. Ce troisième 

contrôle négatif, par l’absence de cible biologique dans l’échantillon mais par la présence de 

contaminants, pourrait parfaitement mimer la réalité d’un échantillon biologique inconnu dans 

un contexte de diagnostic. 

Afin de détecter les bactéries, qui ne sont naturellement pas magnétiques, à l’aide de nos capteurs GMR, 

les billes Adembeads carboxyles 200 nm fonctionnalisées par l’anticorps Xantho5 ont été utilisées. Ces 

billes s’agrègent (Fig. 5.7d) mais leur état d’agrégation, bien qu’améliorable, ne semble pas critique pour 

démontrer la faisabilité de la détection des bactéries (l’état d’agrégation de ces Adembeads 200 nm 

fonctionnalisées par Xantho5 est bien plus satisfaisant que celui observé avec une fonctionnalisation par 

l’anticorps de rat anti-CD138, Fig. 3.4, paragraphe 3.3.1.3). 

Les billes fabriquées par le LITEN ne sont pas encore au point pour l’immunocapture d’objets aussi 

petits que les bactéries. Or, il est assez difficile d’observer au microscope, avec un grossissement 40X, les 

bactéries dont le diamètre est seulement d’environ 1 µm. Pour observer les bactéries couplées aux billes 

Adembeads, qui ont un diamètre de 200 nm, un microscope Olympus avec un objectif 100X à immersion a 

été utilisé. Et même dans ces conditions, il n’est pas simple d’observer la bonne labélisation des objets 

biologiques. Il est nécessaire que l’immunocapture des bactéries soit optimisée et que l’état d’agrégation 
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des billes magnétiques soit maitrisé et réduit, ce qui n’est pas encore le cas avec les billes du LITEN. Pour 

cette raison, les billes commerciales Adembeads 200 nm ont été préférées à celles du LITEN pour les 

différentes mises au point de la détection des bactéries par les capteurs GMR. 

   Les billes Adembeads carboxyles 200 nm sont couplées aux anticorps Xantho5 de la même façon que 

les autres anticorps utilisés pour la détection des cellules NS1 (paragraphe 3.2.2.5).  

Les bactéries X. arboricola forment des bâtonnets dont la taille varie de 1,1 à 3,8 µm (longueur) × 0,3 à 

0,7 µm (largeur) [9]. Cette géométrie en forme de bâtonnet (et non de forme sphérique comme les cellules 

NS1) complexifie le calcul du nombre de billes pouvant marquer les bactéries. Afin d’avoir une estimation, 

le calcul d’occupation stérique a été réalisé comme s’il s’agissait de sphères ayant un diamètre variant entre 

1 et 4 µm. Pour des billes de 200 nm de diamètre, nous trouvons une occupation stérique comprise entre 

100 et 1600 billes. Considérons alors qu’un bâtonnet a un diamètre moyen de 2,5 µm, alors l’occupation 

stérique moyenne sera d’environ 630 billes Adembeads 200 nm. 

 Les gammes de concentration en bactéries utilisées lors des expériences sont plus élevées que pour les 

expériences avec les cellules NS1. En effet, ces objets biologiques sont en moyenne 2,5 fois plus petits que 

les cellules NS1 (diamètre moyen de 6 µm), rendant la détection plus complexe. C’est pourquoi, il est 

nécessaire de commencer les expériences avec une concentration élevée en bactéries, soit 107 CFU/mL puis 

de diminuer progressivement les concentrations lorsque la détection GMR le permet. Comme nous l’avons 

montré précédemment, pour avoir une bonne labélisation magnétique des objets biologiques, il faut que les 

billes soient surnuméraires. Des mises au point ultérieures devront être réalisées afin de déterminer la 

quantité exacte de billes nécessaires à la bonne labélisation des bactéries mais, en attendant, 109 billes 

magnétiques fonctionnalisées sont ajoutées à chaque suspension bactérienne préparée de 1 mL (ce qui 

représente un excès de billes/bactérie d’un facteur minimal de 100). 

Les expériences sur les bactéries ont commencé lors de ma troisième année de thèse. Quelques 

expériences seulement ont été réalisées. Un exemple de plan-type d’expérience est présenté dans le Tableau 

5.2. Un ou deux contrôle(s) négatif(s) est/sont systématiquement inclus aux expériences  

Echantillons (1 mL) en milieu LPG Types d’échantillon 

103 CFU/mL + 109 billes magnétiques fonctionnalisées Xantho5 

Echantillons tests 

104 CFU/mL + 109 billes magnétiques fonctionnalisées Xantho5 

105 CFU/mL + 109 billes magnétiques fonctionnalisées Xantho5 

106 CFU/mL + 109 billes magnétiques fonctionnalisées Xantho5 

107 CFU/mL + 109 billes magnétiques fonctionnalisées Xantho5 

107 CFU/mL + 109 billes magnétiques fonctionnalisées IpaD315 
Contrôles négatifs 

109 billes magnétiques fonctionnalisées Xantho5 

 

Tableau 5.2 - Exemple type d’un plan d’expérience incluant les échantillons bactériens tests de X. arboricola CFBP 

7634 et les témoins négatifs 
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5.3.3. Immunocapture des bactéries X. arboricola CFBP 7634   

Tous les échantillons sont ensuite incubés sous agitation 2 heures à 20°C afin que les billes magnétiques 

fonctionnalisées avec l'anticorps spécifique Xantho5 puissent immunocapturer correctement leur cible : les 

bactéries X. arboricola CFBP 7634.  

