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Acronymes et abréviations

,zbgjoembeads Carboxyl-Adembeads 200 nm
ADN Acide DésoxyriboNucléique
APTS Acide ParaToluéneSulfonique
Affordable - Sensitive- Specific- User
ASSURED | Friendly- Rapid- Equipment Free and
Delivered
BIN Fichier binaire
BNC Bayonet Nut Coupling
Bp Base Pair (Paire de Base)
Bovine Serum Albumin (Albumine de
BSA a -
sérum bovin)
CAS Chévre Anti-Souris
CEBP Collep:uon Francaise de Bactéries
associees aux Plantes
Colony Forming Unit (Unité Formant
CFU )
Colonie)
3-[(3-
CHAPS cholamidopropyl)diméthylammonio]-1-
propanesulfonate
Chi carré a
Chinese Hamster Ovary cells, lignée
CHO cellulaire choisie pour les tests non
pertinents
CIRM Ce_ntre !nternatlonal de Ressources
Microbiennes
DMF N,N-diméthylformamide
DNTP DesoxyriboNucléotide TriPhosphate
DO Densité Optique
Dyna 1 Dynabeads MyOne Streptavidin T1
Dyna 2,8 Dynabeads M-280 tosylactivated
Eau DI Eau Dé-lonisée
EDC 1-éthyl-3-(3-

diméthylaminopropyl)carbodiimide

[ ]
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MC

MEB

MEBE

MEG

MR

MRAM

NEM

NOA

PBS

PCB

PCR

PDMS

PEG

PL

POC

polyHRP

PSM

PVA

PVDF

PVP

RPM

RPMI
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Milieu de Culture

Microscopie Electronique a Balayage

Microscopie Electronique a Balayage
Environnemental

Magnétoencéphalographie

MagnétoRésistance ou MagnétoRésistif

Magnetic Random Access Memory
(mémoire vive magnétique)

N-éthylmaléimide

Norland Optical Adhesive

Phosphate-Buffered Saline (tampon
phosphate Salin)

Printed circuit board (circuit imprimé)

Polymerase Chain Reaction

PolyDiMéthylSiloxane

PolyEthyléne Glycol
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Introduction

Certains cancers ou maladies infectieuses sont encore trés mal diagnostiqués entrainant un diagnostic
trop tardif, ’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 symptémes ont
tendance a différer d'une personne a l'autre et peuvent correspondre a plusieurs maladies, I’anameése et
I’examen physique du patient ne suffisent pas forcément au médecin pour établir avec certitude un
diagnostic et des examens complémentaires sont souvent nécessaires pour étre les garants du bon diagnostic.
Les scientifiques tentent donc d'identifier des biomarqueurs® spécifiques et propres a chaque pathologie
(cellules, virus, ADN, protéines, bactéries etc.) assurant un diagnostic et un suivi médical fiable. Certaines
bases de données ont déja été créées pour répertorier les biomarqueurs spécifiques a chaque maladie et les
recherches se poursuivent pour les compléter (long et fastidieux). Parallelement a I'enrichissement des
bibliothéques 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 (trés) 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 systéme de santé mais aussi sur
I'économie et la stabilité sociale. Elles ont donc mis en évidence I'importance de développer de nouveaux
tests de diagnostic au chevet du patient (Point of Care ou POC) pour améliorer la reconnaissance et
I'intervention rapide face a celles-ci.

Attractive Opportunities in the Point of Care Market

. 43.2
G —

()

The global point-of-care diagnostics market is projected to reach
USD 72.0 billion by 2027, growing at a CAGR of 10.8% during the

10.8%

forecast period.
=, D‘FU The rising prevalence of ;z[: Emerging markets, healthcare
(=" infectious diseases and target m Y9/ decentralization, and growing
Market growth in Latin %5 conditions, the shortage of .

America can be attributed
to government initiatives,
rising awareness about
self-testing products, rapid
expansion of the
healthcare infrastructure,
and Increase in
collaborations among key

technicians to conduct
conventional lab-based tests,
supportive government policies,
and the rising number of CLIA
approvals for POC tests are the
key factors driving the point-of-
care diagnostics market

Investments and funding for
product development are
expected to offer growth
opportunities for market
players during the forecast
period.

players in the point-of-care R /@ The North American point-of-care (E: >\ Latin America is the fastest-
diagnostics market in the Dﬂﬂﬂ diagnostics market is projected to @\\]\:) growing regional market for

region

reach USD 29.12 billion by 2027,
growing at a CAGR of 11.3% during
the forecast period.

point-of-care diagnostic
products, with Brazil and
Mexico emerging as major
growth hotspots.

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

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

[ ]
universite
PARIS-SACLAY




Introduction

La pandémie actuelle (COVID-19) a également accéléré la demande mondiale de tests de diagnostic
rapides et accessibles a tous. En effet, I’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 I’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 1’évolution des outils POC transportables et
cliniguement pertinents, dont le respect de normes réglementaires 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 a flux latéral, sont passés des laboratoires de recherche aux
soins cliniques au chevet du patient [2].

Par rapport & des techniques utilisées en laboratoire et qui requierent I’expertise d’un professionnel et du
personnel qualifié, les tests de diagnostic au chevet du patient ont I’avantage de pouvoir étre utilisés dans
des régions dépourvues de toute infrastructure, d’étre faciles d’utilisation et d’interprétation, rapides,
sensibles et spécifiques, peu couteux mais aussi utilisables a grande échelle afin d’éviter une pandémie.
C’est ce que les criteres ASSURED de 1’Organisation Mondiale de la Santé définissent par le fait que les
POC doivent étre peu onéreux, sensibles, spécifiques faciles a 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 étre également non invasifs surtout s’ils sont répétés a 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
tres faible.

Le développement de nouvelles technologies de détection rapides et tres sensibles est, entre autres, a 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.

Biocapteur
1 T N
[ ] ‘ Enzymes ! I Optique
Molécules i @ 1 Electrochimique
= e
Protéines | & I Magnétique
Anticorps AT Th,errr,nque.
‘ Acide nucléique | £ | Piézoélectrique
! 1 Electrique
Echantillon Reconnaissance
: Transducteur Interface
delacible utilisateur

Fig. 0.2 - Configuration d'un biocapteur montrant les éléments de bioreconnaissance, d'interface et de
transduction
Modifié de [3].

Les progres réalisés en matiére d'ingénierie et de dispositifs intégrés microfabriqués pour le traitement a
domicile représentent I'aboutissement de plus de 30 ans de recherche. Jusqu'a 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 systéme de santé. Ces derniers sont des dispositifs
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constitués, d’une part, d’un élément sensible biologiquement actif (anticorps, ADN, etc.) capable de
reconnaitre une substance cible (antigénes, 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
étre directement reliés a la concentration de cibles dans la matrice analysée) (Fig. 0.2).

Les biocapteurs peuvent étre 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 progrés 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 séquencage 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 I'absorption de la lumiére limitent aussi l'utilisation de cette
technique. Les biocapteurs électrochimiques [6], quant & eux, reposent sur des mesures potentiométriques,
ampérométrigues et impédimétriques. Les plus courants sont les glucomeétres qui mesurent la concentration
de glucose par réaction enzymatique et les convertissent en mesures ampérométriques. Mais d'autres
dispositifs sont commercialisés, comme les cytométres a impédance. Les avantages de ce type de capteurs
sont leur capacité de miniaturisation et leur faible co(t.

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 systemes 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]. Cing technologies principales existent pour détecter des champs.
Deux d’entre elles, I’effet Hall et les capteurs GMR/TMR détectent directement le champ magnétique alors
gue les bobines, les fluxgates (magnétomeétres a saturation) et les SQUIDS détectent des variations de flux
magnétique.

Champ magnétique cérébral )
I Champ magnétique terrestre Aimantd’IRM
1 I

Aimant pour frigo
1

|
|
|
|
I T N I N N S B O 0 B A O

1% 100 102 102 10t 100 10 0% 107 10 10°% 104 10% 1072 10t 100 1

SQUID

Champ magnétique (T)

TMR/GMR

Capteurs a effet Hall

Fig. 0.3 - Sensibilité des capteurs magnétiques les plus utilisés et quelques correspondances avec la vie quotidienne
Modifié de [19].

Les objets biologiques n’étant pas intrinséquement magnétiques, leur détection repose sur I'utilisation de
billes magnétiques fonctionnalisées par des anticorps qui se lient spécifiquement aux cibles biologiques
d’intérét. Les moments magnétiques de ces billes sont ensuite polarisés par un aimant permanent et détectés
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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 apparait lorsque deux matériaux
supraconducteurs sont séparés par une tres fine couche isolante [8]. Ces capteurs sont sensibles a des champs
aussi bas que 10 Tesla et sont utilisés de maniere assez courante pour la détection d’objets biologiques.
Ils ont permis le développement d'immunoessais avec une détection d’anticorps IgE jusqu'a 2 attomole [9].
Un susceptomeétre commercialisé a 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, étre
refroidis & I'nélium liquide et ne sont donc pas du tout adaptés pour des dispositifs POC peu codteux et
transportables.

Comme les SQUIDS, les bobines inductives ne mesurent pas un champ magnétique mais les variations
de flux magnétiques a travers leur surface. En effet, leur sensibilité croit avec la surface les rendant inadaptés
a des systemes miniaturisés.

Parmi les capteurs magnétiques qui détectent directement les champs magnétiques, les plus anciens sont
basés sur I'effet Hall ou, sous l'influence d'un champ magnétique, les porteurs de charge sont déviés. Cette
séparation de charges entraine une différence de potentiel proportionnelle au champ magnétique qui peut
donc é&tre mesurée. lls 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 & magnétorésistance géante (GMR) et a
magnétorésistance a effet tunnel (TMR), sont des capteurs trés sensibles (détectivité? de I’ordre de 50 a 200
pT/VHz) et sont moins affectés par l'environnement de I'échantillon biologique, comme le pH et la
température. Ils présentent en outre 1’avantage d’étre peu colteux et de pouvoir étre intégrés facilement
dans des laboratoires sur puce. Les capteurs GMR sont les biocapteurs MR les plus étudiés et utilisés. L'effet
GMR? a été découvert a la fin des années 80 et se produit généralement dans une structure ou des films
minces ferromagnétiques et non magnétiques sont déposés alternativement. La magnétorésistance désigne
la propriété d'un matériau qui tend a modifier sa résistance électrique lorsqu'un champ magnétique externe
est appliqué. Cet effet permet de détecter des champs magnétiques trés faibles (Fig. 0.3), rendant tres
attractif les capteurs GMR pour la détection POC hautement sensible de maladies infectieuses et/ou cancer.
Deux structures différentes de capteurs GMR peuvent étre utilisées : une structure multicouche ou une
structure a vanne de spin. 1l a été observé que la sensibilité des structures GMR multicouches augmente
avec I'épaisseur de la couche ferromagnétique. Cependant, a partir d’une certaine épaisseur, 1’effet GMR
diminue [13]. Contrairement aux structures multicouches, le systéme 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 lI'aimantation de I'autre couche
s’oriente librement. Bien que les capteurs a vanne de spin présentent une meilleure linéarité et peuvent
fonctionner & des champs magnétiques plus faibles que les capteurs multicouches (intéressant pour des
détections d’objets biologiques), ils possédent généralement des rapports MR plus faibles car ils n'ont que
deux couches ferromagnétiques contribuant a I'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 L3 détectivité correspond au champ magnétique pour lequel le rapport signal sur bruit vaut 1. Elle s’exprime en
T/VHz. 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 I'automobile [22], etc. Le développement
de ces capteurs pour les applications biomédicales est apparu a la fin des années 1990 lorsque Baselt et al.
[23] ont démontré I'utilisation de réseaux de capteurs pour le dénombrement non visuel de billes
magnétiques conjuguées a des molécules qui sont specifiquement liées a la surface des capteurs. La
détection des champs magnétiques (a I’aide de capteurs MR) émis par les billes magnétiques immobilisées
est classée comme « détection statique » (explications détaillées ci-dessous).

Les capteurs TMR, quant a eux, sont plus sensibles d’un ordre de grandeur que les capteurs GMR mais
ils présentent un bruit élevé a basse fréquence qui, tant qu’il n’est pas résolu, est un handicap pour la
détection d’objets biologiques. Ils sont de surcroit plus compliqués a fabriquer. Ils sont actuellement en
cours de développement et d’optimisation au sein du LNO®,

Dans ce travail de these, les capteurs GMR ont donc été choisis pour la détection des cibles biologiques
d’intérét (cellules cancéreuses et bactéries).

La détection des objets biologiques avec ces capteurs peut étre 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 thése, les deux autres méthodes sont décrites brievement ci-dessous.

Anticorps de Particule \
détection magnétique

\

Streptavidine

Biotine

Anticorps de
capture 3

Anticorps de
capture

Anticorps de
capture 2

Capteurs MR Capteurs MR

Capteurs MR

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 systeme
et I’antigéne de la cible se lie spécifiquement a P’anticorps de capture. 3 - Des particules magnétiques
fonctionnalisées par de la streptavidine et couplées a des anticorps de détection (biotinylés) par le biais du
complexe biotine-streptavidine sont introduits dans le systéme et se lient spécifiquement a la cible d’intérét (via
un autre antigene).

Les capteurs GMR peuvent servir pour des mesures magnétiques statiques suivant le méme 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. 11 s’agit de dispositifs

4LNO : Laboratoire de Nano-magnétisme et Oxydes
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dans lesquels un réseau de sondes (ADNc, aptameres, 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 deuxiéme 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 a des étapes de lavage pour supprimer les particules
magnétiques non accrochées. Cette méthode présente ’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 1’accroche non spécifique et donc les faux positifs.

Il existe également des dispositifs de dosage biologique a flux latéral (tests bandelettes) ou les sondes
(anticorps) sont immobilisées sur une structure poreuse a base de papier, dans laquelle la cible a détecter
(qui ne doit pas étre de taille conséquente (comme les cellules) sous peine de ne pas pouvoir migrer dans
les pores) migre a 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 a un [27] (notion de
mouvement des particules magnétiques par rapport aux capteurs magnétiques). L'une des premiéres 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 a
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 I’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
particuliére), la possibilité de multiplexer et la consommation d’un faible volume d’échantillon. L'utilisation
de canaux de l'ordre du micrométre ne modifie en rien la vitesse d'analyse et ce dispositif peut étre a usage
unique ce qui élimine le risque de contamination. Grace a 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 intérét en raison de leur capacité unique a 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 méme 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 systémes de
détection.

De nouveaux dispositifs POC, constitués d’un systéme 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 a base
de capteurs GMR a été réalisée et a donné des résultats encourageants sans pour autant étre 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 I'environnement car les
polluants de I'air et de I'eau peuvent affecter la santé des étres vivants (humains, animaux et plantes) [34].
La pollution de I’eau, de nature bactériologique et/ou chimique, est potentiellement présente partout, dans
I’eau potable, les océans, les lacs et les aliments. Ces derniéres années, elle est devenue une préoccupation
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mondiale et, pour y répondre, la recherche sur des systemes de détection rapide et de surveillance des
polluants a augmenté fortement.

En résumé, les dispositifs POC doivent étre 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 codt inférieur dans le processus de fabrication. Les
méthodes de laboratoire actuelles sont certainement appelées a étre remplacées a 1’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
matiere de traitement.

L’objectif de cette these (Fig. 0.5) est donc d’obtenir un dispositif POC capable de détecter rapidement,
de facon simple, sensible et spécifique, différents objets biologiques rares en réponse a un besoin d’urgence
de diagnostic clinique, environnemental et/ou de biosécurité. Ce projet repose sur un test immunologique
avec interaction anticorps/antigene 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/LERI®>, dirigés contre les
objets biologiques cibles. La détection dynamique de ces derniers, aprés interaction avec les nanoparticules
magnétiques, est réalisée grace aux capteurs GMR développés au SPEC/LNO qui permettent de compter
les objets biologiques magnétiquement marqués un a un.

