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Introduction Générale

INTRODUCTION GENERALE

La prévention du risque de contamination du digjosiédical nécessite un nettoyage minutieux. Le
nettoyage, qui suit obligatoirement la phase ddratément, vise a éliminer a l'aide d’'un produit
détergent et/ou pré-désinfectant les souillure$émuoes et une grande partie des micro-organisraes p
une action mécanique et chimique. Cette étapesssingelle et doit étre efficace avant la désiidect
et/ou la stérilisation des dispositifs médicaux.

En matiére de sécurité sanitaire et de risque mosiat, un réel probleme de Santé Publique est appar
avec le variant de la Maladie de Creutzfeldt-JakeMCJ), maladie a prions dont lissue est
irrémédiablement fatale. En raison des risques ae‘mansmission secondaire de I'agent infectieux du
VMCJ par le sang et de I'exceptionnelle résistades prions aux procédés chimiques et physiques
d’inactivation, les risques potentiels de contarigma notamment au cours d'interventions explocasi
(endoscopes) ou chirurgicales (électrodes, pind@ssie...), sont a prendre en considération. Eet,eff

il s'avere que les procédures de désinfectionsegls a I'encontre des pathogénes conventionnesslelan
cadre du traitement de matériaux non stérilisaldeaptamment des endoscopes, sont inadéquatas vis-
vis des prions.

Basés sur I'expérimentation et sur les connaissascentifiques dans le domaine des prions, plusieu
textes réglementaires ont successivement été npaea pour la gestion du risque prion dans le dioena
de la Santé. Dans le cas particulier des endosctyasicoup d’interrogations subsistent du faitale |
complexité des matériels, de I'agressivité chimidaecertains produits possédant une efficaciténrae
pour inactiver I'agent infectieux responsable duadéppement des maladies a prions.

A T'heure actuelle, aucun produit formulé ou progéde présente a la fois les caractéristiques de
nettoyage et d’inactivation vis-a-vis de la pro&iprion qui soient compatibles avec les dispositifs
médicaux thermosensibles.

Les données disponibles concernant I'efficacité éiepes de nettoyage vis-a-vis des protéines et a
fortiori de la protéine prion sont encore raresciCest d0 principalement a I'absence de méthode
normalisée pour I'évaluation du nettoyage comptel @es difficultés a identifier les compromis ackitgu
dans la définition d’une telle méthodologie.

Un tel contexte justifie d’'une part la nécessité disposer de méthodes sensibles pour évaluer le
nettoyage vis-a-vis des protéines et plus spédafitent de la protéine prion. D'autre part le
développement de formulations ou procédés, doffickeité aura été prouvée face au risque prion,
apparait comme une réelle nécessité pour limiterikgues de transmission et garantir la sécugge d
patients. C’est ainsi que sont définis les premabfectifs de ce travail de these qui font I'obgits
chapitres II, lll et IV.

Concrétement, le chapitre | est consacré a l'intetidn générale du contexte dans lequel s’insetitec
étude. Les propriétés biologiques et biochimiquess grions seront succinctement présentées
préalablement a lidentification des risques quitgluisent pour la Santé Publique. Une attention
particuliére sera portée aux traitements des digfsomédicaux réutilisables et notamment aux exags

des étapes du nettoyage selon les recommandationgesur.

Le chapitre Il présente la mise en place et ladadilbn de deux méthodologies pour évaluer I'effiigadu
nettoyage a travers les performances des formuoktidétergentes et/ou pré-désinfectantes. Ces
méthodologies font appel a des techniques surfasiqdifférentes que sont la spectroscopie de
photoélectrons et le radiomarquage des protéirkes germettent, entre autre, d’évaluer qualitatigat
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et quantitativement l'efficacité du nettoyage visia des protéines adsorbées. Bien que leur mise en
ceuvre nécessite d'adapter la salissure non seul@marsensibilité, mais également a la spécifiddda
technique, ces méthodes apparaissent comme étaptéuentaires et parfaitement adaptées a I'étude du
nettoyage des surfaces métalliques.

Le chapitre 11l relate la démarche expérimentaleer@n ceuvre afin de pouvoir proposer un procédé de
nettoyage efficace vis-a-vis du risque prion. Carginu des contraintes liées a la manipulationede ¢
agents infectieux, cette démarche se scinde en dwmpes. En premier lieu, les formulations et les
procédés performants sont sélectionnés en fondereur efficacité pour éliminer I'albumine et le
fibrinogéne adsorbés sur des surfaces d'acier thabdg. Dans un deuxiéme temps, l'efficacité des
procédés retenus est évaluée spécifiquement viss-@duvrisque prion. Pour cela, nous avons mis acepl
une méthode de détection indirecte de la protéiim pésiduelle adsorbée sur fils d’'acier inoxyaabl
L'incidence de I'environnement lipidique des prioamsi que les effets de souches sont pris en
considération dans I'évaluation des procédés. Ciétearche expérimentale nous permet de proposer un
procédé de nettoyage et de désinfection dontdadfié a I'encontre du risque prion est étainlieitro.

Le chapitre IV est consacré a I'étude des enzyrmee® principes actifs antimicrobiens entrant dans
composition des formulations nettoyantes et/ou ¢sidectantes. En raison des effets de synergie et
d’antagonisme observés dans le cadre de la validates procédés et compte tenu du fait que les
performances des formulations sont définies panddtrise et la connaissance des constituants qui la
composent, nous souhaitions apporter des élémentégbnse sur le role et le mode d’action de ces
protagonistes.

En raison des difficultés rencontrées pour élimiagrrotéine prion adsorbée sur les surfaces nuial

et au regard de l'adsorption irréversible des pmet® en régle générale, nous pensons que la
compréhension détaillée des interactions proté&nefsices serait d'un grand intérét. En formulant
I'hypothése d’'une chimisorption des protéines, &néer objectif de ce travail est de proposer une
approche expérimentale permettant d’'étudier lesrfates protéines/surfaces par spectroscopie de
photoélectrons. Ainsi, le chapitre V est consadiétade des interfaces formées entre les proté@hees
surfaces métalligues de chrome et d'or. Des trgipraches proposées, seule la métallisation des
protéines nous permet d'accéder a la formatioridiiface et d’observer I'existence de modificao

chimiques importantes en faveur de la chimisorpdes protéines sur les surfaces métalliques
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CHAPITRE |

LESATNC, UN PROBLEME DE SANTE
PUBLIQUE

Le terme « ATNC », Agents Transmissibles Non Cotieenels, désigne les agents responsables des
Encéphalopathies Spongiformes Subaigués Transmeisg{ESST). Les ESST sont également appelées
maladies a prions.

Les ESST sont caractérisées par :

- Une longue période d’incubation asymptomatique lsigurs années, suivie de l'installation
des symptbmes neurologiques évoluant de maniergib et conduisant inéluctablement a la
mort ;

- Des lésions pathologiques confinées au niveau skiéisye nerveux central ;

- L'absence, a la phase d'état, de signe biologiqueclinique évocateur d’'un processus
infectieux ;

- L'existence d’'une isoforme conformationnelle anderde la protéine prion cellulaire.

Les ESST touchent aussi bien 'homme que l'aniridles regroupent chez I'homme, la maladie de
Creutzfeldt-Jakob (MCJ), le Syndréme de GerstmamniiuSsler-Scheinker (SGSS), I'lnsomnie Familiale
Fatale (IFF) et le Kuru. Chez I'animal, appartiemin& ce groupe, la tremblante naturelle du moutatee

la chévre, la maladie du dépérissement chronigaewtainants sauvages, I'encéphalopathie spongiforme
du chat, I'encéphalopathie du vison et I'encéphatbig spongiforme bovine (ESB).

L'intérét que suscitent ces maladies s'est accréilales années en raison de I'apparition dés 1885,
France, de formes iatrogénes de la MCJ qui sedenmioppées chez des enfants suite a des inject&oons
lots contaminés d’hormones de croissance naturellesprincipe de précaution face aux risques de
transmission iatrogéne a conduit a I'élaborationiadeirculaire DGS/DH n°100 du 11 décembre 1995
relative aux précautions a observer en milieu cbical et anatomopathologique. Puis, en 1986, se
déclare en Grande-Bretagne, I'épidémie d’ESB déhanic10 ans plus tard sur 'émergence du variant de
la MCJ.

De par la nature infectieuse des ATNC, I'ambiti@ncg premier chapitre est de présenter le probtfeme
Santé Publiqgue auquel nous sommes confrontés fecaature infectieuse des ATNC. Ainsi, aprés une
présentation générale de l'agent infectieux et dd#rentes maladies humaines & prions, nous
présenterons les risques pour la Santé Publiquergutonduit & la révision de la circulaire n°1QGe
I'élaboration de la circulaire n°DGS/5C/DHOS/E2/2008B8 du 14 mars 2001, récemment étayée par la
circulaire n° DGS/SD5C/DHOS/2005/435 du 23 septemB005. Par voie de conséquence, nous
aborderons les traitements des dispositifs médicautilisables, en particulier le traitement mande$
endoscopes souples thermosensibles, en insistalessexigences des étapes du nettoyage.



Chapitre | — Les ATNC, un probléeme de Santé Publiqu

|. GENERALITES

La nature de l'agent infectieux reste encore unigné®, mais les hypotheses ne manquent pas. La
premiéere fut émise dans les années 1950 et prappsal’agent responsable de la tremblante du nmouto
soit un virus lent. Les données disponibles a o&pieque, a savoir : un agent transmissible, fikrab
capable de se répliquer au cours de l'infectiocaeaictérisé par une phase d’incubation prolongéeré

en accord avec l'existence d’'un virus. Ce virusasgualifi€ de non conventionnel en raison de son
exceptionnelle résistance aux traitements inactévaabituels.

Une seconde hypothese, celle du virino, est pdigreument intéressante. Il s’agirait d’'une inforioat
génétique qui ne coderait que pour elle-méme es'quiourerait, dans I'organisme infecté, des pnet®

de I'n6te. Cette hypothése permet d’expliquer jgluss caractéristiques des ESST comme I'existence de
souches, I'absence de signe inflammatoire et Sataése & une inactivation par les nucléases. Bien
gu’'extrémement séduisante, cette hypothése seehaumh probléme majeur : aucune séquence d’acides
nucléiques spécifique n’'a été identifiée a ce jour.

L’hypothése en vigueur actuellement est celle de faotein only ». Suggérée par Griffith en 1967 et
reprise par Prusiner au début des années 198@& hbgpiothése stipule que l'agent infectieux est
exclusivement de nature protéique : la protéinerprElle fut isolée a partir de fractions purifiéds
I'agent infectieux issues de cerveau de hamstéestits expérimentalement par la tremblante du nmouto
[Prusiner 1982].

Il existe deux isoformes de la protéine prion. &fe@me normale est présente naturellement chetel’hd
On l'appelle protéine prion cellulaire (PrPc). Bevanche, son isoforme anormale, co-purifiée avec
I'infectiosité, est appelée protéine prion pathadog (PrPsc). La PrPsc est le seul marqueur maliéeul
spécifique des ESST identifié a ce jour. Un faisc@arguments va dans le sens de cette hypothélse de
« protein only » :

- L'infectivité du prion peut étre neutralisée parsdmticorps [Enariet al. 2001, Peretzet al.
2001] ;

- Les mutations au niveau du géne PRNP générent Velappement des ESST avec une
pénétrance de 100% ;

- Les souris transgéniques surexprimant la protérimn semblent développer spontanément les
signes cliniques et neuropathologiques des ESST ;

- Les sourisPrnp 0/Q n'exprimant pas la protéine prion, sont résigarit I'infection [Brueleret
al. 1993];

- La PMCA (Protein Misfolding Cyclic Amplification)éalisée en systeme acellulaire, montre la
capacité de la PrPsc a convertir de novo la PrAerBsc [Saborioet al.2001]. La PrPsc ainsi
produite est infectieuse [Castillat al.2005] ;

- De la PrP murine synthétique polymérisée en fisithmyloides inoculée par voie intracérébrale
a des souris entraine I'apparition de signes nathopogiques et de PrPres [Legnarat al.
2004] ;

Pourtant, des incertitudes persistent et le faé lgupurification de la PrPsc n'ait jamais abouti en
contre-argument important de I'hypothése protéigde. effet, méme les fractions les plus pures
contiennent des acides nucléiques, des lipidesspdlysaccharides.
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I.1. Le prion : le géne PRNP, protéine prion cellulairest protéine prion
pathologique

[.1.1. Le gene PRNP

Chez 'Homme, le géne de la protéine prion estliséaur le bras court du chromosome 20 et séquencé
[Oesch et al.1985]. Il s'agit d’un géne simple composé de dexans et seul le second exon est traduit,
le premier exon étant une portion de la partie @ sodante. Il semble donc impossible d’aboutia a |
protéine prion cellulaire ou a la protéine priothwdogique par un mécanisme d'épissage alternatif.

Le gene PRNP est polymorphe (Figure I-1). Le polgghsme le plus connu chez I'homme est celui du
codon 129. Le codon 129 a deux variantes alléligi@se codant pour la méthionine (Met) et l'autre
pour la valine (Val). La population est ainsi cors@e d’individus homozygotes Met/Met ou Val/Val et
d’'individus hétérozygotes Met/Val. Les études mengur le polymorphisme du codon 129 ont montré
gu'il affectait les caractéristiques phénotypiqaes ESST. Outre son incidence sur les caractérestiq
cliniques des ESST, le polymorphisme au codon E28bfe étre associé a une sensibilité a I'infection
puisque I'hnomozygotie Met/Met ou Val/Val augmengerisque de développer une ESST (tableau I-1).
Dans les formes sporadiques de MCJ, une majoritiaddviet/Met est observée aux dépens des Met/Val
et tous les variants MCJ diagnostiqués jusqu’a gmésont Met/Met au codon 129. On retrouve
l'influence de ce polymorphisme sur les MCJ iatmgg liées a I'hormone de croissance puisque les
premiers cas apparus étaient homozygotes. LesechHCd iatrogéne associés a I'hétérozygotie Met/Val
ne sont apparus que plus tard.

E186K
; T188A  |F198S

Mutations pathogeniques T188K EZ200K
- i T188R D202N
associées avec les ESST humaines i

H18TA
1,2,4,56,7,89 R208H
insertions
3 T183A V2101
i P105L
P105T Y 1455top V1801 E2110  p238S
' D178N Q212P
v P1o2L| AnTv Nt
! 1 ST Q160Stop 217R 25333
e T

PP . Pé8P [

E E219K
5 ANTA Giazs V1BV rmm E195E | 52308
- 1138M N171S) D202D| Q2120
{ délétion G124G | TesT
N1T3N
M128V R228R

Variations polymorphigques

Figure 1-1 : Mutations et polymorphismes sur la protéine prionhumaine
Source : J. Chabry. Introduction aux EncéphalopathSpongiformes Subaigués Transmissibles
(http://www.123bio.net/revues/jchabry/index.himi

Tableau I-1: Polymorphisme au codon 129 du géne PRNP, d'aprg®auli 2005, Will 2003,
Zimmerman, et al.1999]

MM (%) | MV (%) | VV (%)
Population caucasienrle 39-48 42-50 10-13
MCJ sporadique 69-78 12-15 10-16
MCJ iatrogene (hGH) 48 20 32
Variant MCJ 100 0 0

" Un cas VYMCJ MV sans signe clinique (Peden 2004)
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Comme pour les polymorphismes, de nombreuses onsatiu géne PRNP ont été décrites. Il peut s’agir
de mutations ponctuelles, d'insertions ou encordélétions (figure I-1). Ces mutations sont direwat
associées aux formes génétiques des maladiesré gkiCJ familiales, SGSS et IFF)

[.1.2. La protéine prion cellulaire PrPc

Le géne PRNP comporte donc une unique phase d&rdectiverte codant pour une protéine de 253
acides aminés de 33 & 35 kDa. La voie de biosyatdeésla protéine prion cellulaire est celle d'une
glycoprotéine membranaire [Caughey 1993].

L’ARNm de la PrP est traduit dans le réticulum guldemique rugueux ou est également additionné un
résidu glycophosphatidylinositol (GPI) du coté @simal. La protéine subit des modifications post-
traductionnelles telles que le clivage de la ségeesignal de 23 acides aminés en N-terminal. Au
moment de I'addition de I'ancre GPI, une régiontapdhobe C-terminal est également excisée. Aprés son
passage dans I'appareil de Golgi, la PrPc est it@j@ment ancrée par le GPI sur la face externiade
membrane plasmique. Secondairement, elle est néaligée via des puits cavéolés pour étre dégradée
dans le systéeme lysosomial ou recyclée. Dans lkdeede neuroblastome de souris, la demi-vieade |
PrPc est d’environ 6 heures.

La structure primaire de la PrP humaine est présesur la figure I-2. Deux sites putatifs de N-
glycosylation sont présents en position N181 et™N\t@ qui indique que la PrP peut étre non gly@ssyl
mono- ou bi-glycosylée. Un pont disulfure intrantaliire est présent entre les résidus C179 et G2i4.
partie N-terminale comporte 5 répétitions de 8 esidminés {P(H/Q)GGG(G/-)WGQ} entre les résidus
51 et 91. Cette région de la protéine constituesitende liaison du cuivre ou, avec une affinité msoi
importante, d’autres ions divalents tels que le 2nle manganese.
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Figure 1-2 : Séquence primaire de la PrP humaine (PrP 23-231y'aprés [Riesner 2003].

Les hélicesa et les feuilletsf sont respectivement encadrés en vert et rouge. Lascres GPI et les

N-glycosylations apparaissent en gris. Les résidwen rouge portent une charge positive et en bleu
une charge négative. Les résidus notés en violensmeutres et en marron, hydrophobes.

1.1.3. La protéine prion pathologique PrPsc

Les séquences primaires de la PrPc et de la PoRsadentiques. La caractéristique majeure de Rser
est sa résistance partielle aux enzymes protéabgiglLa protéinase K digére totalement la PrPcsalor
gu’'elle met en évidence sur la PrPsc, I'existereérais régions [Parchet al.2001] :

Une région N-terminale qui est constamment sensilideprotéinase K ;

Une région C-terminale au contraire constammerstedge ;

Une région variable ou sont situés les sites dagéis par la protéinase K.

Le fragment résiduel de PrPsc produit par la digesenzymatique partielle est appelé PrPres pour
protéine prion résistante aux protéases.

Comme lillustre la figure 1-3, il existe deux sitele coupures privilégiés pour la protéinase ks siees

82 et 97. Le clivage au niveau de 'acide amindilB2re un fragment de PrPres plus grand que celui
libéré par le clivage au niveau de I'acide aminé®g critére permet de définir le profil électropftaue

de la PrPres et d'identifier essentiellement dgpes de PrPres [Parclet al.2001] :

-9-
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- La PrPres type 1 caractérisée par la position deasde non glycosylée a 21 kDa (site
privilégié de la protéinase K sur acide aminé 82) ;
- La PrPres type 2 caractérisée par la position deasde non glycosylée a 19 kDa (site
privilégié de la protéinase K sur acide aminé 97).
La PrPres des vMCJ est de type 2. Son profil @pbwrétique a également permis de la distinguer des
PrPres type 2 associées aux MCJs. En effet, commmhtre la figure I-4, la bande biglycosylée ae |
PrPres type 2 du vMCJ est majoritaire. Dans ledmss MCJs, c’est la bande monoglycosylée qui est
majoritaire.

N Type 1 129M/M c
N == WAVAAAAAAAAAAAAAAA

23 T4 78 8_2 23

Type 1 128M/V or 129V/V

LN N T —— AAAAAAAAAAANANANS
23 78 82 85 80 97 23

N Type 2 129M/M c
N N N Nt N ™ w m m NNNINNANAANANNNNS

23 82 97103 23

Type 2 129M/V or 129VIV c
NN NN e m mmm SNAAAAAAAAAAANS

23 B2 86 90 92 87103 23

Figure 1-3: Schéma des zones de clivage de la protéinase K eelation avec les variations
structurales des PrPsc humaines, d’aprés [Parchet al.2001].

2b ParcHi996

biglycosylée

monoglycosylée

non glycosylée

MCJs MCJi MCJs vMCJ

Figure 1-4 : Profils électrophorétiques des PrPsc humaines

Source : Laboratoire de diagnostic des maladie®ag Hopital Neurologique de Lyon

A I'neure actuelle, nous ne disposons pas d'amiE@pécifiquement dirigé contre I'une ou l'autres de
isoformes de la PrP utilisable en Western-blot.s€fmurquoi, le diagnostic biochimique des maladies
prions repose sur la mise en évidence de la résistaartielle de la PrPsc a la digestion protémqli

Une seconde caractéristique de la PrPres est gudsence de détergents, elle est capable de pasgmér
sous forme de fibrilles appelées scrapie assocfdigts (SAF) [Merz et al. 1981] alors que la PrPc est
soluble dans les détergents.

Ces caractéristiques de la PrPsc découlent défématice majeure qu'il existe au niveau de leurcitrre
secondaire. La PrPc contient 3% de feuile{slissés et 42% d’hélices alors que la PrPsc contiendrait
environ 43% de feuilletB-plissés et 30% d’hélices [Pan et al. 1993]. Il existe cependant une certaine
variabilité des résultats concernant la proporéracte de feuilletB-plissés dans la PrPsc en raison de sa
nature insoluble.

-10 -
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Retenons simplement que la PrPsc présente unetusgusecondaire enrichie en feuillgbsplissés
comparativement a la PrPc (figure I-5) et que ceifférence confere a la PrPsc une résistanceefiarti
aux protéases.

Figure 1-5 : Structure secondaire des protéines prion, d’apre[DeArmond et Bouzamondo 2002].

La conséquence directe de cette résistance egni@ntation de la demi-vie de la PrPsc puisque-celle
ne peut étre totalement dégradée par les enzymegsiéme lysosomial. De plus, I'enrichissement en
feuillets B-plissés de la PrPsc confere a la protéine un @am@lus hydrophobe favorisant son
agrégation. Ainsi, la PrPsc s’accumule sous fortagrdgats dans les cellules nerveuses et entraime |
mort.

Si on admet que la protéine prion est le seul wedte l'infectiosité, la propagation de l'infectisemble
étre causée par la modification conformationnediéadPrPc en PrPsc.

[.2. Les maladies humaines a prions

Les maladies humaines a prions sont au nombre dgegua Maladie de Creutzfeldt-Jakob (MCJ), le
Syndréme de Gerstmann-Straussler-Scheinker (S@88pmnie Familiale Fatale (IFF) et le Kuru et
peuvent étre classées en trois groupes étiologigemmradique, génétique et acquise (tableau [-2).

La MCJ est la plus commune des ESST avec une moédannuelle relativement constante comprise
entre 1 et 1,5 cas par million d’habitants. Ellediee les deux sexes de la population. Son appagso
sporadique dans environ 85% des cas. Elle poutr@td&clenchée par une mutation somatique sur le
géne de la protéine prion ou par une modificationfermationnelle spontanée de la PrPc de I'héte en
PrPsc [Prusineret al.1998].