Après les 2 heures d’immunocapture, un contrôle visuel des échantillons est effectué au microscope 

Olympus brightfield/darkfield (la lumière ne traverse pas directement l'échantillon étudié, elle est réfléchie 

sur l'échantillon. Le brightfield montre un agrandissement clair tandis que le darkfield montre des détails 

infimes). Un objectif à immersion au grossissement 100X est utilisé dans l’objectif de vérifier la labélisation 

Fig. 5.7 - Illustrations photographiques d’échantillons bactéirens positifs et de contrôles négatifs avec des billes 

Adembeads 200 nm fonctionnalisées par différents anticorps 

Observation au microscope brightfield/darkfield avec un objectif à immersion au grossissement 100X de 

différents échantillons de 1 mL en milieu LPG contenant : a) 107 bactéries X. arboricola CFBP 7634 sans bille 

magnétique fonctionnaliée, b) 107 bactéries X. arboricola CFBP 7634 en présence de 109 billes Adembeads 200 

nm fonctionnalisées avec l’anticorps Xantho5, c) 107 bactéries X. arboricola CFBP 7634 en présence de 109 billes 

Adembeads 200 nm fonctionnalisées avec l’anticorps non pertinent IpaD315 et d) en absence de bactérie, 

uniquement avec billes magnétiques fonctionnalisées avec l’anticorps Xantho5. 
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des bactéries par les billes magnétiques fonctionnalisées et d’observer l’état d’agrégation des billes 

magnétiques (notamment dans l’échantillon contrôle négatif composé uniquement de billes fonctionnalisées 

avec l’anticorps Xantho5 (Fig. 5.7).  

Malgré le grossissement 100X, il est assez difficile d’observer la présence ou non de billes magnétiques 

en surface des bactéries (Fig. 5.7a et Fig. 5.7b). Pour mieux y parvenir, il serait astucieux d’ajouter sur ces 

billes commerciales un agent fluorescent afin de vérifier plus facilement la labélisation des bactéries par 

fluorescence (comme fait pour les billes du LITEN, paragraphe 3.4.2.3.7). 

 Pour tenter de vérifier autrement la bonne labélisation magnétique des bactéries par les billes 

Adembeads 200 nm fonctionnalisées avec l’anticorps Xantho5, des tests bandelettes ont été réalisés 

(paragraphe 1.2.2.1) (Fig. 5.8).  

L’idée est de contrôler que les billes fonctionnalisées par l’anticorps Xantho5 sont capables 

d’immunocapturer les bactéries X. arboricola CFBP 7634, la détection des complexes billes/bactéries se 

faisant ensuite visuellement au niveau de la ligne test par accumulation des billes magnétiques (couleur 

marron) présentes en surface des bactéries retenues par les anticorps Xantho5 immobilisés sur la ligne test. 

L’excès de billes magnétiques fonctionnalisées se lie à la ligne contrôle (sur laquelle sont immobilisés des 

anticorps chèvre anti-IgG de souris reconnaissant l’anticorps Xantho5 couplé en surface des billes). 

Un témoin négatif « Blanc » constitué uniquement de billes Adembeads 200 nm fonctionnalisées, en 

absence de bactéries, permet de vérifier la spécificité de la détection au niveau de la ligne test de la 

bandelette. En pratique, 100 µL de solution bactérienne à 0, 104 ou 105 CFU/mL en tampon EIA + 0,5 % de 

Tween20 sont déposées dans un puit d’une plaque 96 puits, puis 2 µL de billes Adembeads 200 nm 

Fig. 5.8 - Contrôle par immunochromatographie de la labélisation magnétique des bactéries X. 

arboricola CFBP 7634 par les billes Ademtech 200 nm fonctionnalisées avec l’anticorps spécifique 

Xantho5 

105 = 100 µL de solution à 105 CFU/mL en TpEIA + 0.5% tween20, 104 = 100 µL de solution à 104 

CFU/mL en TpEIA + 0.5% tween20; Blanc = 100 µL de TpEIA + 0.5% tween20. A chacun de ces 

échantillons de 100 µL sont ajoutés 2 µL de billes Adembeads 200 nm fonctionnalisées par 

l’anticorps Xantho5, juste avant le dépôt sur bandelettes (Xantho5 immobilisé sur la ligne test et 

anticorps de chèvre anti-IgG de souris immobilisé sur la ligne contrôle). 
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fonctionnalisées à 109 billes/mL y sont ajoutées. Il suffit ensuite de déposer les bandelettes, préalablement 

préparées (paragraphe 3.5.1), dans les puits et d’attendre 15 minutes que la solution migre le long des 

bandelettes pour ensuite observer le résultat. 

Les résultats de la Fig. 5.8 ont été obtenus. Ils prouvent que les bactéries X. arboricola CFBP 7634 sont 

bien labélisées magnétiquement par les billes Adembeads 200 nm fonctionnalisées par l’anticorps Xantho5 

(au moins en partie) puisqu’une ligne colorée marron apparait au niveau de la ligne test. Ils démontrent aussi 

la présence non négligeable d’agrégats de billes magnétiques fonctionnalisées, de tailles conséquentes au 

point de ne pas pouvoir entrer et migrer dans la membrane de nitrocellulose (comme le dénote la ligne en 

bas de la bandelette « Blanc »). Enfin, cette expérience permet aussi de se rendre compte que l’excès de 

billes magnétiques n’est peut-être pas suffisant puisque la ligne contrôle est à peine visible en présence de 

104 CFU/mL de bactéries et quasiment invisible pour 105 CFU/mL. Cette observation confirme le fait qu’il 

sera nécessaire de réaliser ultérieurement des mises au point pour déterminer la quantité optimale de billes 

nécessaires à la bonne labélisation magnétique des bactéries. 

5.3.4. Mise en place de l’expérience 

La mise en place des expériences est identique à celle pour la détection des cellules NS1 (paragraphe 

3.3.2). Sur le volume disponible d’échantillon de 1mL, 200 µL sont introduits dans le canal microfluidique.   