3 Distinction entre objets biologiques et agrégats de billes
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Fig. 0.5 - Objectifs de la these qui consistent a développer un dispositif POC capable de détecter différents types
d’objets biologiques en faible quantité dans des matrices complexes

Miniaturisation

Idéalement, ce test ne doit nécessiter d’aucune préparation particuliére des échantillons, il doit pouvoir
s'adapter a tous les types de fluides (sang, plasma, urine, etc.), a tous les types de maladies et donc a tous
les types de marqueurs. De plus, le diagnostic précoce étant crucial, il doit étre capable de détecter ces
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biomarqueurs en tres faible quantité dans les fluides physiologiques, alors que la maladie est encore a un
stade trés précoce de son développement.

Pour la premiére fois en 2019, au cours d’une theése [19] il a été possible d'évaluer avec un prototype
trés simple de biopuce GMR (constituée d’une seule série de capteurs GMR sous le canal microfluidique),
sur un modéle 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 x 10* cellules/mL, la sensibilité de ce premier prototype était bien meilleure que celle du test
immunochromatographique et se rapprochait de celles obtenues, sur le méme modéle biologique, avec un
test ELISA ou par cytométrie en flux, avec 1’avantage d’une plus grande facilité d’utilisation [20]. Le
principal verrou technique avec cette premiére biopuce était lié a la présence d’agrégats de billes
magnétiques (d’origine commerciale) a 1’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 posséde des capteurs GMR disposés face a face, de part et d’autre du canal microfluidique,
pour détecter de maniére simultanée chaque objet magnétique. Nous montrerons que pour la premiére fois,
grace a 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 a celles du premier prototype, le méme modele de cellules myélomateuses murines a été
utilisé. Des matrices complexes ont également été utilisées. Les résultats obtenus étant trés 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 I’effet GMR,
la composition et la géométrie des capteurs ainsi qu’une partie sur 1’état de I’art des biopuces GMR
précédentes pour finir sur les perspectives d’évolution d’un nouveau prototype.

Le chapitre 2 est enti¢rement consacré a 1’étude de la biopuce GMR a deux étages, de sa fabrication au
traitement des données recueillies aprés chaque expérience. Une preuve de concept de cette nouvelle
biopuce a été publiée et le programme de traitement des données a fait 1’objet d’un dépot de brevet.

Le chapitre 3 présente, quant a lui, la mise au point des conditions expérimentales avec la préparation et
I’optimisation des échantillons, le choix des billes magnétiques, le protocole expérimental, les essais réalisés
et les perspectives envisageables pour la réduction de I’état d’agrégation des billes magnétiques et
notamment par la synthése 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 modeéle de cellules cancéreuses avec la
biopuce GMR a 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 a 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 thése.

Le chapitre 5 établi la preuve de concept de la versatilit¢ d’utilisation de la biopuce, avec quelques
expériences préliminaires réalisées sur un modele de bactéries non pathogénes.
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Chapitre 1 - Principes et rappels généraux

Cette thése consiste a développer un laboratoire sur puce a base de capteurs magnétiques pour la
détection d’objets biologiques. Aprés une premicére partie sur des rappels concernant le principe de
I’immunodétection et la présentation des tests de diagnostic déja existants, nous rappellerons quelques
notions de magnétisme puis nous détaillerons le principe de fonctionnement des capteurs a
magnétorésistance géante et pour finir, nous parlerons des biopuces a base de capteurs GMR déja
développées.

1.2. Principe de Pimmunodétection

L'immunodétection comprend toute technique de détection d’un agent biologique au moyen d’anticorps.
Cela peut étre une détection qualitative (présence/absence) ou un dosage quantitatif (détermination de la
concentration en agent biologique) rendus possible grace a une interaction spécifique entre un/des anticorps
et leur antigene cible, couplée a un systeme 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

Antigéne

‘/

Site de liaison avecla ntigéne'\

€

Région variable

‘4

Pont disulfure — Region constante

Chaines |égeres

: Chaineslourdes

Fig. 1.1 - Schéma d’un anticorps de type 19G

Un anticorps est composé de deux chaines légéres et de deux chaines lourdes, chacune constituée d’une partie variable
et d’une partie constante. La liaison antigéne-anticorps est également représentée.

Un anticorps (ou immunoglobuline, Ig) est une glycoprotéine produite et utilisée par le systéme
immunitaire pour détecter et neutraliser de maniére spécifique un agent biologique pathogene, nommé
antigene. Il existe cinq types d’anticorps (IgG, IgA, IgM, IgE et IgD, selon leur quantité respective dans
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I’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 légéres, reliées par des ponts disulfures. Chacune de ces chaines peptidiques posséde
une partie constante (i.e. relativement commune entre [gGs d’une méme espéce) et une partie variable
(constituant le site de liaison spécifique a la cible biologique). Chaque anticorps reconnait spécifiquement
un antigéne précis (i.e. molécule biologique capable d’induire une réponse immunitaire) et peut en fixer
deux simultanément. La partie de ’antigene a laquelle se fixe 1’anticorps est appelée I’épitope et, en miroir,
la partie de 1’anticorps qui reconnait 1’antigene est nommeée paratope. Les interactions entre I’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 1’espace (exemple : cavité +
protubérance, surface saillante + bilboquet etc.). On comprend donc aisément que la liaison entre 1’anticorps
et I’antigéne puisse dépendre du milieu dans lequel ils se trouvent (pH, force ionique, etc.).

On peut mesurer la force d’interaction entre 1’épitope et le paratope : c’est ce que 1’on appelle I’affinité
de I’anticorps. L’affinité est définie par deux critéres : la vitesse d’association de I’anticorps a sa cible et sa
vitesse de dissociation. L affinité est un équilibre entre cette association et cette dissociation.

11 est possible de produire un grand nombre de dérivés d’IgG, comme des fragments d’anticorps appelés
F(ab) ou F(ab’), (paragraphe 3.4.2.2.2).

1.2.1.2. Production des anticorps

En réponse a I’introduction d’un antigéne étranger dans I’organisme, les lymphocytes B du systéme
immunitaire produisent des anticorps. A ce stade, il s’agit d’un mélange d’anticorps, qui réagissent tous
contre un antigene spécifique, mais chacun reconnaissant un épitope différent, dans 1’objectif d’une
détection et d’une neutralisation plus efficace de la cible pathogeéne. On parle d’anticorps polyclonaux (i.e.
produits par différents clones (i.e. lignées) de lymphocytes B). Ces anticorps polyclonaux, fortement réactifs
envers |’antigéne, peuvent étre utilisés en immunodétection mais ils présentent un certain nombre
d’inconvénients. Les anticorps polyclonaux sont produits chez I’animal (lapin, cheval etc.) suite a des
injections répétées de 1’antigéne et prélevements sanguins (contenant les anticorps polyclonaux), et a ce
titre, il existe une forte variabilité d’un lot d’anticorps polyclonaux a un autre. De plus, chaque lot existe en
quantité finie. D’autre part, les réactions croisées sont possibles, c’est a dire la possibilité que les anticorps
polyclonaux reconnaissent de fagon non spécifique d’autres cibles biologiques (au vu de la diversité de ces
anticorps trés 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 méme lignée de lymphocyte B (ils sont tous
identiques) et ils reconnaissent le méme épitope. Malgré une affinité moindre, les anticorps monoclonaux
offrent I’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 premiere étape se fait en animalerie et consiste & immuniser des animaux (souvent des souris),
autrement dit a inoculer I’antigéne a I’animal de laboratoire de fagon répétée. Cela a pour effet d’induire la
production de lymphocytes B libérant des anticorps polyclonaux contre 1’antigéne dans la circulation
sanguine. Un échantillon de sang de ces souris est analysé afin de vérifier la présence des anticorps d’intérét.
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Apreés sacrifice de I’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 polyéthyléne 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’intérét sont sélectionnées puis
amplifiées. 11 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 a purifier avant utilisation).
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Fig. 1.2 - Protocole de production d'anticorps monoclonaux [2]
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Chapitre 1 - Principes et rappels généraux

1.2.2. Utilisation des anticorps en immunodétection

Dans cette partie, sont présentés les tests d’immunodétection utilisés lors de mes travaux de thése afin
de détecter la présence des cellules NS1 et pouvoir ensuite comparer la sensibilité de ces tests a celle obtenue
sur la biopuce GMR développée (paragraphe 4.2.4).

1.2.2.1. Tests immunochromatographigues (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 a 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 trés
largement utilisés et sont désormais bien connus du grand public. Ils sont aussi utilisés a grande échelle pour
les tests de grossesse. Ils sont composés de 3 zones, ayant chacune une fonction :

e Une membrane de nitrocellulose qui, au-dela de sa fonction de support de migration de
I’échantillon, permet I’immobilisation d’anticorps.

e Un premier tampon (dit « sample pad ») permet 1’absorption de 1’échantillon et le stockage
d’anticorps couplés au systéme de révélation. Il est situé a une extrémité¢ de la membrane de
nitrocellulose.

e Un deuxiéme tampon (dit « tampon absorbant ») permet d’assurer la migration de 1’échantillon
par capillarité dans la membrane de nitrocellulose, en fonctionnant comme une « pompe » située
a I’autre extrémité de la bandelette.

Trois réactifs biologiques sont également utilisés :

e Un premier anticorps (monoclonal de souris) dirigé contre la cible biologique d’intérét,
immobilisé sur la membrane de nitrocellulose, et qui permettra la formation de la ligne
spécifique (ligne test).

e Un deuxi¢me anticorps (monoclonal de souris) dirigé contre la cible biologique d’intérét, couplé
a un systéme de révélation, a savoir des nanoparticules d’or colloidal de couleur rouge. Cet
anticorps marqué permettra d’assurer la révélation visuelle de la cible d’intérét (ligne test) et la
visualisation de la ligne de contréle une fois ajouté a I’échantillon.

o Des anticorps dirigés contre les anticorps marqués qui permettront la formation de la ligne de
contrdle. Il s’agit, par exemple, d’anticorps de chévre 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-antigéne.
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 1’absorption de I’échantillon. L’échantillon
migre ensuite par capillarité le long de la bandelette. Si la cible biologique n’est pas présente dans
I’échantillon, I’anticorps anti-cible marqué a 1’or colloidal ne se lie pas a elle, ni a la ligne test (ou sont
immobilisés d’autres anticorps anti-Cibles). L’anticorps anti-cible marqué ne se lie alors qu’a la ligne
controle (ligne ou des anticorps de chévre anti-lg de souris sont immobilisés). Une seule ligne apparait donc
(ligne contrdle) : le test est négatif.

Par contre, si la cible biologique est présente dans 1’échantillon, 1’anticorps anti-cible marqué se lie a elle
lors de la migration capillaire. Puis le complexe cible/anticorps anti-cible marqué continuera sa migration
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Chapitre 1 - Principes et rappels généraux

le long de la membrane de nitrocellulose avant de se fixer a la ligne test (ou la cible biologique est prise en
sandwich entre I’anticorps anti-cible immobilisé et I’anticorps anti-cible marqué). L’excés d’anticorps anti-
cible marqué se lie également a la ligne contrdle. Deux lignes apparaissent (ligne test et ligne controle) : le

test est positif.
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Fig. 1.3 - Principe du test bandelette
Présentation du fonctionnement d’un test négatif (a gauche) et d’un test positif (& droite).
Dans le cas du test bandelette destiné a la détection des cellules NS1 (dans le cadre des travaux de thése), ’anticorps

immobilisé sur la ligne test de la membrane de cellulose est I’anticorps anti-CD138. L’anticorps de révélation est
également ’anticorps anti-CD138, couplé a des nanoparticules d’or colloidal.

Ces tests ont I'avantage d'étre rapides, faciles a 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 a migrer
dans la membrane de nitrocellulose. Enfin, leur plus grande faiblesse repose sur leur manque de sensibilité,
étant donné que le signal visible a I’ceil nu correspond a 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 1’antigéne ou ’anticorps, ce qui permet de réaliser des étapes
de lavage avant révélation de la présence complexe anticorps-antigéne 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 I'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
a une amplification du signal réel grace a 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 (antigéne immobilisé), indirect (antigene immobilisé),
compétitif (antigéne ou anticorps immobilisé) et sandwich (anticorps immobilisé). La méthode directe
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consiste a immobiliser un antigéne connu, puis a ajouter 'anticorps dirigé contre 1’antigéne directement
couplé a une enzyme. Avec la méthode indirecte, ce sont des anticorps secondaires qui sont couplés a
I'enzyme, qui se lient a l'anticorps primaire dirigé contre I’antigéne. La troisiéme méthode se fait par
compétition de liaison pour un mélange d’anticorps (ou respectivement d’antigénes) marqués et d’anticorps
(ou resp. d’antigénes) a doser non marqués. Mais, dans ces travaux de thése, c’est le test ELISA sandwich
(Fig. 1.4) qui a été utilisé afin de détecter les cellules NS1.

Substratde
I'enzyme
Produit coloré quantifiable

Réaction enzymatique

streptavidine couplée a
, I'enzyme de révélation

Anticorps primaire de Substrat de Pas de produit colore
détection biotinylé lenzyme Pas de signal détecté
Anticorps de capture Anticorps de capture

Support solide Supportsolide

Test positif Test negatif
Fig. 1.4 - Principe du test ELISA sandwich

Présentation d’un test positif (2 gauche) et d’un test négatif (a droite).

Pour ce test ELISA sandwich, des anticorps spécifiques de l'antigéne 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 1’échantillon a analyser. Aprés
lavages du support solide, I’anticorps dit « anticorps primaire de détection » (ici, anticorps anti-CD138
biotinylés) permettra, aprés 1’ajout du systéme secondaire de révélation (streptavidine couplée a I’enzyme
peroxydase ou a I’enzyme acétylcholinestérase), de détecter et quantifier la présence de la cible (cellules
NS1). En effet, le substrat de ’enzyme (ici, 3,3',5,5'-tétraméthylbenzidine (TMB) ou réactif d’Ellman) sera
converti par I’enzyme (peroxydase de Raifort (poly-HRP) ou acétylcholinestérase (G4)) en un produit coloré
(bleu, qui passe au jaune apres ajout d’acide sulfurique pour 1’enzyme poly-HRP ou en jaune pour I’enzyme
Ga), dont la quantification se fera par spectrophotométrie (ici, mesure de 1’absorbance a 450 nm pour le
TMB acidifié et a 414 nm pour I’Ellman). Evidemment des étapes de lavage sont nécessaires avant la
révélation afin d’éliminer les anticorps de détection dans le cas ou la cible ne serait pas présente dans
1’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 lumiére ainsi que de I'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 étre détecté par un composé fluorescent. En effet,
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dans le principe, les particules en suspension passent une a une devant un (ou plusieurs) faisceau(x) laser et
des détecteurs captent les signaux émis par chacune d’elle :

o La lumiére diffusée dans I’axe du laser (Forward Scatter, FSC) qui renseigne sur la taille des

particules,

e La lumiére réfractée a 90°C (Side Scatter, SSC) qui renseigne sur la structure et la granularité

des particules,

e Les signaux de fluorescence émis par la particule elle-méme (autofluorescence) ou par la
fluorescence émise par un anticorps couplé a un fluorochrome qui se lie spécifiquement a la

particule.

[ N LV

LYY (VO NTNLNP NI N

Particule

[V VN v e

A A A A P B A

Fig. 1.5 - Principe de la cytométrie en flux

Schéma modifié de [7].
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Cependant, cette technique, utilisée dans les hépitaux et les laboratoires, est assez couteuse, nécessite un
équipement assez volumineux, et du personnel expert qualifié a son utilisation complexe [6] [7].

Dans notre cas, le test en cytométrie en flux nous a permis, entre autres, de vérifier la présence a 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 & magnetorésistance géante. Aprés des rappels généraux trés
succincts sur différentes formes de magnétisme, nous détaillerons donc un peu plus le superparamagnétisme.

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

c’est ce qu’on appelle la susceptibilité magnétique ym. Le champ magnétique B résultant du champ
magnétique appliqué H et de I’aimantation M s’écrit alors (Eq. 1.1):
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Tl

M= Xm
(Eq. 1.1)
B = Ho(ﬁ + M) = uoﬁ(l + xm) avec y, la perméabilité du vide

1.3.1. Diamagnétisme

Le diamagnétisme existe dans tous les matériaux. Elle peut &tre comparée a 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.
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Fig. 1.6 - Matériaux diamagnétiques
Matériaux qui ne sont pas attirés par les champs magnétiques.