Les formes génétiques, dites familiales, représénjesqu’a 15% des cas, dans lesquelles sont
regroupées : le SGSS, I'IFF et la MCJ génétiques foemes sont liées a des anomalies génétiques,
mutations et insertions sur le géne PRNP (figufg kbt sont héritées selon un mode autosomique
dominant.

-11 -
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Tableau 1-2: ESST humaines sporadiques, familiales et iatroges, d’aprés [Bruce et al. 1997,
Collinge et Rossor 1996, Lasmezast al. 1996, Parchj et al.1999]

v

ere
Groupe Maladie v Age Durée Signes cliniques Tableau neuro-
Description moyen pathologique
Sporadique MCJs 1920 60 ans 4-8 Ataxie, perte Spongiose
Forme de mois d’équilibre et de diffuse, perte
Heidenhain mémoire, trouble neuronale, gliose
(70%) visuels, démence hypertrophie
myoclonies, astrocytaire,
symptémes présence de
pyramidaux et plaques
extra-pyramidaux,| amyloides (5%
des cas)
MCJs Ataxie précoce, Lésions
Forme démence tardive,|  subcorticales,
ataxique pas d’'EEG noyaux du tronc
(30%) caractéristique | cérébral atteints,
spongiose, dépotg
focaux.
Génétique MCJg 1924 40 ans 8-12 Fonction de la
mois mutation
SGSS 1936 45 ans 4-5 ang Ataxie, troubles Plaques
de la phonation ef amyloides
de la déglutition, concentriques
mutisme, démence
IFF 1985 45 ans 12 mois Insomnie Atrophie du
caractérisée par thalamus
une diminution du
temps totale de
sommeil et la
disparition des
phases
paradoxales
Acquise MCJi liée a 1974 10a35 4-9 Ataxie, démence,
I'hormone ans aprés| mois mutisme, état
de conta- grabataire
croissance mination
vMCJ 1996 29 ans 15 mois Dépression, | Spongiose, pertg
anxiété, sensations  neuronale
de douleur, perte| majeure dans leg
d’intéréts, ataxie,| ganglions de la
myoclonies, base et le
mutisme, état thalamus,
grabataire. atrophie
cérébelleuse,
plagques florides
Kuru 1957 5a35ans 8-12 Ataxie, Vacuolisation,
apres mois tremblements, mort neuronale,
conta- mouvements non| plaques mono-
mination coordonnés, état| concentriques

grabataire

Les formes iatrogénes se sont développées suigs intbrventions médicales a visées reconstrucétes
thérapeutiques (tableau I-3). Ces infections sentékultat d’'une extraordinaire résistance de Hage
infectieux aux procédures conventionnelles de diésiion et de stérilisation.

-12 -
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Tableau I-3 : Transmission iatrogene de la MCJ, d'aprés Paul2005.

Source de l'infection Nombre de ca:s
Hormone de croissance extractive 114
Gonadotrophine 4
Dure-meére 139
Cornée 3
Instruments neurochirurgicaux 5
Electrodes EEG 2

Le variant de la MCJ, la forme la plus médiatiséecds maladies, est également une forme acquise.
L’hypothése probable de son origine est la transiosde I'encéphalopathie spongiforme bovine (ESB)
a 'homme par ingestion de viandes ou dérivés Iminfectieux [Brucget al. 1997, Collinge et Rossor
1996, Lasmezaset al. 1996]. Elle fut identifiée pour la premiére foisn €996 comme étant
potentiellement une nouvelle ESST car elle pré#edtala fois des caractéristiques communes et
atypiques aux MCJ classiques (tableau I-4). Lartéjum de la vMCJ est mondiale (Tableau I-5).

Tableau I-4 : Comparaison du variant MCJ et de la MCJ sporadiqie

Critéeres Variant MCJ MCJ sporadique

Age moyen (ans) 29 60

Durée moyenne de la maladie 4 13

(mois)

Symptdmes psychiatriques Communs Moins fréquents

précoces

Symptdmes sensitifs Communs Rares

Ataxie cérébelleuse Toujours 30% des cas

Démence Tardive Précoce

Electroencéphalogramme Non spécifique Complexpkasiques périodiques
(66%)

Imagerie résonance magnétique Signal dans le ullvin Signal dans les ganglions de la base 4t le

(77%) putamen
Liquide  céphalorachidien = 57% 90%
P14.3.3

Histopathologie

Plaques florides

Plaques amyloildes 5% des cas

Amygdales - PrPsc

Positive

Négative

Polymorphisme au codon 129

M/M

M/IM, M/V et VIV

Tableau I-5 : Répartition mondiale de la vMCJ (Octobre 2005)

Pays Nombre de ca$ Pays | Nombre de ca$
Grande-Bretagng 184 Japon 1
France 17 Italie 1

Irlande 3 Pays-Bas 1
Etats-Unis 1 Espagnd 1
Canada 1 Portuga 1

Arabie Saoudite 1

Le Kuru est une maladie similaire a la MCJ qui stsveloppée dans le peuple Fore des hauts plateaux
de Nouvelle Guinée. Elle a causé la mort de 90%fel@snes et des enfants de la tribu Fore suite aux

-13 -
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rituels cannibales. Le Kuru a pratiguement dispavec la cessation de ces rituels, ce qui suggere
fortement que la maladie peut étre transmise omhéncomme cela est proposé pour I'ESB.

Il. LES RISQUES POUR LASANTE PUBLIQUE

Les risques de transmission existent et ne sonsguas conséquence sur la Santé Publique. La gelgion
ces risques nécessite dans un premier temps d#elgsier, puis de les classer en fonction du aivele
risque. Ainsi, 3 facteurs (non indépendants) o#t identifiés : ce sont les patients, les tissupaat
conséquent les actes. Ces facteurs sont préseftédes criteres :

- De la circulaire n°DGS/5C/DHOS/E2/2001/138 du 14rsm2001, relative aux précautions a
observer lors des soins en vue de réduire lesassda transmission des ESST ;

- De la circulaire n°DGS/SD5C/DHOS/2005/435 du 23 teepre 2005 relative aux
recommandations pour le traitement des disposiidslicaux utilisés chez les sujets ayant recu
des produits sanguins labiles (PSL) provenant dmelars rétrospectivement atteints de variant
de la MCJ.

[I.1. Les patients a risque

Le patient pouvant étre un vecteur de l'infectibest nécessaire de pouvoir identifier le niveauidque
présenté par ce patient. En I'absence de testplstdge des maladies a prions, le dépistage dessad
risque se fait essentiellement a l'aide d’'un questaire médical.

La classification des patients a risque proposééaesiivante [Darbord 2004, Darbord
et Hauw 2005] :

Tableau I-6 : Classification des patients en fonction du risgel de transmission des vMCJ et MCJs

Patients Caractéristiques
Sans caractéristiqueTout adulte en phase pré-symptomatique est subtepte transmettre la MQJ
particuliere du fait de I'exposition de la population généraltagent de 'ESB et du risqu
de MCJs.

Patients a risque Patients présentant un risqusdoel de MCJ :

- antécédents de traitement par hormones de croessantaminées ;

- antécédents d'interventions neurochirurgicalesraniges a 1995 ;

- antécédents familiaux de maladies a prions ;

- antécédents de traitement par produits sanguiriedaprovenant df

donneurs atteints de vMCJ (Circulaire 435)

Patients suspects, Patients présentant au moins un signe clinique ol@gique, associé a d¢s
possibles ou troubles intellectuels ou psychiatriques, d'appamit récente, d'évolutior
probables progressive et sans rémission. Toute autre cauagpaéalablement été éliminép.
Patients atteints Confirmation de la suspicionligaamen neuropathologique

La circulaire 138 recommande de prendre en coreidérle risque de transmission de I'agent des ESST
chez les patients sans caractéristique particul@&raaison de I'exposition de la population a éagde
'ESB et introduit la notion de porteurs asymptoigaes. Un exemple pour illustrer cette notion ast |
transmission du vMCJ par le sang. En 2004, deuxeasansmission probable du variant de la MCJ par
transfusion sanguine ont été décrits [Llewelgh al. 2004, Pedenet al. 2004]. Le premier cas est un
homme de 69 ans, homozygote Met/Met au codon I#8ne tous les vMCJ diagnostiqués jusqu’alors.
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Il développa les signes cliniques du vMCJ six gres avoir regu du sang non leucodéplété. Le danneu
asymptomatique, développa le vMCJ trois ans et dgmis avoir donné son sang.

Le second cas est une femme agée, décédée d'uadienalutre que le vMCJ et ne présentant aucun
signe clinique associé. Cependant, une autopsrditiquée puisque cette femme avait recu du samg d
donneur asymptomatique qui développa et décéda diMCJ. L'autopsie révéla la présence de PrPsc
dans les tissus lymphoides périphériques, le sgstearveux central en étant exempt. Cette patidaie é
hétérozygote Met/Val au codon 129.

L’hétérozygotie au codon 129, la présence de PePkabsence de signe clinique conforte I'existedee
porteurs asymptomatiques, notamment dans la pogulagtérozygote. Ces porteurs asymptomatiques
sont potentiellement en phase d’incubation et guaientiellement infectieux.

Un troisieme cas de transmission du vMCJ par |lg saent d’'étre rapporté en Grande-Bretagne. Les
risques d’'une transmission secondaire de la mafzatide sang existent donc réellement, mais cass s
compter l'accroissement du risque de transmissianogéne au cours d'interventions médicales
invasives. Fort heureusement, ce scénario n'atpadéérit a ce jour.

C’est dans ce contexte de transmission de l'agéattieux par transfusion que la circulaire 43528u

septembre 2005 inclut les personnes ayant recipiaehiits sanguins labiles, de donneurs atteints de
vMCJ, dans les patients a risque (tableau I-6).
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[I.2. Les tissus a risque

La circulaire 138 précise gue : « L’évaluation dveau de risque » de I'acte « doit tenir

compte du potentiel infectieux des tissus concepaésacte...».
Selon la classification de I'Organisation Mondidle la Santé [Padilla 2005], les tissus sont clasgés

trois catégories en fonction de leur potentieldtigux. Un résumé de cette classification poutifssis et
liquides biologiques d’origine humaine est propdaas le tableau I-7.

Tableau I-7 : Synthése de la classification des tissus a risgextraite de la classification de 'OMS,
d’'apres [Padilla 2005]

Niveau Tissus vMCJ Autres ESST
d’infectiosité humaines
Infectiosité | PrPres | Infectiosité | PrPres
Elevé Cerveau + + + +
Moelle épiniere + + + +
Rétine NT + + +
Nerf optique NT + NT +
Ganglions
sympsthiques + + NT +
Hypophyse NT + + +
Dure-mére NT - + -
Faible Systéme nerveux + + - +
périphérique
, . +
Tissus lymphoides + + + (rate)
Muscles NT + NT +
squelettiques
Liquide péphalo- ) ) + )
rachidien
Sang + ? - ?
Indétectable Appareil NT - NT -
reproducteur
Tissus musculaires
(cceur, tendon...) NT ) } }
Urine ? ? ? ?

Cette liste des tissus a risque évolue au fume¢sure de I'augmentation de la sensibilité desgyss de
détection. Il y a peu, les tissus lymphoides cargisicomme étant a risque ne concernaient que GJvM

[1.3. Les actes a risque

Un autre critere est la notion d'actes a risqueohvient de distinguer les actes non-invasifs at#es
invasifs. Le risque imputable aux actes invasitsd&dini en rapport avec les tissus a risque. la@ssa
touchant des organes a fort potentiel infectieut aalifférencier des autres.

Les dispositifs médicaux (DM) sont classés en trmatégories (classification de Spaulding) selon le
risque infectieux vis-a-vis des agents transmissilbbnventionnels :
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- Les DM non critiques : en contact avec la peauesain

- Les DM semi-critiques : en contact avec une mucgeiesans effraction ou avec des lésions
cutanées superficielles ;

- Les DM critiques : pénétration d’un tissu stériledu systéme vasculaire.

Les DM présentant un risque de transmission des@aNpartiennent aux catégories critiques et semi-
critiques et sont utilisés lors de procédures iivess Dans le cadre particulier de I'endoscopiepent
citer :

- comme DM critiques : les cholédoscopes, coeliossope

- comme DM semi-critiques : les gastroscopes, brdifomtoscopes...
La circulaire 138 considére « I'acte comme a riskpusque le ou les DM utilisés pour cet acte eritean
contact avec des tissus considérés comme infe¢ibpar effraction, soit par contact prolongé'une
durée supérieure a une heure. Cette définitionadtel a risque est reprise dans la circulaire 4@b,
précise également la nature de ces actes :

- Neurochirurgie

- Ophtalmologie médicale et chirugicale

- Biopsie ou curage ganglionnaire

- Acte endoscopigue comportant une biospie

- Anesthésie et réanimation

- Chirurgie ORL

- Chirurgie digestive

- Endoscopie digestive et ORL.

I1.4. Inactivation des ATNC

Le qualificatif de « non conventionnel » a étéibtté a I'agent transmissible des ESST en raisosode
exceptionnelle résistance aux traitements d’inativm des microorganismes conventionnels. La
résistance des ATNC se décline au niveau :

- des procédés physiques (micro-ondes, ultra-vialathations ionisantes, chaleur séche...) ;

- chimiques (agents alkylants, détergents, solvahtotropes...) ;

- biologiques (enzymes protéolytiques).

De nombreux travaux ont été réalisés sur I'inatitvades ATNC [Rutala et Weber 2001, Taylor D.M.
1999, 2000, Taylor D. M. 2001], pour revue. Touigfal est important de garder a l'esprit que les
conditions opératoires dans lesquelles ont été witmdes travaux ne sont pas, pour la plupart,
représentatives des procédures utilisées pouaiteriient des DM. Il n’est généralement pas tenuptem
de la phase de nettoyage réalisée préalablemardtérilisation ou a la désinfection.

La synthése de ces travaux est rendue extrémeniificiled par la multiplicité des méthodologies
employées. Cette multiplicité existe au niveau :

- des souches étudiées ;

- de la concentration de I'agent infectieux dansleeau ;

- de la nature de I'échantillon infectieux : tissuéd#al intact, homogénat de cerveau, préparations

partiellement purifiées ;

- de linterprétation des tests par inoculation aibaal : période d’incubation ou dilution limites ;

- des temps d’exposition aux «inactivants » potestiel
Malgré tout, certains procédés et/ou produits oohtmé une certaine efficacité pour l'inactivatioasd
ATNC.
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La circulaire 138 propose un classement des pr®duit procédés en fonction de leur efficacité sur
l'inactivation des ATNC, d'aprés des études mengesexpérimentation animale. Ce classement est
résumé dans le tableau I-8.

Tableau -8 : Résumé du classement des produits ou procédésoseleur efficacité sur I'inactivation
des ATNC, d’'apreés la circulaire 138.

Groupes Produits et/ou procédés

| — Chaleur séche, éthanol, aldéhydes (produits fibemnprotéines)
Inefficace Acide chlorhydrique, ammoniaque, agents alkylagas, bouillante, détergents

-
Efficacité
partielle

Acide péracétique, autoclave 121°C-30min, NaO@%®¢hlore actif), NaOH (0,5 M
— 30 min), urée (6 M — 4h)

- NaOCI(2 % chlore actif — 1h)
Efficacité NaOH(1 M - 1h)
importante Autoclave pour charge poreuse 134°C — au moinsihi8 m

v — - Autoclave a déplacement de gravité avec

Efficacité NaOH 1M & 121°C — 30 min

maximale Inactivation des ATNC - NaOCI 2% - 1h ou NaOH 1M — 1h et
autoclave a déplacement de gravité a l'eaufa
121°C - 1h

- NaOCI 2% - 1h ou NaOH 1M — 1h et
autoclave pour charge poreuse a 134°C — 3h

Inactivation des ATNC et - NaOCI 2% - 1h et autoclave pour charge

stérilisation des DM poreuse & 134°C — 18 min

- NaOH 1M - 1h et autoclave pour charge
poreuse a 134°C — 18 min

V —

. Incinération a plus de 800°C
Destruction P

Les produits et/ou procédés efficaces (groupe IVljeacontre des ATNC s’averent extrémement
drastiques pour les DM [Broweet al.2005].

[1l.  LE TRAITEMENT DES DISPOSITIFS MEDICAUX REUTILISABLES : CAS
PARTICULIER DES ENDOSCOPES SOUPLES THERMOSENSIBLES

Le traitement des DM est une étape primordiale fimiter les risques de transmissions inter-humgine
de maladies infectieuses. De nhombreuses publicatipportent 'importance que revét le traitemesd d
DM et notamment des endoscopes thermosensibleslipater les risques d’'infection dus aux agents
transmissibles conventionnels [Heeg 2004, RutalaMeber 2004, Systchenket al. 2000]. Bien
gu’aucune transmission liée aux ATNC n’ait été @pge en endoscopie, il convient de prendre celgisq
en considération et ceci d’autant plus que les gités d'inactivation des ATNC ne peuvent étre que
partiellement efficaces (groupe Il de la circulait88). C'est dans ce contexte que la circulaire
DHOS/E2/DGS/SD 5 C n°2003-591 du 17 décembre 2@08tive aux modalités de traitement manuel
pour la désinfection des endoscopes non autoclewadbhns les lieux de soins, a été établie. Cette
circulaire recommande « la prise en compte sysigmatdu risque lié aux ATNC dans le traitement
requis pour les endoscopes ».

Le traitement manuel des endoscopes comporte tipg® dont le double nettoyage.
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[ll.1. Le prétraitement ou pré-désinfection

Réalisé immédiatement aprés I'acte endoscopiquegleaitement permet de :
- Décoller les salissures ;
- Réduire le nombre de microorganismes présents ;
- Faciliter le nettoyage ;
- Protéger le personnel ;
- Réduire les risques de contamination de I'enviromemt.
Cette étape est réalisée avec un détergent a pgker{eu alcalin) ou un détergent pré-désinfectant.

[11.2. Le double nettoyage

Le nettoyage doit permettre :
- Déliminer les salissures ;
- De réduire le nombre de micro-organismes présantd’endoscope par une action physico-
chimique et mécanique.
Dans le cadre du traitement manuel des endoscopesiouble nettoyage est nécessaire et sa durée
globale ne doit pas étre inférieure a 15 minutes.

L’endoscope subit donc un premier nettoyage d’ungé@ minimum de 10 minutes dans un produit
nécessairement détergent, d'efficacité prouvéeleSproduit contient au moins un principe actif
antimicrobien, il doit étre impérativement exemiatidéhyde.

L’endoscope doit ensuite étre rincé méticuleuseradiau du réseau avant de subir le second neftoya
Ce premier ringage permet :

- Déliminer les salissures détachées de la surfacéemettoyage ;

- D’éliminer également les traces de détergent.

Le second nettoyage, doit permettre :

- Dabaisser encore le niveau de contamination ;

- D’éliminer les souillures résiduelles.
Sa durée ne doit pas étre inférieure a 5 minutassdlution de nettoyage doit étre obligatoirement
renouvelée entre I€"let le 29 nettoyage.

Le double nettoyage est supposé étre plus effiqadn unique nettoyage de 15 minutes en raison de
l'introduction d’'un rincage supplémentaire dans piocédure et du renouvellement de la solution
nettoyante. L'optimisation de cette étape du traéet des endoscopes thermolabiles devrait pernustre
réduire le risque de contamination par les ATNC.

[11.3. Le ringage intermédiaire

Comme précédemment, I'endoscope doit étre précagicsement rincé a I'eau du réseau pour :
- Eliminer les salissures résiduelles ;
- Eliminer les traces des produits nettoyants quir@aent interférer avec les produits chimiques
utilisés dans la désinfection.
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I11.4. La désinfection

L’Association Francaise de Normalisation (AFNORIpsela norme NF T 72 101 définit la désinfection
comme une « opération au résultat momentané, pemet'éliminer ou de tuer les microorganismes et
/ou d'inactiver les virus indésirables portés pas thilieux inertes contaminés, en fonction desaifge
fixés ».

Dans le cadre de la désinfection des endoscopendkensibles, on distingue deux niveaux de traitéme
qui tiennent compte de la résistance intrinseqeentdero-organismes aux désinfectants (tableau 1-9).
Les niveaux de traitement requis sont :

- La désinfection de haut niveau, elle fait appeled g@roduits désinfectants (groupe Il de la
circulaire 138) dont le spectre d’activité rechérabst a la fois sporicide, mycobactéricide,
virucide, fongicide et bactéricide. La désinfectiba haut niveau est toujours complétée par un
ringcage final a I'eau stérile.

- La désinfection de niveau intermédiaire qui faitpelp & des désinfectants (groupe II)
tuberculocides, virucudes, fongicides et bactéeisid.a qualité de I'eau requise pour le ringage
final est fonction de la destination de I'endoscdplée peut étre simplement maitrisée sur le plan
bactériologique [Darbord et Hauw 2005].

Tableau 1-9 : Résistance des microorganismes a la désinfection

Résistancgd Micro-organismes et agents infectieix

ATNC
Spores Bacillus, Clostridium)
Mycobactéries
Virus non enveloppés (polio, VHA)
Champignons
Bactéries
Virus enveloppés (VIH, VHB)

[11.5. Le ringage final

Le ringage final doit permettre de réduire le risgle toxicité que pourrait générer des traces uébabs
de désinfectants sur le matériel. Il ne doit cepenghas modifier le niveau de propreté atteint tas
étapes antérieures du traitement.

La qualité de I'eau utilisée pour le rincage fieat fonction du niveau de désinfection requis @&étile,
eau bactériologiquement maitrisée...).
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IVV. LENETTOYAGE

Le nettoyage apparait donc comme une étape priadergour pallier les risques de transmission des
ATNC, son objectif étant le décrochage et I'élintioa des souillures organiques et notamment des
protéines. Le nettoyage faisant appel aux procedsies détergence, I'utilisation de détergentspeiés a
une action mécanique, est nécessaire pour attedetliabjectif. Les produits employés doivent faseri:

- Le mouillage ;

- Le déplacement de la salissure de la surface daswution de nettoyage ;

- Le maintien de la salissure dans la solution etosare-déposition.
Ainsi, les mécanismes mis en jeu et les caradtfuiss des formulations employées sont brievement
rappelés.