En général, les premiers échantillons analysés sont les échantillons tests (attendus positifs) passés en 

concentration croissante, pour terminer par les contrôles négatifs. L’inverse est également possible et cela 

démontre que l’ordre de passage n’est pas dérangeant pour les expériences. 

Après le passage de chaque échantillon dans le canal, 200 µL ou plus de milieu de culture liquide LPG 

sont introduits afin de récupérer les quelques signaux des bactéries éventuellement encore présentes dans 

les tubulures.  

5.4. Résultats  

Cinq expériences seulement ont été réalisées sur les bactéries dont deux ont été réalisées avec deux 

contrôles négatifs (1- billes fonctionnalisées avec anticorps non pertinent IpaD315 en présence de bactéries 

et 2- billes fonctionnalisées avec l’anticorps pertinent Xantho5 seules, en absence de bactérie) et trois avec 

un seul contrôle négatif. Comme il s’agit d’expériences préliminaires, le plan d’expérience n’est pas encore 

fixe. De plus, de nombreux problèmes ont été rencontrés comme des engorgements dus à la diminution de 

la hauteur de canal.  

Les paramètres des cinq expériences sont récapitulés dans le Tableau 5.3. 
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Dans le cas théorique d'un marquage parfait avec occupation stérique complète en surface des bactéries, 

entre 100 et 1600 billes se lieront par bâtonnet de bactérie (650 billes pour un diamètre moyen de 2,5 µm). 

Comme les billes Adembeads de 200 nm ont un moment magnétique plus faible (1,27 × 10-13 emu) que les 

billes Dynabeads 1 µm (ou même que les billes Micromod 500 nm) (paragraphe 3.2.2.2) et que la 

labélisation des bactéries par les billes fonctionnalisées peut varier de 100 à plus de 1000 billes, on s’attend 

à obtenir des signaux détectés plus faibles. Pour cette raison, il a été décidé que les coïncidences 

sélectionnées comprendront deux signaux dont l'amplitude est supérieure à une fois la limite de détection 

(LOD) (au lieu de deux fois la LOD pour les cellules NS1). Ainsi, lorsque le champ dipolaire de chaque 

capteur est tracé en fonction de la hauteur du canal (Fig. 5.9), on observe que les objets magnétiques des 

échantillons qui génèrent des coïncidences avec les critères d'amplitude imposés ne peuvent être que des 

objets magnétiques ou agrégats qui contiennent plus de 100 billes. La plupart des objets magnétiques 

donnant lieu à une coïncidence passent au centre du canal microfluidique. Une légère dissymétrie est visible 

du fait que les espaceurs du haut et du bas n’ont pas la même épaisseur (1,7 µm pour la SU-8 2002 (capteur 

du bas) et 5 µm pour la NOA (capteur du haut)) (paragraphe 4.2.1.1). 
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25-11-2021 C2E21 7,6 1,7 5 1,96 49 61 200 103 à 107 IpaD315 

13-01-2022 C2E21 7,6 1,7 5 1,69 56 58 200 104 à 107 
Billes Xantho 5 

IpaD315 

14-01-2022 C2E21 7,6 1,7 5 1,69 48 44 200 103 à 105 
Billes Xantho 5 

IpaD3155 

10-02-2022 C2E21 7,6 1,7 5 1,50 46 47 200 106 à 107 Billes Xantho 5 

17-02-2022 C2E21 7,6 1,7 5 1,5 52 53 200 103 à 106 Billes Xantho 5 

Tableau 5.3 - Paramètres des cinq expériences réalisées sur les bactéries avec les billes Adembeads 200 nm 

Le descriptif des échantillons tests et contrôles négatifs est détaillé dans le Tableau 5.2. 
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Les cinq premières expériences réalisées sur les bactéries ont été réalisées dans un double objectif : i) 

celui de démontrer la faisabilité de détection de ces objets biologiques plus petits (i.e. preuve de concept 

d’une certaine versatilité de la biopuce GMR) et ii) celui d’identifier les principaux verrous et axes 

d’optimisation sur lesquels il sera nécessaire de travailler pour rendre la biopuce plus performante dans ce 

domaine d’application (i.e. définir les principaux enjeux et objectifs de la prochaine thèse). 

La première constatation issue de ces cinq expériences concerne les problèmes d’engorgements dus à la 

diminution de la hauteur du canal : pour trois de ces cinq expériences, ces difficultés ont pu être rencontrées 

(exception : expériences du 25/11/2021 et du 13/01/2022), et presque exclusivement à fortes concentrations 

bactériennes (au-delà de 105). Une réflexion devra donc être menée pour envisager différentes solutions (test 

de différents pré-traitements de l’échantillon avant analyse sur la biopuce (dilution, traitement 

mécanique/microfluidique, etc.), poursuite de la recherche de la diminution de l’état d’agrégation des billes 

magnétiques fonctionnalisées, etc.). 

Dès la première expérience préliminaire du 25 novembre 2021 (pour laquelle il n’y a pas eu 

d’engorgement mais ne comportant qu’un seul contrôle négatif, Tableau 5.3 et Tableau 5.4), la preuve de 

la faisabilité de détection des bactéries a pu être démontrée, comme plus amplement commenté ci-dessous 

et illustré avec la Fig. 5.10.  

Fig. 5.9 - Champ dipolaire théorique calculé et produit simultanément sur le capteur du haut 

(traits pointillés) et du bas (traits pleins) par des objets magnétiques labélisés par un nombre 

variable de billes Adembeads 200 nm en fonction de leur hauteur de passage zB (7,6 µm) dans 

le canal 

La limite de détection LOD est indiquée par un trait noir gras (paragraphe 1.4.6.5). 
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Cette Fig. 5.10 présente les paramètres extraits du traitement du signal (détaillé dans le chapitre 2 -) 

obtenus pour un échantillon positif et un contrôle négatif comme décrit précédemment (pour l’expérience 

du 25/11/21). Les coïncidences résultantes comprennent donc deux signaux dont l'amplitude est supérieure 

à une fois la limite de détection (LOD), c'est-à-dire à un rapport signal sur bruit (SNR) de 1.  