Dans le cas du diamagnétisme, lorsqu'un champ magnétique est appliqué a 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 I’antiferromagnétisme. L’eau, ’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
incomplétes, 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 a fluctuer librement et 1’aimantation globale devient nulle a cause de
I’agitation thermique (Fig. 1.7).

Quand les distances entre les atomes magnétiques sont faibles (de 1’ordre de I’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 1’antiferromagnétisme, sont décrits ci-
dessous. Au-dessus de cette température, 1’agitation thermique est plus grande que 1’ordre magnétique et le
matériau revient a une phase paramagnétique.
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Fig. 1.7 - Matériaux paramagnétiques

Matériaux qui possedent une aimantation globale nulle a champ nul mais qui sous I’effet d’un champ magnétique
extérieur acquiert une aimantation qui tend a s’aligner dans le sens du champ appliqué.

1.3.3. Ferromagnétisme

Certains matériaux comme par exemple le fer, le cobalt, le nickel etc., possédent en dessous d’une
température caractéristique appelée température de Curie Tc, une aimantation permanente en 1’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 a aligner I’aimantation avec le champ (énergie
Zeeman) et donc a renverser la direction de 1’aimantation. Le renversement dépend aussi de 1’anisotropie
magnétique présente dans le matériau magnétique et qui peut étre due a la cristallinité du matériau (énergie
magnéto cristalline induite par le couplage spin-orbit) ou par la forme du matériau (énergie magnétostatique
due & la présence de champs de fuite que le matériau cherche & diminuer). Par exemple, 1’aimantation dans
un film magnétique tend a s’aligner dans le plan et si la forme est un barreau, 1’aimantation tend a 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
I’aimantation de celui-Ci. Ce cycle d’hystérésis signifie que pour un champ magnétique appliqué, deux
aimantations sont possibles. Grace a cette courbe d’aimantation, il est possible de connaitre plusieurs
caractéristiques du matériau comme i) son champ coercitif qui est le champ a appliquer pour retourner
I’aimantation a 180° et ii) son aimantation rémanente M, qui est I’aimantation du matériau si le champ
magnétique est coupé.

L’énergie magnétostatique peut étre 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
cott de la création d’une paroi de domaine [9] (Fig. 1.8).
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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 apres saturation et retour a champ nul. L’aimantation tend a s’aligner selon la longueur
et le matériau possede une aimantation rémanente lorsque le champ est coupé [8].

1.3.4. Antiferromagnétisme et ferrimagnétisme

Les matériaux antiferromagnétiques sont caractérisés par un arrangement antiparalléle des moments
magnétiques en dessous d’une température caractéristique Ty, appelée température de Néel.

IIs sont constitués de deux sous réseaux dont les moments magnétiques sont égaux mais opposés donc
le moment résultant est nul en dessous de Tw en I’absence de champ magnétique appliqué. Au-dessus de T,
le matériau redevient paramagnétique (Fig. 1.9).

Comme les composés antiferromagnétiques, les matériaux ferrimagnétiques possedent deux sous réseaux
dont les aimantations sont opposées mais ne se compensent pas (Fig. 1.9).

Antiferromagnétisme Ferrimagnétisme
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Fig. 1.9 - Matériaux antiferromagnétiques et ferrimagnétiques

L’interaction d’échange méne a un alignement antiparalléle des moments magnétiques. Dans le cas de
I’antiferromagnétisme, les moments magnétiques se composent, ce n’est pas le cas pour le ferrrimagnétisme.
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1.3.5. Superparamagnétisme

Lorsque le matériau magnétique possede une taille réduite, par exemple les nanoparticules magnétiques,
I’aimantation devient uniforme et sans domaine magnétique car le colt 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 I’aimantation
de la particule est conditionné par le passage d’une barriere d’énergie qui dépend de la constante
d’anisotropie K et du volume V de la particule (Fig. 1.10) et est activé thermiquement (KgT) [10].

axe | © KV
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Fig. 1.10 - Direction de facile aimantation et barriére d'anisotropie

Pour les particules ayant une barriére d’énergie équivalente a 1’énergie thermique & température
ambiante, 1’énergie d’anisotropie n’est plus suffisante pour maintenir I’aimantation qui se met alors a
fluctuer d’une direction de facile aimantation a une autre avec un temps caractéristique tn (temps de Néel)
de l'ordre de quelques ns a quelques 100 ns a température ambiante.

Le comportement de l'aimantation est semblable a celui d'un paramagnétique, mais avec un moment
fluctuant beaucoup plus grand, d'ou I’appellation de régime superparamagnétique (Fig. 1.11). On peut leur
appliquer les lois du paramagnétisme, en remplagant le moment ionique p par le moment total nu ou MsV
de la particule.

Fig. 1.11 - Matériaux superparamagnétiques
Comportement des matériaux ferromagnétiques de taille nanométriques.
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En I’absence de champ magnétique appliqué, 1’aimantation est donc globalement nulle sur un temps
suffisamment long devant tn. Lorsqu’on applique un champ magnétique, 1’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 these, des billes micrométriques ou nanométriques
superparamagnétiques sont utilisées.

1.4. Les capteurs a magnétorésistance géante

Le phénomene de magnétorésistance géante fut découvert pour la premiere fois en 1988 par le frangais
Albert Fert [11] et conjointement par 1’allemand Peter Griinberg [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 a un champ magnétique extérieur.

En effet, les capteurs a magnétorésistance géante permettent de mesurer de tres faibles variations de
champs magnétiques en mesurant des variations de résistances. Les capteurs GMR sont sensibles a des
champs magnétiques de I’ordre du nanotesla permettant ainsi la transduction d'un signal biologique en un
signal électrique, avantage considérable par rapport aux systémes qui utilisent des marqueurs
colorimétriques ou fluorescents.

1.4.1. Electronique de spin

Les électrons possédent deux types de moment angulaire : le moment angulaire orbital, di a leur
mouvement autour du noyau, et un moment intrinséque (moment magnétique), le spin. Ce spin peut se

trouver dans deux états distincts S = i% (Fig. 1.12) [13].
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Fig. 1.12 - Spin de I'électron [13]
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Le spin de I’électron est soit égal a + 5 soit a - 2

L’électronique classique guide les électrons en appliquant une force sur leur charge électrique alors que
I’¢lectronique de spin les guide en agissant sur le spin de I’¢lectron. Or, I’objectif de la spintronique est de
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combiner a la fois la charge et le spin des électrons pour fabriquer des dispositifs dans lesquels ces deux
caractéristiques joueront un role 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 a la mobilité et a la densité d’état
des électrons au niveau de Fermi qui est différente pour les deux états de spin de 1’électron (Fig. 1.13A).
Ainsi, pour les deux directions de spin, la diffusion des électrons n'est pas la méme [14].

@ Energie A

Couche Couche

dure libre.
‘ : 0 ‘
EF __-__QD- Niveau de Fermi “’:’;g;‘:’" ? l & “ Rp = rZLRR ~ 2r si R>>r
B = [ r H & ]
4 =[N el i
Configuration = Rep= ~ — si R>>r
antiparalléle t v n AR 2 2

Espaceur
-
Densité d’état de Densité d’état de
Spin l Spin

Fig. 1.13 - Principe de I'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 parallele et antiparallele 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 modéle de deux courants [20].

Si I’on prend I’exemple d’un empilement de deux couches ferromagnétiques separées par une couche
conductrice mais non magnétique, la conduction des électrons dans cette structure va dépendre du spin de
I’électron par rapport a 1’aimantation locale des couches composant cette structure. 1l est possible de
considérer un modéle a deux courants en paralléle, un courant de spin up et un courant de spin down. Deux
états extrémes peuvent donc étre observes : un état paralléle du spin de 1’électron par rapport a I’aimantation
de la couche ferromagnétique donc une résistance faible ou un état antiparalléle du spin de 1’électron par
rapport a I’aimantation locale de la couche ferromagnétique possédant alors une résistance élevée (Fig.
1.13B).

Si I’on considére que les deux couches ferromagnétiques ont une aimantation antiparallele (AP) entre
elles, les électrons de spins up (down respectivement) vont traverser une couche ferromagnétique avec une
aimantation paralléle (respectivement antiparalléle) par rapport a leur spin et donc avoir une résistance faible
r (élevée R respectivement). On peut donc écrire que la résistance totale du dispositif est de :

Ryp = % (r+R)= gsiR>>r (Eqg. 1.2)

Si1’on consideére cette fois que les deux couches ferromagnétiques ont une aimantation paralléle (P) entre
elles, les électrons de spins paralleles vont traverser deux couches ferromagnétiques possédant une
aimantation parallele a leur moment magnétique donc induisant une résistance équivalente faible (2r) alors
que les électrons de spins antiparalléles vont traverser deux couches ferromagnétiques dont 1’aimantation
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est cette fois antiparallele & leur moment magnétique donc la résistance équivalente sera élevée (2R). On
peut donc écrire que la résistance totale du dispositif est de :

2rR .
Rp = # ~ 2rsiR>>r (Eq. 1.3)

1.4.3. Vanne de spin

C’est en 1991 que le frangais Bernard Dieny propose une configuration des capteurs GMR dite "vanne
de spin "[15]. Cette forme particuliére de capteurs est généralement une tricouche composée de deux
couches métalliques ferromagnétiques découplées magnétiqguement grace a une couche conductrice mais
non magnétique (couche de cuivre) séparatrice (Fig. 1.14A). La premiére 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 I'autre couche, appelée couche libre,
a une aimantation qui tourne facilement sous I'effet d'un champ magnétique.

®

Courbe de sensibilité

635
630

625 o

620
615

610

[ ] Matériau ferromagnétique

Résistance du capteur (Ohms)

so5. D
T

] Matériau amagnétique -10 0 10
Champ magnétique appliqué (mT)

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 fleches. 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 paralléle et antiparalléle 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.

Afin d’obtenir une réponse linéaire en fonction du champ magnétique des capteurs GMR, I'aimantation
de la couche dure est fixée perpendiculairement & I'axe de facile aimantation de la couche libre, et cet axe
est I’axe sensible du capteur GMR qui est considéré comme la direction y. Cela signifie que de petites
variations du champ magnétique externe changeront I'angle entre la couche libre et la couche dure, modifiant
ainsi la résistance du capteur et donnant lieu entre deux configurations extrémes dites saturées (configuration
antiparalléle et paralléle 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.
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1.4.4. Composition et géométrie des capteurs GMR

Les empilements GMR (Fig. 1.15A) ont été déposés par pulveérisation 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).

®

Ta (3nm)
NiFe (3.5nm)

CoFe (1.5nm)

Couche libre { Cu(2.3nm)

CoFe (2.1nm)
Ru (0.85nm)
CoFe (2nm) Mcouche dure

“ | I'MnouPtMn (18nm)

Hcouche libre

Espaceur {

Couche dure
Ta (3nm)

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 pm selon I'axe x et 4 pum selon I'axe y [20].

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 a détecter et stable a température ambiante, une structure de type antiferromagnétique
synthétique blogué 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 I’épaisseur est choisie afin que les deux couches ferromagnétiques soient couplées
antiferromagnétiquement. Ce type de structure a I’avantage de réduire les champs de fuite et donc de
diminuer I’'impact du champ magnétique mais aussi de réduire les couplages dipolaires sur la couche libre.
L’orientation de cette couche dure est réalisée a 1’aide d’un recuit sous fort champ magnétique (1 T) & haute
température (200°C pour I’'IrMn, 300°C pour le PtMn) afin de réorienter le couplage d’échange
(paragraphe 2.3.3).

La couche libre, quant a elle, doit étre trés sensible a de faibles variations de champs magnétiques
extérieurs ainsi un faible champ coercitif mais aussi une forte polarisation de spin afin d’augmenter 1’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 I’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
étre trop épaisse afin d’éviter que les électrons perdent leur polarisation lors de la traversée du stack, sinon
I’effet GMR disparait. Ainsi, I’épaisseur de cette couche doit étre inférieure a la longueur de diffusion de
spin qui est la longueur moyenne ou 1’électron conserve la direction de son spin. L’épaisseur choisie est
souvent aux alentours de 2 nm.
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Lors de ces travaux de these, 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 trés importante afin de minimiser I'nystérésis et
linéariser au maximum la réponse de nos capteurs. En effet, quand on introduit une anisotropie de forme
dans le systéme (longueur et largueur différente), les moments magnétiques de la couche libre vont s'aligner
naturellement dans le sens de la longueur dans un méme domaine magnétique [17] en éloignant les deux
pbles créés (diminution de I'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 étre responsables de bruit magnétique (paragraphe 1.4.6).

1.4.5. Magnétoreésistance et sensibilité des capteurs GMR

Les biopuces GMR fabriquées sont caractérisées afin d’extraire leur performance grace a I’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
paralléles) et Rap (état antiparalléle). 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 :

Ryp —Rp Ryp + Rp

%MR = R avec Ry = > (Eq. 1.4)
0
_ AR x100 Eq. 15
~ AH x R, (Eq.1.5)

Les rapports MR typiques sont de l'ordre de 5 a 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
probléme. Dans le cas de I’hystérésis, un méme champ magnétique peut donner lieu a deux valeurs de
résistance, rendant ainsi impossible la conversion des résistances en champ a 1’aide de la sensibilité. L’ offset
en champ de la courbe de sensibilité, quant a lui, peut empécher d’accéder a I’ensemble de la zone linéaire
de la sensibilité. Ces deux effets négatifs peuvent avoir lieu lorsque I’orientation de la couche dure n’est pas
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strictement perpendiculaire a celle de la couche libre. Cela peut se produire au moment de piéger la couche
dure d’un recuit sous fort champ magnétique.

» Leger offset

A
1

740

730

720~

MR 9 Sensibilité

710 - V

700+

Résistance du capteur (Ohms)

"
LI

690

I
-10 -5 0 5 10
Champ magnétique appliqué (mT)
Fig. 1.16 - Courbe de sensibilité détaillée
Grace a la courbe de sensibilité des capteurs GMR, il est possible d’en extraire
plusieurs grandeurs telles que : la magnétorésistance, I’offset, I’hystérésis et la
sensibilité.

Un moyen de remédier a I’offset et a I’hystérésis consiste a 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 H;;$*” un champ bias appliqué dans la direction du champ extérieur Hyy,,
d’aprés la Fig. 1.17 on voit qu’il a pour effet de recentrer la courbe de sensibilité en permettant aux couches
d’étre perpendiculaires. A contrario, un champ bias appliqué suivant OX, Hll,‘l?gf impose un sens préférentiel
de I’aimantation de la couche libre et permet de supprimer 1’hystérésis en piégeant la couche libre un peu

plus. La gamme de linéarité est augmentée mais la sensibilité est réduite.
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Fig. 1.17 - Schéma de ’application d’un champ biais transverse (2 gauche) ou longitudinal (a 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 1’axe
Oz (axe non sensible des capteurs). Cet aimant est suffisamment homogene pour que des gradients
magnétiques n’entrainent pas la création d’agrégation de billes dans le canal mais il possede 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 a 1’aide d’un gaussmetre :

long _
Hbias =206
b= 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 1’électronique. Ce
bruit peut étre interne ou externe au montage expérimental. Il correspond aux fluctuations aléatoires d’une
grandeur physique autour de sa valeur moyenne. Il peut étre un facteur limitant a I’analyse et I’interprétation
des signaux obtenus.

Les trois principaux bruits présents dans le capteur GMR sont :
e Le bruit thermique
e Lebruiten 1/f
o 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 1’application de la moindre tension ou d’un courant. Ce bruit peut étre réduit par une diminution de la
température ou de la résistance du capteur.

Le bruit thermique aux bornes d’une résistance R a la température T s’exprime selon sa tension par
1I’équation (Eg. 1.6) suivante :

Ven = J4ksTR (Eq. 1.6)
Ou kg est la constante de Boltzmann (1,3806 x 102° J.K),

1.4.6.2. Le bruiten 1/f

Ce bruit est trés 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 étre 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 1’équation phénoménologique de Hooge (Eq. 1.7) suivante :

; - A
ElOrEs s W SPI=
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yR?I?

Sl/f = W (Eq 17)

Ou y est le parametre de Hooge et 8 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 probléme lors de la calibration de la
sensibilité a ’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
I’électronique. 1l 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 étre 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 a 10 Hz (pour éviter le repliement de fréquence fc < fréquence d’acquisition) avant d’étre envoyé
vers la carte d’acquisition.