IV.1. Les mécanismes de la détergence

Lorsqu’un substrat souillé est mis en présenceedsmlution de nettoyage, les tensioactifs s’adstrbe
aux interfaces et provoquent un abaissement dmiadn interfaciale. C'est le phénomeéene de moullag
Les tensioactifs vont également pouvoir augmemtesolubilisation des matiéres relativement insasbl
dans I'eau. La solubilisation est associée aux s de micellisation des tensioactifs et est due
I'incorporation ou absorption de ces matiéres siels dans les micelles. La formation de micelkst’
possible que lorsque la concentration en tensioatteint une valeur seuil, appelée concentration
micellaire critique (CMC). Chaque tensioactif estractérisé par sa propre CMC. La capacité de
mouillage et de solubilisation d'un tensioactif uitddes propriétés de détergence. D’autres mécasism
peuvent intervenir dans la détergence. L'émuldifica par exemple, est la dispersion d’un liquidas

un autre liquide dans lequel il n'est pas miscilida peut également citer la saponification en milie
alcalin, mécanisme durant lequel les acides gréessetiglycérides forment des savons, solubles feu
plupart dans I'eau. Ces mécanismes, couplés owanore agitation mécanique, permettent de palliar a
redéposition de la salissure sur la surface.

IV.2. Les caractéristiques des formulations nettoyantes t/eu pré-
désinfectantes

Selon la norme NF EN ISO 862, un détergent esndébmme « un produit dont la composition est
spécialement étudiée pour le nettoyage selon ucepsois mettant en jeu les phénomenes de détergence.
Un détergent comprend des composants essenti@atgade surfaces) et généralement des composants
complémentaires (adjuvants, etc...). Nous emploieramdifféremment « produit nettoyant» ou

« formulation nettoyante » pour nommer le « détergeselon la définition proposée par 'AFNOR.

La Société Francaise d’'Hygiene Hospitaliere (SFHidjinie un détergent désinfectant comme « un
produit présentant la double propriété d'étre utement et un désinfectant », le désinfectant éaant
produit contenant au moins un principe actif anthoibien, dont I'activité est déterminée par un éyst
normatif reconnu.

Nous emploierons indifféremment « produit nettojnét-désinfectant » ou « formulation nettoyante/pré
désinfectante » pour nommer le « détergent désarfeeselon la définition proposée par la SFHH.
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IV.2.1.Les Agents de surface

Les agents de surface, plus communément appelé@detifs, ont la propriété de s’adsorber aux
interfaces et donc de diminuer les tensions int&@afas. Cette propriété, ils la doivent a leur clince
amphiphile. lls possédent donc :

- Une partie apolaire, hydrophobe, lipophile ;

- Une partie polaire, hydrophile, lipophobe.
Les tensioactifs sont classés en fonction de lareate leur partie hydrophile. Il existe des :

- Tensioactifs ioniques, dont :

Tensioactifs anioniques ils sont caractérisés par leur partie hydrophileargée
négativement en solution aqueuse. Ce groupemeahigoe peut étre un carboxylate
R-COQO, un sulfate R-OSQ un sulfonate R- SO ou un phosphate R-ORO Leur
groupement hydrophobe est classiquement une cHajdeocarbonée de 12 a 15
carbones. Ces tensioactifs possédent un pouvarsiféimportant mais sont sensibles a
la dureté de I'eau. Les ions calcium et magnésiissodis dans I'eau sont effectivement
capables d'inactiver ces tensioactifs en formart liEEsons ioniques avec eux. Les
tensioactifs anioniques sont incompatibles avectéssioactifs cationiques, ce qui
limite leur emploi dans les formulations nettoyarpeé-désinfectantes.

Tensioactifs cationiquesils comportent un groupe ionique chargé positigat en
solution aqueuse. Les tensioactifs cationiques généralement des sels d’'ammonium
quaternaire. lls sont généralement utilisés commigcipes actifs antimicrobiens en
raison de leurs propriétés bactéricides et fongiid Rappelons qu'ils sont
incompatibles avec les tensioactifs anioniques.

Tensioactifs amphotéres ou zwitterioniquéls peuvent se comporter en anionique ou
en cationique en fonction du pH de la solution agee lIs sont souvent utilisés en

association avec d'autres tensioactifs car ils amredit leur performance en agissant sur
la formation et la structure des micelles. lls présnt également une activité

antimicrobienne. Leur compatibilité avec les temstds anioniques ou cationiques

dépend du pH.

- Tensioactifs non ioniquesils ne produisent pas d'ions en solution. lisgEent un groupe

hydrophile du type alcool, phénol, ester, éthen@me amide. Une hydrophilie relative leur est
rendue grace a la présence de polyéther de typyeopptie d'éthylene. Le groupe hydrophobe
est souvent un radical alkyl ou un acide gras. tesssioactifs non ioniques sont souvent
retrouvés dans les produits nettoyants/pré-dégdanfes puisqu’ils n'interférent pas avec les
principes actifs antimicrobiens.

IV.2.2.Les adjuvants

Les adjuvants sont définis comme les composés eungttent de « construire » (builders en anglais) |
systeme détergent autour de l'action des tensfeddtavoué et al. 2002]. Un adjuvant est considéré
comme tel lorsqu’il possede au moins 'une des pPédgs suivantes :

- Capacité tampon : maintien du pH (carbonates...) ;

- Agents de pH : acidification, alcalinisation (NaCKkDH...) ;

- Adoucisseur d’eau, séquestrant des cations métalli¢gEDTA, NTA...) ;

- Saponification (NaOH, KOH.) ;

- Capacité dispersante (silicates) ;

- Inhibiteur de corrosion ;

- Action synergique avec les tensioactifs (phosphatezsymes...).
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Les produits utilisés au cours de la phase de yato sont formulés a partir des ces différents
composants (tensioactifs et adjuvants). La formadat des produits nettoyants et/ou
nettoyants/prédésinfectants n’est pas simple.uf fon seulement tenir compte de la compatibilié d
composants entre eux, mais également :

- De la compatibilité de ces composants avec legrsibs nettoyer ;

- Du type de salissure a éliminer ;

- Des conditions finales (temps, température...) dastlon de tels produits ;

- Des performances attendues.

V. CONCLUSIONS

Il est reconnu dans tous les établissements de goim le nettoyage est une étape critique qui tonde
I'efficacité des étapes ultérieures du traitemesd @M réutilisables (désinfection et stérilisatiohg
risque ATNC ne fait que renforcer cet état de fRiburtant, a I'heure actuelle, il n'existe aucune
méthodologie standardisée qui permettrait d’évaligfficacité du nettoyage et de valider cette étap
dans le traitement des DM réutilisables. L'abseatfivae telle méthodologie s’explique par d'une paat

le fait que Il'attention portée a la phase de neify@yest relativement récente et d’autre part, par |
difficulté de trouver les compromis adéquats dandéfinition de cette méthodologie. Dans ce costext
le but de ce travail de thése est de proposer @tisoales sensibles d’évaluation du nettoyage vis-a-v
des protéines et en particulier du risque prion.
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CHAPITRE ||

EVALUATION DU NETTOYAGE

Une mission clé dans la protection de la Santéifublest de minimiser les risques d’'une transmissio
iatrogéne des cas classiques de Maladie de Crhlitdkob (MCJ), tout comme les risques d'une
transmission secondaire du variant de la MCJ (vVMCJ)

Une action possible pour répondre a cette misssvrie réduire au maximum les risques encourus lors
d'un acte a risque. Il convient donc de s’assurer lgs procédures de décontamination des dispositif
médicaux réutilisables sont aussi efficaces gstipossible de I'étre.

|. L’ EVALUATION DU NETTOYAGE AUJOURD 'HUI

Evaluer le nettoyage sous-entend de définir leanivée propreté recherché. Ce niveau de propreté est
relatif aux besoins dictés par l'utilisation dequé est nettoyé : un substrat est propre lorsquensgeau

de contamination est suffisamment bas pour ne riasférer avec I'étape suivante du procédé. Dans le
cadre du traitement des dispositifs médicaux (DB, étapes de prétraitement et de nettoyage doivent
étre efficaces pour ne pas compromettre I'étapdédinfection ultérieure [Gautieet al. 2003, Martiny

et al. 2004, McDonnell et Burke 2003, Merritet al. 2000, Rutala et Weber 2004, Thiveaud 2004,
Vickery, et al. 2004]. Cependant, les recommandations actuellementigueur ne précisent pas les
criteres d'efficacité attendus et la preuve ddfitatité du nettoyage ne peut étre seulement jéstipar

le simple respect des procédures de nettoyage.ffEn bien que les procédures semblent avoir été
respectées, des transmissions nosocomiales via kaxloscopique ont été rapportées dans la liférat
et sont majoritairement expliquées par le mangeéidacité du nettoyage [Heeg 2004, Rutala et Weber
2004]. C'est dans ce contexte qu'apparait la nééesd’évaluer [l'efficacité du nettoyage,
indépendamment de la désinfection. Toutefois, ppepane méthode d’évaluation n’est pas simple, elle
doit tenir compte de la nature de la contaminaéicgdiminer et du niveau de propreté attendu. Ces de
critéres sont extrémement difficiles a définirceti se traduit non seulement par la diversitétdeaux
publiés sur le sujet [Bloss et Kampf 2004, Bogtlal. 2001, Chartieret al.2001, de Bruijnet al.2001,
Lipscomb et al. 2006, Miller, et al. 2001, Takashina 2001, Verjatt al. 1999], mais également par
I'absence d’'une méthode d’évaluation normalisée eldemple éloquent nous est offert par la norme EN
ISO 15 883 qui ne propose pas moins de 5 souilliests pour démontrer I'efficacité du nettoyage des
endoscopes dans les laveurs désinfecteurs. Cetterspécifie également que les méthodes d’évaluatio
proposées ne sont pas de sensibilité équivalente.

La nature des salissures identifiées sur les disfsomédicaux est a la fois organique et microbin
[Alfa, et al. 1999]. Les souillures organiques peuvent étre phew (lipides, glucides, protéines...) et
structurées (débris tissulaires, 0s,...). Avec I'é@grece des risques de transmission des agents
transmissibles non conventionnels (ATNC), la présede protéines dans la définition d’'une souillure
test apparait comme une évidence et ceci d'autastque les protéines sont des composés extrémement
difficiles a enlever d’'une surface sur laquell@glsont adsorbées [Chet al. 1999, DH 2005, Elwing et
Golander 1990, Greget al.2001, Murray et Deshaires 2000, Wahlgren et Araet991, You et Lowe
1996]. Miller rapporte la présence de protéinesdugdles par coloration a I'érythrosine B sur des
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masques laryngés ainsi que sur des lames de |aymges apres nettoyage et stérilisation [Milédral.
2001].

Les souillures microbiennes peuvent étre bactéegnrvirales et/ou fongiques. L'introduction de
microorganismes, tels qué&nterococcus faeciumCandida albicans, Staphylococcus aureos
Pseudomonas aerugingsdans les souillures tests est courante et peddegluer les méthodes de
nettoyage et de désinfection [Alfa et Nemes 200bs®8 et Kampf 2004, Mackcow et Pauly 1998,
Merritt, et al. 2000, Peterson et Mackcow 1997, Vickeey al. 2004]. Ces souillures microbiennes sont
bien adaptées pour évaluer I'efficacité de la déstion, mais il faut rester critique quand cesilbmes
servent a I'évaluation du nettoyage puisqu’une aa@fpourrait étre plus facilement débarrassée des
microorganismes que des composés organiques ansogiheotamment des protéines. Bien que le
biofilm soit extrémement adhérant [Pajka&s al. 2004, Vickery et al. 2004], son développement et sa
résistance au nettoyage sont probablement plusa li@ggéométrie du DM qu’a I'efficacité de la sabut

de nettoyage elle -méme.

La méthode d’évaluation du nettoyage doit égalentemit compte du niveau de propreté attendu. Ce
critere ne peut pas non plus étre défini précisénigans le cas ou le risque prion est omis, lel siui
propreté pourrait étre défini par le niveau requaar I'utilisation du dispositif a nettoyer. En enche, en
tenant compte du risque prion, le niveau de préprequis devient plus abstrait, la dose minimale
infectieuse n’étant pas établie. Dans ce contekteemble important d’augmenter la sensibilité des
méthodes mises en ceuvres pour évaluer le nettogag@mment vis-a-vis des protéines. Les techniques
analytiques habituellement mises en ceuvre ont re@ux méthodes de dosage des protéines. Parmi ces
méthodes, on rencontre essentiellement des métlottagmétriques et fluorimétriques.

Les méthodes colorimétriques disponibles pour Eade des protéines sont nombreuses :

- La réaction du Biuret est basée sur la formatiamdiomplexe pourpre entre le biuret (NH2-
CO-NH-CO-NHZ2) et deux liaisons peptidiques consgesten présence de cuivre et en milieu
alcalin. Le complexe de coordination ainsi forméatle fortement a 545 nm. Malgré sa
spécificité, cette méthode est peu sensible.

- La méthode de Bradford est basée sur I'adsorptiobldu de Coomassie sur les protéines en
milieu acide. Le complexe formé adsorbe a 590 netteOnéthode est relativement sensible (2 a
5 ug/ml) mais interfére avec les détergents. Elbmtne également une réactivité différente vis-
a-vis des diverses protéines.

- La méthode de Lowry combine une réaction du bietetine réaction au réactif de Folin-
Ciocalteu. Ce dernier, a base d'acide phosphotarmgsybdique, réagit avec les résidus tyrosine
et tryptophane, et a moindre mesure avec les regigistéine et hystidine pour donner une
coloration bleue qui s’ajoute a celle du biuretatisorbance est lue a 750 nm. Sa sensibilité est
de 5 a 10 pg/ml et est peu spécifique. Elle intergalement avec de nombreuses substances et
notamment avec de nombreux détergents. Enfin,j kdel@eer Lambert n’étant pas parfaitement
vérifiée, la zone de linéarité de la réaction dsbite. Toutefois, des améliorations ont été
apportées, notamment avec le kit DC Biorad, peanetson utilisation dans le cadre de
I'évaluation du nettoyage [Chartjest al.2001].

- La méthode au BCA (BiCinchoninique Acid) utilisedeuvoir réducteur des protéines en milieu
alcalin pour réduire les ions cuivriques en ionsvr@aux qui vont alors réagir avec l'acide
bicinchoninique pour former un complexe coloré moer d’intensité proportionnelle a la
concentration de protéines. L'adsorbance est &2 nm. C'est une méthode extrémement
intéressante car elle est compatible avec la ples tensioactifs ioniques et non ioniques. Elle
permet un dosage des protéines totales dans unmeyal® valeurs comprises entre 0,5 et 20

pg/ml.
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Des méthodes fluorimétriques, nous retiendronsédéhate a I'orthophtaldéhyde (OPA) modifiée. Cette
méthode, précédemment appliquée dans des travangemant I'efficacité du prétraitement [Verjat

al. 1999] et du nettoyage [Fenglest al. 2000], est proposée dans la norme 1SO EN 15 888tk
évaluer la quantité de souillure protéique résigughns le cadre des laveurs désinfecteurs.

Ces méthodes de dosage nécessitent I'élution désipes résiduelles de la surface et les rendendents
I'élution sont souvent incertains [Pineai al.2002].

La norme EN ISO 15 883-1 propose également uratéstninhydrine comme méthode de détection des
souillures protéiques résiduelles. Ce test consisézouvillonner les surfaces du DM et a déteaer |
présence de protéines sur I'écouvillon par unetiga@ la ninhydrine. Bien que ce test permette de
détecter jusqu’ a 2,5 pg dalbumine sur une zoneudtionnée de 2 cm de diamétre, il est
essentiellement qualitatif [de Brujjet al.2001]. Il est également dépendant de I'opérateais peut étre
facilement mis en ceuvre dans les services deisédioin des établissements de santé.

L'utilisation des méthodes de dosage des protgnes évaluer I'efficacité du nettoyage n'offre pawe
sensibilité suffisante pour s’assurer de l'effit@cilu nettoyage face aux risques de transmissisn de
ATNC. Une étude, comparant la méthode de dosag®RAIl modifiée et une méthode isotopique, a
clairement montré la nécessité d'abaisser les denile détection des méthodes pour I'évaluation du
nettoyage [Draghigiet al.2005].

Les méthodes pouvant proposer de meilleures séttsbicomme la méthode isotopique, sont rarement
adaptées a I'environnement des services de samgendant, Lipscombt al. proposent une nouvelle
technique de microscopie (episcopic differentiédiference contrast/epifluorescence, EDIC/EF) o&ipl

a I'emploi du SYPRO Ruby, un marqueur fluorescentramment utilisé pour une détection sensible des
protéines [Lipscompet al. 2006]. La limite de détection de la techniqueasioncée a 85 pg/mm2. Les
auteurs préconisent I'utilisation de cet outil ptausurveillance de la contamination des instruseliains

les établissements de santé.

S'assurer de l'efficacité du nettoyage est primargiour garantir la sécurité des patients. Commes no
'avons vu, le nettoyage est une opération critique consiste a éliminer d'une surface donnée toute
salissure visible ou invisible par I'action physichimique d’une solution de nettoyage. Dans le eatdr
notre étude, nous supposons que la qualité duyaggsodécoule de I'efficacité de la solution nettiga
Notre objectif est de mettre en place des méthsdesibles pour évaluer les performances des eotuti
de nettoyage vis-a-vis des protéines spécifiguenetnde permettre ainsi aux professionnels de la
détergence et de la désinfection de prouver l'affie de leurs produits. Nous ne prendrons pas en
considération la géométrie du DM qui peut rendredtéoyage du DM plus difficile puisqu’il incombe
aux fabricants de démontrer la nettoyabilité dedenatériels.

Aprés une bréeve présentation du Pouvoir NettoyaggrBissant, méthode développée dans les
Laboratoires ANIOS, nous présenterons deux méthaefaciques permettant de qualifier et de
quantifier les performances des formulations.

II. LEPOUVOIR NETTOYANT DEGRAISSANT

Dans les Laboratoires ANIOS, la performance desdlyite nettoyants et/ou pré- désinfectants estiétabl
par le calcul du Pouvoir Nettoyant Dégraissant (PNI®@ PND représente le pourcentage de protéines de
la salissure éliminée par la formulation testéestlexprimé en pourcentage de performance.
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La salissure est de nature lipido-protéique. Igi'd’'un broyat de cervelle de porc enrichi par 26é6
matiéres grasses (CP+20%MG). La salissure est é&aléene lame en acier inoxydable austenitique
AISI 304. La quantité de protéines totales (Qt)tenne dans la salissure déposée est mesurée par une
méthode colorimétrique au MicroBCA (acide bicincimaue). Les lames souillées sont nettoyées
pendant 15 minutes a température ambiante souprB0 lra salissure résiduelle, non éliminée par le
nettoyage, est éluée et la quantité de protéirsdudles (Qr) est mesurée.

Le PND est calculé selon la relation suivante :

PND = — =" 100
ot

Aprés concertation avec les Laboratoires ANIOS,snavons retenus cing formulations. Elles sont
présentées dans le tableau II-1 et leur PND sliguae I1-1.

Tableau II-1 : Les formulations nettoyantes et/ou pré-désinfeantes des Laboratoires ANIOS

Activité Tensioactifs Principes Actifs pH a 0,5% en
Antimicrobiens H,Or

Hexanios Nettoyant Non-ionique Biguanide #7
G+R Pré-désinfectant Ammonium quaternaire
Salvanios Nettoyant Non-ionique Acétate de guanidinium #9,5
pH10 Pré-désinfectant Ammonium quaternaire
Aniosyme Nettoyant Non-ionique Ammonium quaternaire #10,5
PLAII Pré-désinfectant

Tri-enzymatique
Aniosyme Nettoyant Amphotére Biguanide #7
DD1 Pré-désinfectant Non-ionique Ammonium quaternaire

Tri-enzymatique
Aniosyme Nettoyant Amphotére Biguanide #7
N2 Tri-enzymatique Non-ionique Ammonium quaternaire

Les compositions de I'’Aniosyme DD1 et de I'Aniosym\2 sont qualitativement comparables. En
revanche, elles different par leur composition digative. L'’Aniosyme DD1 contient 9 fois plus

d’ammonium quaternaire et 25 fois plus de biguangde I'Aniosyme N2. Les principes actifs

antimicrobiens, insuffisamment représentés dansidisyme N2, n'octroient a cette formulation qu'une
activité nettoyante.

D’apres la figure 1I-1, les formulations sont higtaisées en fonction de leur performance. Troiganix
de performance peuvent étre définis :

- Les formulations a faibles PND: il s’agit des folations présentant un PND inférieur a 30%.
C’est le cas des formulations Hexanios G+R et S@bgapH10 qui n’éliminent, respectivement,
que 26 et 27% des protéines présentes avant I'é@apeettoyage. Toutefois ces PND sont
supérieurs a celui de I'eau du réseau établi a@mi0% ;

- Les formulations & PND moyens : il s’agit des folations qui présentent un PND compris
entre 30 et 60% dans lesquelles se trouve I’Aniospié ;

- Les formulations a forts PND : ce sont les prodgis présentent un PND supérieur a 60%.
C’est le cas de I'’Aniosyme N2 (67%) et surtout denlbsyme PLA Il avec un PND de 98%.
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100

e

90

% de performance

Hexanios Salvanios  Aniosyme Aniosyme  Aniosyme
G+R pH 10 PLAI DD1 N2

Figure 1I-1 : PND de formulations détergentes et/ou pré-désiattantes avec la salissure
CP+20%MG. Les PND sont effectués dans les Laborateis ANIOS de Lille

Cette méthodologie permet d'établir un classementa$ formulations en fonction de leur efficacig v
a-vis des protéines. Elle est également utile piudier les effets synergiques ou antagonistes qui
peuvent exister entre les différentes moléculesgmiposent la formulation.

Un inconvénient de cette méthode est la nécessitdedoir éluer les protéines de la surface dans une
solution de récupération afin de pouvoir les doBén que le rendement d’élution vis-a-vis de 1aABS
soit évalué a 98,& 0,4 %, il ne peut étre représentatif du rendemé&tttibn de toutes les protéines.
Cette méthode est également limitée par sa seteipiisqu’elle permet un dosage des protéinesetota
dans une gamme de valeurs comprises entre 0,5.a4/&0.

[Il. LES APPROCHES SURFACIQUES

Le moyen le plus pertinent pour évaluer I'efficacdu nettoyage est de s'intéresser a la surfaee ell
méme et de mettre en évidence la présence de sé@dutéiques ou non) apres nettoyage. Pour cela,
deux techniques d’'analyses ont été envisagéegqelatrescopie de photoélectrons et le marquage des
protéines a I'iode radioactitq).

[ll.1. La spectroscopie de photoélectrons

La spectroscopie de photoélectrons (XPS) est wtmigue d’analyse chimique de la surface des salide
Sa profondeur d’analyse est inférieure a 10 nm. [Bomcipe est basé sur I'effet photoélectriquesta

dire I'émission d’'un électron sous l'impact d’'ungdbn X. L'XPS est définie comme une technique
d’'analyse de I'extréme surface en raison de I'exisé du libre parcours moyen des électrons dans la
matiére. En effet, lors du transfert de I'électkans la surface a travers le solide, celui-ci fsudir des
chocs inélastiques. Le libre parcours moyen, défimmme la distance moyenne entre deux chocs, joue
donc un réle prépondérant en limitant I'épaissealysée.