La Fig. 5.10A montre le nombre de coïncidences en fonction de la hauteur d'écoulement zB (7,6 µm ; 

hauteur totale du canal) obtenue pour les deux échantillons. Comme pour la détection des cellules NS1, dans 

le chapitre 4 -, le décalage en z dans l’histogramme, peut s’expliquer de deux manières : 

1) Les objets magnétiques ne sont pas injectés latéralement dans le canal mais par le haut et ils ne 

passent donc pas tout à fait au centre. 

2)  L’estimation de l’épaisseur des espaceurs n’est pas tout à fait correct, en particulier celle de la NOA 

qui ne peut pas être mesurée pendant les expériences (paragraphe 4.2.1.2). Cet effet est d’autant 

plus visible que la hauteur h du canal est du même ordre de grandeur que l’épaisseur des espaceurs.  

La Fig. 5.10B montre l'histogramme du nombre de coïncidences en fonction du nombre de billes par 

objets magnétiques (agrégats de billes ou bactéries marquées magnétiquement de façon non spécifique pour 

le contrôle négatif ; agrégats de billes et bactéries marquées dans l'échantillon positif). Une quantité plus 

importante de coïncidences a pu être détectée dans les échantillons tests contenant 107 CFU/mL de X. 

arboricola CFBP 7634 en présence de 109 billes fonctionnalisées par Xantho5 (histogramme rouge) par 

rapport au contrôle négatif contenant également 107 CFU/mL de X. arboricola CFBP 7634 mais en présence 

de 109 billes fonctionnalisées par l’anticorps non pertinent IpaD315 (histogramme noir). Cette observation 

est la preuve que la détection des bactéries est possible au moyen de la biopuce, même si cette première 

expérience préliminaire, comme les quatre suivantes, révèlent que de nombreuses mises au point et 

optimisations restent à faire pour mieux distinguer ces deux populations d’échantillons positifs et contrôles 

négatifs (i.e. améliorer la spécificité) et pour gagner en sensibilité de détection. 

L’histogramme noir (contrôle négatif) montre que la majorité des agrégats de billes contient entre 150 et 

500 billes, les événements au-delà de 500 billes étant bien plus rares. Ce premier résultat montre qu’il va 

Tableau 5.4 - Paramètres expérimentaux pour les échantillons spécifiques et négatifs avec les billes Adembeads 200 nm 

 
Sensibilité des capteurs GMR 

(%/mT) 

Bruit de sortie des capteurs 

GMR (mV pic à pic) 
Gain 

 
Capteur du 

haut 

Capteur du 

bas 

Capteur du 

haut 

Capteur du 

bas 

8600 Echantillon 

spécifique 
1,96 1,96 47 74 

Contrôle négatif 1,96 1,96 50 57 
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être important de persévérer dans la recherche de solution pour limiter l’état d’agrégation des billes 

fonctionnalisées, dans l’objectif de limiter le nombre d’évènements faux positifs. 

Concernant l'échantillon positif (histogramme rouge), il contient la même concentration de billes (109 

billes/mL) que dans l’échantillon négatif. Pour cet échantillon positif, la grande majorité des coïncidences 

enregistrées correspondent à des objets magnétiques contenant moins de 500 billes et ce nombre de 

coïncidences est bien plus important que pour l’échantillon négatif. Cela suggère que la majorité des 

bâtonnets de bactéries X. arboricola CFBP 7634 qui sont magnétiquement marqués le sont par moins de 

500 billes (en moyenne 250-300 billes). Comme l’excès de billes magnétiques par rapport au nombre de 

bactéries n’est que d’un facteur 100 pour la concentration 107 CFU/mL de bactéries, cela peut suggérer 

qu’une certaine quantité de bactérie ne soit magnétiquement pas marquée (ou faiblement) et que la quantité 

optimale de billes nécessaire à la bonne labélisation magnétique des bactéries soit à optimiser. 

Sur cette Fig. 5.10B, on peut également observer un plus grand nombre de coïncidences correspondant 

à des objets magnétiques contenant plus de 500 billes pour l’échantillon positif (histogramme rouge) que 

pour l’échantillon négatif (histogramme noir). Vu que, théoriquement, un marquage magnétique parfait avec 

occupation stérique complète correspond à 650 billes/bâtonnet de bactérie (si l’on considère qu’un bâtonnet 

a un diamètre moyen de 2,5 µm) en moyenne, ces objets correspondent certainement à des bâtonnets de 

bactéries labélisés (en plus de quelques rares gros agrégats de billes). 

Pour avoir une représentation visuelle plus simple et globale de l’ensemble des tests réalisés lors d’une 

expérience entière (gamme de concentration de X. arboricola CFBP 7634 en plus des témoins négatifs), 

nous avons décidé, pour ces expériences préliminaires, de se fixer un seuil arbitraire de 500 billes par objet. 