Cependant dans le cas de nos expériences, un blanc de quelques secondes est réalisé a chague nouvelle
expérience en salle bas bruit afin de déterminer grace 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 a 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 VV (méme 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 a 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 a la détectivité en divisant la courbe obtenue par la sensibilité.

Les résultats obtenus sont récapitulés dans le Tableau 1.1 :

Tableau 1.1 - Caractéristiques des capteurs GMR utilisés pour nos expériences

Ca teurs Bruit Niveau de bruit . , .
p Sensibilité Détectivité J| Limite de détection
thermique moyen (bruit total)

10%-10° 290 nT (sensibilité de
[0) -8
120 x 4 ym 0,5-29%/mT VHzZ 40 mV 108 THz 0,78 %/mT et 1 kHz)

1.5. Etat de ’art des précédentes biopuces

Actuellement, parmi les tests de diagnostic précoce, rapides et faciles a utiliser, les tests
immunochromatographiques (paragraphe 1.2.2.1) sont parmi les plus utilisés. La simplicité, la rapidité
(résultats en quelgques minutes) et la transportabilité sont leurs principaux avantages, mais leur manque de
sensibilité est un inconvénient majeur (entre 10°et 108 CFU/mI 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 10° et 10* CFU/mI) mais nécessitent plusieurs heures de travail
et un personnel qualifié. Le développement des micro- et nanobiotechnologies au cours des derniéres
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 a magnétorésistance
géante (GMR), développés et utilisés dans une grande variété d'applications (industrie automobile,
informatique, etc.), trés sensibles a 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'intérét. La détection dynamique
de cette derniére, aprés interaction avec les particules magnétiques, est réalisée a l'aide de capteurs GMR,
qui permettent de compter un par un les objets biologiques magnétiquement ciblés. En outre, les mesures
peuvent étre effectuées sur des matrices complexes, méme opaques, et des cibles biologiques de nature
éventuellement différente (cellules, bactéries, etc.) peuvent étre détectées sans étape de lavage préalable et
méme a faible concentration.

Les premieres expériences de détection dynamique d'objets biologiques ont été réalisées a I'aide d'une
série de capteurs GMR situés sous un canal microfluidique dans lequel circulent les cibles d'intérét marquées
magnétiquement.

Un objet magnétique de moment W situé en un point B dans le canal crée un champ dipolaire en un point
C d’un capteur GMR dont 1’équation est la suivante (Eq. 1.8) :

. . BCi fi
Hyp =3BC X ——=— —3 (Eq. 1.8)
1Bl B
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Le champ dipolaire dépend donc du moment magnétique de 1’objet détecté et de la distance au cube qui
le sépare du capteur.

e Cytométre a puce magnétorésistive

L’un des premiers dispositifs transportables a détection GMR dynamique a été mis en place par I’équipe
de Paulo Freitas [22] [23]. En effet, l'utilisation d'anticorps spécifiques de 1’objet biologique d’intérét
(cellules souches hématopoiétiques CD34+) marqués par des particules magnétiques commerciales
(Micromod 2 um fonctionnalisées par un anticorps anti-CD34) permet de détecter et de compter des objets
magnétiques un a un avec ce systéme sous ’application d’un champ magnétique extérieur. Ce type de
dispositif est composé d'une puce microfluidique surmontant un capteur GMR. Apres 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 grace a 1’aimant permanent dans
lequel la biopuce est introduite. Ce champ dipolaire pourra ainsi étre 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’étre rapide, simple d’utilisation, transportable et sans étape de lavage.
Cependant, dans ce systéme, il n’y a aucune possibilité d’obtenir d’information sur la hauteur de passage
des objets magnétique en solution (objets biologiques d’intérét, billes surnuméraires et agrégats de billes)
et donc par extrapolation sur leur moment magnétique or comme vu précédemment dans 1’équation (EQ.
1.8), il y a une compétition entre p et z. Le champ dipolaire détecté par le capteur GMR diminue avec la
distance au cube de I’objet par rapport au capteur. Ainsi, un agrégat ou une bille circulant au fond du canal,
tres proche du capteur GMR, peut donner un signal équivalent a 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, 1’occupation stérique, lors
de I’immunocapture des cellules par les billes fonctionnalisées, sera limitée et donc les cellules peut-étre
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.

e Biopuce a un étage GMR

Un second prototype de laboratoire sur puce a 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 modéle biologique de
cellules de myélome murin (NS1) immunocapturées par des billes magnétiques commerciales (Dynabeads
MyOne Streptavidin T1) de 1 um de diamétre, 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 micrometres 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 x 10* cellules/mL légérement inférieure a
celle obtenue avec les tests ELISA ou par cytométrie de flux sur ce méme modele biologique [24]. Mais
inévitablement, ’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
I'inconvénient de diminuer fortement le champ dipolaire, et donc I'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 x 10 cellules/mL) n’a pu donc étre déterminée que par la différence du nombre de signaux détectés entre
I'échantillon spécifique positif et les controles négatifs [24].
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Fig. 1.18 - Principe de la biopuce a un étage GMR

A: Photos de la biopuce a un étage GMR. B: Schématisation de la détection de la biopuce a un étage avec I’espaceur
entre le canal microfluidique et le capteur GMR. La hauteur de passage de I’objet dans le canal microfluidique y est
représentée en fonction du nombre de billes par objet. Les petits agrégats (inférieurs a 4 billes) ne sont jamais détectés
et il faut environ 60 billes pour que les objets soient détectés sur toute la hauteur du canal [20] [24].

e Perspectives

Comme le montre 1’équation (Eq. 1.8), afin de discriminer les objets biologiques des agrégats, il faut a
la fois connaitre 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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Chapitre 2 - Biopuce GMR a deux étages

2.2. Principe de la biopuce GMR a deux étages

Afin de s’affranchir de la détection d’un maximum d’agrégats de billes et d’obtenir un test de diagnostic
vraiment compeétitif en identifiant la nature des objets détectés, une nouvelle architecture de biopuce plus
¢élaborée a été développée. Elle possede une série de capteurs disposés face a face de part et d’autre (au-
dessus et en dessous) du canal microfluidique. Chague 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, génére un champ dipolaire détecté simultanément sur les deux
capteurs alignés face a face. Cette paire de signaux est appelée une coincidence (Fig. 2.1).

Signal enregistré par le
capteur du haut

Flux

! g Signal enregistré par le
t ; E: capteur du bas
P

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

Pour détecter des objets biologiques, qui sont naturellement non magnétiques, il est nécessaire de les
marquer magnétiquement au préalable avec des billes magnétiques. Ces derniéres sont fonctionnalisées avec
des anticorps spécifiques qui vont interagir avec les antigénes de la cible d’intérét (chapitre 3 -).

Comme le montre 1’équation (Eg. 1.8), le champ dipolaire émis par un objet magnétique sur un capteur
GMR dépend a la fois de son moment u et de sa hauteur de passage z. Comme nous le verrons de maniere
plus détaillée dans la suite de ce chapitre, I’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 premiere fois avec ce type de technique, de déterminer sa hauteur de passage mais également le
nombre de billes magnétiques qu’il posséde a 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 (< a 25 billes) alors qu’une
cellule est marquée en moyenne par plus de 50 billes. Cette technique permet donc de mieux différencier
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Chapitre 2 - Biopuce GMR a deux étages

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 déja développées.

Pour cela, plusieurs conditions doivent étre respectées. Les capteurs GMR doivent étre positionnés face
a face pour une bonne synchronisation des signaux. Le canal doit &tre hermétique, les épaisseurs de résine
ou de colle déposées sur les GMR lors de la conception de cette biopuce doivent étre connues.

Le signal émis par le capteur GMR lorsqu’il détecte un objet magnétique qui circule dans le canal
microfluidique a une forme sinusoidale bien caractéristique (Fig. 2.1). En amont du capteur, la composante
détectable du champ dipolaire est d'abord antiparalléle par rapport a la couche dure du capteur ce qui induit
une augmentation de la résistance, puis lorsque I'objet est au-dessus du capteur, les composantes s'annulent
donc la résistance du capteur est nulle. Enfin lorsque I'objet se déplace un peu plus, la composante du champ
dipolaire détectable est cette fois parallele a 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 I’objet magnétique passe entre les deux capteurs. Le capteur haut voit les composantes
dipolaires du haut qui sont opposées a celles vues par le capteur du bas. Deux signaux antisymétriques
(coincidence) 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 étre 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 a 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 I’utilisation d’une colle
optique réticulant sous I’effet des UV pour sceller la biopuce de maniére hermétique.

Les biopuces utilisées tout au long de ces trois années sont constituées de 4 capteurs GMR alignés deux
a 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 um de large et de 120 um de long (paragraphe 1.4.4).

2.3.1. Fabrication des capteurs

Une fois que les couches GMR sont déposées® (paragraphe 1.4.4), sur les wafers de silicium et saphir,
les capteurs peuvent étre fabriqués’ (Fig. 2.2).

Comme vu précédemment, il est important que les capteurs GMR aient une forme de yoke allongé afin
de minimiser I'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 bati Rotaris de Singulus
7 La majorité des capteurs a été fabriquée par Elodie Fabre-Paul

[ ]
@@ universite
PARIS-SACLAY




Chapitre 2 - Biopuce GMR a deux étages

précédemment est, dans un premier temps, graveé sur les deux wafers [1]. Les wafers sont lavés a I’acétone
et a I’isopropanol sous ultrasons puis séchés sous flux d’azote. Ensuite, les wafers sont enduits d’une résine
photosensible positive S-1805 étalée a 1’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 RPMY/s). Puis, un recuit de 3 minutes a 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 a 1’aide de I’aligneur MJB4 (Karl Siiss, 10
mW/cmz?, 365 nm) a 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 ringage a I’eau déionisée
et un séchage sous flux d’azote sont effectués puis un nouveau recuit de 3 minutes a 110°C afin d’évaporer
les dernieres 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 protege les yokes en trempant les wafers dans de 1’acétone sous ultrasons (lift

off).

Gravure de la couche GMR

Couche GMR sur silicium ou saphir
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Fig. 2.2 - Schéma des trois étapes de fabrication des capteurs GMR

En commencant 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 I’oxydation au cours
du temps et protéger le capteur [1].

La deuxiéme 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 a I’acétone
et a ’isopropanol sous ultrasons puis séchés sous flux d’azote, ils sont ensuite enduits d’une nouvelle résine
photosensible positive S-1813 a I’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 a 110°C est réalisé suivi d’une exposition
de 15 s & la MJB4 a 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 ringage a 1’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 & 110°C et pour finir on dépose,
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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 troisiéme et derniere étape permet de protéger les pistes électriques et les yokes d’une éventuelle
oxydation. On protege les contacts avec la résine positive photosensible S-1813 puis 140 nm d’AlOs et 110
nm de SiO; 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
a I’aide d’une scie diamant®.

2.3.3. Recuit des capteurs

Apres la découpe, les quatre capteurs issus d'un wafer de silicium et d'un wafer de saphir sont placés téte
béche dans un four (Futech) sous un champ de 1 T a 200°C pendant 1 h (la durée totale du recuit est
d’environ 6 heures)®. Cela permet d’orienter la couche dure perpendiculairement a la couche libre et aux
couches dures des deux substrats d'étre dans la méme direction et de minimiser une éventuelle erreur
d'orientation de la couche dure. Ils sont disposés I’un a c6té de I’autre exactement dans la méme position
que lorsque la biopuce est scellée (téte béche) 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 arriére 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
I'obstruer. Une technologie innovante consistant a dessiner uniquement le squelette du canal a la surface du
substrat de silicium par photolithographie est proposée, limitant ainsi les questions de planéité et de propreté
a une zone réduite (Fig. 2.3A).

Avant de commencer lI'assemblage de la biopuce, le substrat du haut (en saphir) a été perforé a l'aide d'un
laser (EXCIMER) a 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 um est appliquée sur la couche de passivation des capteurs
aprés un traitement au plasma Oz (30 s, 200 W, 0,2 mbar) afin d’améliorer I'adhésion. Les contacts
électriques des capteurs sont protégés par du ruban adhésif pendant cette étape. Un recuit d’une minute a
65°C et de 5 minutes a 95°C est réalisé puis le wafer est exposé pendant 40 s a I’aide de I’aligneur MJB3
(Karl Suss, 5 mW/cm?, 405 nm) suivi d'un nouveau recuit d’'une minute a 65°C, 5 minutes a 95°C et 3
minutes a 110°C. L'épaisseur de la couche d'accroche est ensuite mesurée avec un profilométre 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 a la tournette (Fig. 2.3B). Les paramétres du spin coating
dépendent de la hauteur de canal souhaitée. Typiquement, pour une hauteur de canal entre 20 et 25 um

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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Chapitre 2 - Biopuce GMR a deux étages

(nécessaire pour I'étude des cellules eucaryotes), les paramétres sont les suivants : 5 s-500 RPM-300 RPM/s,
30 s-3500 RPM-300 RPM/s, 5 s-6000 RPM-1000 RPM/s. Aprés un recuit & 65°C pendant 1 minute suivi
d'une rampe de température de 2,5°C/mn jusqu'a 95°C pour avoir un dép6t homogene 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. Apreés un recuit post-exposition d’une minute a 65°C et 5
minutes & 95°C, la résine SU-8 2025 est développée a I’aide du révélateur SU-8 (MicroChem®) pendant 4
minutes, puis rincée dans de l'isopropanol et de I'eau [2] [3]. La hauteur et la largeur entre les parois du
canal sont mesurées avec le profilométre. Enfin, le substrat de silicium ou le canal a été photolithographié
est recuit pendant 10 min a 110°C afin que les motifs durcissent et résistent aux solvants. L'étape suivante,
la plus délicate, consiste a sceller la biopuce en collant les deux substrats. La colle photosensible Norland
Optical Adhesive 81 (NOA81) (annexe C - 7.3) [4] est appliquée a la tournette sur le substrat de saphir (80
s-5500 RPM-300 RPM/s, 3 s-8000 RPM-1000 RPM/s) aprés un traitement au plasma O (30 s, 200 W, 0,2
mbar). Les contacts électriques des capteurs sont protégés par du ruban adheésif pendant cette étape.
Typiquement, une couche de 5 um d'épaisseur de NOAB8L est déposée avec ces parametres.

®
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Fig. 2.3 - Conception de la biopuce et de son canal microfluidique

Alignement des deux paires
e

d’entrée et de sortie du
canal

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 apres assemblage de la biopuce.

Les deux ensembles de capteurs haut et bas sont alignés a I'aide de I'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 probléme lors de cette étape, la NOA peut étre facilement
éliminée par un bain d'une minute dans l'acétone. Lorsqu'elle a recouvert I'ensemble du squelette, une
exposition de 300 s avec I'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 c6té du dispositif a l'aide d'une fibre optique UV flexible est réalisée. Enfin, de la NOA
supplémentaire est diffusée par capillarité dans I'espace entre les deux substrats puis exposée 500 s avec
I'aligneur MJB3 pour réaliser le scellement.
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Chapitre 2 - Biopuce GMR a deux étages

Concernant les entrées et sorties du canal microfluidique, une couche d’une centaine de nanométres de
SiO; est tout d’abord déposée sur la face arri¢re du substrat de saphir par pulvérisation cathodique. Ensuite,
une couche de quelques micrométres de PDMS [5] [6] [7] [8] liquide est déposée a 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 a 80°C pour une durée de 2 heures.

Des photographies des différentes étapes de fabrication de la biopuce sont illustrées a la Fig. 2.4.

®

Fig. 2.4 - Photographies des différentes étapes de fabrication de la biopuce GMR

A: Fabrication des capteurs - B: Découpe et recuit des capteurs - C: Dépot d'une couche d'accroche en SU-8 2002 et
conception du canal microfluidique D: Biopuce assemblée.

2.4. Montage expérimental

Comme énoncé précédemment, I'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 a un signal symétrique
caractéristique [9]. L’ensemble des échantillons est étudié grace au nouveau dispositif de détection (Fig.
2.5).
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Chapitre 2 - Biopuce GMR a deux étages
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Fig. 2.5 - Montage expérimental

Il comprend la nouvelle biopuce introduite dans un aimant permanent homogene. Les échantillons circulent dans le canal
microfluidique grace a un contrdleur de pression. Les signaux qu’ils émettent simultanément sur les capteurs GMR sont
détectés et amplifiés grace a un boitier électronique.