L'XPS permet :

- Une analyse élémentaire et qualitative de la sarfagisque tous les électrons des couches
électroniques de cceur ou de valence, dont I'énelgidaison est inférieure a I'énergie des
photoélectrons incidents, peuvent étre extraitsf, Maydrogene. L'énergie de liaison caractérise
un électron d'un niveau électronique d'un atome n#gnce qui permet I'identification
élémentaire. Sa sensibilité est de I'ordre de @68 atomique ;
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- Une analyse chimique puisque les niveaux de coaum dtome impliqué dans une liaison
chimique vont réagir a la modification de I'envirmment électronique par rapport a I'atome
isolé. Ceci se traduit par des variations d'énergi®rbitales de 0,1 a quelques eV, appelées
déplacements chimiques (ou chemical shifts) ;

- Une analyse (semi-)quantitative puisque les aioes $¢es pics sont proportionnelles au nombre
d’'atomes.

L'XPS est une technique précise (2 a 5% en relaé#s pas toujours juste (justesse de 10 a 20%).

Les spectres XPS sont obtenus avec un spectrofetedab 220i (Thermo Electron Corporation) équipé
d'une source non monochromatisée de magnésium (MglR53,6 eV). La surface analysée des
échantillons est de 1 cm2. Les effets de charge comigés par rapport a I'énergie de liaison de la
composante hydrocarbonée du carbone a 284,8 ebofeauide contamination). Les spectres résolus sont
décomposés en utilisant le logiciel Avantage (Theitectron Corporation). Ce logiciel nous permet de
décomposer les spectres en fixant certains parasnetr

- La largeur a mi-hauteur (FWHM) identique a 0,05 és pour toutes les composantes d’un

méme élément ;

- Les rapports d'aires entre différentes composgntes

- L'énergie des composantes.
L'aire des pics est déterminée aprés soustractiofiodd continu de type Shirley et un rapport L/G
(rapport Lorentzienne/Gaussienne) de 60. Les sextafficaces d'ionisation utilisées pour I'analyse
quantitative sont celles calculées par ScofielduirRie plus amples informations sur la technique XPS
voir 'annexe 1.

Dans notre étude, nous utiliserons I'azote commenéht caractéristique des protéines. Cet élémeént es
en effet présent au niveau des liaisons peptidiggeentiellement, mais il est également constitlesf
chaines latérales des résidus asparagine, glutamiptoophane, arginine, histidine et lysine.

[11.1.1. Le substrat

Les aciers inoxydables austénitiques rentrent dearfabrication des instruments de chirurgie. Cet son
essentiellement les instruments a fonction stat{gpéculums, écarteurs, valves...). lls contiennerit@l

a 25 % de chrome et jusqu’a 20 % de nickel.

Nous avons sélectionné un acier inoxydable augiéerit I'AISI 304. Cet acier inoxydable est utiligér

les Laboratoires ANIOS pour la classification desnfulations nettoyantes selon leur PND (Pouvoir
Nettoyant Dégraissant).

Le spectre XPS du substrat AlSI 304 (figure lI-Z)nime les éléments constitutifs des aciers inoxigdab
c'est-a-dire le fer (Fe), le chrome (Cr), le niciei) et 'oxygéne (O). On observe également diboae

(C), de I'azote (N) et du bore (B).

La présence du carbone est attribuée au carbonerdemination constamment retrouvé sur les métaux
exposeés a I'air ([Geriret al. 1995, Ratneret al. 1990]. Une acquisition centrée sur les pics dazitde
bore permet de déterminer la forme chimique destdments et, les données quantitatives, de conalure
la présence de nitrure de bore sur la surfaceidifer de la contamination de cet acier inoxydalaelp
nitrure de bore n’a pu étre établie. Elle pourvaitir de la mise en forme des tbles par laminage.

Fort heureusement, le nitrure de bore est un salidmiquement inerte et n’est pas soluble. De plus,
I'énergie de liaison de l'azote sous forme nitrd98,0 eV) est nettement différente de I'énergie de
liaison de l'azote dans la liaison peptidique N-C£@00,1 eV). Nous mettrons donc a profit la
contribution associée au nitrure comme standamtnet pour évaluer la performance des formulations
vis-a-vis des protéines, exclusivement.
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Figure 11-2 : Spectre XPS obtenu sur acier inoxydable austémifue AISI 304

[11.1.2. La salissure

Une étude préalable utilisant la salissure CP+20%&I@pntré que cette derniére ne pouvait étre éilis
dans le cadre de ce travail. En effet, de par swisiance extrémement lipidique et sa compacité,
I'épaisseur de la couche de salissure, apres reftogt rincage a I'eau du réseau, reste supérelae
profondeur d'analyse de I'XPS, comme cela est tilusur la figure II-3. Les acquisitions centrées
confirment I'absence des éléments caractéristiquesibstrat.

- Ols
Cls

N1s
Ca2p

CP + N2 + HOr
CP + DD1 + HOr \
CP + PLAIl + H ,0r W
CP + pH10 + HOr

CP + GR + HOr
CP + H0r \
cp .

1100 1000 900 800 700 600 500 400 300 200 100 0
Energie de liaison (eV)

Figure 11-3 : Spectres XPS obtenus sur substrats d’AlISI 304 sillés par la salissure CP+20%MG,
nettoyés par les différentes formulations et rincéa I'eau du réseau. Aucun élément caractéristique
du substrat (Fe ou Cr) n'est détecté en raison d&paisseur de la couche résiduelle.

La salissure sélectionnée pour les analyses XP8reBbmogénat de cerveau (HC) humain a 10% en
glucose 5%, clarifié par centrifugation. La clasfiion permet de culotter les débris cellulaire lessp
particulierement les noyaux des cellules dans kesast confiné I’ADN.

Le choix de cette salissure est motivé d'une ppetr sa composition complexe qui peut étre
représentative des souillures présentes sur léminsnts neurochirurgicaux. Le tissu cérébral étdet
plus, une structure concentrée en protéine prighopegique, de tels homogénats seront utilisés pour
évaluer les performances des formulations vis-a@eita protéine prion spécifiquement. Ce derniéntpo
fait I'objet d’un prochain chapitre.
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D’autre part, cette salissure est adaptée a labsi@ssurfacique de la technique XPS, comme nleus
verrons par la suite.

Nous avons réalisé un PND sur notre salissure (gémat de cerveau 10%, HC). Les PND obtenus étant
supérieurs a 90% quelle que soit la formulatioréte¢tigure 11-4), nous avons conclu que notre salis

ne pouvait étre utilisée dans le cadre du PND.

100

o o
2 2

% de performance
s
o

201

Hexanios Salvanios Aniosyme  Aniosyme Aniosyme
G+R pH 10 PLAII DD1 N2

Figure 11-4 : PND des formulations nettoyantes et/ou pré-dediectantes aprés 5 min et 15 min de
contact avec la salissure HC. Toutes les formulatis testées présentent des performances
maximales vis-a-vis de la salissure HC.

Outre la définition d’'une salissure de référenes, gremiéres données insistent sur la nécessidéter

la salissure a la méthode d’évaluation proposéelaDméme facon, la méthode d'évaluation proposée
sera fonction du seuil de sensibilité au-dessowpielul’efficacité du nettoyage pourra étre consteér
comme satisfaisante.

Les substrats d’AISI 304 ont donc été souillés ipamersion dans HC pour une durée d’une heure a
température ambiante, puis sont séchés a air amhine analyse XPS du substrat souillé nous pedemet
déterminer la composition élémentaire de la sakssfigure II-5 — Inox + HC). On observe la présenc
d’'oxygene, d'azote et de carbone, ce qui est eard@vec la composition glucido-lipido-protéiquelde
salissure. Notons que I'épaisseur de la couchealigssre est supérieure a la profondeur d’'analgse d
I'XPS puisque les éléments caractéristiques dutmtirse sont pas détectés.
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Figure 1I-5 : Spectres XPS obtenus sur AISI 304 souillé par H@vant ringage 5 (Inox + HC) et
aprés rincage a l'eau de réseau (Inox + HC + 40r). Le spectre du substrat est donné en référence
(Inox). Le rincage a I'eau du réseau élimine seuleamt une partie de la salissure. Les éléments
caractéristiques du substrat sont apparents.

L'essai contrble est le substrat souillé et ring peau du réseau dans laquelle seront diluées les
formulations a tester (figure 11-5 — Inox + HC +0f). La dureté de I'eau est de 19° Francais. Aprés
rincage, on observe une diminution de I'épaissemirlal salissure, les éléments caractéristiques des
substrats commencent a réapparaitre.

L’identification des fonctions chimiques de la salire et les modifications chimiques générées gar |
ringage sont mises en évidence par les acquisiiensées sur les pics Ols, N1s et Cls (figure,le6
accord avec les données bibliographiques [Getiral. 1995, Lebugleet al. 1995, Rouxhetet al. 1994,
Vinnichenkq et al.2002, Xiag et al.1997].

Avant le rincage a I'eau du réseau, la composarniteipale du pic C1ls est C-O due au tampon glucosé
de I'HC. Cette composante diminue significativemamités le ringcage puisque le glucose est un composé
soluble. Ceci est également observé sur le pic:Glsomposante O-C présente avant le ringage dienin
au profit de la liaison O=C aprés celui-ci. On végalement apparaitre la contribution de I'oxyde
meétallique a plus faible énergie de liaison. Latdbotion C=0 ne peut étre attribuée spécifiquenzant
protéines puisqu’il est extrémement difficile, paue pas dire impossible de discriminer les liaisons
carbonyles des liaisons amides sur le pic d’oxygéne

En ce qui concerne le pic d’azote, sa contributitajeure est celle de 'amide N-C=0 a environ 400,0
eV, caractéristique des protéines. La présenceraotgipes est également indiquée par la contribution
O=C-N du carbone a environ 288 eV.

Apreés le ringage a I'eau du réseau, il y a une miition de la contribution de I'azote sous forme deret
apparition de la contribution de I'azote sous fordee nitrure. Notons que ces deux composantes sont
distantes de 2,1 eV.

Ces résultats indiquent que le ringage a permindiger seulement une partie de la salissure. Son

épaisseur résiduelle est maintenant inférieure and@uisque le nitrure, présent sur le substrageiest
bien détecté.
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Figure 11-6 : Niveaux de cceur 1s de I'oxygene (Ols), de I'aeofN1s) et du carbone (C1s) obtenus
sur substrats d’AlSI 304 souillés par HC (Inox + HGQ et par HC suivi d'un ringage a l'eau du
réseau (Inox + HC + HOr). Les niveaux de coeur des éléments du supportréaonnés en référence
(Inox).

[11.1.3. Caractérisation des formulations nettoyantes et/opré-
désinfectantes

Une caractérisation qualitative des composés chiesigentrant dans la composition des formulatiohs es
nécessaire pour pouvoir identifier les formes chimes de ces composés.

Les analyses XPS sont réalisées sur les formulgtipréalablement déposées sur le substrat d'acier
inoxydable, afin de :

- Déterminer la composition élémentaire et les cbatidons chimiques de ces produits ;

- De tester leur rémanence sur la surface ;

- De vérifier leur innocuité chimique vis-a-vis deslarface.

Certains des composés chimiques entrant dans lpasition des formulations sont des composés azotés.
Etant donné que nous utilisons I'azote comme mangdes protéines, il convient d’identifier les fas
chimiques de 'azote dans les molécules tensicest®t antimicrobiennes et d’identifier précisénmas
composantes en XPS, de fagon a pouvoir les disoeinmar la suite.

A l'exception de I'Aniosyme PLAII, trois formes dhiques de I'azote sont représentées dans les
formulations. Il s’agit de :

- L'azote simplement lié au carbone ou a I'hnydrogeNe(C,H)

- L’azote doublement lié au carbone : N=C ;

- L’ammonium quaternaire.
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Seules les formes N-C et ammonium existent pounit8yme PLAII. De ce fait, cette formulation nous
sert d'étalon pour déterminer :

- L'énergie de liaison de I'azote simplement lié ambone et de 'ammonium quaternaire ;

- L’écart entre les contributions de l'azote.
Ce dernier paramétre permet d'imposer une con&r@upplémentaire pour la décomposition des pics de
I'azote obtenus pour les autres formulations. Cassi que nous avons identifié la contribution de
I'azote doublement lié au carbone. Elle est obseavé,8 eV de celle du nitrure. Les écarts étalltse
les contributions de I'azote sont résumés sumjaré suivante :

Ammonium N-G=
quaternaire N=C Nitrure
] 4,2 eV N-(CH) R
. 2,1eV R
’ 1,8eV R
1,3eV

Energie de liaison (eV)

Figure II-7 : Ecarts entre les contributions d'azotes sur le ip N1s, d'apres les analyses XPS des
composants azotés des formulations.

Les décompositions des pics d’azote pour les 5dtations ont donc été réalisées suivant ces comdsi
et les spectres résolus sont présentés sur l&fig8; avant et aprés ringcage a I'eau du réseau.
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Figure 11-8 : Niveaux de cceur de I'azote N1s obtenus sur lesrinulations déposées sur AlSI 304
avant et apres ringcage a I'eau du réseau.
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Les spectres XPS réalisés sur les formulationssafimgage nous permettent de savoir si les molécule
entrant dans la composition des formulations saotldment éliminées de la surface au moment du
ringage ou si elles montrent une certaine rémanehicsi, en comparant les spectres de la figur@ II-
avant et aprés le rincage, on observe une bonmahilit¢ des ammoniums quaternaires puisqu’ils
disparaissent pratiquement apreés le rincage. Lersiilité de I'adsorption des tensioactifs ionigupar

le rincage, a précédemment été mise en évidenaeepant et al. 1989, Elwing et Golander 1990,
Wahigren et Arnebrant 1991]. En revanche, les cadp@zotés (N-C et/ou N=C) ont tendance a rester
en surface. Le calcul du rapportNe / Nt permet d’apprécier cette tendance, un rapport gigalifiant

le substrat de référence (tableau II-2 et figu@)ll

Tableau 11-2 : Rapports Nhywe / Nt @vant et aprés rincage des formulations déposéesrdes
substrats d’AlSI304

Nnitrure /Ntotal
Avant rincage | Aprés ringage
Hexanios G+R 0,47 0,59
Salvanios pH10 0,09 0,41
Aniosyme PLAII 0,54 0,86
Aniosyme DD1 0,39 0,57
Aniosyme N2 0,83 0,83

Nnitrure / Ntotal
o
o

0.8
.
0.6
0.41
0.31
2.
0.1
0- ; ; ; ;

Hexanios Salvanios Aniosyme Aniosyme Aniosyme
G+R pH 10 PLAII DD1 N2

Figure 1I-9 : Rapports Nygue / Nt aprés rincage des formulations déposées sur les stiats
d’AISI304

Pour Hexanios G+R, Salvanios pH10 et Aniosyme DI2§, rapports Nyure / Niotar SONt largement
inférieurs a 1, suggérant que les molécules azqigesentes dans ces formulations s’adsorbent sur la
surface et qu'elles ne sont pas désorbées au dauiacage. En revanche, avec un rappQit.N/ Niotal
supérieur a 0,8, les molécules azotées constileanAniosyme PLAIl et N2 semblent étre facilement
éliminées par le ringage. Nous expliquons ce résplr une rémanence préférentielle des princigtifs a
antimicrobiens dans lesquels I'azote est sous fo@mbl, c'est-a-dire I'acétate de guanidinium et le
biguanide.
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Ces molécules sont effectivement présentes danartitex G+R, Salvanios pH10 et Aniosyme DD1.
Elles sont faiblement représentées dans AniosymetiBsentes dans Aniosyme PLAIL.

La décomposition du pic N1s pour I'’Aniosyme DDIg(fre 11-8) montre la présence d’'une composante
supplémentaire a plus haute énergie de liaisorigiié@ par une fleche). Cette composante peut étre
attribuée a la fonction amide, caractéristique pextéines. L’Aniosyme DD1 étant une formulation
trienzymatique, il est possible que ces enzymdemeen surface, soit par adsorption, soit paraut&on
avec les molécules rémanentes constitutives deriaulation. Cette derniére hypothése est la plus
probable car I'Aniosyme N2, également trienzymaticet qualitativement comparable a I'’Aniosyme
DD1, ne présente pas de contribution supplémentaire

Cependant, sur des substrats dépourvus de niteurlgote, nous avons comparé des spectres XPS et
notamment ceux des pics N1s obtenus avec :

- Aniosyme DD1 trienzymatique ;

- Aniosyme DD1 sans enzyme.
Dans les deux cas, les spectres de l'azote peldtemtdécomposés de la méme fagon sans qu’une
nouvelle contribution soit nécessaire. Il en estrdame pour Aniosyme N2 avec et sans enzymes. Les
protéines enzymatiques, formulées, ne semblent dascrester adsorbées sur la surface. Ces résultats
sont en accord avec la littérature [Wahlgren etefrant 1991]. En effet, les protéines en préseece d
tensioactif présentent moins d'affinité pour legfaces.

Cette expérience nous a néanmoins permis de carflanrémanence de certaines molécules azotées de
I’Aniosyme DDL1 et la bonne ringabilité de I’AniosyN2 (figure 11-10).

N2+H,0r

DD1+H,0r

700 600 500 400 300 200 100 0
Energie de liaison (eV)

Figure II-10 : Ringabilité des formulations Aniosyme DD1 et NXur des substrats dépourvus de
nitrure de bore. Les composés azotés présents ddifmiosyme DD1 ont tendance a rester adsorbés
sur la surface.
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[11.1.4. Performances des formulations sur substrats sc&sll

La finalité de cette étude étant d’évaluer les grenfinces des formulations vis-a-vis des protéirags p
XPS, les substrats souillés par HC sont nettoyé$egeb formulations étudiées, rincés puis séchésta
d’'étre analysés par XPS.

Les analyses XPS (figure 11-11) des substrats péstgar les formulations montrent une diminution de
I'épaisseur de la couche de salissure comparativemd’'essai contrble (figure 11-11: HC +,8r)
puisque les éléments du substrat (fer et chrom#)duservés sur les spectres. Ceux-ci restent dapén
bien moins apparents que pour le substrat de ré&féree qui témoigne d'une couche résiduelle de
salissure encore importante.

Fe2p Cr2p
INOX Ols
Bls ou
Ni1s Cils P2p
HC+N2+H,0r \\\%L\J
L
\,\J T
HC+DD1+H,0r -

T

HC+pH10+H,0r \”"\J N L\«M
- \\_“\'ﬁ—\\_"\

x\\\\r\l L.,_/L*_\) N
\\ 'L,/___/\J b\k“
HC-'-HZOr ‘\\QQ LR\__\

L\«_J‘.‘A‘Jkl\/\j

H M
700 600 500 400 300 200 100 0

Energie de liaison (eV)

Figure 1I-11 : Spectres XPS obtenus sur AISI 304 aprées nettoyagt ringage des substrats AlSI304
souillés par HC. Les spectres du substrat (Inox) ede I'essai controle (HC+HOr) sont donnés en
référence. Les éléments caractéristiques du substraont détectés ce qui témoigne d’'une réduction
de I'épaisseur de salissure.

Les spectres résolus du niveau de coeur 1s ded'éfzgtire 11-12) sont trés utiles pour mettre efdénce
I'efficacité des formulations pour éliminer les grmes de la surface du substrat, méme si la désorp
n'est pas totale. La performance de ces formulatipour le nettoyage des substrats souillés, edtésy
d'aprés le rapport Mwure / Namige (tableau 11-3). Plus ce rapport est grand, plusfdamulation est
performante vis-a-vis des protéines. Afin de féailila visualisation des performances de ces
formulations, les rapports sont présentés souseatendiagramme béatons sur la figure 11-13.

D’aprés les résultats obtenus par XPS et le calaulapport Nigure / Namide 'ANiOSyme N2 présente la
meilleure performance de nettoyage vis-a-vis desépres, suivie par ordre décroissant d’'efficadie
I’Aniosyme PLAII, de I'’Aniosyme DD1, de 'HexanidS+R et de Salvanios pH10.

Cette classification differe de celle obtenue ddapte PND. En effet, 'Aniosyme PLAIl présente de
meilleure performance en PND comparativement ait8yme N2. Cette divergence dans les résultats

peut s’expliquer de plusieurs facons :

- Dans le cadre du PND, la souillure est beaucoup ptine en lipide que ne I'est celle utilisée
pour I'étude XPS. L’Aniosyme PLAII est une formutat présentant un pH alcalin (pH = 10,5).
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L'alcalinité de la formulation pourrait alors faveer la saponification des lipides et par
conséquent I'élimination de la salissure et notamtndes protéines. D’ailleurs, un PND réalisé
sur de la cervelle de porc sans matiere grasseéaj@baisse les performances de I'’Aniosyme
PLAII.

- Au cours de la décomposition des spectres XPS taimmoent des spectres résolus de I'azote,
nous avons recherché des composantes azotéessdlapréinformations disponibles sur leur
structure chimique. Toutefois, de par la complexigdla souillure et des formulations elles-
mémes, il est impossible de démontrer I'exactitudie ces décompositions. Ainsi, des
incertitudes demeurent quant a la position exactérergie des différentes composantes et de
I'aire mesurée sous le pic. Il nest donc pas exple la divergence observée soit due a ces
incertitudes.

Cette ambiguité sur la divergence des résultasnobtpar le PND et par XPS sera levée par la second

approche surfacique, présentée dan$Tapartie de ce chapitre, qui concerne le marquagepaeéines
a l'iode radioactif {*7).
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Figure 11-13 : Performances des formulations

. évaluées d'apres le rapport Nure / Namide-
Aniosyme
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Figure 11-12 : Niveaux de coeur de

I'azote N1s obtenus aprés nettoyage
et rincage des substrats d’AlSI 304

souillés par HC.
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[11.1.5. Innocuité chimique des formulations vis-a-vis d& $urface

L'’XPS étant une technique d’analyse chimique desuaface, il est possible de vérifier I'innocuité
chimique des formulations vis-a-vis du matériatetiayer. Les aciers inoxydables sont caractériaétap
présence majeure d'oxyde de chrome en surfacexgligae la protection de ces aciers de la corrasion
Le rapport de I'oxyde métallique sur le chrome ltgtaut étre utilisé comme un indicateur de l'inerti
chimique des formulations. Ce rapport est doncut@lpour :

- les substrats de référence AISI 304 :8@1

- les substrats AlSI 304 non souillés et nettoyédgsaformulations : 4,3 0,2

- les substrats AlSI 304 souillés par HC et nettoy&8+ 0,1

Oxyde métallique / Chrome total

AlS| 304 Sans HC Avec HC

Figure 11-14 :Variations des rapports Oxyde métallique / Cr desubstrats AISI 304

Ces valeurs, présentées sur la figure 11-14, s@ggéme augmentation de la couche d’'oxyde métalliqu
en surface des substrats aprés avoir été nettbggdormulations testées pourraient donc « passivar
surface du substrat. Nous pouvons également olysgieela présence de salissure sur le substraelimi
'augmentation de cette couche d’'oxyde métalliquesgue les rapports calculés présentent des valeurs
intermédiaires.