Comme nous avons pu le voir sur la Fig. 5.10B, la très grande majorité des évènements faux positifs 

(agrégats de billes et marquage non spécifique des bactéries) contiennent moins de 500 billes (histogramme 

Fig. 5.10 - Histogramme du nombre de coïncidences en fonction de (A) la hauteur de passage dans le canal 

microfluidique zB ou (B) du nombre de billes par objet magnétique (agrégat de billes ou bactérie marquée) pour des 

expériences réalisées avec des billes Adembeads 200 nm 

Nombre de coïncidences obtenues avec la biopuce GMR à deux étages après passage de 200 µL d’une solution de 1 mL 

de milieu de culture LPG contenant 107 CFU/mL X. arboricola CFBP 7634 mises en contact pendant 2 h à 20°C sous 

agitation avec i) 109 billes Adembeads 200 nm fonctionnalisées avec l'anticorps Xantho5 (histogramme rouge) ou ii) 109 

billes Adembeads 200 nm fonctionnalisées avec l'anticorps non pertinent IpaD315 (histogramme noir). Pour des raisons 

de lisibilité, les deux histogrammes de la figure Fig. 5.10B ont été tracés pour un nombre de billes par objets magnétiques 

(bactéries ou agrégats) n’excédant pas 1000 billes, même si les données rapportent que certains objets magnétiques 

(agrégats ou bactéries) sont labélisés jusqu’à 4000 billes (% de ces coïncidences extrêmes indiqué entre parenthèses). 
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noir). Nous allons donc considérer, de façon arbitraire, que seules les coïncidences générées par plus de 500 

billes par objet correspondent à des bactéries magnétiquement labélisées.  

Les analyses qui en découlent sont présentées sur la Fig. 5.11.  

Nous pouvons constater que le pourcentage d’évènements détectés dans ces conditions par la biopuce 

est très faible par rapport à la quantité attendue (dernière colonne des tableaux). Cela s’explique au moins 

en partie par : 

• Un marquage magnétique probablement peu optimal et à améliorer (quantité de billes, durée 

d’immunocapture, protocole de fonctionnalisation des billes, etc.).  

• Les objets bactériens détectés peuvent être des bactéries individuelles magnétiquement 

labélisées, mais aussi des bâtonnets de bactéries constitués de plusieurs entités (deux à cinq 

bactéries, comme on peut d’ailleurs l’observer sur les photographies présentées en Fig. 5.7). 

• Le seuil arbitraire à 500 billes, qui est peu favorable, et qui pourra être diminué de façon 

concomitante à la réduction de l’état d’agrégation des billes. 

• A cela s’ajoute la quantification approximative de la concentration bactérienne dans la solution 

de départ, puisque basée sur la mesure de la turbidité à 600 nm (et non pas sur un véritable 

dénombrement). 

Tous ces points confirment bien que des mises au point et optimisations doivent être apportées, objet 

principal de la thèse à venir. 

Fig. 5.11 - Résultats de deux expériences réalisées pour la détection des bactéries à l’aide des billes Adembeads 200 nm 

A : Expérience du 25-11-21. B : Expérience du 13-01-22.  
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Malgré toutes ces limites, les résultats des deux expériences préliminaires présentées en Fig. 5.11 sont 

prometteurs puisque démontrant la faisabilité de la détection de bactéries (au-delà de 106 CFU/mL pour le 

modèle X. arboricola CFBP 7634). 

5.5. Conclusion  

L’étude de la détection de la bactérie dans ces travaux de thèse n’est qu’une ébauche, des mises au point 

sont nécessaires afin d’obtenir des résultats plus sensibles et reproductifs, permettant une évaluation 

complète et précise des performances de détection des bactéries. Toutefois, ces premiers essais préliminaires 

prouvent la versatilité potentielle du domaine d’application de la biopuce GMR. 

De plus, des billes conçues sur mesure par le LITEN (paragraphe 3.4.2.3) pour ce genre d’étude 

pourraient nettement améliorer la détection notamment par l’ajout d’un agent fluorescent afin de vérifier si 

les bactéries sont marquées correctement. 
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C’est souvent à l’interface entre différentes disciplines que naissent de nouveaux concepts innovants et 

de nouvelles recherches. C’est à la rencontre entre les phénomènes physiques de magnétisme et le domaine 

de l’immunodétection en biologie, et grâce à une collaboration féconde entre ces deux mondes, qu’est né le 

concept d’un nouvel outil de diagnostic qui pourrait répondre de façon optimale aux critères ASSURED 

(Affordable, Sensitive, Specific, User-friendy, Rapid/Robust, Equipment-free, Deliverable to end-users) 

définis par l’Organisation mondiale de la Santé. 

Il s’agit d’une technologie utilisant des particules magnétiques fonctionnalisées par des anticorps 

monoclonaux dirigés contre la cible biologique d'intérêt, permettant un comptage unitaire, au moyen d’une 

biopuce à base de capteurs GMR. Après avoir conçu, développé et breveté une telle biopuce basée sur des 

capteurs magnétorésistifs disposés de part et d’autre d'un canal microfluidique afin de détecter 

dynamiquement une à une des cibles biologiques marquées magnétiquement, nous avons réalisé une étude 

complète sur un modèle biologique de cellules de myélome murin (NS1) immunocapturées par des billes 

magnétiques commerciales afin d'évaluer les performances de ce nouveau dispositif comme potentiel outil 

de diagnostic précoce. 

Nous avons tout d’abord rappelé la fabrication ainsi que le principe de détection de cette technique. Nous 

avons également mis en place un protocole expérimental et réalisé plusieurs optimisations afin d’améliorer 

les performances de ce nouveau prototype. Plusieurs paramètres ont pu être étudiés au cours de ces travaux 

et notamment l’immunocapture des cellules par les billes magnétiques ainsi que l’état d’agrégation de ces 

billes.  

Différentes expériences biologiques telles que la labélisation des cellules dans différents milieux 

biologiques, la labélisation par différents types et quantités de billes fonctionnalisées avec différents 

anticorps spécifiques ont pu être réalisées afin de tenter d’améliorer l’immunocapture des cellules. Quant à 

l’état d’agrégation des billes magnétiques, des protocoles de sonication et de fragmentation des anticorps 

ont été réalisés afin de réduire au maximum les agrégats de billes, principal verrou de ces travaux. Toutes 

ces expériences ont donc permis de rechercher les conditions optimales permettant de bien différencier les 

objets biologiques d’intérêt des agrégats de billes et donc éviter au maximum les faux positifs. Ainsi, les 

conditions d’immunocapture et d’agrégation s’avèrent être les meilleures pour une immunocapture des 

cellules NS1 par des billes commerciales de 1 µm fonctionnalisées par l’anticorps anti-CD138 dans un 

volume déterminé de milieu de culture.  