Il comprend la nouvelle biopuce introduite dans un aimant permanent homogéne afin que le champ
magnétique suivant I’axe z oriente I’aimantation des billes qui marquent les objets biologiques. Les capteurs
GMR vont alors détecter la composante tangentielle du champ dipolaire induit par I’aimantation de ces
billes. Les échantillons circulent dans le canal microfluidique selon 1’axe y a une vitesse d’environ 20 cm/s
grace a un controleur de pression. Les signaux (de I’ordre de quelques pV) qu’ils émettent simultanément
sur les capteurs disposés de part et d’autre du canal sont détectés et amplifiés grace a un boitier électronique
congu 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. 1l 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 cable flexible (FCC)¥. Ce PCB sert également de support a la biopuce et de protection vis-
a-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 pm sur les plots de contacts.

Le PCB initial [1] [10] que Manon Giraud a utilisé pour les premiéres 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
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Chapitre 2 - Biopuce GMR a deux étages

par deux connecteurs rectangulaires. De fortes contraintes mécaniques s’appliquaient a 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 I’endommager ou la casser. Un boitier imprimé en
3D avec un mécanisme coulissant a été congu. Les connecteurs rectangulaires ont été remplacés par un
connecteur de céble flexible (FCC). Ce nouveau PCB posséde 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.

Fig. 2.6 - A gauche, le nouveau PCB et a droite, le PCB sur son support coulissant imprimé en 3D

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 grace a un dispositif prévu a 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 I'axe y, généré par deux bobines de
Helmholtz de cinqg centimétres de diameétre alimentées par un générateur de courant commercial (Kepco).
La tension de sortie est filtrée a 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 paralleles)
et Rap (état antiparalléle) (paragraphe 1.4.5). Pour chaque expérience, on mesure systématiquement les
sensibilités des paires de capteurs disposés face a 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 maniére a avoir leur couche dure dans le méme sens. Ainsi, lorsqu’on mesure leur sensibilité, leurs
couches libres s’orientent de maniére identique par rapport a la couche dure sous I’effet du champ
magnétique appliqué et sont donc dans le méme sens. Par contre le sens de la sensibilité dépend du sens
relatif de la couche dure par rapport a la couche libre (Fig. 2.7).

En cas d’erreur de sens lors de la disposition des wafers au moment de 1’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.
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Fig. 2.7 - Détermination de la sensibilité des capteurs GMR hors du montage

La sensibilité dépend de I’orientation de la couche dure des capteurs GMR. Elle est dans le méme sens pour tous les
capteurs car leur couche dure est dans le méme sens afin de minimiser une éventuelle erreur d’orientation de celle-ci
(en dehors du montage expérimental).

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 homogéne [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 I'aimantation des couches du capteur.

Afin de compenser I’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) a 1’intérieur de 1’aimant
sur un montage mécanique au niveau de la zone d’homogénéité de 1’aimant (hauteur fixe). Ensuite, a 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 créte a créte Vpp correspondant a la
sensibilité la plus élevée possible sur les deux capteurs GMR face a face (paragraphe 3.3.2).

2.4.4. Fluidigue

L'échantillon de 200 pL (ou 1 mL) est stocké dans un réservoir fermé a I'extérieur de l'aimant dans un
Eppendorf, relié a I'entrée du canal par des tubulures microfluidiques, et injecté dans le laboratoire sur puce
a l'aide d'un contréleur de pression Fluigent® dont la pression est fixée a 345 mbar. La vitesse d'écoulement
de I'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
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Chapitre 2 - Biopuce GMR a deux étages

en fonction des signaux simulés (Fig. 2.8). Cette possibilité d'ajuster ce parametre est essentielle pour les
études futures d'objets biologiques dans différentes matrices complexes qui peuvent étre plus visqueuses
que le milieu de culture (sang, plasma, etc.). Méme si les capteurs ne sont pas correctement alignés deux a
deux, les signaux peuvent alors montrer un décalage temporel entre eux, par exemple proportionnel a la
vitesse de déplacement de 1’objet magnétique dans le canal microfluidique.
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Fig. 2.8 - Simulations d'un signal coincident 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.

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 étre transportable facilement dans
diverses infrastructures, il a donc été décidé de concevoir un nouveau boitier électronique.

Initialement, I'électronique regroupait trois boitiers. Le premier boitier contenait une batterie externe
pour l'alimentation électrique, générant + 11,1 V. Le deuxiéme 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 cable flexible (FCC) a un connecteur BNC.

Fig. 2.9 - Boitier électronique pour la biopuce GMR a deux étages
Cette électronique est composée d’un unique boitier contrairement aux expériences précédentes [1] [10] ou
I’électronique était composée de trois boitiers différents.
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Chapitre 2 - Biopuce GMR a deux étages

L’électronique actuelle!! est composée d’un unique boitier (Fig. 2.9). Comme deux capteurs sont utilisés
en méme temps de chaque c6té du canal microfluidique, un frontal d'acquisition & deux canaux a été congu
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 étre réalisée par un pont de Wheatstone [13]
équilibré et régulé par un régulateur de tension. On peut alimenter les capteurs d’une autre fagon : par une
source de courant qui aurait I'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. Méme si un miroir de courant ou une source de courant
génére un bruit plus faible que le pont de Wheatstone, un miroir de courant repose entiérement 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 ; gquant a la source de courant ordinaire, elle ne permet pas une amplification différentielle
ce qui la rend trés sensible aux variations de température.

La méthode utilisée, et celle utilisée dans I'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 I'amplificateur différentiel. Lorsque 1 mA traverse
le capteur, on observe une variation de 2 x 10* V a 8 x 10 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) a faible bruit (1,12 nV/VHz 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 ceuvre un filtre
passe-haut de premier ordre Fc = 150 Hz.

Un deuxieme 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 I'ensemble du systéme,
ce qui assure plus de 48 heures de mesures continues.

L'ensemble du systeme forme un filtre passe-bande actif (150 Hz - 37 kHz) afin de sélectionner
spécifiqguement la gamme de fréquences correspondant aux déplacements des cellules.

De plus, un PCB a 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 deuxiéme couche et un plan
d'alimentation négatif occupe la troisiéme 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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Chapitre 2 - Biopuce GMR a deux étages

2.5. Traitement des données

Afin d’analyser les données obtenues avec cette nouvelle biopuce, un programme Python!? 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. 1l 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 » composeés, 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 coincidences®® temporelles entre signaux valides des capteurs haut et bas, et pour
chaque coincidence calcule la hauteur de passage zg de I'objet marqué magnétiquement dans le canal
microfluidique a l'aide du rapport des amplitudes des signaux haut et bas. Le nombre de billes magnétiques
Ny portées par I'objet est alors déduit, et les histogrammes correspondant (zgs et Ny) tracés aprés élimination
des coincidences dites non valides ot les tests du y? (haut et bas) entre signal mesuré et calculé sont négatifs
(¢ > ¢ 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 a un intervalle de 5
us. Les données sont ramenées dans l'intervalle [-5 V : 5 V], puis, suivant le sens de branchement de chaque
capteur dans I'expérience considérée, multipliées par 1 ou -1 de maniére a 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 ¢ de la valeur absolue du
bruit est d’abord calculé pour chaque capteur, puis le niveau de bruit égal a 2 o est déterminé (Fig. 2.10).

12 Ce programme a été développé en collaboration avec Pierre Bonville
13 pour rappel, une coincidence correspond aux sighaux émis simultanément par une paire de capteurs haut et bas
alignés lorsqu’ils détectent le méme objet magnétique
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Fig. 2.10 - Exemple d’un enregistrement de bruit typique

Son écart-type o vaut 0.01 V (ligne orange) et le niveau de bruit 2 ¢ vaut 0.02 V (ligne
bleu).

2.5.3. Détection des pics

Apres cette étape, tous les pics positifs et négatifs qui forment le sighal magnétique caractéristique mais
qui peuvent provenir aussi du bruit, sont détectés a 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 paramétres tels que :

e La hauteur minimale des pics en valeur absolue fixée a une fois (modifiable) la valeur du bruit
déterminée précédemment pour chaque capteur.

e La proéminence du pic par rapport a la ligne de base. C’est-a-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.

e Lalargeur minimale d’un pic a mi-hauteur initialisée & 15 canaux (pour une vitesse d'écoulement
v =7 cm/s), mais modifiable.

e Ladistance minimale entre deux pics : initialisée a 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 a une
distance de 15,75 um. Cette distance permet donc de détecter des pics assez proches.
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2.5.4. Validation par la forme des signaux
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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 a 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 coincide avec un signal magnétique du capteur bas.

Aprés la détection de tous les pics, seuls les signaux magnétiques doivent étre conservés et, a 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’aprés les études de Manon Giraud [1], une bille de 1 um de diamétre génére un signal magnétique de
largeur d’environ 20 um pour une vitesse de 7 cm/s. Ce qui correspond donc a un signal composé de 57
canaux sur la zone de détection des 4 pm de large du capteur magnétique. Or en réalité la détection de 1’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 1’objet
magnétique avant et apres 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 I’on considére une détection en amont
et en aval du capteur magnétique. Une centaine de canaux est équivalent a une quarantaine de micrometre.

Ainsi pour chaque pic positif, on recherche s’il existe un pic négatif dans I’intervalle initialisé entre 0 et
120 canaux (pour une vitesse d'écoulement v = 7 cm/s, mais qui est modifiable). Cet intervalle varie
Iégerement en fonction de la hauteur de passage de I'objet magnétique, mais ce changement n'empéche 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 I'amplitude totale est supérieure a deux fois
le bruit. Ces signaux sont désignés par « signaux retenus » dans la recherche des coincidences.
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2.5.5. Recherche des coincidences

Une fois la validation par la forme du signal effectuée, le filtrage des pics sur les deux capteurs
indépendamment est terminé. Ainsi, la derniére condition pour qu'un signal soit validé « magnétique » est
qu’il y ait coincidence entre le capteur du haut et le capteur bas (Fig. 2.12).

04
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== Signal expérimental pour le capteur du bas
=== Signal expérimental pour le capteur du haut
wm Signal simulé pour le capteur du bas
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Fig. 2.12 - Graphiques représentant une coincidence

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 coincidence ou les lignes pleines représentent les fits des signaux mesurés,
représentés par des points, avec une vitesse d'écoulement de 30 cm/s.

Un intervalle, qui est le temps minimal pour considérer qu’il s’agit d’une coincidence entre les signaux
du haut et du bas, est défini. Cet intervalle est estimé a 0,1 ou 0,15 ms, soit 20 ou 30 canaux. Une double
recherche est ensuite effectuée : une premiére série de signaux coincidents est obtenue a 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 a I’intervalle défini. Une seconde série est obtenue en inversant les roles des deux
capteurs. La série définitive des coincidences est finalement obtenue en recherchant celles qui apparaissent
a 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 coincidences provenant en réalité du bruit du signal.
En régle 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 tre vérifié a 1'aide d'un test similaire a celui du y*>. Empiriquement, nous
avons défini la quantité, pour un signal bien représenté sur N canaux d’échantillonnage (Eq. 2.1) :

XZ _ZN (Signalcqic [i]_Signalexp [iD)?
Tai=1

(Eq. 2.1)

Amplsignal_exp

Ou la somme sur i de 1 & N court sur les N canaux englobant la totalité du signal valide considéré. Nous
avons déterminé empiriquement une limite supérieure acceptable de y>max = 2.5 au-dela de laquelle le
signal détecté doit étre considéré comme provenant du bruit aléatoire. Ne sont conservees que les
coincidences telles que ¥*top < ¥?max €t ¥*8oTTOM < Ymax-
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2.5.7. Détermination de la hauteur de passage et du moment magnétique

Une fois les coincidences 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
I’axe Oz par un champ permanent homogene de 90 mT et acquiérent un moment magnétique induit p
paralléle & 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 &tre intégré sur toute la surface du
capteur située dans le plan (xy) ((Eq. 1.8) du chapitre 1 - ne peut pas étre utilisée).

Ainsi, le champ dipolaire généré par une bille de moment u située au point (Xg, Ys, Zs) est détecté par
I'ensemble du capteur. L'axe de sensibilité Oy du capteur est colinéaire avec le vecteur vitesse des billes
circulant dans le canal microfluidique. La géomeétrie utilisée pour le capteur, en forme de yoke allongé, le
rend insensible aux variations de champ selon I'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 (X, Y, zg) et est donné par I'équation (Eq. 2.4) [15].

Pour le capteur du bas, la distance de I’objet au capteur s'écrit :

hpas = 2 + Zespaceur bas (Eq.2.2)

OU Zespaceur bas €St I'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 :

hhaue = h —zp + Zespaceur haut (Eq. 2.3)

Ou h est la hauteur du canal et Zes,qceur naut 1'€paisseur de la colle optique NOAB8L 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 i situé a la distance hojd’un
capteur peut étre exprimée comme suit :

__K &(ﬁ_ﬂ) &(ﬂ_ﬁ> in 0 si
y =7 XL((q§ - +q§ — )sin@siny
+<1 1+1 1) o ¢+(hobj<xl xr) Eq 24
———+———|sin@cos ———
ry Ty, T3 T4 q; \ry 1 (Eq.2.4)
+h0bj<£—ﬂ>)cose)
a; \r3 T4
ou:
L
Xy > Xp
L
X _E_xB
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L

Yr E_YB
L

Vi = 2 VB

T = xlz+ylz+h(2)bj

r, =[x} +yf+hdy;

r3= [xF +yf +hip;

T = xlz+yr2+h¢2)bj

q; = y12+h¢2)bj

qs = |¥F +hgbj

On obtient le champ dipolaire détecté par le capteur haut (resp. bas) en remplagant hop; par hnau (resp.has).

Les deux angles 0 et ¢ sont les angles polaire et azimutal du moment p. L'origine O du référentiel est
prise au centre du capteur de longueur L dans la direction x et de largeur | << L dans la direction de I'axe
sensible y.

Cette expression est en principe valable pour un dipble ponctuel, mais elle peut étre utilisée pour les
billes magnétiques de 1 um de diamétre car elles contiennent des nanocores superparamagnétiques de
diamétre moyen entre 5 et 10 nm pouvant étre considérés comme des moments dipolaires ponctuels.

Dans la présente analyse, les deux angles 0 et @ ont été fixés a 0, en considérant des billes idéalement
superparamagnétiques dont les moments magnétiques sont paralleles au champ magnétique de 90 mT. Le
champ dipolaire Hy prend alors la forme simplifiée donnée par I’équation (Eq. 2.5) :

i (hopj (X1 Xy
Hy = 2 \.
I XL\ g5 \rp1 1y

(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 y, réparties aléatoirement sur sa surface, est le méme que
celui d'un objet magnétique ponctuel dont le moment magnétique est N x . Dans cette étude, les objets
biologiques sont donc considérés comme des objets magnétiques ponctuels (Fig. 2.13).

— Capteurdu bas
— Capteurdu haut

%

Signal (V)
Signal (V)

LY 100 150 0 50 0 b % 100 150 €0 50 00

Canaux Canaux
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 (a gauche) et d'un objet
biologique de 10 um de diametre et labélisé par le méme nombre de billes magnétiques (80) (a droite). On peut voir que
les signaux détectés dans ces deux cas sont presque identiques. Ceci prouve que nos objets biologiques peuvent étre
considérés comme des objets ponctuels.

Ensuite, les signaux coincidents ont été simulés pour 1000 valeurs différentes de la hauteur d'écoulement
(zs) dans le canal microfluidique en utilisant I'équation (Eq. 2.5). Pour chaque coincidence simulée, le
rapport entre I'amplitude maximale du signal du capteur du haut et I'amplitude maximale du signal du
capteur du bas est calculé. Ce rapport est tracé en fonction de zg, et la courbe est utilisée comme référence
pour nos signaux expérimentaux afin de déterminer la hauteur d'écoulement de I'objet magnétique dans le
canal microfluidique. Cette fonction est une fonction strictement croissante de zg. Elle est représentée sur
la Fig. 2.14 ci-dessous pour h = 20 um et Rqpj (rayon de 1’objet) = entre 3 et 3,5 pm.