[11.1.6. Synthese

Les travaux présentés précédemment montrent gsigeletroscopie de photoélectrons est une technique
d'analyse chimique de la surface, complémentairs tkchniques traditionnelles, qui s'inscrit
parfaitement dans la problématique du nettoyageadiculierement dans I'élaboration des criteres de
performances des formulations. Elle permet de ttda présence de molécules résiduelles sur les
surfaces, qui sont indétectables par les méthoéasidn.

La technique XPS nous permet d’établir :

- La compatibilité chimique des formulations avegriatériau considéré. Il est important que les
formulations employées ne provoquent pas de \gedlinent prématuré des matériaux ;

- La rincabilité des produits chimiques entrant ddascomposition des formulations. La
rémanence de composés chimiques en surface pocoraffromettre les étapes ultérieures du
procédé ;

- Une hiérarchisation des performances de différefot@sulations vis-a-vis des protéines et avec
une sensibilité de I'ordre de 0,5% atomique.
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Des incertitudes persistent malgré tout en raisenlal présence de molécules azotées dans les
formulations. Cependant, ces incertitudes sont samsséquence majeure sur [|'évaluation des
performances. En effet, si I'on ne tient pas cong#da décomposition des spectres de I'azote, quas

I'on s’intéresse uniqguement a la quantité d’azotgdnique) résiduelle, le rapport calculé pour ésale
nettoyage restera représentatif d'une quantité alellgre résiduelle pouvant contenir des protéines.
Ainsi, I'efficacité du nettoyage vis-a-vis des @oies serait surestimée puisque les molécules exoté
rémanentes seraient également considérées.

L’inconvénient de I'’XPS est qu’elle reste une tdage semi-quantitative. Associé au fait quellest’e
pas spécifique des protéines, il est difficile d&aer & une quantité de protéines par unité d&idonc

de déterminer la quantité de protéines résiduelfees nettoyage. Ces données sont accessibles par |
marquage des protéines par un isotope radioactif.

[11.2. Le radiomarquage

Il est souvent difficile de mesurer précisémentaileles quantités de protéines adsorbées sur ufeceu
Les techniques d’analyse utilisant le radiomarqugtget d’'une grande sensibilité, elles sont couramm
utilisées pour quantifier I'adsorption des protéifBalasubramaniaret al. 1999, Cloix et al. 1975,
Lhoest et al.1998, Lhoestet al.2001, Moulton et al.2003, Tidwel] et al.2001, Wagneret al.2003].

L'objectif de cette partie de I'étude est de déieanquantitativement les performances des forrariat
vis-a-vis des protéines spécifiquement.

En raison de son poids moléculaire modéré (66 kidmka forme globulaire, de son réle dans le ti@msp
de divers ions et molécules dans le sang et égatemeeson faible co(t, la BSA est couramment é#lis
comme protéine modeéle pour étudier les caractguist de I'adsorption des protéines sur les surfaces
Notre objectif étant d’évaluer les performances fdesiulations vis-a-vis des protéines spécifiquetnen
la salissure choisie est simple et exclusivemeottgmue. Il s’agit d’'une solution aqueuse a 1 mgdml
BSA marquée a l'iode 1257%).
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[11.2.1. Le marquage des protéines par l'iode 125

La méthode utilisée pour le marquage des protgiae$iode 125 est une méthode d’oxydation chimique
utilisant comme oxydant la chloramine T (Annexe 2)

Chloramine T

OH OH

HsN

= y -
O O o] o

Figure 11-15 : lodation de la tyrosine par oxydation des iodurs et substitution électrophile

La substitution électrophile par I'iode 125 se fait ortho- de I'hydroxyl du phénol des résidus de
tyrosine et les dérivés obtenus sont essentiellememo-iodés puisque les dérivés bi-iodés sont

instables.

L'iode 125 non incorporé est séparé des protéio@des par chromatographie d’exclusion diffusion sur
une colonne Sephadex G50. Le profil d’élution e¢abké en mesurant I'activité des fractions d’élutio
Les fractions présentant les plus fortes conceatraten protéines marquées sont collectées etedilué
dans une solution de protéine froide (non iodéeng/ml. L'activité spécifique (Ac Sp) de la solutiest
calculée selon la relation [Fangyaat al.1998] :

AC Sp: ﬂ
V XCs
avec  Ac Sp: I'activité spécifique de la soluti@pm/mg)
cpm : coups par minute
V: volume de la solution du comptage (ml)
Cs : concentration de la solution de protémg/(nl)

11.2.2. Adsorption de la BSA# sur acier inoxydable AISI304

Les adsorptions sont réalisées en multiplaquesui4 par immersion des substrats dans la soluteon d
BSA-'® & 1 mg/ml pendant une heure sous agitation a éemtyre ambiante. Les substrats sont alors
rincés par dilution successive a 'eau distilléia a@féliminer les protéines non adsorbées. lls smsilite
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nettoyés par les formulations testées pendant Hhtes sous agitation puis ringés a I'eau du réseau
(H,Or). La radioactivité de la BSA®l adsorbée est détectée par un compteur gamma (lak@)t et
aprés la phase de nettoyage. La quantité de B$Adsorbée par unité de surface est calculée $elon
relation suivante :

g=_ CPm
Ac SpxS

avec  CS:la concentration surfacique (mg/m?)
S : l'aire du substrat (m?)

[11.2.3. Les performances des formulations évaluées parioatarquage

Les concentrations surfaciques moyennes de BSArlaéisoavant (BSA) et aprés nettoyage sont
présentées sur la figure 11-16. Les résultats smptimés en ng/cm2.

I )
11,

250

O I
BSA

Figure 11-16 : Evaluation des performances des formulations vid-vis de la BSA!®1 adsorbée &
partir d'une solution & 1 mg/ml (moyennet écart-type avec n=30 pour BSA et n=3 pour chaque
formulation, n : le nombre d’essai)

= = N
o o o
S =} S

BSA adsorbée (ng/cm?)

ol
o

H20r Hexanios Salvanios Aniosyme Aniosyme Aniosyme
G+R pH10 PLAII DD1 N2

La quantité de BSA adsorbée sur les substrats e’anbxydable est de 216 30 ng/cm2. Si l'on
considére que la BSA est un élipsoide de 14 x eimdla quantité de protéine adsorbée est équiteaten
I'adsorption d’une monocouche de BSA, son axe e pbng étant orienté parallelement a la surface
[Terashima et Tusuji 2002]. Lorsque ces substrats settoyés par les différentes formulations, la
quantité de BSA adsorbée diminue. Par ordre cnoisbefficacité, Salvanios pH10 (16220), Hexanios
G+R (145t 20), Aniosyme DD1 (92 8), Aniosyme PLAII (78t 7) et Aniosyme N2 (34 10) éliminent
respectivement 23%, 31%, 53%, 63% et 84% de la BSA bélspFeau du réseau n’en n’éliminant que
2%. L'eau du réseau ne possede aucune activitégeéter sur la BSA adsorbée. La présence de
tensioactifs est nécessaire pour diminuer la gtéade protéines adsorbées. La présence d’enzymes da
les formulations semble améliorer les performambes formulations. En effet, les trois formulations
enzymatiques sont les plus efficaces.

Vis-a-vis de la souillure protéique, I'’Aniosyme p2ésente des performances supérieures a I'’Aniosyme
PLAII. La hiérarchisation des formulations obterper radiomarquage est donc en accord avec celle
précédemment obtenue en XPS. Ceci conforte l'id&el'gfficacité du nettoyage vis-a-vis de la saliss
CP+20%MG par I'’Aniosyme PLAII pourrait étre due, artie, a la saponification des lipides.
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La méthode isotopique est un outil également pucmur évaluer I'efficacité du nettoyage puisges |
informations sur la qualité du nettoyage sont d#ewnt obtenues par la radioactivité résiduellelaur
surface. Cette méthode permet donc d’évaluer unépié dans sa globalité, mais également de suivre
I'évolution du procédé au cours de ces différeptapes. C'est un atout majeur par rapport aux régo
nécessitant une élution des protéines et I'évalnatu rendement de I'élution. Enfin, cette méthoffee

une sensibilité adaptée a la problématique de targiEnce puisque I'on peut détecter jusqu'a des
picogrammes de protéines [Vandenberg et Krull 1991]

L'affinité des protéines pour une méme surface deessconditions opératoires définies va dépendia de
protéine elle-méme, de par sa structure, la digioh de ses charges, son point isoélectrique psis
moléculaire, son hydrophobicité... Ces critéres mficent également la désorption des protéines de la
surface. Ceci signifie que les performances obssrwgs-a-vis de la BSA ne pourront étre totalement
extrapolées a I'ensemble des protéines, ni auxiptest protéines constitutives d’une salissure cexgpl
telle qu'un homogénat de cerveau.

Bien qu’une solution de BSA ne soit pas représemtat’'une salissure retrouvée sur les DM, plusieurs
arguments justifient son utilisation dans cettelétu

- La majorité des travaux concernant la détergencetnaaue les protéines, dont la BSA, sont
difficilement éliminées des surfaces et que lexc@iés de nettoyage employés doivent étre
drastiques pour étre efficaces. Ceci est égalewggiité dans le cas de la protéine prion ;

- Les protéines s’adsorbent de fagcon spontanée [ND986, 1995, Norde et Lyklema 1991] et
cette adsorption est généralement décrite commetape initiatrice de divers processus comme
I'adhésion cellulaire [Dufréneet al. 1996, Ratneret al. 1990], le développement des biofilms
ou encore la corrosion [Fratelwet al. 2006]. La BSA étant une protéine plasmatique, edie
couramment utilisée pour modéliser I'adsorption gestéines du plasma. Il en est de méme
pour le fibrinogéne [Elwinget al. 1989, Fangyaret al. 1998, Hemmersanet al.2005].

- La BSA est décrite comme une protéine ayant ureftrée affinité pour les surfaces d’acier
inoxydables [Cosmaret al.2005].

- Bien que la méthode isotopique puisse étre miseeewe en utilisant une salissure complexe,
I'interprétation des données est plus délicateagson des interférences possibles entre les divers
constituants de la salissure (lipides, glucidessio).

IVV. CONCLUSIONS

Trois méthodologies sont disponibles pour évalediidacité du nettoyage a travers les performartes
formulations. Ces trois méthodologies font appéea techniques trés différentes et leurs misesusmece
nécessitent d’adapter la salissure non seulemdatsansibilité, mais également a la spécificitélale
technique.

Une classification des performances de 5 formuiatia été établie par chacune de ces méthodologies.
L'XPS et la méthode isotopique proposent un classendentique, qui differe Iégérement de celui
obtenu par le PND, trés certainement en raisora dmfure extrémement lipidique de la salissuréséél
pour cette méthode. De plus, le dosage des pretéiéeessite leur élution préalable et son rendement
n'est jamais de 100%.

Ainsi, le Pouvoir Nettoyant Dégraissant (PND) permmee évaluation macroscopique de la performance

des formulations par un dosage colorimétrique desémes. Bien que la salissure soit extrémement
lipidique, le PND est adapté au screening des ftatioms les plus intéressantes.
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Les formulations ainsi sélectionnées par le PNDrmmi par la suite étre analysées par la méthode
isotopique afin de s’assurer de leur efficacitéaAgis d’une salissure protéique. Enfin, I'XPS pettra

de contrdler la compatibilité chimique et la ringié® des formulations vis-a-vis du matériau etvadéider
leurs performances sur une salissure lipido-glupididéique plus représentative. Nous aurons égaleme
recours a cette technique pour étudier le modeidiades enzymes et des principes actifs antimierah

en rapport a la surface.

L'XPS est une technique extrémement informativenméoins elle reste délicate a mettre en ceuvre. Le
dispositif expérimental requiert une enceinte adtra haut vide et le transfert des échantillorsgjjua la
chambre d’analyse rallonge considérablement le $emguis pour leur analyse. Ainsi, nous aurons plus
facilement recours a la méthode isotopique pousdkection des formulations ou des procédés de
nettoyage. Bien que la méthode isotopique soitra@rante en raison de la manipulation d’éléments
radioactifs, c’est une méthode rapide nous permieda traiter un nombre important d’échantillonsuen
minimum de temps.
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CHAPITRE lI

EFFICACITE DU NETTOYAGE ET /OU DE LA
DESINFECTION VIS -A-VIS DE LA PROTEINE PRION

. INTRODUCTION

Sans vouloir rentrer dans les détails de I'étuddidiraphique présentée dans le premier chapitre, i
semble tout de méme nécessaire de rappeler lextepemordial de cette étude.

Certaines formes iatrogénes de maladie de Credtzfakob (MCJ) ont été rapportées suite a I'utilisa

de procédés de nettoyage et de désinfection inpppso vis-a-vis des agents transmissibles non
conventionnels (ATNC). Ces agents sont en effetéextment résistants aux procédés de désinfection
conventionnels qu'ils soient chimiques ou thermgjue

Différentes directives se sont succédées pour rtedgeréduire les risques de transmission dans les
établissements de santé. Les procédés de traitaffmatces actuellement, sont extrémement drastique
pour les dispositifs médicaux (DM) [Browret al. 2005, McDonnell et Burke 2003]. lls associent
I'utilisation de solution d’hydroxyde de sodium (@&) 1M ou d’hypochlorite de sodium (NaClO) 2%
pendant une heure a un autoclavage a 134°C peb8aninutes. Les autres procédés, notamment a base
d’'acide péracétique (APA) ont une efficacité coédsie comme modérée [Darbord 2004, Lemratal.
2004, Vadratet al.2005, Verjatet al.1999].

L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) recomnearéjalement de privilégier I'utilisation de
matériel a usage unique au cours d'actes a ris@ette recommandation n’'est pourtant pas toujaurs |
meilleure option. En effet, I'utilisation d’instruents a usage unique a été instaurée, en GrandagBest
pour la pratique des amygdalectomies, afin de éinlgs risques de transmission du vMCJ. L'utilizati

de ces instruments a généré une augmentation desriagies post-opératoires de 1,7 a 7,8% chez
I'enfant, par rapport a I'utilisation d'instrumemnéutilisables [Nix 2003].

De par la distribution périphérique de I'agentatbnfirmation de la transmission secondaire du ¥MC
par le sang, le développement de formulations ogéutés efficaces pour le traitement des DM apparait
donc comme une réelle nécessité. A I'évidence, rmmsveaux procédés devront tenir compte des
exigences des DM thermosensibles.

La phase de nettoyage est probablement la plusrienfie étape du traitement des DM. Cependant, peu
d’outils sont disponibles pour s’assurer de I'eftité de tels produits ou de tels procédés visadui
risque prion et, par conséquent, I'efficacité andfficacité des produits commercialisés actuelleime
n'est pas clairement établie [McDonnell et BurkeD2D Par exemple, la PrPsc est résistante a la
dégradation enzymatique, mais la présence d’enzydaes les produits de nettoyage améliore leurs
performances [Merriftet al. 2000]. A l'inverse, des effets d’antagonismes @ aise produirent comme
dans le cas des aldéhydes [Kamgif al. 2004, Merritf et al. 2000, Taylor D. M. 1995, Verjagt al.
1999]. Toutefois, il est actuellement admis quedgents désinfectants ayant la propriété de figsr |
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protéines doivent étre exclus des procédés desrmaitts des DM. C'est le cas en particulier pour le
formaldéhyde [Taylor D. M. 1995, Verjat al.1999].

Bien qu’ils ne soient pas adaptés a I'évaluationrditement des DM, de nombreux travaux concernant
l'inactivation des prions ont vu le jour. Cependalat multiplicité des conditions opératoires et des
méthodologies employées rend leur synthése extr@miedélicate. De plus, les publications de travaux
contradictoires sont de plus en plus fréquentsset la conséquence de cette multiplicité. 1l yoaaun
réel besoin de cohérence méthodologique pour déerdifficacité d’'un procédé de nettoyage et/ou de
désinfection vis-a-vis du risque prion.

Une méthodologie basée sur I'utilisation de filaalér inoxydable a été décrite pour modéliser la
transmission iatrogéne par Il'utilisation d’électesdcontaminées [Flechsigt al. 2001, Zobeleyet al.
1999]. Dans cette étude, les fils d’acier inoxyeadht été contaminés par trempage dans un homogénat
de cerveau contenant de la PrPsc (souche RML).sAgreir été rincés, les fils ont été implantés dans
cerveau d’'une souris saine, qui développa la maladi70 jours. La transmission de l'infection pes |
fils d’acier inoxydable est aussi efficace qu’unedulation intracérébrale de 30 pl d’'un homogérat d
cerveau a 1% puisque les périodes d'incubationidentiques pour les deux voies de transmission.

Pour se conformer aux conditions réelles d’unervetation chirurgicale, les fils d’'acier inoxydabdat

été contaminés, non pas par un homogénat, maigigantion de ces fils directement dans le cerveau
d’une souris malade. Une implantation de 5 mins@mgdement est suffisante pour transmettre la maladi
[Weissmann 2002]. De la méme facon, l'insertionfitie contaminés dans le cerveau de souris saines
pendant seulement 30 minutes est suffisante pmitidr [Weissmann 2002]. Un temps de contact aussi
court que 5 minutes a également été rapporté posmuche 263K [Yaret al.2004]. Dans les deux cas,

la période d'incubation est rallongée.

Ces travaux montrent la faculté des prions a si#scsur les surfaces d’acier inoxydable. |l semaite
gu’il en soit de méme pour 'or [Flechsigt al.2001] ou les matiéres plastiques telles que lgspyiene

ou le polypropylene [Weissmann 2002].

A en juger par les travaux récents, I'utilisatiossdils d’acier inoxydable couplés aux essaigivo est
extrémement intéressante pour tester I'efficact@ubduits ou procédés potentiellement efficacesesu
prions [Fichetet al.2004, Jacksaret al. 1999, Weissmann 2002, Y,aet al.2004]. Il faut pourtant rester
prudent vis-a-vis des données rendues disponildese systéme d’étude. En effet, ayant recourssa de
essaisin vivo, il faut tenir compte de la résistance des prignsvarie en fonction des souches. Des
résistances relatives ont été décrites notammemrapport a la digestion enzymatique [Somervill@Z0

et a l'inactivation thermique [Taylor D. M. 2001ajflor D. M, et al.1997, Taylor D. M. et al.1999]. Le
titre infectieux de la souche utilisée doit égalatfdre pris en compte dans l'interprétation desndes.
En résumé, la démonstration de I'efficacité d’unduit ou d’un procédé sur une souche, ne signde p
que ce produit est efficace sur la totalité deskes. Les travaux de Yan et Jackson sur I'effiéadé
l'autoclave ou encore les travaux de Jackson éieEisur LpH en sont une illustration [Fichet al.
2004, Jacksaret al.1999, Yanet al.2004].

Bien gu'ils soient fondamentaux pour la validatdes procédés, les essaivivo sont consommateurs de
temps (dépendant de la période d’incubation powolache considérée), d’argent et d’animaux. Il est
donc nécessaire de disposer d'une méthodologigtro, sur support, pour la sélection des produits ou
procédés potentiellement intéressants vis-a-vigsdjue prion. Dans ce contexte, et en admettantiajue
présence de protéine prion pathologique est cearrélélinfectiosité, deux approches peuvent étre
envisagées.

La premiére approche consiste a détecter la pefgiion directement sur le support contaminé par un
réaction immunologique avec un anticorps dirigéteites protéines prion (PrPsc et PrPc). Un essai e
chimiluminescence sur de 'homogénat adsorbé sarfitke d’acier inoxydable montre que la protéine
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prion est effectivement adsorbée sur les fils [Fég et al. 2001]. Cependant, le signal observé n’a pu
étre spécifiqguement associé a la présence de PrtRsque I'anticorps utilisé n'est pas spécifiquard
isoforme. Cependant, il est possible d’assurerroaileure spécificité de la réaction immunologicere
contaminant le support avec de la PrPres.

La seconde approche consiste a détecter la prgpéioe résiduelle par une technique de Western-blot
Ceci nécessite une élution de la protéine priomidirpdu support [Fichetet al. 2004, Lemmeret al.
2004]

Parallelement a ces deux approches, la rechercha pmtéine prion peut étre effectuée a partir des
effluents du nettoyage [Lemmaegat al.2004].

Le but de cette étude est de proposer un procéud’dfficacité est définie par sa capacité a étiemila
protéine prion du support. L'inactivation du priotest pas I'objectif recherché en premiére intamtices
étapes de nettoyage seront complétées par I'émmsinfection, applicable aux DM thermosensibles,
afin de juger de l'efficacité du procédé dans sabalité. Ce procédé devra d'autre part respecter la
chimie des matériaux.

Le terme « procédé » est défini, dans ce travaimme étant I'utilisation successive de formulations
chaque utilisation étant séparée de la précédanterprincage a I'eau.

Dans un premier temps, les formulations ou proc@eésettant de réduire significativement la quantit
de protéines adsorbées sur des surfaces d’acieydable seront sélectionnés par méthode isotopaque
I'lode 125. Nous avons effectivement montré, dansHapitre précédent, I'utilité de cette méthoderpo
évaluer quantitativement I'efficacité des formuwats vis-a-vis de protéines adsorbées. La sélestom
réalisée indépendamment sur deux solutions de ipestéhumaines : la sérum albumine (HSA) et le
fibrinogéne (HFN).

Dans un deuxiéme temps, les formulations et/ouéutés seront testés vis-a-vis de la PrPres avec une
détection des protéines résiduelles directemenessupport.

Enfin, les formulations et/ou procédés qui aurdéatrétenus par les méthodes précédentes serongéval
sur fils d’acier inoxydable vis-a-vis de la protiprion. Quatre souches animales de prions et types

de protéine prion humaine seront étudiés. Troisedyple salissure seront également testés afin
d'appréhender l'incidence de I'environnement désma sur I'efficacité du nettoyage.

Il.  SELECTION DES PROCEDES PAR METHODE ISOTOPIQUE

Le traitement des DM requiére 5 étapes : le ptéwant, le nettoyage, le rincage intermédiaire, la
désinfection et le ringage final. Dans cette étunmys focaliserons notre attention sur la phase de
nettoyage puis sur la phase de désinfection. Neysendrons pas en compte I'étape de prétraitement.

La méthode isotopique, présentée dans le secongitrehaest mise en ceuvre pour I'évaluation de
I'efficacité de formulations et de procédés visig-de protéines adsorbées. L'intérét d'utiliserteet
méthode réside dans le fait de pouvoir évaluefida€ité du procédé a chacune de ces étapes.