Nous avons ensuite évalué un ensemble de critères, tels que la sensibilité, la spécificité, la répétabilité, 

la robustesse mais aussi la rapidité, la facilité d'utilisation et la versatilité, qui permettent de caractériser les 

performances de ce test de diagnostic.  

La sensibilité de détection de ce test a pu être déterminée par la réalisation de plus d’une cinquantaine 

d’expériences (pour une certaine répétabilité) en suivant un plan d’expérience précis comprenant une 

gamme de concentrations allant de 102 à 105 cellules/mL en présence de billes fonctionnalisées par 

l’anticorps anti-CD138 spécifique aux cellules NS1 et correspondant aux échantillons positifs puis deux 

contrôles négatifs ont également été réalisés. Un premier contrôle négatif est composé de billes magnétiques 

seules fonctionnalisées avec l’anticorps spécifique aux cellules NS1 à la même concentration que dans les 

échantillons positifs et le deuxième contrôle est quant à lui composé également de billes magnétiques 

fonctionnalisées avec l’anticorps spécifique aux cellules NS1 à la même concentration que dans les 

échantillons positifs mais cette fois en présence d’un souche cellulaire non pertinente mimant parfaitement 

les conditions réelles d’un test de diagnostic. Cette nouvelle biopuce a donc permis d’atteindre une 

sensibilité jusqu’à 100 cellules/mL en milieu de culture soit un gain d’un facteur 100 à 300 par rapport au 

premier prototype de biopuce GMR à un étage.  

La spécificité a également été améliorée par rapport à la biopuce GMR à un étage grâce à la présence 

des deux capteurs alignés de part et d’autre du canal microfluidique nous permettant de qualifier l’objet 

http://www.rapport-gratuit.com/
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magnétique détecté par des informations sur sa hauteur de passage dans le canal microfluidique, le nombre 

de bille à sa surface et donc son moment magnétique nous permettant ainsi de préciser sa nature (agrégat de 

billes ou cellule magnétiquement marquée), ce qui était impossible avec le premier prototype. Ces données 

nous sont fournies par un programme Python de traitement des données (breveté) nous permettant, après 

avoir renseigné les caractéristiques de l’expérience, d’obtenir toutes les informations de détection des objets 

biologiques, rendant ce dispositif interactif et facile d’utilisation.  

De plus, un grand nombre d’expériences a été réalisé dans du milieu de culture, qui est un milieu bien 

plus complexe que le PBS utilisés pour qualifier les performances de la première biopuce GMR, se 

rapprochant ainsi davantage de la réalité d’un test de diagnostic en matrice complexe. Ceci a permis de 

démontrer une certaine robustesse du système.  

Ce dispositif est également rapide et permet de réaliser une expérience complète (quatre ou cinq 

échantillons tests positifs et deux témoins négatifs) en une durée totale allant de 3 h à 6 h selon le volume 

de l’échantillon (temps d’immunocapure de 2 h + 10 minutes pour 200 µL et 45 minutes pour 1 mL). 

Et pour finir, des premiers essais ont été réalisés sur des bactéries démontrant la preuve de concept de la 

détection de ces objets biologiques plus petits. Il s’agit d’une grande avancée par rapport au premier 

prototype développé et utilisé uniquement sur un modèle de cellules eucaryotes. 

Ce nouveau prototype a également été comparé aux tests de diagnostic déjà présents sur le marché 

comme les tests bandelettes, ELISA et la cytométrie en flux. Elle est compétitive par rapport à ces autres 

méthodes et ses forces reposent sur son potentiel à détecter les objets un par un et l’absence de lavage. 

La biopuce GMR à deux étages ne cible pas les mêmes objets biologiques que les tests 

immunochromatographiques. En effet, celle-ci peut détecter de gros objets (cellule, bactérie), ce que ne peut 

faire ou fait difficilement les tests bandelettes qui sont davantage adaptés à la détection d’objets plus petits 

(bactéries, virus, protéine). Cependant ces tests sont, comme la biopuce GMR à deux étages, faciles 

d’utilisation, réalisables sur le terrain et sans lavage.  

Elle est également 10 à 100 fois plus sensible qu’un ELISA réalisé sur une cible cellulaire identique car 

ce prototype est capable de détecter les objets un à un, alors que le test ELISA détecte une amplification 

d’une quantité globale minimale. Les autres avantages de cette biopuce comparés à l’ELISA est qu’elle ne 

nécessite pas de personnel qualifié, pas d’étapes de lavage et qu’il s’agit d’une technologie transportable. 

Quant à la cytométrie en flux, il s’agit du même principe de détection (i.e. détection des objets un à un). 

Mais la cytométrie requiert des étapes de lavage car non réalisable dans des milieux opaques ou colorés. 

C’est certainement ce point qui explique que la biopuce est 10 à 30 fois plus sensible que la cytométrie pour 

détecter une même cible eucaryote. La biopuce reste également plus facile à utiliser que la cytométrie qui 

nécessite un personnel expert et qui se réalise uniquement en laboratoire de recherche. 

Toutefois, bien que cette biopuce GMR à deux étages soit très performante, il a été observé que les 

cellules sont en moyenne récupérées à 40 % à la fin de l’expérience pour les faibles concentrations 

comparées aux concentrations élevées où le rendement peine à atteindre les 20 %. Ce dispositif semble donc 

être adapté pour du diagnostic précoce. Cependant, ce rendement n’est pas optimal et il en va de même pour 

les bactéries où les rendements récupérés sont encore plus faibles. Ces faibles rendements peuvent être 

d’ordre biologique et/ou magnétique.  