La valeur de zg obtenue doit &tre comprise entre Ropj €t h — Roj. Si le rapport expérimental des amplitudes
est inférieur a f(Roj), Zs = Rovj €St fixé. Si ce rapport est supérieur a f(h — Robj), Zs = h — Rop;j est fixé.

De plus, I'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 I'amplitude théorique du signal haut (par exemple) délivré par une seule bille & la cote
Zg, puis en divisant par ce nombre I'amplitude du signal haut mesuré.
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Fig. 2.14 - Fonction f(zs) reliant le rapport des amplitudes totales des signaux haut et bas
en coincidence & la cote zg

Rapport entre I'amplitude maximale du signal du capteur haut et I'amplitude maximale
du signal du capteur bas en 1000 points. Ainsi, pour chaque rapport calculé, une hauteur
d'écoulement peut étre extrapolée. Le rayon d'un objet biologique est pris en compte et le
canal est de 20 um.

Ainsi une fois que le nombre de billes magnétiques par objet est connu, il est donc possible de connaitre
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, grace a 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 zg dans le canal (Fig. 2.15). Ce calcul a été effectué dans
les conditions de nos expériences pour des billes de 1 um de diameétre (paragraphe 3.2.2.1) polarisées par
un champ permanent de 90 mT avec un moment magnétique individuel de 1,56 x 101* A.m2 et circulant
dans un canal microfluidique entre 20 et 26 um de hauteur, séparé des capteurs haut et bas respectivement
par 5 um de NOAB8L et 2 um de SU8-2002. Le rayon de I'objet biologique est également pris en compte,
nos objets biologiques d’intérét mesurent en moyenne 6 pm de diametre. 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 étre détectés
simultanément par les capteurs haut et bas lorsqu'ils passent au milieu d’un canal microfluidique de 20 um.
En revanche, les objets magnétiques doivent contenir au moins dix billes (courbes orange) pour étre détectés
simultanément sur toute la hauteur du canal.
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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 zs
dans un canal microfluidique de 20 um. La limite de détection (LOD) est indiquée. Ce calcul tient compte de I'épaisseur
de NOAS81 (capteur du haut) et de SU-8 2002 (capteur du bas), c’est pourquoi on observe une légére dissymétrie
(paragraphe 4.2.1.1).

Sans oublier que seules les coincidences dont I'amplitude Vo, est supérieure ou égale a deux fois le bruit
sont sélectionnées. Ainsi pour étre détectés, les signaux des objets magnétiques doivent étre égaux ou
supérieurs a deux LOD donc contenir plus de cing billes (courbes violettes) pour un canal microfluidique
de 20 pm.

2.6. Conclusion

L'utilisation de cette biopuce GMR a 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
tres prometteuse pour le développement de tests de diagnostic. En effet, pour la premiére fois, grace a cette
technique couplée & 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
agregats de billes des objets biologiques ciblés. Ceci offre une grande opportunité pour augmenter la
spécificité et la sensibilité.
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Une fois le capteur GMR a deux étages développé (chapitre 2 -), I’objectif de la thése 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 troisiéme
chapitre, nous avons di choisir et mettre en place 1’ensemble des outils et matériaux biologiques nécessaires
a cette future caractérisation, leur méthode d’utilisation et le cas échéant, en réaliser une optimisation.

e Le choix du modéele 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 a I’infini in vitro) et dont ’utilisation en tant que modéle d’étude pour
caractériser les performances d’ une biopuce GMR a déja été validée (puisqu’utilisé au cours de
la précédente thése de Manon Giraud [1]). Pour utiliser ce modéle biologique, il est nécessaire
de choisir un ou plusieurs marqueur(s) antigénique(s) connu(s) présent(s) a 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.

e Plusieurs types de billes magnétiques ont été utilisés et plusieurs préparations de billes ont été
testées dans la quéte d’une suspension colloidale optimale, pour réduire le nombre de faux
positifs.

e Deux contrbles négatifs ont été utilisés pour évaluer la spécificité de détection de la biopuce. Le
premier contrdle est un modele cellulaire facile a cultiver ne présentant pas a sa surface le(s)
marqueur(s) biologique(s) ciblé(s) par les anticorps anti-NS1. Ce contréle négatif, par 1’absence
de cible biologique dans 1’échantillon mais la présence de contaminants, mime parfaitement la
réalité d’un échantillon biologique inconnu dans un contexte de diagnostic. Le second contrdle
négatif, quant a lui, est constitué uniquement de billes magnétiques fonctionnalisées avec
I’anticorps spécifique aux cellules NS1.

3.2. Préparation des échantillons

3.2.1. Lignées cellulaires utilisées

Un modéle biologique d’étude simple, non pathogéne 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 premiére étape de
production in vitro d’anticorps monoclonaux (paragraphe 1.2.1.2) [2]. C’est aussi le modéle d’étude utilisé
pour caractériser le premier prototype de capteur GMR, dit « & un étage » [1], ce qui permettra de comparer
aisément les performances et le gain de la deuxiéme biopuce GMR « a deux étages » par rapport a cette
version antérieure.

Une deuxiéme lignée cellulaire constituée de cellules non pertinentes d’ovaires d’hamster chinois CHO
(achetées chez ECACC, Wiltshire, UK) a été utilisée comme contréle négatif. 1l s’agit de cellules
épithéliales adhérentes qui sont faciles a 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 a 24 puits. Chaque
repiquage, tous les 3 ou 4 jours, consiste a prélever 10 pL de la culture précédente arrivée a 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 feetal (Gibco)
décomplémenté (i.e. chauffé 30 minutes & 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 a 37°C sous 7 % de CO,. Deux jours avant chaque expérience, 2 mL de cellules NS1 issues
de différents puits de culture sont mis en expansion dans une bofte de Pétri contenant 23 mL de milieu de
culture afin d’obtenir une quantité suffisante a la réalisation des tests (environ 107 cellules). En début
d’expérience, les cellules NS1 sont centrifugées pendant 10 minutes a 1000 RPM a 10°C afin de les
concentrer et de les reprendre dans la solution souhaitée (ici, milieu de culture). Aprés dénombrement a
I'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 a 10° 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 a ensemencer une nouvelle boite de Pétri contenant 12
mL de milieu de culture avec 50 L de la culture précédente arrivée a confluence. Le milieu de culture est
composé de F-12 Nut Mix (Ham) (Gibco) dans lequel sont ajoutés 10 % de sérum de veau feetal
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 a 37°C sous 5 % de CO.. Avant chaque repiquage et expérience, les cellules CHO,
adhérentes, sont rincées avec 10 mL de tampon phosphate salin (PBS) avant d’€tre traitées a la trypsine.
Cette protéine a pour r6le de détacher les cellules adhérentes de la boite de Pétri. Pour les besoins des
expériences, la suspension cellulaire est centrifugée 10 minutes a 1000 RPM a 10°C afin de concentrer les
cellules en les reprenant dans un faible volume de milieu de culture. Aprés 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 magnétigues

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. 1l existe commercialement un large choix de billes magnétiques aux
propriétés bien différentes et possédant diverses protéines ou fonctions réactives a leur surface.

Lors de la these de Manon Giraud [1], sept types de billes magnétiques commerciales allant de 50 nm a
2,8 um de diamétre 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 I) de 1 um 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 a nos problématiques d’agrégation mais aussi
pour 1’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’étre le plus adapté
possible a 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 contréle visuel de la labélisation des cellules par les billes fonctionnalisées ainsi que de
I’agrégation des billes est possible. De surcroit, comme nous le verrons dans le paragraphe 3.2.2.2, elles
possédent un fort moment magnétique rendant la détection des objets biologiques plus facile.

Les Micromods 500 nm ont été utilisées pour quelgues expériences seulement avec les cellules NS1.

Les billes Adembeads, quant & elles, ont été utilisées principalement pour les bactéries (chapitre 5 -).
En effet, alors qu’elles s’agrégent énormément (paragraphes 3.3.1.3, 3.4.2.1.2 et 3.4.2.1.3) lorsqu’elles
sont couplées avec I’anticorps de rat (anti-CD138) utilisé pour 1’étude des cellules NS1, les problémes
d’agrégation semblent étre 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. Caractéristigues magnétiques des billes

Les billes étudiées sont toutes composées de ceeurs magnétiques d’oxyde de fer recouverts d’une coquille
de silice. Elles ont la particularité d’étre 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 a2 T) a température ambiante réalisées a 1’aide d’un VSM (Vibrating Sample Magnetometer).

Pour chaque lot, I’aimantation M de 50 pL de suspension de billes, dont on connait 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 1’aimantation de
1’échantillon atteint la saturation (Fig. 3.1A).

Elle est ensuite soustraite de 1’aimantation totale afin d’obtenir uniquement 1’aimantation des billes
magnétiques. La variation en champ du moment magnétique u 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 a saturation ainsi que la valeur du moment d’une bille soumise a un champ magnétique
de 900 G (champ permanent de notre dispositif expérimental).

La Fig. 3.1 représente la variation en fonction du champ de 1’aimantation (Fig. 3.1A) et du moment
magnétique d’une bille (Fig. 3.1B) pour les billes Dynabeads MyOne de 1 um de diamétre.
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Fig. 3.1 - Courbes d’aimantation et du moment magnétique pour les billes commerciales Dynabeads MyOne de 1 um

Mesure VSM pour 50 pL d’une suspension de billes commerciales Dynabeads MyOne avec A: la courbe d’aimantation
mesureée et la courbe rectifiée du porte échantillon. Par cette courbe, il est possible de déterminer le moment magnétique
a saturation pour une bille et B: la courbe du moment magnétique pour une bille de cette suspension ou le moment
magnétique a 900 Oe est de 1,56 x 101! emu pour les billes Dynabeads MyOne.

1emu=102A.m?

Les résultats des mesures VSM des billes magnétiques commerciales étudiées se trouvent dans le
Tableau 3.1.

Tableau 3.1 - Caractéristiques magnétiques des billes commerciales étudiées

Billes
commerciales

Billes magnétiques Mlcrorr]nn(])d 500 Adem 200 nm

Moment magnétique a saturation 211 x 1014 > 92 x 1012 25 x 1013
emu/bille ’ '
Moment magnétique a 900 G (emu/bille) 1,56 x 101 5,89 x 1012 1,27 x 1018

On remarque que pour les Dynabeads MyOne, il y a 24 % d’écart entre le moment magnétique a 900 G
et celui a saturation alors que pour les Adembeads, il y a 50 % d’écart. Cela signifie qu’il faudrait peut-étre
envisager d’utiliser un champ permanent plus fort pour 1’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 :
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o Des couplages covalents qui correspondent a une liaison robuste et irréversible, mais ils sont en
général longs a réaliser car tributaire de réactions chimiques aux cinétiques allant de I’heure a
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 I’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). 1l existe d’autres
possibilités commerciales avec d’autres réactions chimiques de couplage covalent (Dynabeads
M-280 tosylactivated, etc.).

e 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 a leur surface des homo-tétrameéres de steptavidine a
affinité exceptionnellement haute pour la biotine (une des plus fortes interactions connues dans
la nature avec une constante de dissociation (Kp) de ’ordre de 10* mol/L). Il est donc
indispensable de biotinyler préalablement les anticorps monoclonaux d’intérét 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 trés 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 a produire un
anticorps particulier).

Nous en avons évalué plusieurs (paragraphe 3.4.1.3), toutefois I’anticorps majoritairement utilisé est un
anticorps monoclonal purifié¢ de rat d’isotype I1gG2a 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 pg d'anticorps (i.e. environ 0,66 nmol) sont dilués dans 400 pL final de tampon borate 0,1 M pH
9,0. Ensuite, 6 pL de biotine (biotinamidohexanoic acid N-hydroxy-succinimide ester) a 1 mg/mL en DMF
(N,N-diméthylformamide) sont ajoutés a la solution d'anticorps (ratio de couplage = 20 molécules de biotine
par molécule d'anticorps) et le mélange réactionnel est incubé pendant 30 minutes a température ambiante
pour permettre au groupe NHS (N-hydroxy-succinimide ester) de la biotine de réagir avec les fonctions
amines primaires de I’anticorps en formant une liaison covalente. La réaction est ensuite stoppée par I'ajout
de 100 pl de tampon Tris (2-Amino-2-(hydroxyméthyl)-1,3-propanediol) 1 M pH 8.0 pendant 15 minutes a
température ambiante afin d'inactiver la biotine n'ayant pas réagi. En raison de I’excés de biotine, les
anticorps biotinylés produits doivent étre purifiés. Pour cela, une purification par chromatographie
d’exclusion est réalisée a 1’aide d’une petite colonne de dessalage Zeba Desalt Spin (Thermo Scientific),
I'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 a 280 nm et 320 nm en utilisant la loi de Beer-Lambert (Eg. 3.1). Les
solutions d’anticorps préparés sont ensuite conservées a -20°C jusqu’a utilisation.

(Eq. 3.1)
el

CAnticorps biot =

Ou la concentration est exprimée en mg.mL™, ¢ est le coefficient d’extinction massique des anticorps
(environ 1,4 mL.mgt.cm™) et | 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), apres trois lavages
sur aimant de 1 mg de billes dans du PBS, 20 ug d'anticorps biotinylés purifiés sont ajoutés. Le mélange est
ensuite incubé sous agitation a 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
a 4°C a une concentration finale de 5 mg/mL (ou 4,25 x 10° 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 diamétre.
En effet, ces dernieres 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’antigénes ciblés par les anticorps ne soient pas limitants en surface
des cellules). Par contre, comme nous 1’avons évoqué précédemment, elles ont tendance a s’agréger

fortement en présence de I’anticorps anti-CD138.

D’autre part, les billes de plus petit diameétre 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. Brievement, les billes commerciales en suspension a 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 a 1 % massique final. 80 uL d’une solution d’EDC
préparée extemporanément a 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 & 37°C sous agitation &
150 RPM. Ensuite, 25 ug d’anticorps sont ajoutés par mg de billes. Une nouvelle incubation de 2 h a 37°C
sous agitation a 150 RPM permet le couplage covalent des amines primaires des anticorps sur les groupes
esters activés des billes. Ensuite, 200 uL de BSA a 0,5 mg/mL en tampon d’activation 1X sont ajoutés pour
100 pL de billes fonctionnalisées. Le mélange est incubé une derniére fois 30 minutes a 37°C sous agitation
a 150 RPM pour assurer la saturation des sites non spécifiques ou n’ayant pas réagi. Aprés 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 a 4°C a une concentration finale de
5 mg/mL (ou 5 x 10 billes/mL).
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Chapitre 3 - Mise au point des conditions expérimentales

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 diamétre moyen de 6 um, le calcul de I'occupation stérique N =
41RZ, 1105/ TR 21165 MONtre que, théoriquement, une cellule peut étre marquée au maximum par environ
150 billes de 1 um de diamétre. Afin d'optimiser le marquage magnétique des cellules, il est nécessaire que
les billes soient surnuméraires. Apres différents essais, Manon Giraud [1] a déterminé que 1,5 x 10 billes
convenaient parfaitement pour immunocapturer et labéliser magnétiquement une quantité maximale de 10°
cellules NS1 (excés 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 x 107 billes magnétiques fonctionnalisées sont ajoutées a chaque suspension cellulaire préparée
de 1 mL (102 a 10° cellules/mL en milieu de culture).

Un exemple de plan-type d’expérience est présenté dans le Tableau 3.2. Les contrbles négatifs sont
systématiquement inclus a toute expérience.

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 x 107 billes magnétiques anti-CD138

103 cellules NS1 + 1,5 x 107 billes magnétiques anti-CD138
Echantillons tests

10* cellules NS1 + 1,5 x 107 billes magnétiques anti-CD138

10° cellules NS1 + 1,5 x 107 billes magnétiques anti-CD138

10° cellules CHO + 1,5 x 107 billes magnétiques anti-CD138
Contréles négatifs
1,5 x 107 billes magnétiques anti-CD138

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 I'anticorps spécifique des cellules NS1 (anti-CD138) puissent immunocapturer
correctement leur cible, les cellules NS1.