Les formulations et procédés sont testés indépemdsunvis-a-vis de deux protéines d’origine humaine
dont les propriétés physico-chimiques sont diffegsnll s’agit de 'HSA et 'HFN. Le choix de ces
protéines est motivé a la fois par leur origine hima et plasmatique. Dans le chapitre précédent, la
méthode isotopique a été mise en ceuvre sur dedmmsdbumine d’origine bovine. Bien que I’homologie
de séquence entre la forme humaine et bovine thuitane soit de 76% [Gelamet al. 2002], il parait
plus judicieux d'évaluer la désorption des protgid®rigine humaine lorsqu'’il s’agit de sélectiontes
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procédés potentiellement applicables dans le dardenla santé humaine. De plus, il semble que 'HSA
et la BSA s’adsorbent differemment sur les surfapefalliques [Kurrat et al. 1997]. L’origine
plasmatique de ces protéines est également umecdi choix face aux problémes de santé publique.
L'HSA est la protéine la plus abondante du plasElte représente 60% des protéines plasmatiques
totales et de ce fait, son adsorption est courarhgtediée. |l s’agit d’'une protéine globulaire d&lDa,
dont la structure secondaire est a 6d%&glicoidal et ne contient aucune structure enll&B-plissé.
Quant a 'HFN, elle représente 2 a 3% des prot§itesmnatiques, elle est souvent utilisée dans leteét
concernant la biocompatibilité des implants. ligiad’'une protéine de 340 kDa constituée de trois
chaines polypeptidiquesoA B ety. Du fait de sa structure secondaire, estimée igaraisme circulaire

a 35,4% d’hélices, 20,8% de feuillet, 12,8% de turn et 31% de random coil [Cheet al. 1999, Lin

et al.2004], le fibrinogene est un modéele différent &SIA et donc complémentaire.

[I.1. Méthodologie

Les protéines HSA et HFEN, ont été marquées a I'it2f (%) par la méthode a la chloramine T, selon le
principe présenté dans le chapitre Il.

Les protéines sont adsorbées sur les substratsamraoxydable AISI 304 a partir de solutions asges

a 1 mg/ml pendant une heure sous agitation & texysér ambiante. Aprés ringage par dilutions
successives a I'eau distillée, la radioactivitéressurée a I'aide d’'un compteur gamma.

Huit formulations, dont trois désinfectants, sonbgmsées pour I'évaluation du nettoyage puis de la
désinfection vis-a-vis des protéines HSA et HFNoddées. Les caractéristiques générales de ces
formulations sont présentées dans le tableau Il1-1.

Ces formulations seront testées :

- Seules;

- Par combinaisons de deux formulations afin d’évale&ouble nettoyage ;

- Par combinaisons de trois formulations pour évakieiouble nettoyage et la désinfection.
Les combinaisons et les conditions d’essais sa@#gntées dans le tableau I1I-2.
La radioactivité, traduisant la quantité de praéimésiduelles sur le substrat, est mesurée ahaggie
rincage en eau de réseau.
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Tableau 1lI-1: Composition qualitative des formulations testéedans le cadre du nettoyage et/ou de

la désinfection

Formulations

Famille de composés

Activité

pH

D2M

Base (NaOH)
Ammonium quaternaire
Tensioactif amphotéere

Nettoyant
Pré-désinfectant

>12

Alcaline

Base (NaOH)
Tensioactif non ionique

Nettoyant

>12

Acide

Tensioactif amphotéere
Tensioactif non ionique
Biguanide
Ammonium quaternaire

Acide (HsPQ,)

Nettoyant
Pré-désinfectant

Aniosyme N2

Tensioactif amphotére
Tensioactif non ionique
Enzymes

Biguanide
Ammonium quaternaire

Nettoyant

Neutre

Aniosyme DD1

Biguanide
Ammonium quaternaire
Tensioactif amphotéere
Tensioactif non ionique

Enzymes

Nettoyant
Pré-désinfectant

Neutre

Anioxyde 1000

Acide péracétique
Tensioactif cationique

Désinfectant

#5

Anioxy Twin Cu

Acide péracétique
Tensioactif non ionique
Tensioactif cationique

Désinfectant

#4

THS

Glutaraldéhyde
Tensioactif cationique

Désinfectant

1,94 20%
3a2%

"Le biguanide et lammonium quaternaire sont trésiéaent représentés dans I'’Aniosyme N2
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Tableau 1lI-2 : Séquences et conditions d’essais des procédésidttoyage et/ou de désinfection pour leur évaluain par la méthod isotopique a l'iode 125.

1°"® Séquence 9 Rincage | 2% Séquence " Rincage | 3™ Séquence 3" Rincage
Formulations Conc | Temps Temps Formulations | Con¢ Tmaps Temps| Formulations Conc| Temps Temps
D2M 0,5% | 15 min | H,Or | 5 min

Alcaline 1% 30 min | H,Or | 5 min

Acide 0,5% | 15 min | H,Or | 5 min

Aniosyme N2 0,5% | 15 min | H,Or | 5 min

Aniosyme DD1 | 0,5% | 15 min | H,Or | 5 min

Anioxyde 1000 | * 30 min | H,Or | 5 min
Anioxy Twin Cu | 2,4% | 30 min | H,Or | 5 min
TH5 20% | 60 min | H,Or | 5 min

Aniosyme N2 0,5% | 10 min | H,Or | 5min | Aniosyme N2 | 0,5% | 5min | HOr | 5 min

Aniosyme DD1 | 0,5% | 10 min | H,Or | 5 min | Aniosyme DD1| 0,5% | 5min | HOr | 5 min

Aniosyme N2 0,5% | 10 min | H,Or | 5 min | Aniosyme DD1| 0,5% | 5min | HOr | 5 min

Anioxyde 1000 | * 30 min | H,Or | 5 min
Aniosyme N2 0,5% | 10 min | H,Or | 5 min Aniosyme N2 | 0,5% | 5min | H,Or | 5min | Anioxy Twin Cu | 2,4% | 30 min | H,Or | 5 min
TH5 20% | 60 min | H,Or | 5 min

*

Anioxyde 1000 30 min | H,Or | 5 min
Aniosyme DD1 | 0,5% | 10 min | H,Or | 5 min | Aniosyme DD1 | 0,5% | 5 min | H,Or | 5min | Anioxy Twin Cu | 2,4% | 30 min | H,Or | 5 min

TH5 20% | 60 min | H,Or | 5 min
Anioxyde 1000 | * 30 min | H,Or | 5 min
Aniosyme N2 | 0,5% H.Or | 5min | Aniosyme DD1 | 0,5% | 5 min | H,Or | 5min | Anioxy Twin Cu | 2,4% | 30 min | H,Or | 5 min
TH5 20% | 60 min | H,Or | 5 min

* Formulation préte a I'emploi
NB : Les fonds violets qualifient les formulatiomsployées pour la phase de nettoyage et les fdeds pour la phase de désinfection

Le procédé de nettoyage consiste en Uffsdquence, unfrincage a I'eau du réseau.(t) suivie d’'une ¥ séquence et d’'u™@ringage en bDr. Il est classique d'utiliser
un nettoyant/pré-désinfectant actif sur les agémasmissibles conventionnels (ATC) pour $®Zéquence. La®3® séquence est I'étape de désinfection visant une
désinfection des ATC et une inactivation partields ATNC.
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I1.2. Résultats

1.2.1. Adsorption des protéines HSX? et HFN-43

Les quantités d’HSA21 et d’HFN-?1 adsorbées sur les substrats d’AlS| 304 & pagisolution a 1
mg/ml sont respectivement de 098,29 pg/cm? et de 1,510,20 pg/cm2. Les quantités adsorbées sont
relativement hétérogénes.

g
©

i
o
—

g
IS

I
[N}
h

-

2%

Quantité de protéines adsorbées (ug/cm2)

o

HSA HFEN

Figure lll-1 : Quantités d’HSA et d’'HFN adsorbées sur substratsd’AIS|I 304 déterminées par
méthode isotopique & I'iode 125 (moyenne écart type avec n = 24)

Pour s’affranchir de cette hétérogénéité, les taulultérieurement obtenus seront exprimés en
pourcentage de performance et traduiront donc iggemtage de protéines éliminé du substrat lors du
nettoyage.

cpm (avant nettoyage) — cpm (apres nettoyage)) 100
cpm (avant nettoyage)

% de performance=

Chaque substrat sera traité de fagon indépendaniedgéterminer le pourcentage de performance de la
formulation a chaque étape du nettoyage. Les m@geeh les écart-types seront calculés a partir des
pourcentages de performance et non pas a partia deantité de protéines résiduelles. Les données
obtenues sur les protéines HSA et HFN pourroni &ins comparées.

[1.2.2. Concernant la phase de nettoyage

Dans un premier temps, les formulations alcalimidea D2M, Aniosyme N2 et DD1 ont été évaluées
seules sur une durée de 15 minutes, a I'exceptda fbrmulation alcaline testée sur 30 min (figlite

2). Les PND (Pouvoir Nettoyant Dégraissant) obtgmusr ces formulations sont présentés sur la figure
111-3 pour comparaison.

Les 5 formulations testées ne présentent pas leemperformances vis-a-vis de I'HSA&} et de I'HFN-

129 Globalement, les formulations alcaline, acide DM sont plus performantes sur 'HSAY
comparativement a 'HFN?. Le cas inverse est observé pour les AniosymeeNRD1 qui montrent
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une meilleure efficacité sur 'HFR®I adsorbée. La formulation alcaline et I'’Aniosyme Mnt une
efficacité comparable sur 'HSA? adsorbée. En revanche, I'Aniosyme N2 présente effieacité
supérieure a la formulation alcaline vis-a-vis #FN-2%. Il en est de méme pour I'’Aniosyme DD1,
mais a moindre mesure. Les formulations acide &l B@nt globalement peu efficaces sur les protéines
adsorbées.

100

80

60

40

% de performance

201

Alcaline (30) Acide (15) D2M(15) N2(15)  DD1 (15)
HSA BHFN

Figure 11l-2 : Performances des formulations vis-a-vis des préines HSA!?1 et HFN-'#1 adsorbées
sur des substrats d’AlSI 304. La durée du nettoyagest indiquée entre parenthése.
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Figure 11I-3 : PND des formulations alcaline, acide, D2M, Anigsne N2 et DD1 obtenus sur des
substrats d’AISI 304 souillés par la salissure CP4®2oMG.

Il est intéressant de comparer les résultats deénode isotopique sur les protéines adsorbéesia ce
obtenus par le calcul du PND sur de la cervelle pgec enrichie a 20% de matiéres grasses
(CP+20%MG). En effet, les PND réalisés sur les fdatmns alcaline, acide et D2M suggérent une
excellente activité détergente de ces formulatiomstrairement a ce qui est observé par la méthode
isotopique. Il semble donc que les pH extrémesglialou acide, ne présentent pas d'activité nettteya
performante sur les salissures de nature exclugimeprotéique.
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Les formulations Aniosyme N2 et DD1 sont des fomtiohs présentant un bon compromis d’efficacité
et de pH. Leur pH neutre permet une applicationlesiDM thermosensibles et leur efficacité vis-a-vi
des protéines est particulierement intéressanta-vis du risque prion.

Ces deux formulations sont retenues et a présaiéas dans le cadre du double nettoyage, selon les
recommandations de la circulaire 138.
Trois combinaisons sont envisagées :
- Un double nettoyage par I'’Aniosyme N2 ;
- Un double nettoyage par I'’Aniosyme DD1 ;
- Un double nettoyage avec I'Aniosyme N2 en premigtention puis I’Aniosyme DD1 en
seconde intention.

Les résultats sont présentés pour chaque combmaiso la figure IlI-4 et montrent que lorsque
I’Aniosyme N2 est utilisée en premiére intentionnglde double nettoyage, au minimum 75% des
protéines adsorbées sont éliminées de la surfacmilokstrat et ceci, indépendamment de la formulation
utilisée en seconde intention.
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N2(10)-N2(5) DD1(10)-DD1(5)  N2(10)-DD1(5)

Figure 111-4 : Performances des Aniosyme N2 et DD1 pour le dolébnettoyage des substrats d’AlSI
304 vis-a-vis des protéines HSAZ1 et HFN-'21 adsorbées.

On peut également constater que le double nettoyag&Aniosyme N2 (figure 1lI-4) est plus efficace
que le simple nettoyage de 15 minutes (figure JIpar la méme formulation, notamment vis-a-vis de
I'HSA-23. Cette remarque ne s'applique pas & I'’AniosymelOiur laquelle les différences entre le
simple et le double nettoyage sont minimes.

Enfin, le double nettoyage semble atténuer lestuiffces d'efficacité observées vis-a-vis de chaque
protéine. En effet, les pourcentages de performmamniga-vis de 'HSA*I et de I'HFN#1 sont
comparables.

[1.2.3. Concernant les procédés de nettoyage et de déginfec

Le double nettoyage étant le pré-requis a la déstioh pour le traitement des DM, il nous parait
intéressant d'évaluer le procédé dans sa globalité.

La désinfection est précédée du double nettoyage gmacune des trois séquences d’Aniosymes N2 et

DD1 évaluées précédemment. Globalement, les résuttontrent une légeére augmentation des
performances de ces procédés par rapport au sebledpettoyage (figure 111-5). Nous avons cherché a
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étudier, dans un deuxieme temps, l'effet isolé ttess désinfectants sans nettoyage préalable. Les
résultats sont représentés par les trois premaiblets du diagramme batons de la figure I11-5.a%t pe
THS5, permettant d’éliminer 80% des protéines adsshEn 60 minutes, I'’Anioxyde 1000 (A1000) et
I’Anioxy Twin Cu (ATC) ne montrent aucune activithtergente en 30 minutes. Ainsi, nous pouvons
conclure que la légére augmentation des perfornsacmestatée, lorsque la désinfection est assoaiée a
double nettoyage, est essentiellement due a ldntrton d’un ringcage supplémentaire dans le procédé
Ces résultats confirment donc que le nettoyageumestétape essentielle dans le traitement des DM et
gu’elle est indispensable avant toute désinfection.

100

80

60

40

% de performance

20

= ~ sl | & sl | & sl | &
e g g e|8|8|.g 288,82/ 8|8
= w (g2 8|0 | w82 8|0 | w g2 8|0 |w
S I |ZEl 8 I |ZEl 8 T [2E|l 8 T
S FlZEel S|k |F|EF S|k |F|Z5 S| |F
< 9] < 9] < 8] 2
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Figure llI-5 : Performances des procédés de nettoyage et de idéction vis-a-vis des protéines
HSA-'1 et HFN-'2 adsorbées sur substrats d’AlSI 304.

Cas particulier de TH5
Comme nous avons pu le constater, la formulatiob,T@¥aluée sur les protéines adsorbées, montre une

activité détergente particulierement élevée. Caeltats tout a fait inattendu, mérite notre attenti&n
effet, TH5 est une formulation désinfectante a lmsglutaraldéhyde, un fixateur des protéines. dsed
d’emploi de ce désinfectant est, en temps norn@aR%. La dose d’emploi dans notre étude est de 20%.
Nous pensions augmenter le pouvoir fixateur duagaltiéhyde en augmentant la concentration de la
formulation d'un facteur 10. Cependant, c’est |@mdmeéne inverse qui s’est produit : 'augmentatien

la dose d’emploi de TH5 augmente significativemegacttivité détergente de ce produit contenant
pourtant du glutaraldéhyde.

Afin d’essayer de comprendre ce phénoméne, noussgumceédé a une étude de la composition du TH5.
Celui-ci est essentiellement composé de glutargilshd’'un ammonium quaternaire aromatique et
d’'acide phosphorique 4R0O,. Nous avons déterminé [l'activité détergente, torgopar méthode
isotopique, de chaque composant de la formulatenl ou en association, pour des doses d’emploi de
2% et de 20%.

Les résultats, présentés sur la figure III-6, memitclairement que le glutaraldéhyde (glut) utisséill ne
présente aucune activité détergente a 2 ou a 208a.dkt de méme pour 'ammonium quaternaire (AQ)
et pour I'acide phosphorique {PIOy).

L'association du glutaraldéhyde avec soit I'acid®gphorique, soit 'ammonium quaternaire n'améliore
pas l'activité détergente pour les deux conceminatitestées. En revanche, I'association de Il'acide
phosphorique et de 'ammonium quaternaire inefiicac2% montre une performance similaire a celle
obtenue par TH5 (JPQ, + Glut + AQ) lorsqu’elle est testée a 20%. C'eshaldaction combinée d’'un
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ammonium quaternaire et d’'un pH fortement acide eptiresponsable de I'activité détergente de TH5
vis-a-vis des protéines adsorbées et ceci indépeméat de la présence d’un fixateur des protéines.

La formulation TH5 & sa dose d’emploi de 2% ne priesdonc pas d’activité détergente supérieure aux
deux autres formulations désinfectantes testées.

Ces données, bien gu'anecdotiques, soulignent faplexité de la chimie de formulation, qui releve
constamment de compromis entre les effets synezgigtiou antagonistes des molécules entrant dans la
composition des formulations.
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Figure 11-6_: Performances des composants, seuls ou assodiésla formulation TH5 vis-a-vis des protéines HSA?1 et HFN-'# sur substrats d’AISI 304
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I1.3. Discussion

Cette premiere évaluation des performances pagéthade isotopique a permis de mettre en évidence la
part de chaque étape dans le traitement des DMpdEticulier, la pertinence du double nettoyage,
recommandé dans la circulaire 138 du 14 mars 2001, étre observée notamment lors de I'utilisatien
I’Aniosyme N2 en premiéere intention. Nos résultaisntrent également que la phase de désinfection ne
participe pas a I'optimisation des procédés deyatje testés vis-a-vis des protéines adsorbées.

Les salissures utilisées pour la méthode isotopspme de nature exclusivement protéique. Ayantanis
évidence, dans le chapitre précédent, une incidelecéa nature de la salissure sur l'efficacité des
formulations, nous avons comparé les résultatsnoten 15 minutes par la méthode isotopique a ceux
obtenus par le calcul du PND sur la salissure CPoh2G. Les méthodologies utilisées sont certes
différentes, mais les résultats sont extrémemewergents lorsque I'on compare I'efficacité d'une
formulation sur des salissures de nature différehte présence de lipides semble considérablement
influencer I'efficacité du nettoyage et ceux-cidépendamment du pH de la solution de nettoyage. La
saponification des lipides en milieu alcalin papc sans aucun doute a I'optimisation du nettoyage,
cependant, un pH trés acide favorise égalemenmiightion des salissures lipidiques. En revanchks, ¢
pH extrémes ne présentent que peu d'efficacitéesusalissures protéiques.

Quant aux formulations de pH neutre, elles présemtes efficacités satisfaisantes quelque soiatare

de la salissure et de la méthode utilisée.

Lorsque I'on compare I'effet d'une méme formulativis-a-vis soit de I'HSA soit de 'HFN, on peut
observer une légeére différence d’efficacité. D'unaniére générale, les formulations présentant tes p
extrémes sont plus performantes sur 'HSA que &dFN, notamment la formulation alcaline. A
l'inverse, les formulations a pH neutre, et enipalier I'Aniosyme N2, sont plus efficaces sur I'NF

Ces observations sont difficiles a expliquer esaaides différences importantes de poids moléeslair
et de structures de ces deux protéines. On pen@as supposer que le nettoyage par des formaofatio
de pH extréme provoque la dénaturation des pratdidarchschlaget al. 2000]. L'HSA étant de plus
faible masse moléculaire que I'HFN, sa dénaturatioit étre plus rapide. Sa désorption pourrait étre
partiellement favorisée par 'augmentation desdsrde répulsion électrostatiques. En effet, a Hesqs
acides ou trés basiques, des charges de méme sigherraisemblablement portées a la fois par la
protéine et par la surface. Ceci est présenteraerdd puisque les points isoélectriques (pl) detpres

et de la surface sont pratiquement identiques.llde'HSA est de 4,6, celui de 'HFN est comprigre

5,3 et 6,1 et celui de I'acier inoxydable est dieow 4,5 [Boulangé-Petermanat al. 1995, Karlssopet

al. 1996, Wabhlgren et Arnebrant 1991].

Concernant les formulations a pH neutre, ce soserdgiellement les tensioactifs qui vont influentzer
désorption plus ou moins importante des protéiSes/ant la nature du tensioactif, leur interactiwec

les protéines peut conduire a des modificationsfazamationnelles des structures secondaires et/ou
tertiaires de ces protéines. Les tensioactifs amims, les plus couramment étudiés, sont connus pou
modifier fortement la structure des protéines [gahlag et al.2000]. Bien que les données soient plus
rares, les tensioactifs non ioniques ou cationiqumsvent également se complexer avec les protéines
mais il semble que les modifications conformatidiese engendrées soient moins déstructurantes
[Gelamqg et al. 2002, Lanig et al. 2002]. La structure de la protéine est égalememptrendre en
considération dans leurs interactions avec cesaul@gé. Deux protéines présentant des homologies de
séquences et de structures ne subissent pas lessnmaadifications structurales vis-a-vis d’un méme
tensioactif [Gelampet al.2002]. Enfin, I'effet des tensioactifs sur les t@ines adsorbées est également
fonction des propriétés de la surface [Elwing eta@der 1990, Wahigren et Arnebrant 1991]. Dans ce
contexte, il nous parait difficile d’expliquer alament le mécanisme favorisant la désorption dENHwu
détriment de I'HSA par les tensioactifs amphotéetss moindre mesure les tensioactifs non ioniqdes)
I’Aniosyme N2.
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La méthode isotopique, employée dans le cadre diuésélection de procédés représente un tres bon
compromis méthodologique. En effet, les avantagesette méthodologie sont :

- Le suivi des performances a chaque étape du procédé

- La sensibilité de la détection surfacique ;

- La détection spécifique des protéines ;

- La quantification des protéines résiduelles din@etst sur la surface du matériau.

Bien que nous nous soyons focalisés sur des matéeia acier inoxydable, I'efficacité des procédiss v
a-vis des protéines peut également étre appréoifredautres matériaux de type polymére ou céraeniqu
par exemple. De nombreuses études comparant lj@itsod’'une méme protéine sur différents matériaux
ont recours a cette méthode [Balasubramargtal. 1999, Pamulaet al. 2004, Tidwell et al.2001, Van
Dulm et Norde 1983].

Si la nature protéique de la salissure utilisée pméthode isotopique apparait comme un incoevini
elle permet cependant d'évaluer les procédés delguire des scénarios. De plus, elle semble étre
acceptée par la communauté scientifique commessatismodeéle. En effet, la salissure proposée dans
'annexe L de la norme EN ISO 15 883-5 est constituniquement d’'un mélange de quatre protéines. Il
a également été montré que cette salissure étaplua résistante aux procédés de nettoyage,
comparativement aux salissures proposées danstexes A, F et R (L. Pineau Biotech Germande,
communication personnelle).