Des optimisations sont donc nécessaires et permettraient de gagner en sensibilité et spécificité, pour cela 

plusieurs solutions peuvent être envisagées : 

• Réduire l’état d’agrégation des billes magnétiques fonctionnalisées [1] [2] [3]. Des billes 

conçues spécialement pour ce projet et faisant l’objet d’un brevet sont en cours de 

développement. Elles permettraient de diminuer l’agrégation, d’augmenter l’immunocapture 

mais aussi l’observation microscopique de la bonne labélisation des bactéries par les billes en y 

ajoutant un élément fluorescent à leur surface.  
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• Réduire l’état d’agrégation des objets biologiques magnétiquement marqués (i.e. réduire les 

clusters de cellules/bactéries) [4]. 

• Augmenter le volume à analyser.  

• Améliorer la qualification des objets en branchant plusieurs couples de capteurs. Actuellement, 

un seul couple de capteur haut et bas est utilisé pour la détection, or la biopuce en contient quatre 

au total, on pourrait donc envisager d’utiliser un deuxième couple de capteur branché en série 

avec le premier afin de pouvoir contrôler, suivre la détection et déterminer la vitesse des objets 

magnétiques. 

• Envisager un multiplexage [5] [6] [7]. Distinguer un signal différent pour deux types de billes 

différentes, fonctionnaliser deux types de billes avec deux anticorps différents afin de détecter 

simultanément deux cibles biologiques présentes en même temps dans un échantillon. 

• Bien que les premiers tests sur les bactéries aient permis de démontrer la versatilité de la biopuce, 

des mises au point sont cependant à prévoir concernant l’immunocapture des billes magnétiques 

par les bactéries (quantité de billes, type de billes (commerciales/sur-mesure), fonctionnalisation 

des billes, outils de contrôle visuel, quantification plus précise des bactéries par dénombrement, 

ajouter systématiquement des contrôles négatifs adaptés, etc.).  

D’autres optimisations portant sur le laboratoire sur puce en tant qu’outils de diagnostic au chevet du 

patient sont à prévoir :  

• La portabilité de la biopuce avec parties jetables et d’autres réutilisables par stérilisation. Ceci 

permettrait de faire des tests en laboratoire de haute sécurité microbiologique L2 en travaillant 

sur un nouveau modèle bactérien, cette fois-ci pathogène, avec intérêt applicatif. Une troisième 

thèse sera entièrement dédiée aux mises au point de ce laboratoire sur puce pour la détection des 

bactéries à l’aide de la souche non pathogène X. arboricola puis ce test de diagnostic pourrait 

être utilisé pour des bactéries pathogènes pour l’homme comme les bactéries Escherichia coli 

responsables d’infections urinaires, Yersinia enterocolitica ou Salmonella retrouvées dans l’eau 

et les aliments ou encore les bactéries Legionella pneumophila responsable de la légionellose 

(maladie respiratoire). De nos jours, il n’existe pas de méthodes rapides afin de détecter la 

présence des bactéries L. pneumophila. Il faut compter entre 48 heures (société C4Hydro) [8] 

[9] et 10 jours pour les détecter et les dénombrer en respectant les normes sanitaires, et donc 

confirmer la présence de ces bactéries. Or la légionellose est une maladie qui peut s’avérer 

mortelle. C’est pourquoi des méthodes de détection plus rapides sont un enjeu capital au niveau 

de la santé mais aussi au niveau économique où les lieux soupçonnés d’être contaminés par cette 

bactérie sont fermés tout au long du processus de détection. 

• La miniaturisation du laboratoire sur puce en remplaçant l’aimant actuel par un aimant 

homogène plus petit [10]. 

• Le traitement des données en temps réel en utilisant un nano-ordinateur sur batterie comme par 

exemple un Raspberry [11].  
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7.1. Annexe A - Fiche produit SU-8 2002 et 2007 
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7.2. Annexe B - Fiche produit SU-8 2025 
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7.3. Annexe C - Fiche produit NOA81 
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7.4. Annexe D - Fiche produit des billes Adembeads 200 nm 
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7.5. Annexe E - Fiche produit des billes Micromod 500 nm 
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7.6. Annexe F - Fiche produit des billes Dynabeads 1 micromètre 

  



 Annexes 
_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

 

 

    
Page 215 

    

    

  



 Annexes 
_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

 

 

    
Page 216 

    

    

7.7. Annexe G - Fiche produit du kit Pierce 
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7.8. Annexe H - Fiche produit du bioanalyseur Agilent 2100 
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7.9. Annexe I - Composition du milieu LPGA pour les bactéries X. 

arboricola   
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7.10.  Annexe J - Protocole de mise en culture des souches de X. 

arboricola   
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7.11.  Annexe K - Article publié   
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Titre : Biopuce à deux étages à base de capteurs à magnétorésistance géante pour du diagnostic précoce 

d’objets biologiques microniques 

Mots clés : Magnétisme, biopuce, microfluidique, diagnostic, immunoanalyse 

Résumé : Le développement de techniques de 

diagnostic précoce, rapides, sensibles, peu 

coûteuses et transportables au chevet du patient 

est un défi dans le domaine de la santé mais aussi 

dans celui de la défense ou de l'environnement. 