Apres les 2 heures d’immunocapture, un contrdle 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 apprécié¢e. Une étude statistique a €té réalisée sur des
dizaines de photos prises au microscope et il a été montré, a I'aide des logiciels ImageJ et Paintshop pro,
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Chapitre 3 - Mise au point des conditions expérimentales

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 marquees et 98 % des cellules marquées le sont avec plus de 7 billes
(Fig. 3.2).

&) .3 — 10um - b) - . == 10pm ) ) — 10pm
s : -
- TR ' 3
2 | 08 a ?6‘ @ .
3 &]° Q.
() - :
S18 : .
v = — 10um . \ — 10 pum
d) ‘ " > v e), ) ¢
. ’ R P
. » § »
. 7~ . ' v
& ‘e L . _ » . . \ -~ ,' »
. -. AL = g ~ »
| - o Sy ) B -
e .
~ 3 3 > -
.
' 4

AR Y
. _ \ . . ! ah a
Fig. 3.2 - Tllustrations photographiques (microscope optique) d’échantillons positifs et de contrdles négatifs avec des
billes Dynabeads MyOne fonctionnalisées

1,5 x 107 billes magnétiques Dynabeads MyOne fonctionnalisées avec I’anticorps anti-CD138 ont été mises en contact
pendant 2 h a 20°C sous agitation avec a) 10° cellules NS1 dans un volume final de 1 mL, b) 10* cellules NS1 dans un
volume final de 1 mL, c) 10° cellules NS1 dans un volume final de 1 mL, d) 10° 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).

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 tres efficace et 1’état d’agrégation plutot faible, quelques expériences ont
été réalisées avec des billes de plus petite taille. Théoriquement, le nombre de billes N =
41RZ, 1105/ TIRE 116s labelisant les objets biologiques devrait étre plus grand et I’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 diamétre moyen de
6 um, le calcul de l'occupation stérique N = 411RZ,1es/TIR 11105 MONtre que, théoriquement, une cellule
peut étre marquée au maximum par environ 600 billes de 500 nm de diametre. Afin d'optimiser le marquage
magnétique des cellules, il est nécessaire que les billes soient surnuméraires. Apreés différents essais, Manon
Giraud [1] a déterminé que 108 billes convenaient parfaitement pour immunocapturer et labéliser
magnétiquement une quantité maximale de 10° 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 I'anticorps spécifique des cellules NS1 (anti-CD138) puissent immunocapturer
correctement leur cible, les cellules NS1.
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Chapitre 3 - Mise au point des conditions expérimentales

Apreés ces 2 heures d’immunocapture, un contrdle 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 1’agrégation des billes magnétiques. Une étude
statistique a été réalisée sur des dizaines de photos prises au microscope et il a été montré, a 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).

— 10 um b) — 10 pm — 10 pm
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e)
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Fig. 3.3 - Illustrations photographiques (microscope optique) d’échantillons positifs et de contrdles négatifs avec des
billes Micromod 500 nm fonctionnalisées

108 billes magnétiques Micromod 500 nm fonctionnalisées avec I’anticorps anti-CD138 ont été mises en contact pendant
2 h a 20°C sous agitation avec a) 10° cellules NS1 dans un volume final de 1 mL, b) 10* cellules NS1 dans un volume
final de 1 mL, c) 102 cellules NS1 dans un volume final de 1 mL, d) 10° 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).

La labélisation avec ces billes n’est donc pas a la hauteur des prédictions théoriques. Le moment
magnétique étant plus faible que celui des Dynabeads 1 pm (Tableau 3.1), et le nombre de billes
fonctionnalisées a 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 diametre 200 nm pourraient présenter un grand intérét
dans le cadre de notre projet, en particulier pour étudier des objets biologiques plus petits comme les
bactéries (taille moyenne autour de 1 pm contre environ 5 a 8 um pour les cellules NS1). Les billes
Adembeads de 200 nm de diamétre pourraient convenir par leurs propriétés magnetiques mais elles
s’agrégent considérablement une fois fonctionnalisées par 1’anticorps anti-CD138.

Sachant qu'une cellule NS1 a un diamétre moyen de 6 um, le calcul de l'occupation stérique N =
41RZ, 1uies/ TR i11es MONtre que, théoriquement, une cellule peut étre marquée au maximum par environ
3600 billes de 200 nm de diamétre. Afin d'optimiser le marquage magnétique des cellules, il est nécessaire
que les billes soient surnuméraires. Apres différents essais, Manon Giraud [1] a déterminé que 10° billes
convenaient parfaitement pour immunocapturer et labéliser magnétiquement une quantité maximale de 10°
cellules NS1.
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Chapitre 3 - Mise au point des conditions expérimentales

Aprés les 2 heures d’immunocapture, un contrdle 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
étre réalisée au vu de I’importance des agrégats et I’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).
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Fig. 3.4 - Tllustrations photographiques (microscope optique) d’échantillons positifs et de contrdles négatifs avec des
billes Adembeads 200 nm fonctionnalisées

10° billes magnétiques Adembeads 200 nm fonctionnalisées avec I’anticorps anti-CD138 ont été mises en contact
pendant 2 h a 20°C sous agitation avec a) 10° 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).

3.3.2. Mise en place de I’expérience

Une fois les échantillons préparés au LERI, I’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 1’optique
de rendre notre dispositif entierement transportable, les expériences devront étre 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 I'aimant permanent du montage, il est nécessaire de
recalibrer la sensibilité avant le début de I'expérience pour atteindre une sensibilité identique sur les deux
capteurs. En effet, avoir la méme sensibilité sur les deux capteurs facilitera I'analyse ultérieure des signaux
mesurés. Ces signaux émis pour un méme objet magnétique par le capteur du haut et celui du bas sont
appelés « coincidences ».

La position optimale est trouvée en appliquant un champ magnétique alternatif et en déplacant la puce a
l'aide de trois vis micrométriques placées sur le porte-échantillon jusqu'a ce que l'optimum soit trouvé.
L'optimum est atteint lorsque la tension de sortie créte a créte la plus élevée Vy, est atteinte sans I'apparition
de RTN, en effet la position ou la sensibilité est maximale est aussi celle ou le RTN est le plus présent. A
partir de cette position optimale, le calcul de la sensibilité [6] [7] s’effectue a I’aide de 1I’équation (Eq. 3.2):

o Vpp X 100 .52
Happliqué X VO X G o

Ou G =8600 est le gain d'amplification et Vo =1 V (tension d’alimentation des capteurs)

Happiique €St généré par des bobines de Helmholtz de 5 cm de rayon, positionnées de part et d'autre de
I'aimant permanent, et alimentées par un courant sinusoidal (100 mA - 1000 Hz). Hagpiiqus & €té mesuré a
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Chapitre 3 - Mise au point des conditions expérimentales

I'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 I'aimant
permanent qui entoure la puce.

B — Upp
PP 2 xm2 X f X N X R?

(Eq. 3.3)

Apres mesure, Happiiqus €St de 0,184 G.

Une fois la calibration effectuée, le champ magnétique de calibration est désactivé et avant d'injecter
I'échantillon, un blanc de 20 secondes est enregistré pour déterminer le bruit expérimental. 1l est typiquement
de 40 mV créte a créte en moyenne a la sortie apres une amplification de 8600 (4,6 V 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 a 290 nT (paragraphe 1.4.6.5).

Dans la plupart des expériences réalisées durant cette theése, sur le volume disponible d’échantillon de 1
mL, 200 pL sont introduits dans le canal microfluidique. Plus récemment, lors des dernieres expériences
réalisées, 1’intégralité du volume d’échantillon disponible (1 mL) a été analysé afin de détecter I’ensemble
des objets biologiques présents pour une sensibilité optimale. Un flux d'azote est utilisé pour pousser les
échantillons dans le canal microfluidique & une pression de 345 mbar et les échantillons circulent a 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 contrles négatifs. L’ inverse est
également possible et cela démontre que 1’ordre de passage n’influe pas sur les expériences.

Apreés le passage de chaque échantillon dans le canal, au moins 200 puL 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 grace a 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 caractéres puis les enregistre dans un fichier. La fréquence d'acquisition a été fixée a 200 kHz,
elle doit &tre adaptée a 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 I'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 biologigues
magnétiqguement marqueés

Pour gagner en sensibilité de détection avec la biopuce GMR a deux étages, il est important de rechercher
les conditions optimales permettant la plus grande distinction possible entre le nombre de billes magnétiques
fixées a la surface des objets biologiques cibles a détecter et le nombre de billes contenu dans les agrégats
de billes excédentaires (I’idéal absolu étant une suspension de billes parfaitement colloidale, non agrégée).
11 est pour cela possible de jouer sur plusieurs paramétres qui ont fait 1’objet de recherche d’optimisation
durant ces trois années de thése (Tableau 3.3) :

. ey
| ca (OS] urnvers:rs o w P =




Chapitre 3 - Mise au point des conditions expérimentales

e 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.

e Limiter au maximum |’état d’agrégation des billes magnétiques.

Tableau 3.3 - Liste des différents parametres optimisés pour améliorer la labélisation magnétique des objets biologiques
et/ou diminuer I’état d’agrégation des billes magnétiques

PARAMETRES ESSAIS CONCLUSION

Vérification de la labélisation des cellules || Concluant
NS1 par les billes Dynabeads MyOne au
MEB « environnemental »

Labélisation des cellules NS1 par les billes [ Possible
Dynabeads MyOne dans différents milieux

biologiques
LABELISATION e : A
MAGNETIQUES DES Labélisation des cellules NS1 par des billes J| Aucune amélioration

CELLULES Dynabeads MyOne fonctionnalisées avec
différents anticorps spécifiques et controle
de I’état d’agrégation de ces billes
fonctionnalisées

Labélisation des cellules NS1 avec Amélioration
différentes quantités de billes Dynabeads possible
MyOne fonctionnalisées

Sonication des billes Dynabeads MyOne et || Aucune amelioration
Adembeads

AGREGATION DES
BILLES
MAGNETIQUES
FONCTIONNALISEES Fabrication de nouvelles billes plus petites

et avec une forte stabilité colloidale (billes { gn cours
LITEN)

Fonctionnalisation des billes au moyen de J Echec de la

fragments F(ab’)2 production des
F(ab’),

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 réalises (Tableau 3.3).
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3.4.1.1. Vérification de la labélisation des cellules NS1 par les billes Dynabeads
MyOne par Microscopie Electronique a 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 a balayage électronique
(MEB) (Fig. 3.5) ont été réalisées chez le groupe Zweiss a Cergy Pontoise.

WD = 9.98 mm Megs 160KX Width = 71.33 jum A WD = 9.94 mm Mag= 200KX Wicth = 57 26 jum

EHT = 2000 kV Signai A » HDBSD Chamber= 615 Pa EHT = 20.00 kV Signal A= HOBSD Chamber= 618 Pa

10 pm EHT = 2000V Signal A = HDBSD Chamber= 618 Pa ZEISS Sy EHT = 2000k Signal A= C20X Chember= 613 Pe ZEISS
WO = $.96 mm Mag= 120KX Width = 95 43 um WO = $.94 mm Meg= 197KX Wicth = 57 95 um

Fig. 3.5 - Observation au microscope électronique a balayage environnemental (MEBE) de cellules NS1 labélisées par des
billes Dynabeads MyOne fonctionnalisées

En moyenne, plus de 50 billes magnétiques Dynabeads MyOne fonctionnalisées par I’anticorps anti-CD138 sont fixées a la
surface de chaque cellule. Les photos a),b) et d) représentent une ou deux cellules si on tient compte de I’échelle, tandis que
la photo c¢) représente un cluster de plusieurs cellules.

Pour visualiser la surface d’un échantillon sur un MEB conventionnel, capable de produire des images
de haute résolution par interaction électron-maticre, il est nécessaire de préparer 1’échantillon en le
déshydratant et en le rendant conducteur par une fine couche métallique déposée a sa surface. Pour des
cellules composées a 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. 1l peut fonctionner a des pressions élevées,
réguler la température grace a une platine Peltier permettant d’étudier directement des échantillons hydratés
et de former des images a basse tension pour visualiser des échantillons non conducteurs sans étape de
métallisation préalable.

Grace a cette technique, les cellules NS1 labélisées par les billes magnétiques Dynabeads MyOne
fonctionnalisées par I’anticorps anti-CD138 ont pu étre observées. Comme I’illustre la Fig. 3.5, les 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 1’évaluation des performances du premier prototype de biopuce a capteur GMR
a un étage a été réalisé dans un milieu tres simple : du PBS, autrement dit un tampon a pH physiologique
contenant ions et sels [1] [9]. Avec le développement de la deuxieme 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 a 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, a du PBS complémenté en protéine (0,5 % BSA) et 2 mM
d’EDTA (acide éthyléne-Diamine-tétra-Acétique, connu pour limiter les clusters de cellules), jusqu’a du
milieu de culture (milieu physiologique, contenant ions et sels, mais aussi trés riche en acides aminés,
protéines diverses, nutriments et, surtout, contenant 15 % de sérum de veau feetal).

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 aprés une heure d’immunocapture a 4°C et 20°C ont également été¢ mis en
attente pendant 3h45 a température ambiante (durée maximale d’attente des échantillons entre
I’'immunocapture réalisée au LERI et ’analyse sur la biopuce GMR au LNO) afin de voir si la labélisation
est modifiée.

Ces essais ont été réalisés avec 10° cellules NS1/mL en présence de 1,5 x 107 billes/mL Dynabeads
MyOne fonctionnalisées par 1’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, a 1’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 a 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 a 1 h (a I’exception du PBS a 20°C, arctéfact ?). Nous
avons opté pour une immunocapture réalisée a température ambiante plutét qu’a 4°C car plus simple a
mettre en ceuvre (pour un objectif au chevet du patient) et avec des résultats de labélisation sensiblement
comparables. Enfin, nous pouvons remarquer qu’a I’exception du PBS a 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 étre, pour I’instant, un frein majeur. La labélisation des cellules NS1 est moins bonne
dans le milieu PBS+BSA+EDTA sans aucune explication possible. La tres grande majorité des expériences
menées au cours de ces trois années de these ont donc été réalisées en milieu de culture, bien plus
représentatif que le PBS et des échantillons cliniques que cible cette biopuce a visée diagnostic.
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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 10° cellules NS1 dans un volume final de 1 mL au moyen de 1,5 x 107 billes magnétiques Dynabeads
MyOne fonctionnalisées avec ’anticorps anti-CD138 : cinétique de 30 minutes, 1 h ou 2 h, & 4°C ou a 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)

3.4.1.2.2. Sérum de veau feetal et plasma de lapin

Des essais en matrices complexes ont également été¢ réalisés, notamment en sérum de veau foetal
décomplémenté et en plasma de lapin pur avec des immunocapture de 2 h a 20°C. Cependant, malgré une
bonne labélisation, 1’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 1’objet de recherche
d’améliorations et d’optimisation (paragraphe 3.4.2.3).

)

: 4 : ; S
Fig. 3.7 - Labélisation des cellules NS1 dans du serum de veau foetal décomplémenté et dans du plasma de lapin

pur

= 1qum

Labélisation de 10° cellules NS1 dans un volume de 1 mL aprés immunocapture de 2 h a 20°C par 1,5 x 107
billes magnétiques Dynabeads MyOne fonctionnalisées par I’anticorps anti-CD138 a) dans du sérum de veau
foetal décomplémenté ou b) dans du plasma de lapin pur.
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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 a leur surface plusieurs marqueurs antigéniques différents, chacun d’entre eux pouvant
étre 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 phénoméne 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 antigéne a la surface des cellules NS1 [10] [11] :

e [’anticorps monoclonal de rat anti-CD138 murin utilisé jusqu’a présent, en témoin et pour
comparaison. Le récepteur CD138, qui joue probablement un réle dans les fonctions cellulaires,
comme la prolifération, la mort programmée des cellules, la matrice cellulaire et I'adhésion entre
les cellules, est décrit comme trés fortement exprimé a la surface des cellules NS1 [11].

e 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 rdle dans la régulation de la migration et de
I'adhérence des cellules, avec des fonctions de signalisation, est décrit comme moyennement
bien exprimé a la surface des cellules NS1 [11].

e 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 a chimiokines, décrit comme faiblement exprimé a la
surface des cellules NS1 [11].

e L’anticorps monoclonal de souris anti-CMHI (H-2K%H-2D% murin (clone 34-1-2S),
commercialement vendu par Invitrogen (référence 13-5998-85, sous une forme biotinylée et
purifiée). H-2K et H-2D¢ sont des protéines du complexe majeur d’histocompatibilité de type I
et ont été démontrées comme exprimeées a 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 x 107 billes magnétiques couplées aux différents
anticorps sont ensuite ajoutées respectivement a 10° cellules NS1 dans 1 mL final de milieu de culture (pour
test spécifique), a 10° cellules CHO dans 1 mL final de milieu de culture (pour contréle négatif), ou enfin a
1 mL de milieu de culture (sans cellule) pour le contrdle 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.