Cependant, nous ne pouvons avoir recours a cetteodwlogie pour évaluer les procédés vis-a-visade |
protéine prion spécifiquement. En effet, si la rpatation d’iode radioactif nécessite de travailerzone
confinée, les prions d'origine humaine doivent égant étre manipulés dans des laboratoires deitgécur
biologique de niveau 3 [Richardt al. 1999]. D’'un point de vue pratique, il n'est pasgible, a I'heure
actuelle, de manipuler de la protéine prion margudéde 125 dans le laboratoire de diagnostic des
maladies a prions de I'H6pital Neurologique de Lyon

C’est donc dans ce contexte que deux nouvellesadélbgies sont envisagées pour I'évaluation des
procédés vis-a-vis de la protéine prion.

Les résultats obtenus pour les formulations Aniasyi2 et DD1 par les différentes méthodes mises en
ceuvres (PND, XPS et méthode isotopique sur BSA, WEAFN) nous conduisent a sélectionner ces
formulations pour étre évaluées vis-a-vis d’'unassale contenant de la protéine prion. En effes, ce
formulations montrent une bonne efficacité surdéfrentes salissures testées. De plus, nous gwons
constater que ces formulations étaient relativenmemtes vis-a-vis des surfaces d'acier inoxydable.

Le double nettoyage par I'utilisation successiveceds deux formulations garantirait une efficaciwé1t
nettoyage vis-a-vis des protéines par I’AniosymedtiZgalement une pré-désinfection au cours"du 2
nettoyage par I’Aniosyme DD1. Le double nettoyage Ips Aniosyme N2 puis DD1 serait donc un bon
compromis entre efficacité et sécurité si leursfqrarances étaient également validées face au risque
prion.

-70 -



Chapitre 11l — Efficacité du Nettoyage et/ou déiésinfection vis-a-vis de la protéine prion

IlIl. EVALUATION DES PROCEDES VIS-A-VIS DE SOUILLURE CONTENANT
DE LA PROTEINE PRION

L'efficacité des formulations et procédés pourifigéhation de la protéine prion des surfaces d'acier
inoxydable est évaluée a la fois par des méthodedétection directe et indirecte. Ces approches nou
permettront de nous intéresser aux effets de ssuderions dans I'évaluation des procédés.

[11.1. Détection directe de la PrPres sur lamelles d’aci@anoxydable

Dans un premier temps, les formulations et procé&dés évalués vis-a-vis de la PrPres d'une souche
animale, la souche 6PB1. Il s’agit de la souchéeteéphalopathie spongiforme bovine (ESB) adaptée
la souris [Lasmezagt al.1996].

Ces travaux sont réalisés par la société SPI-BLG kodirection de Pascal Clayette.

[11.1.1. Principe

Une quantité connue de PrPres est déposée suardeids en acier inoxydable. Ces lamelles subissent
les différents traitements de nettoyage et/ou denfiction, puis la PrPres résiduelle est détectée
directement sur les lamelles par une réaction inologique utilisant un anticorps anti-PrP et un &y

de révélation en chimiluminescence.

[11.1.2. Méthodologie

Préparation de la PrPres
La PrPres est préparée a partir d'homogénat deeaert0% a I'aide du kit commercialisé par BioRad

« BSE purification kit » et d'une digestion a 10mbde protéinase K pendant une heure a 37°C.

Contamination des lamelles d’acier inoxydable
Les lamelles d’acier inoxydable d’environ 25 mmatscontaminées par un inoculum de PrPres titréa 3,

log. Les lamelles sont ensuite séchées une nudt Isotie a flux laminaire pour favoriser I'adsorptide
la salissure.

Evaluation des formulations ou procédeés
Une fois séchées, les lamelles sont placées dansibles de 2,2 ml et incubées en présence de & tal d

formulation a tester. La lamelle contrdle est irbislans 1 ml de I'eau du réseau utilisée pourlgiah

des formulations.

Les lamelles sont rincées a lissue du traitemérgnére chaque séquence du procédé par de I'eau du
réseau.

La nature des 19 formulations et/ ou procédés, ajime les conditions d'essais sont rappelés dans le
tableau Il1-3.

Détection de la PrPres résiduelle sur les lamelles
La PrPres résiduelle est directement détectée emrldmelles par I'anticorps SAF83 couplé a la

péroxydase. Cet anticorps est spécifiquement daagdre la PrP de souris. La réaction immunologique
est révélée en chimiluminescence a l'aide du sabstrSuperSignal R-West Extended Duration
substrate » commercialisé par Pierce.
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[11.1.3. Résultats

Les résultats suivants sont présentés avec l'acderdPascal Clayette de la société SPI-BIO. La
radiographie des lamelles d’acier inoxydable eés@ntée sur la figure 111-7.

Les lamelles contrbles sont :

- PC: lamelle contaminée par de la PrPres mais ntagabit aucun traitement. Il s'agit du
contrble positif de I'adsorption de la PrPres.

- PC1, PC2 et PC3: lamelles contaminées par deHeePrayant subit respectivement 1, 2 ou 3
ringages. |l s’agit des contrdles concernant laftité des rincages a I'eau du réseau vis-a-vis de
la désorption de la PrPres.

- NC : lamelle contaminée par de la PrP préparéeta daun homogénat de cerveau sain, exempt
de protéine prion pathologique. Cette lamelle aitsubb seul rincage. Ce contrdle permet de
s’assurer de la spécificité de la détection.

Concernant les essais, seulement 5 lamelles seitives pour la détection de la PrPres résiduéitiene
I11-7). Il s'agit des essais :

- Al: Aniosyme N2, 15 minutes

- A3:laformulation alcaline, 30 minutes a températambiante

- A4 :T'Anioxy Twin Cu, 30 minutes

- Al18: la formulation acide, 15 minutes

- A19: la formulation acide, 15 minutes suivie dérffoxy Twin Cu, 30 minutes.

Un simple nettoyage de 15 minutes par I'’Aniosyme(N2) est insuffisant pour éliminer la PrPres de la
surface. En revanche, la PrPres n'est plus obsdovéedu double nettoyage par les Aniosymes N2 et
DD1 (A2).

La formulation alcaline n’enléve pas totalemenPi®res en 30 minutes a température ambiante (A3)
mais est efficace dés 10 minutes a 55°C (A5). @esltats ont précédemment été observés puisque
certaines formulations alcalines actuellement coroiakisées ne présentent une efficacité vis-a-vs d
prion qu'a des températures supérieures a 43°@4Fiet al.2004]. Ces données peuvent également étre
comparées a celles disponibles sur l'incidence aldempérature sur l'inactivation des prions par
I'hydroxyde de sodium [Lemmeet al.2004, Taylor D.M. 2000, Taylor D. Met al.1997].

Enfin, la formulation acide, employée seule ou emiginaison avec I’Anioxy Twin Cu, ne permet pas
d’éliminer la PrPres adsorbée.
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Tableau IlI-3 : Formulations et procédés évalués sur la PrPresedla souche 6PB1 adsorbée sur
lamelles d’acier inoxydable. Ce tableau est présehtavec I'accord de Pascal Clayette de la société
SPI BIO.

1ére Séquence ler Rincage 2éme Séquence 2éme Ringage 3éme Séquence 3éme Ringage
Essais Formulations [ TempdT°C Temp: Formulations [Tempg T°C Tempq Formulations  [Temps| T°C Tempq
NC H,0r 2
PC
PC1 H,0r 2
PC2 H,0r 2 H20r 2
PC3 H,0r 2 H20r 2 H20r 2
Al Aniosyme N2 15 |RT H20r 2
A2 Aniosyme N2 10 |RT H20r 2 Aniosyme DD1 5 RT H20r 2
A3 Alcaline 30 |RT H20r 2
A4 Anioxy-Twin Cu [ 30 |[RT H20r 2
A5 Alcaline 10 |55 H20r 2
A6 Aniosyme N2 10 |RT H20r 2 Aniosyme N2 5 RT H20r 2 Anioxyde 1000 30 | RT H20r 2
A7 Aniosyme N2 10 |RT H20r 2 Aniosyme N2 5 RT H20r 2 Anioxy-Twin Cu [ 15 | RT H20r 2
A8 Aniosyme N2 10 |RT H20r 2 Aniosyme N2 5 RT H20r 2 Anioxy-Twin Cu | 30 | RT H20r 2
A9 Aniosyme N2 10 |RT H20r 2 Aniosyme N2 5 RT H20r 2 TH5 60 | RT H20r 2
A10 Aniosyme DD1 10 |RT H20r 2 Aniosyme DD1 5 RT H20r 2 Anioxy-Twin Cu [ 30 | RT H20r 2
Al1l Aniosyme DD1 10 |RT H20r 2 Aniosyme DD1 5 RT H20r 2 Anioxyde 1000 30 | RT H20r 2
Al12 Alcaline 10 |55 H20r 2 DM 5 55 H20r 2
Al13 D2M 15 |RT H20r 2 Anioxy-Twin Cu 30 | RT H20r 2
Al4 D2M 15 |RT H20r 2 THS5 60 | RT H20r 2
Al5 Aniosyme N2 10 |RT H20r 2 Aniosyme DD1 5 RT H20r 2 Anioxyde 1000 30 | RT H20r 2
A16 Aniosyme N2 10 |RT H20r 2 Aniosyme DD1 5 RT H20r 2 Anioxy-Twin Cu [ 30 | RT H20r 2
Al17 Aniosyme N2 10 |RT H20r 2 Aniosyme DD1 5 RT H20r 2 THS 60 | RT
A18 Acide 15 |RT H20r 2
A19 Acide 15 |RT H20r 2 Anioxy-Twin Cu | 30 | RT H20r 2
ho (@ ;
4 -
Al A2 A3 A4 A5 A6
) . D -~ o
Lamelle \) . C‘
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positive
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Figure 11l-7 : Radiographie de la PrPres résiduelle sur les laalles d’'acier inoxydable détectée en
chimiluminescence. La PrPres résiduelle est déteetéur les lamelles Al, A3, A4, A18 et A19,
encadrées en rouge. PC est la lamelle contrdle nayt subit aucun traitement. PC1, PC2 et PC3
sont les lamelles ayant subit respectivement 1, 2 8 rincages a I'eau du réseau. La lamelle NC,
contaminée par de la PrP préparée a partir d’'un homgénat de cerveau sain, n'a subit qu'un seul
rincage. Ces résultats sont présentés avec I'accodé Pascal Clayette de la société SPI-BIO.
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Les données obtenues par détection directe dePlee®sont en accord avec les résultats précédemment
obtenus par la méthode isotopique :
- Le double nettoyage s’avere plus efficace que fepkd nettoyage pour un temps de contact
équivalent de 15 minutes.
- La formulation alcaline, a température ambiante8@mminutes, est peu efficace lorsqu’il s’agit
d’éliminer des protéines adsorbées, dans un emeément exempt de matiére lipidique.
- La formulation acide, efficace sur une salissutatisement lipidique, ne montre vis-a-vis des
protéines, que peu d'intérét.

[11.1.4. Discussion

D’apres ces résultats, les procédés mettant eneceavidouble nettoyage par les Aniosyme N2 et DD1 et
I'étape de désinfection sont trés intéressantgjlard’on utilise une salissure a base de PrPresrlaés.
Comparativement aux résultats de la méthode isptiepsur 'HSA et I'HFN adsorbées, on peut constater
que les procédés présentant des pourcentages ftenpmrce supérieurs a 50% dans le cadre du
nettoyage (figure 111-4) confirment leur efficaciér la PrPres.

La méthode de détection directe de la PrPres nmgiepas d'observer de différence d'efficacité
concernant les séquences du double nettoyage pa@mniesyme N2 et DD1 (de A6 a All et de Al5 a
A17) alors que la méthode isotopique laissait gyésane diminution de I'efficacité du double netgg

lors d'une double utilisation de I'Aniosyme DD1 dtire Ill-4: DD1(10)-DD1(5)). En effet,
contrairement a la méthode isotopique, la détectmfa PrPres directement sur le support ne pgraset
d'établir de classification des performances demédations ou procédés. Il s'agit d’'une méthodadogi
ON/OFF.

Pour la plupart des procédés testés, aucun sigestl observé sur la radiographie des lamelles.eCett
absence de signal suggere que la quantité de Péxidselle est inférieure a la limite de détectignla
méthode. La limite de détection annoncée pour $éesye de révélation utilisé est de I'ordre de fmaidie

de femtogramme (1 g) dans le cadre du Western blot. Cette valeustnjgobablement pas
représentative dans le cadre de cette applica@on.peut d'ailleurs se demander si la méthode de
détection par chimiluminescence est suffisammensibte pour détecter une monocouche de protéines
adsorbées. En effet, lorsque le volume (connu)réeel est déposé sur la surface de la lamelleg &ul
premiére monocouche de PrPres est en interactiemlavsubstrat en acier inoxydable. Or, il est maco
que les protéines adsorbées subissent des moidifisatonformationnelles pour réduire I'énergiediloiu
systeme ([Norde 1986, 1995, Norde et Lyklema 199drde et Zoungrana 1998]. Les protéines des
couches supérieures, n'entrant pas en contactlavaaface, conserveraient leur structure nativeold

et al. 1998]. Ainsi, si la majeure partie de la salisspeait étre éliminée lors du nettoyage, ce n'est
probablement pas le cas de la monocouche adsdibéee (IlI-8). Ceci est d'ailleurs fortement suggér
par la méthode isotopique puisque aucun procéd@ermis d'atteindre la limite de détection de cette

méthode.
&

Protéines native%
Monocouche adsorbé
Surface[ » »
Avant Pendant Apres
Figure 111-8 : Schéma hypothétique illustrant le comportement d la monocouche de protéines

adsorbées ) et des couches supérieures de protéines native2 Y avant, pendant et apres le
nettoyage d’'une surface.
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De par [lutilisation d'anticorps, nous pourrions aégment attribuer I'absence de signal a leur
inaccessibilité au site antigénique. En effet,fedécules tensioactives modifient la conformatitiowe
l'orientation des protéines au cours des étapemattoyage [Wahlgren et Arnebrant 1991]. Elles
pourraient donc diminuer voire masquer les épitapidalement accessibles.

L'utilisation de la PrPres comme salissure poumtthode de détection directe sur support préselate a
fois des avantages et des inconvénients. Détgoéeifigjuement la présence de PrPsc n’est possilde g
si la PrPc est préalablement digérée par la prxéirkK puisque I'Ac anti-PrP employé est un Ac
séquentiel. De ce fait, travailler avec de la PsRxgsure la spécificité de la détection. CepentiamtPsc
n'est que partiellement résistante a la dégradatiozymatique puisque sa partie N-terminale y est
sensible. Les propriétés de la PrPres sont dondfiéesl par rapport a la PrPsc et ces différences
pourraient avoir des conséquences sur l'efficaditéh procédé notamment lorsque celui-ci implique
I'utilisation de molécules tensioactives et d’enagnkEn effet, la PrPres est obtenue suite a uermant
enzymatique a la protéinase K. La question de teib#ité de cette PrPres a un second traitement
enzymatique est donc posée et nous tenterons doriagp des éléments de réponses.

La PrPres constitue une nouvelle fois une salissierenature essentiellement protéique, modélisant
probablement le pire des scénarios. Cependantt ihgortant de prendre en considération la présenc
des autres constituants de la matiére organiquesi,Adans les étapes suivantes, les procédés nettan
ceuvre le double nettoyage par les formulations gymiee N2 et DD1 sont évalués vis-a-vis de la PrPsc
dans une salissure plus représentative et plusleamp

[11.2. Détection indirecte de la PrP adsorbée sur fils d@er inoxydable

La finalité de notre projet est de démontirervitro I'efficacité d’'un procédé vis-a-vis du risque prio
Dans un premier temps, les procédés seront évaluésne salissure complexe contenant de la protéine
prion du vMCJ. Dans un deuxiéme temps, et compte tie I'incidence que semble avoir la nature de
salissure sur l'efficacité du nettoyage, certaimscpdés seront également évalués sur des salissures
protéiques de PrPsc et de PrPres également issued1@J. Enfin, pour s’assurer de I'absence de
spécificité des procédés de nettoyage et de désimfie ceux-ci seront évalués vis-a-vis de prot@inen

issue de différentes souches animales et de laefsporadique de la MCJ.

Aprés avoir présenté le principe de la méthodeéeation indirecte de la protéine prion adsorbédilsu
d’'acier inoxydable, nous présenterons les typePrfehumaine et les salissures qui leur sont associé
ainsi que les souches animales étudiées.

[11.2.1. Principe

Afin d’évaluer les performances du double nettoyagde la désinfection vis-a-vis de la PrPsc dames u
salissure plus représentative, il est nécessairpodeoir dissocier I'isoforme cellulaire de l'isafoe
pathologique de la protéine prion. Une détectioBcBimue directe n'est donc plus possible. Il est
nécessaire d’'avoir recours a une méthode indirdetdétection et donc de procéder a une élution des
protéines résiduelles aprés nettoyage et/ou désimfie La PrPsc résiduelle dans I'éluat peut afdre
spécifiguement mise en évidence par Western beralRRlement, un traitement préalable des substrats
d’'acier inoxydable par la protéinase K, avant éltipermettra de confirmer la présence de PrPsc
résiduelle adsorbée.

Les fils d’acier inoxydable
Cette méthodologie nécessite de faire un compremise spécificité et sensibilité. En effet, comrhe i

I'est expligué précédemment, la spécificité de &edtion n'est assurée qu'aprés élution de la PrP
résiduelle du support sur lequel elle est adsor®éesi le volume de la solution d’élution nécessai la
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désorption de la PrP résiduelle est trop importansensibilité de la détection sera diminuéestidonc
nécessaire de disposer de support d’adsorptionctéaise par un rapport surface/volume élevé.
L'utilisation de courts segments de fils d'acieoxydable de faible diametre permet de répondre a ce
critere [Lemmeret al.2004]. Ces fils d’acier inoxydable étant égalen@mployés pour les essaisvivo
d’inoculation a I'animal, leur utilisation pour lalidation des essais vitro est d’autant plus pertinente.

Les types de PrP des maladies humaines
Dans le cadre des maladies humaines a prion, @anhe pas de souches mais plutdt de types de rP. L

typage de la PrP est établit suivant son profittédghorétique apres digestion a la protéinasadré |-

4). En raison du probléeme de santé publique pro&quar 'émergence du vMCJ, de sa distribution
périphérique et de l'efficacité de sa transmissmar le sang, les procédés doivent étre évalués
prioritairement vis-a-vis de la PrP du vMCJ. Dap#te forme de MCJ, la PrPres est de type 2. Elle es
différenciée de la PrPres type 2 des formes spguadipar sa bande biglycosylée majoritaire (figute

La forme des maladies a prions la plus courantéagfstrme sporadique de la MCJ (tableau I-2 : Forme
de Heidenhain). Ce phénotype de la MCJs est assodi présence de PrPres de type 1 et a une
homozygotie Met/Met au codon 129 (Parchi 1996).sAilfévaluation des procédés sera également
réalisée a partir de PrP de type 1 provenant datiept homozygote Met/Met au codon 129.

L’adsorption sur fils d'inox a partir d'un simplemogénat de cerveau a 10% pour les formes humaines,
ne permet pas d'établir I'efficacité du procédécauvae sensibilité suffisamment importante. En effet
lorsque la PrP, adsorbée a partir de cette satissst éluée des fils d’acier inoxydable et quii&&est
analysé en Western blot, la derniére dilution dduit pour laquelle la PrP est observée est celle a
1/33™ correspondant a 1,5 log de PrP (figure 111-9).

1 log
1.5log
2 log

Figure 111-9 : Limite de détection en Western blot de la PrP hmaine adsorbée sur fils d'acier
inoxydable a partir d’'un homogénat de cerveau 10%.

Evaluer I'efficacité des procédés sur 1,5 log njess$ pertinent compte tenu des sensibilités ofqute

les essais vivosur I'animal. 1l est vrai que travailler sur legrites humaines n’est pas toujours évident.
Contrairement aux souches animales qui sont stébdi et titrées, la quantité de PrPsc dans leseform
humaines est variable et dépendante du patieneffén la quantité de PrPsc va varier en fonctian d
stade de la maladie auquel est survenu le déags.|d’ktade sera avancé, plus la quantité de RBePac
importante. Mais il faut également préciser quedfgartition cérébrale de la PrPsc n’est pas honm@dan
quantité de PrPsc dans un homogénat d’'une zonéraéréonnée n’est donc pas représentative de la
guantité de PrPsc accumulée au cours du développeimdéa maladie.
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Afin d’'augmenter la sensibilité de notre méthodaysiavons utilisé des techniques de concentraéda d
PrP. Ces techniques de concentration sont couratmmises en ceuvre dans le Laboratoire de Diagnostic
des Maladies a Prion de I'Hopital Neurologique ger. Ces techniques consistent en :
- Une concentration par précipitation sélective dePl@sc par l'acide phosphotungstique,
initialement décrite par Wadsworth [Wadsworgh al.2001] ;
- Une concentration de la PrPsc par ultracentrifogagn présence de Sarkosyl [Bolta al.
1984]. Cette derniére technique est égalemensésilipour concentrer la PrPres & partir d'un
homogénat de cerveau préalablement traité paotgipase K.

La protéine prion, ainsi concentrée, sera reprsesdin homogénat de cerveau a 10% permettant de test
les procédés sur de la PrPsc en milieu lipidiquéhrél avec une sensibilité plus adaptée. Le pattoc
employé pour la préparation de cette salissureabgtmatisé sur la figure I1I-10.

Homogénat 5% - Homogénat 10% -
PBS Sarkosyl 2% Sarkosyl 10%
17 Centrifugation
S [ v
ot Surnageant
Ultra-
! v centrifugation
Culot de Surnageant de

l'ultracentrifugation

précipitation (Cp) (Su)

repris par H10%
=Cp-H10%

—Surrageant

CpSurepris par Cp-
H10%
= Cp-H10%-CpSu v

I > Cu repris par

Cp-H10%-CpSu

\4

Adsorption sur fils
d’acier inoxydable

Figure 111-10 : Schéma du protocole de concentration de la PrPsgour la préparation de la
salissure PrPsc en milieu lipidique cérébral. Le dot Cu repris par Cp-H10%-CpSu constitue la
salissure PrPsc en milieu lipidique cérébral utiliée pour I'adsorption sur les fils d’acier inoxydabeé.

Afin d’'établir un paralléle avec la méthode de détm directe de la PrPres sur support, et d’étudie
lincidence de la nature de la salissure sur keffité du nettoyage, des salissures constituées
exclusivement de PrPsc ou de PrPres du vMCJ ségalement préparées par ultracentrifugation. La
préparation des différentes salissures employées akztte étude est résumée dans le tableau 111-4.
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Tableau Ill-4 : Les différentes salissures de protéine prion eles techniques de concentration
correspondantes. Ces salissures sont préparées atpal’homogénat de cerveau a 10%.