Actuellement, parmi les dispositifs de diagnostic 

faciles à utiliser, il existe des tests bandelettes dans 

lesquels les cibles migrent dans la cellulose mais ils 

ne sont souvent pas adaptés aux gros objets tels 

que les cellules ou certaines bactéries, et ils 

manquent de sensibilité. D'autres méthodes 

utilisées en routine dans les laboratoires de 

biologie, comme les tests ELISA ou PCR, ont de 

meilleures sensibilités mais nécessitent un 

personnel qualifié. Dans les hôpitaux, la détection 

d'objets biologiques un par un est souvent 

effectuée par cytométrie en flux, mais là encore, 

l'équipement est assez volumineux, coûteux et il 

est nécessaire de former le personnel à son 

utilisation complexe. La détection optique n'est 

toujours pas adaptée à certaines matrices opaques 

et la détection électrochimique ou magnétique 

statique présente trop d'interactions non 

spécifiques. Dans ce contexte, nous proposons une 

biopuce brevetée, à base de capteurs à 

magnétorésistance géante (GMR), pour détecter 

des objets biologiques en très petites quantités, 

dans des matrices complexes sans étape de lavage 

préalable. Cette approche est basée sur l'utilisation 

de nanoparticules magnétiques fonctionnalisées 

par des anticorps monoclonaux, dirigés contre les 

objets biologiques cibles. Leur détection 

dynamique, après interaction avec les 

nanoparticules magnétiques, est réalisée par les 

capteurs GMR qui permettent de compter un par 

un les objets biologiques magnétiquement 

marqués de façon spécifique et ciblée. 

Des résultats très prometteurs ont été obtenus 

avec le premier prototype de biopuce qui 

consiste en un canal microfluidique placé au-

dessus d'un capteur GMR et développé sur un 

modèle cellulaire eucaryote (de taille 10 µm), 

permettant d'atteindre des sensibilités et 

spécificités légèrement inférieures à celles 

obtenues sur le même modèle biologique en 

test ELISA, avec une plus grande facilité 

d’utilisation et un léger gain de temps. Jusqu'à 

présent, la principale limite était les agrégats de 

billes qui conduisaient à des faux positifs.  

La nouvelle biopuce brevetée et étudiée dans 

cette thèse dispose de capteurs GMR disposés 

face à face de part et d'autre du canal 

microfluidique, ce qui permet de détecter 

simultanément chaque objet magnétique. Pour 

la première fois, grâce à cette technique, et après 

plusieurs mises au point, il est possible de 

déterminer le moment magnétique des objets 

circulant dans le canal et ainsi de distinguer les 

agrégats de billes des objets biologiques ciblés. 

Cette technique de détection permet d'obtenir, 

toujours sur le même modèle cellulaire 

eucaryote, une sensibilité environ 100 fois 

supérieure à celle obtenue avec le test ELISA ou 

avec le premier prototype rendant cette biopuce 

très compétitive. 

Enfin, quelques premiers tests prometteurs ont 

été réalisés au moyen d’une biopuce 

redimensionnée pour détecter des objets 

biologiques de plus petite taille (de l’ordre du 

micromètre): des bactéries avec un modèle non 

pathogène pour l’homme et facilement 

manipulable, Xanthomonas arboricola. Ces 

derniers essais prouvent la versatilité potentielle 

du domaine d’application de la biopuce GMR. 
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Title : Two-stage biochip based on giant magnetoresistance sensors for early diagnosis of micronic 

biological objects 

Keywords : Magnetism, biochip, microfluidics, diagnosis, immunoanalysis 

Abstract : The development of early diagnosis 

techniques, that are fast, sensitive, inexpensive and 

point of care, is a challenge in the field of health but 

also in the field of defense or the environment. 

Currently, among the easy-to-use diagnostic 

devices, there are strip tests in which the targets 

migrate in the cellulose but they are often not 

adapted to large objects such as cells or certain 

bacteria, and they lack sensitivity. Other methods 

used routinely in biology laboratories, such as ELISA 

or PCR tests, have better sensitivities but but require 

a qualified staff. In hospitals, the detection of 

biological objects one by one is often performed by 

flow cytometry, but here again, the equipment is 

quite bulky, expensive and it is necessary to train 

staff to its complex use. Optical detection is still not 

adapted to some opaque matrices and 

electrochemical or static magnetic detection 

presents too many non-specific interactions. In this 

context, we propose a patented biochip, based on 

giant magnetoresistance (GMR) sensors, to detect 

biological objects in very small quantities, in 

complex matrices without a prior washing step. This 

approach is based on the use of magnetic 

nanoparticles functionalized by monoclonal 

antibodies, directed against target biological 

objects. Their dynamic detection, after interaction 

with magnetic nanoparticles, is achieved by GMR 

sensors that allow to count one by one the 

magnetically marked biological objects in a specific 

and targeted way. 

Very promising results have been obtained with 

the first biochip prototype which consists of a 

microfluidic channel placed above a GMR sensor 

and developed on a eukaryotic cell model, 

allowing to reach sensitivities and specificities 

slightly lower than those obtained on the same 

biological model in ELISA, with a greater ease of 

use and a slight time gain. Until now, the main 

limitation was bead aggregation which led to false 

positives.  

The new patented biochip has GMR sensors 

arranged face-to-face on both sides of the 

microfluidic channel, allowing each magnetic 

object to be detected simultaneously. For the first 

time, thanks to this technique, and after several 

developments, it is possible to determine the 

magnetic moment of the objects circulating in the 

channel and thus to discriminate bead aggregates 

from targeted biological objects. This detection 

technique allows to obtain a sensitivity 

approximately 100 times higher than the one 

obtained with the ELISA test or with the first 

prototype making this biochip very competitive. 

Finally, some promising first tests have been 

performed using a resized biochip to detect 

smaller biological objects (in the micrometer 

range): bacteria with a non-pathogenic and easily 

manipulated model, Xanthomonas arboricola.  

These latest tests prove the potential versatility of 

this GMR biochip application field. 

 

http://www.rapport-gratuit.com/