Apres 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 contr6lé au méme titre que 1’agrégation
des billes magnétiques.
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3.4.1.3.1. Anticorps anti-CD38

Contre toute attente, les anticorps anti-CD38 (attention, a ne pas confondre avec les anticorps anti-CD138
utilisés en routine au cours de ces trois années de these) 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 I’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
I’anticorps anti-CD138 (Fig. 3.2e). La Fig. 3.8 illustre parfaitement cette conclusion.

Fig. 3.8 - Illustrations photographiques (microscope optique) d’échantillons biologiques en présence de billes
fonctionnalisées avec I’anticorps anti-CD38

1,5 x 107 billes magnétiques Dynabeads MyOne fonctionnalisées avec I’anticorps anti-CD38 ont été mises en contact
pendant 2 h & 20°C sous agitation avec a) 10° cellules NS1 dans un volume final de 1 mL, b) 10° 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).

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 a ceux présents avec les billes fonctionnalisées par 1’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 I’anticorps anti-CD184

1,5 x 107 billes magnétiques Dynabeads MyOne fonctionnalisées avec ’anticorps anti-CD184 ont été mises en contact
pendant 2 h a 20°C sous agitation avec a) 10° cellules NS1 dans un volume final de 1 mL, b) 10° 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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Chapitre 3 - Mise au point des conditions expérimentales

3.4.1.3.3. Anticorps anti-H-2K9/H-2Dd

Les anticorps anti-H-2K%H-2D¢ reconnaissent faiblement les cellules NS1, puisqu’on observe quelques
cellules labélisées (Fig. 3.10a), 1égérement plus que pour I’anticorps anti-CD184 (Fig. 3.9a) mais cette
labélisation est loin d’étre suffisante. De plus, les agrégats semblent de taille plus importante comparé a
ceux des billes fonctionnalisées avec I’anticorps anti-CD138 (Fig. 3.10c).

Fig. 3.10 - Illustrations photographiques (microscope optique) d’échantillons biologiques en présence de billes
fonctionnalisées avec I’anticorps anti-H-2K%/H-2D¢

1,5 x 107 billes magnétiques Dynabeads MyOne fonctionnalisées avec I’anticorps anti-H-2K%H-2D? ont été mises en
contact pendant 2 h a 20°C sous agitation avec a) 10° cellules NS1 dans un volume final de 1 mL, b) 10° 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).

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-2K%/H-
2DY), dans 1’objectif d’accroitre la labélisation des cellules NS1 et donc la sensibilité de détection.

billes fonctionnalisées par les anticorps anti-CD138, anti-CD38, anti-CD184 et anti-H-2K¢/H-2D4

1,5 x 107 billes magnétiques Dynabeads MyOne totales, constituées de 3,75 x 10° billes fonctionnalisées avec I’anticorps
anti-CD138, 3,75 x 10° billes fonctionnalisées avec ’anticorps anti-CD38, 3,75 x 108 billes fonctionnalisées avec
I’anticorps anti-CD184 et 3,75 x 10° billes fonctionnalisées avec I’anticorps anti- H-2K%/H-2D¢ ont été mises en contact
pendant 2 h a 20°C sous agitation avec a) 10° cellules NS1 dans un volume final de 1 mL, b) 10° 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.

La labélisation est bien meilleure qu’avec les billes fonctionnalisées par chacun des anticorps anti-CD38,
anti-CD184 et anti-H-2K%H-2D? mais semble identique a la labélisation avec les anticorps anti-CD138
greftés seuls aux billes. L’intérét du mélange semble donc limité, d’autant plus que les agrégats de billes
sont assez conséquents pour les deux controles négatifs avec 10° 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 10° NS1/mL (Fig.
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3.11a), ce qui suggére une immunocapture préférentiellement réalisées par les agrégats de grosses tailles
que par les billes isolées.

En conclusion, la labélisation est tout a 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 ’anticorps anti-CD138 seul (cela resterait toutefois a confirmer
plus précisément par exemple par microscopie MEBE comme décrit dans le paragraphe 3.4.1.1). De plus,
I’agrégation semble plus importante avec ce mélange de billes pour les controles négatifs. Ainsi, il est
préférable de continuer les expériences avec des billes fonctionnalisées uniquement avec 1’anticorps anti-
CD138 qui donne de meilleurs résultats et présente 1’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
I’immunocapture des cellules NS1

Fig. 3.12 - Labélisation de cellules NS1 avec différentes concentrations de billes magnétiques Dynabeads fonctionnalisées

Une suspension de 10° cellules NS1/mL en milieu de culture a été incubée pendant 2 h a 20°C sous agitation avec a) 1,5
x 107 billes/mL, b) 7,5 x 106 billes/mL, c) 3 x 10° billessmL ou d) 1,5 x 10° billessmL pour des Dynabeads MyOne
fonctionnalisées par I’anticorps anti-CD138. Au terme de ces 2 h d’immunocapture, des clichés photographiques ont été
pris sous microscope optique (grossissement 40X) pour 100 pL de chacune des suspensions aprés 15 minutes de
sédimentation. Les différents clichés présentés par concentration de billes sont issus d’expériences indépendantes,
réalisées des jours différents.
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Au cours de ses travaux de these [1], Manon Giraud avait déterminé que la concentration appropriée en
billes Dynabeads MyOne était de 1,5 x 107 billes/mL pour assurer une immunocapture optimale de cellules
NSI1, tout en limitant 1’agrégation, et ceci pour une gamme de concentration relativement élevée en NS1,
i.e. de 10% a 10° cellules/mL en PBS.

Or, avec le développement du prototype de la deuxiéme biopuce GMR a deux étages qui permet une
détection plus sensible, il est important de ré-évaluer la concentration de billes magnétiques a utiliser pour
obtenir la meilleure immunocapture possible tout en limitant 1’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 I’anticorps anti-CD138 en présence de 10° 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 x 107 billes/mL (Fig. 3.12a). Toutefois,
avec une concentration deux fois plus faible (7,5 x 10° 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 a 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 x 10° billes/mL, la labélisation est
trop faible (Fig. 3.12c), et avec 1,5 x 108 hilles/mL, elle semble quasi-inexistante (Fig. 3.12d).

En conclusion, pour les expériences suivantes réalisées tout au long de la these, nous avons choisi
d’utiliser une concentration de billes Dynabeads MyOne fonctionnalisées a 1,5 x 107 billes/mL,
correspondant a 23 pg/mL de billes, en misant sur la capacité de la biopuce GMR a deux étages a distinguer
les billes et petits agrégats des cellules NS1 magnétiquement marquées. 1l pourrait étre toutefois intéressant
d’évaluer ultérieurement et comparer plus précisément 1’effet de ’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 I’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
I’agrégation des billes.

3.4.2.1. Sonication des billes magnétiques Dynabeads MyOne et Adembeads

Au cours de ses travaux de thése [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 (diametre de 2,8 um) une fois ceux-ci
formés. Aucun traitement efficace n’a pu étre trouvé, hormis 1’utilisation combinée de sonication/vortex et
détergents (SDS ou Tween20) mais 1’utilisation de ces derniers, méme en trés faible concentration (0,01 %),
induit 100 % de mort cellulaire apres immunocapture, rendant leur recours complexe voire impossible.
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Nous avons envisagé, au cours de cette thése, une autre alternative : celle de limiter la formation des
agrégats eux-mémes, par des cycles de sonication (dans un bain a ultrasons) réalisés précocement lors de la
fonctionnalisation des billes (et juste avant utilisation), et aussi étudier la cinétique de 1’état d’agrégation
pour voir s’il existe une fenétre d’utilisation des billes plus favorable. En effet, les billes magnétiques, sous
leur forme commerciale et dans leur tampon de conservation, sont déja agrégées (Fig. 3.13). Et la
fonctionnalisation par les anticorps semble induire une agrégation supplémentaire.

Fig. 3.13 - Deux types de billes sous leur forme commerciale (sans anticorps) dans du milieu de culture
a) Billes Dynabeads MyOne de 1 um et b) billes Adembeads de 200 nm.

D’autre part, nous souhaitions évaluer I’effet de la sonication sur les deux types de billes magnétiques
utilisés lors de cette thése : les billes Dynabeads MyOne (1 um) 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 méme de la fonctionnalisation ou bien apres 1,5 mois ou 3 mois de stockage a
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 a deux étages avec 3) contrdle de la capacité des billes @ immunocapturer
les cellules NS1.

Observation des
agrégats au microscope

" avant utilisation
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par détection GMR

Vérification au
% @-} microscope dela
by labélisation magnétique

des 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 um) et les billes magnétiques
Adembeads carboxyles (200 nm) fonctionnalisées chacune par les anticorps anti-CD138.
US = ultrasons.
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3.4.2.1.1. Sonication et cinétique de suivi des agrégats pour les billes magnétiques
Dynabeads MyOne

Méme si les agrégats de billes magnétiques Dynabeads MyOne 1 um 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 a 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. aprés
incubation de 2 h a température ambiante sous rotation en milieu de culture.

Tableau 3.4 - Cinétique qualitative et quantitative de I’état d’agrégation des billes magnétiques Dynabeads MyOne
apres fonctionnalisation et sonication

Le protocole expérimental est détaillé en Fig. 3.14. US = ultasons

Incubation de 2
h & 20°C sans Observation au microscope Détection GMR
cellule

Dynabeads

Jour To (Jour de la §| Présence de nombreux agrégats mais 49 40 66
fonctionnalisation) f| de taille relativement petite (Fig. 3.15) §| coincidences J| coincidences | coincidences

Apreés 1,5 mois de Présence de nombreux agrégats mais 23 15 31
conservation a 4°C | de taille relativement petite (Fig. 3.15) §| coincidences J| coincidences | coincidences

Apres 3 mois de Présence de nombreux agrégats mais 15 27 13
conservation a 4°C | de taille relativement petite (Fig. 3.15) §| coincidences J| coincidences | coincidences

On remarque que les ultrasons n’ont pratiquement aucun effet sur le nombre de coincidences, i.e.
nombre d’agrégats de billes détectés par le capteur GMR, comme déja observé par Manon Giraud avec les
billes Dynabeabs tosylactivées de 2.8 um [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
Iégerement (tendance a une dissociation naturelle des agrégats ?). On peut également voir que les cellules
sont toujours aussi bien labélisées magnétiquement.
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Chapitre 3 - Mise au point des conditions expérimentales

Fig. 3.15 - Illustrations photographiques (microscope optique) du marquage magnétique des cellules NS1 par les billes
Dynabeads MyOne fonctionnalisées avec I’anticorps anti-CD138 au cours de leur cinétique de conservation

Une suspension contenant 10° cellules NS1 dans un volume final de 1 mL en milieu de culture a été immunocapturée
pendant 2 h a 20°C par 1,5 x 107 billes magnétiques Dynabeads MyOne fonctionnalisées avec I’anticorps anti- CD138

avec sonication préalable de 10 minutes a) le jour de leur fonctionnalisation, b) apres 1,5 mois de conservation a 4°C ou
c) apres 3 mois de conservation a 4°C.

3.4.2.1.2. Sonication et cinétique de suivi des agréqgats pour les Adembeads
carboxyles 200 nm

Contrairement aux billes Dynabeads MyOne, les billes Adembeads carboxyles 200 nm s’agrégent
énormément (agrégats de trés grosse taille) lorsqu’elles sont fonctionnalisées avec 1’anticorps anti-CD138
(Fig. 3.4) qui est un anticorps monoclonal de rat (IgG2a). Sans savoir si cette différence de comportement
est imputable a I’espéce d’origine de I’anticorps, cela démontre que [’anticorps utilisé pour la
fonctionnalisation joue un réle important, sinon majeur, dans 1’agrégation des billes.

Il est impossible de réaliser des tests GMR avec les billes Adembeads carboxyles 200 nm
fonctionnalisées avec I’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 a To et aprés 1,5 mois de
conservation a 4°C, nous avons jugé qu’il n’est pas nécessaire de réaliser des tests complémentaires apres
une conservation de 3 mois a 4°C des billes fonctionnalisées (Tableau 3.5).

Fig. 3.16 - lllustrations photographiques (microscope optique) du marquage magnétique des cellules NS1 par les billes
Adembeads carboxyles 200 nm fonctionnalisées avec I’anticorps anti-CD138 au cours de leur cinétique de conservation

Une suspension contenant 10° cellules NS1 dans un volume final de 1 mL en milieu de culture a été immunocapturée
pendant 2 h a 20°C par 10° billes magnétiques Adembeads caboxyles 200 nm fonctionnalisées avec I’anticorps anti-
CD138 avec sonication préalable de 10 minutes a) le jour de leur fonctionnalisation, b) aprés 1,5 mois de conservation
a4°C ou c) apres 3 mois de conservation a 4°C.
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Les agrégats sont si gros que lorsque les cellules NS1 sont ajoutées a 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).

Tableau 3.5 - Cinétique qualitative et quantitative de I’état d’agrégation des billes magnétiques Adembeads carboxyles
200 nm apreés fonctionalisation et sonication

Le protocole est détaillé en Fig. 3.14. US = ultrasons

Incubationde 2 h a
20°C Observation au microscope Détection GMR

sans cellule

Adembeads 200 nm @ uUs 2 min US 10 min US H“ 10UnS"n

Jour To (jour de Présence d’énormes agrégats (plus de 20 pm)
fonctionnalisation) (Fig. 3.16) Non réalisé (agrégats de trop
grosse taille, risque
Apreés 1,5 mois de Présence d’énormes agrégats (plus de 20 pm) d’engorgement)
conservation a 4°C (Fig. 3.16)

Aprés 3 mois de

. Non réalisé (jugé inutile
conservation a 4°C (jug )

3.4.2.1.3. Conclusion

Les ultrasons ne semblent pas étre trés utiles pour réduire 1’agrégation des billes magnétiques Dynabeads
MyOne fonctionnalisées. Une exposition prolongée aux ultrasons pourrait, en outre, déstructurer
I’interaction entre la streptavidine en surface des billes et la biotine des anticorps en entrainant une
dissociation (méme si cette constante de dissociation est la plus forte connue, autour de 10-** 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 a utiliser pour la fonctionnalisation de
ces billes puisque, d’un anticorps a un autre, 1’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.
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Chapitre 3 - Mise au point des conditions expérimentales

Fig. 3.17 - Tllustrations photographiques (microscope optique) de I’incubaton des cellules NS1 par les billes
Adembeads carboxyles 200 nm fonctionnalisées avec des anticorps non spécifiques aux cellules NS1

10° cellules NS1 dans 1 mL de volume final en présence de 10° billes Adembeads 200 nm fonctionnalisées avec
a) ’anticorps non spécifique Ipad315 et b) ’anticorps non spécifique MIP35.

3.4.2.2. Fragmentation F(ab’), a partir d’anticorps monoclonaux

Bien qu’étant en quéte de protocole simple pour le développement de ce test de diagnostic, une autre
solution a été envisagée pour tenter de limiter 1’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’), [12], qui est bivalent comme 1’anticorps entier (i.e. possédant deux sites de
reconnaissance de I’antigéne) mais exempt de la majorité du fragment Fc (fragment cristallisable) (Fig.
3.18). Ainsi, on s’exempterait de 1’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-méme (agrégation). En se dégageant de ces potentielles interactions non
spécifiques médiées par le fragment Fc, les billes fonctionnalisées avec les fragments F(ab’), pourraient
peut-étre présenter une meilleure stabilité colloidale. De plus, les fragments F(ab’) étant de plus petite taille
(environ 110 kDa) que les anticorps entier (150 kDa), une fois couplés a la surface des billes, ils pourraient
peut-étre permettre une augmentati