Salissures Protéinase K| Techniques de concentration Tampons de reprise

PrPsc en milieu lipidique - Précipitation a I'acide Homogénat de cerveal

cérébral phosphotungstique a10%
Ultracentrifugation

PrPsc - Ultracentrifugation PBS pH7,2

PrPres + Ultracentrifugation PBS pH7,2

L'utilisation de ces salissures pour l'adsorptioa k& PrPsc sur les fils d'acier inoxydable permet
d'évaluer l'efficacité des procédés avec des sdit6ib plus adaptées. Vis-a-vis de la PrP du vM@&J,
salissure PrPsc en milieu lipidique cérébral perdeetester I'efficacité des procédés sur 4 log de P
adsorbée et les salissures PrPsc et PrPres sg. Edmcernant la PrP de la MCJs, les procédés sont
évalués sur 3,3 log de PrP adsorbée a partir dalilssure PrPsc en milieu lipidique cérébral (feglit-

11).
PrPsc en milieu lipidique Prpsc PrPres
| D <) ) o) l o o |
o 9 o L2 o 2 oL o SO o 8 o
2 o 2 o 9 m 2 o 2 m 2w °
N N ™ ™M < — N N ™ “ N o ™

ol |

vMClJ

Figure 1ll-11 : Limite de détection en Western blot de la PrP hmnaine adsorbée sur fils d’acier
inoxydable a partir des salissures « PrPsc en milidipidique cérébral », PrPsc et PrPres.

Les souches animales
Etant donné que les propriétés de résistance dmsspet que les titres infectieux varient en fometdes

souches il parait important de pouvoir établir fliedcité d'un procédé vis-a-vis de plusieurs sosche

Néanmoins, les propriétés de résistance des padbssrvées pour les procédés d’inactivation ne sont
probablement pas transposables aux procédés deyagsdt En effet, nous nous intéressons au
déplacement des prions de la surface vers la solde nettoyage sans chercher a les inactiver. Les

souches animales utilisées dans cette étude sesdrges dans le tableau IlI-5 :
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Tableau llI-5 : Caractéristiques des souches animales sur lesdjes les procédés de nettoyage et de
désinfection sont évalués. Les souches 6PB1, 263KC806M3 sont un don de Pascal Clayette de la
société SPI BIO. La souche 22L est un don de Sylmdiehmann du CNRS UPR 142.

Souches Porteur Origine Titre infectieux Période d’'incubation aprés
(LD50 /g de inoculation intracérébrale (I.C.)
cerveau)
6PB1 C57/BL6 ESB 16a 10 = 150 jours
263K Hamster syrien Tremblante 18 = 70 jours
doré
C506M3| C57/BL6 Tremblante foa 10 171+ 3 jours
22L C57/BL6 Tremblante Non titrée

Les adsorptions sur fils d’acier inoxydable sorglises a partir d’homogénat de cerveau a 20% pour
chacune des souches présentées et ces salissurettpet d'évaluer I'efficacité des procédés suo@

de PrP adsorbée, pour toutes les souches considégiee 111-12).

Homogénat 20%

Homogénat 20%
| |

! o | o o o
o o o 2 S o8 oo
e © 2 o 2o
— N ™ = N o ™M™ m

221

C506M3

Figure 1lI-12 : Limite de détection en Western blot de la PrP de souches animales 263K, 6PB1,
22L et C506M3 adsorbées sur fils d’acier inoxydabla partir d’homogénats de cerveau a 20%.

[11.2.2. Méthodologie

Fils d’acier inoxydable :
Les supports employés sont des segments de fitted'imoxydable de 5 mm de longueur et de 0,125 mm

de diameétre. Chaque essai comportant 40 fils, faca disponible pour I'adsorption est d’environ 80

mm?2,
Les fils sont stérilisés & 121°C pendant 20 mimad&tre utilisés.

Adsorption :
Chaque essai, contenant 40 fils, est incubé erpcésde 100 pl de la salissure considérée, pe@tamt

37°C sous agitation a 350 rpm. Les fils sont ersdipartis sur une boite de pétri et séchés uriesous

hotte a flux laminaire.
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Nettoyage et/ou désinfection :
Une fois séchés, les fils sont collectés dans diesstde 1,5 ml et incubés en présence de 1 ml de la

formulation & tester. Les tubes sont placés swagitateur rotatif assurant une bonne agitation mégce

des fils dans la formulation. Les conséquenceselagitation mécanique inappropriée seront illustrée
dans la discussion de la méthode.

Les procédés évalués sont présentés dans le tdbk@alLes fils sont rincés pendant 3 minutesiaslie

du traitement et entre chaque étape du procédéepdieau du réseau. Le désinfectant évalué dans les
procédés de nettoyage et de désinfection est nibwin Cu a 2,4% pendant 15 ou 30 minutes. La
sélection de I'’Anioxy Tween Cu, par les LaborateifdNIOS, comme le désinfectant de référence dans la
validation du procédé est en relation avec les udils possibles que pourraient subir ce produit
désinfectant dans le cadre des traitements desiBhbsensibles.

Tableau 111-6 : Procédés de nettoyage et de désinfection évaluds-a-vis de la protéine prion du
vMCJ en milieu lipidique.

1*" nettoyage 29 nettoyage Désinfection

Formulation Temps | Formulation Temps | Formulation Tenps

. . : Anioxy Twin Cu 2,4%| 15 min
0 [v “ ’
Aniosyme N2 0,5%| 10 min  Aniosyme N2 0,5% 5 mn nioxy Twin Cu 2.4%| 30 min

JAnioxy Twin Cu 2,4%| 15 min
"Anioxy Twin Cu 2,4%]| 30 min|

Aniosyme N2 0,5%| 10 min Aniosyme DD10,5% 5 m

JAnioxy Twin Cu 2,4%| 15 min

. 0 . . o
Aniosyme DD1 0,594 10 min  Aniosyme N2 0,5 FAnioxy Twin Cu 2.4%| 30 min

5m

(=)

JAnioxy Twin Cu 2,4%| 15 min

. 0 . . b
Aniosyme DD1 0,594 10 min Aniosyme DD10,5% 5 m FAnioxy Twin Cu 2.4%| 30 min

Le controle de la détergence est effectué par noebation de 40 fils dans 1 ml de I'eau du réseau
utilisée pour la dilution des formulations.

Les fils ne subissant aucun traitement sont codseen boite de pétri a température ambiante. @es fi
seront le contréle positif de I'adsorption.

Apres traitement, les fils sont & nouveau séchéswit en boite de pétri sous hotte a flux lamimair

Traitement et analyse des effluents du nettoyage :
Les effluents du % et 2 nettoyage sont collectés et analysés en Westetnabih de s’assurer de la

désorption de la protéine prion a partir des filaci@ér inoxydable. L’activité enzymatique des
formulations Aniosyme N2 et DD1 est inhibée pathauffage des effluents 10 minutes a 100°C.

Elution des protéines résiduelles :

Afin d’éluer les protéines résiduelles, les filmsmcubés dans 50 pl d’'une solution de dénaturgdés
SDS, 192 mM glycine, 5% saccharose, 25 mM Tris-H@h 3-mercaptoéthanol), traités 2 heures aux
ultrasons puis chauffés 10 minutes a 100°C. Latisolule dénaturation est prélevée et 20 pl sonbsEp
en Western blot pour la détection de la protéinenpr

Dans le cas des contrOles positifs de I'adsorpties,fils subissent une double désorption. En effet
n'ayant pas subit de traitement, la quantité dissale adsorbée est importante et il est néceséiter

les protéines dans 2 x 50 pl de solution de déatbur pour s’assurer d’'une désorption maximaleade |
PrP. Le facteur dilution (de 2) sera pris en cong@es la conversion des dilutions de I'éluat en lmem
de log de PrP éluée.
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Western blot :
Les protéines de I'éluat sont séparées par éldutrége SDS/PAGE puis transférées sur une membrane

de PVDF. La PrP est détectée sur la membrane gaméthode indirecte utilisant un anticorps primaire
de souris anti-PrP et un anticorps secondairelg@tide souris couplé a la peroxydase. La révélaiin
réalisée par chimiluminescence. Les conditionsatpées sont présentées dans I'’Annexe 3.

[11.2.3. Résultats et discussion

Efficacité des procédés de nettoyage vis-a-visaderPsc du vMCJ en milieu lipidique

cérébral :
Dans un premier temps, le double nettoyage pdotesulations Aniosyme N2 et DD1 a été évalué vis-a-

vis de la « PrPsc en milieu lipidique cérébral »vtMCJ.

Trois procédés du double nettoyage sont testés :

- Le double nettoyage par I'’Aniosyme N2 (N2-N2) ;

- Le double nettoyage par I'’Aniosyme N2 puis par idsyme DD1 (N2-DD1) ;

- Le double nettoyage par I'’Aniosyme DD1 (DD1-DD1).
Un contr6le de I'efficacité de I’Aniosyme N2 en pmére intention, sur 10 minutes, est égalemeniséal
(N2). L'essai contrOle de I'adsorption est inclaest exprimé en nombre de log de PrP éluée.

Les résultats obtenus pour ces procédés sont péésam la figure 111-13(a).

(@) Protéinase K - (b) Protéinase K +
| | | |

N2
N2-N2
N2-DD1
DD1-DD1
2 log
2.6 log

<

<

O

(]
N2
N2-N2
N2-DD1
DD1-DD1
2 log
2.6 log

30 kDa —30 kDa
27 kDa —27 kDa
22 kDa - —22 kDa

Figure 111-13 : Détection indirecte de la protéine prion du vMCJrésiduelle par Western blot. (a)
sans traitement des fils a la protéinase K, (b) ags traitement des fils a la protéinase K

La radiographie du Western blot montre que la PeBtipas détectée lorsque les fils subissent :

- Un premier nettoyage par I'’Aniosyme N2 pendant 10 m

- Un double nettoyage par I’Aniosyme N2.
Un signal de faible intensité est observé lors dubde nettoyage par les Aniosyme N2 et DD1.
Cependant, nous ne le considérons pas comme s#ifipuisque les deux résultats précédents suggere
une efficacité de '’Aniosyme N2 dés I& tettoyage.
En revanche, lorsque les fils subissent un dougtmyage par I'Aniosyme DD1, on observe une quantit
importante de PrP résiduelle. Compte tenu de hisité des signaux obtenus pour le contrdle de
I'adsorption et de la sensibilité de la méthodealéée a 4 log pour le vMCJ), on peut supposer gue |
guantité de PrP résiduelle est comprise entretl24ag.
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Afin de s’assurer que la détection est spécifiqaidadPrPsc, les mémes essais ont été réalisésalelga
avec un traitement a la protéinase K avant éluti@s. résultats de ces essais sont présentés figura
I11-13(b) et montrent la présence de PrP résidudfistante a la protéinase K. Cela confirme dare q
les signaux observés sur la figure 1ll-13(a) sqciiques de la PrPsc résiduelle et constitueedgaht
une confirmation des performances de chaque progéeivis de la protéine prion du vMCJ. Lorsque
I’Aniosyme N2 est utilisé en premiére intention dd@ double nettoyage, la quantité de PrPsc réisdue
est inférieure a la limite de détection de notrehmée.

Outre le traitement a la protéinase K, les essaisés sur de la protéine prion normale (PrPc) eiemil
lipidique cérébral pourraient également nous permele démontrer la spécificité de notre méthoate. E
effet, lorsqu’une salissure exempte de PrPsc, préisarée dans les mémes conditions, est utilisée po
évaluer l'efficacité des procédés, la PrPc n'eshgs détectée (figure 1lI-14). Seul le contrdle de
I'adsorption sans traitement a la protéinase Kobservé et témoigne de la présence effective &eRa
avant nettoyage. Le signal de la PrPc disparadgioer les fils sont traités a la protéinase K puascptte
isoforme est sensible a la digestion enzymatiquela Guggére a la fois une bonne efficacité de
I'ensemble des procédés vis-a-vis de la PrPc adecgbégalement que la PrP détectée dans le das de
salissure du vMCJ est bien l'isoforme pathologideda protéine.

Protéinase K - Protéinase K +
11 |

T ads

N2
N2-DD1
DD1-DD1
T ads

N2
N2-DD1
DD1-DD1

Figure 111-14 : Détection indirecte de la protéine prion cellul@e résiduelle par Western blot

Certaines observations viennent néanmoins compligatte interprétation. La premiére observation
concerne la quantité de PrPc adsorbée. Bien quealissure de PrPc soit préparée dans les mémes
conditions que la PrPsc, la quantité de PrPc adsashr les fils n’est pas comparable a celle d&aRsc.
Cela est di d'une part au fait que la quantité dBcPdans un cerveau est moins importante
comparativement a celle de la PrPsc puisque cett@éde s'accumule. Le cerveau d’une souris malade
contiendrait cing fois plus de PrP que celui d'wogris saine [Flechsigt al. 2001]. D’autre part, les
techniques mises en ceuvre pour la concentratiola geotéine prion sont relativement spécifiques de
I'isoforme pathologique [Wadswortlet al.2001]. Ainsi, si les procédés peuvent étre évasuégl log de

PrP dans le cas du vMCJ, cette sensibilité esitetdul,5 log dans le cas de la PrPc.

La seconde observation concerne la compositionreatigue des formulations Aniosyme N2 et DD1. La
PrPc étant sensible aux protéases, ces enzymesgannidégrader la PrPc pendant la phase de neétoyag
Cependant, si ces enzymes sont actives sur la Ricactivité devrait également étre observéelaur
PrPsc et se traduire par une diminution des mass#&sulaires des différentes glycoformes, comma cel
est observé suite a une digestion par la protéikasger, si 'on observe le signal obtenu pour laible
nettoyage par I'’Aniosyme DD1 sur la figure IlI-13(¢s masses moléculaires des glycoformes ne sont
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pas différentes de celles observées pour le centtdl’adsorption. Cela pose donc la question ¢eta

de l'activité enzymatique dans les procédés deyeage.

En résumé, la faible sensibilité offerte par lassalre de PrPc et les interrogations concernariiéedes
enzymes dans le nettoyage compromet, en I'étatebata nos connaissances, la possibilité d'une
détection indirecte et spécifique de la PrPsc sanfirmation préalable par un traitement a la pnase

K.

Efficacité des procédés de nettoyage vis-a-vis gakssures protéiques PrPsc et

PrPres du vMCJ :
Les méthodes précédentes : le PND, la méthodepispi® et la méthode de détection directe de lagRrPr

sur support, nous ont permis de constater une @ncil possible de la nature de la salissure sur
I'efficacité du procédé. En effet, des formulatiggreésentant des PND élevés sur une salissure eiche
lipides s’avéraient peu efficaces vis-a-vis d'uabssure protéique. Bien que ces salissures prmgige
soient pas représentatives de la nature réellsalssures, nous souhaitions vérifier ces obsematvis-
a-vis de la protéine prion. Nous avons donc évids@rocédés du double nettoyage par les Aniosyine N
et DD1 sur de la PrPsc et de la PrPres (partieh&npairifiées provenant du vMCJ.

Les résultats sont présentés sur la figure llI-Lpar la PrPsc et 111-15(b) pour la PrPres.

(@) PrPsc (b) PrPres
| o | | 3 |
- 0 - 0O
] O A0 o) N o N =2
z o % g = z o 4 o 8
& o o 2 o vMCJ 8 a4 o 2 o
Z2 2 O o o — Z Z 0O o o

—30 kDa —30 kDa
L 57 kDa . —27 kDa
—22 kDa - —22 kDa

Figure 11l-15 : Détection indirecte de la PrPsc résiduelle (a) &e la PrPres résiduelles (b) du vMCJ
par Western blot.

Quel que soit le procédé du double nettoyage tistéPsc résiduelle est détectée par Western Uia.
classification des performances est cependantlgessie double nettoyage par I’Aniosyme N2 est plus
efficace que le double nettoyage par les Aniosyri2eeNDD1, lui-méme plus efficace que le double
emploi de I'’Aniosyme DD1.

Dans le cas du double nettoyage par I'Aniosyme mMdi2is constatons une digestion partielle de la PrPsc
objectivée par une diminution des poids molécusade I'ensemble des glycoformes, donnant une allure
caractéristique de la PrPres du vMCJ. Ceci témoifymee activité enzymatique des protéases contenues
dans cette formulation. La PrP détectée est donta d&Pres. Ce résultat nous permet également de
suggérer une activité des protéases de la formolath la surface des supports, sur les protéines
adsorbées.

Pour le procédé Aniosyme N2 puis DD1, la diminuties masses moléculaires des glycoformes ne
semble que partielle. Cette diminution n’étant paservée pour le double nettoyage par I’Aniosyme
DD1, ceci traduit une activité enzymatique plusmains efficace suivant la formulation puisque les
concentrations et la nature des enzymes sont glergtipour les deux formulations.
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Concernant l'efficacité des procédés sur la PriRBieyMCJ, aucun des procédés testés ne permet de
diminuer la quantité de PrPres en dessous du deuiEtection de la méthode. Contrairement a cesjui
observé pour la PrPsc, les procédés testés prasémteéme degré d'efficacité (d'inefficacité) dar
PrPres. Les différences observées entre les fotimnsavis-a-vis de la PrPsc ne le sont pas vissadeila
PrPres. Néanmoins, il est possible que la dégmdanzymatique de la PrPres par les enzymes des
formulations soit inefficace compte tenu du trakemnenzymatique préalable de cette protéine par la
protéinase K. Ces données suggerent donc unearésesaccrue de la PrPres a un traitement enzyreatiqu
secondaire.

Concernant l'activité détergente proprement dites dermulations Aniosyme N2 et DD1, aucune
différence d'efficacité n'est observée entre cesnfdations. Jusqu’a présent, I’Aniosyme N2 présénta
de tres bonnes performances comparativement adsme DD1. Ainsi, et compte tenu que les enzymes
semblent inefficaces vis-a-vis de la PrPres, nooavgns supposer que les enzymes contribuent
significativement aux performances détergentesAtedsyme N2 comparativement a I'’Aniosyme DDL1.
Cette hypothése prend en considération le faitl'gugosyme N2 est plus concentrée en tensioactifs g
ne I'est I’Aniosyme DD1. Ces tensioactifs participsans aucun doute aux performances de I'’Aniosyme
N2 dans la détergence mais pourraient égalemeimispt I'activité des enzymes dans cette formutatio
L’évaluation du double nettoyage par la méthodaéiection directe de la PrPres sur lamelles d'acier
inoxydable n'a pas mis en évidence de PrPres réléédy contrairement a la méthode indirecte. Ib&xi
des différences entre ces méthodologies : l'origieda PrPres et la sensibilité de la détectios. RdPres
utilisées pour la méthode directe et indirecte goéparées respectivement a partir de la soucimeadmi
6PB1 et du vMCJ. La souche 6PB1 est la soucheEfBl'adaptée a la souris et le vMCJ est considéré
comme étant la forme humaine de cette maladie. Gurrait donc supposer que les propriétés
physicochimiques de ces deux PrPres soient retamé comparables. Quant a la sensibilité des
méthodes, la méthode indirecte semble particuliérgreensible. La surface disponible pour I'adsorpti
est 3,2 fois plus importante dans le cas de la odé&thindirecte. Néanmoins, le facteur de réduction
obtenu par la méthode de détection directe esrisupé 3,8 log alors que ce facteur est infériedrlog

par la méthode indirecte. En effet, compte tend’idensité des signaux obtenus pour le controle de
I'adsorption et de la sensibilité de la méthodeal@gée a 3 log pour la PrPres du vMCJ), le facteur d
réduction est estimé inférieur a 1log (figurel8¢b)).

Ces résultats, comparés a ceux obtenus sur la BrPstlieu lipidique cérébral, confirment I'incidem
de la nature de la salissure sur I'évaluation dffitacité d’un procédé. Ces résultats sont d’aupdus
éloquents que les limites de détection de la Pt les salissures PrPsc en milieu lipidique célédirkes
salissures protéiques sont équivalentes.

En résume:

Le double nettoyage utilisant la formulation Aniosyne N2 en premiére intention
est efficace vis-a-vis de la PrPsc du vMCJ en milidipidique cérébral, la quantité
de PrP résiduelle étant inférieure a la limite de étection de la méthode.

Le double nettoyage n’est que partiellement efficac vis-a-vis des salissures
protéigues PrPsc et PrPres et ce, indépendammentsiséquences de formulation
testées.

La nature de la salissure conditionne donc I'efficaité du procédé.

Ul
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La gestion des informations a présent disponihle$ efficacité des procédés de nettoyage en fonatie

la nature de la salissure, est extrémement complexeffet, des procédés apparemment performants su
la PrP dans une salissure complexe s’avérent bamient inefficaces sur une salissure protéiquesli@u
salissure doit-on dés lors privilégier pour I'éwation in vitro des procédés ? La salissure protéique
représente, sans aucun doute, le pire des scémdrgmn utilisation devient pour cela particuliéesrn
intéressante. Mais a long terme, l'utilisation eietsalissure ne serait-elle pas un frein au d@pEment
des formulations chimiquement inertes et potemtieéint efficaces ? A I'’heure actuelle, les essaisvio
d’'inoculation a I'animal ne sont mis en ceuvre qoesdue l'efficacité du procédé est validéevitro.
Dans ce contexte, I'association d'une salissureémément résistante a une méthode de détection
particulierement sensible va considérablement auntgneles exigences de performances des
formulations. Le point noir de ce systeme est qigjue de nous apprendre ce que I'on connaitatéja
nous conduire a développer des formulations tosjplus drastiques en terme d’agressivité chimigee.
second argument en défaveur d'une salissure putegonaetgique est quelle n'est pas « réelle ». Méme s
le plasma et les tissus périphériques sont nettemeims riches en lipides que le cerveau, ils g pas
pour autant purement protéiques. Pourtant, de pardsence de lipides, il pourrait étre reprocha a
salissure complexe, en milieu lipidique, de faverie nettoyage. Il est alors bien a propos deetapp
gue les travaux concernant I'inactivation des psiatiribuent aux lipides un réle protecteur. Ertefies
lipides augmenteraient la résistance des priorimactivation et la stabilité de la PrPsc [Appet al.
2001]. De plus, il semble que les quantités dedmets adsorbées soient plus importantes en prégence
lipides [Rebeixet al.2000].

Tout en ayant conscience de la résistance de IlscRrPde la PrPres aux procédés de nettoyage, nous
poursuivrons donc les évaluations des procédés-vis-de la protéine prion dans un environnement
lipidique cérébral. Ce choix fut principalement métpar la prise en compte des conditions opéesoir
pour les essaim vivo d’'inoculation a I'animal. En effet, les fils inoés sont généralement souillés par
des homogénats de cerveau [Ficlattal. 2004, Flechsiget al. 2001, Jacksgret al. 1999, Yan et al.
2004]. Ainsi, une homogénéité des méthodologieagsirée entre les essaivitro etin vivo.

Efficacité des procédés de nettoyage vis-a-visadarbtéine prion de type 1 et vis-a-vis

de souches animales :
La nature des salissures influe sur I'efficacitGrdprocédé. On peut également se demander, pour une

méme salissure, si le type de protéine prion owsdeshes de prion ont une incidence sur I'effiéadit
nettoyage.
Pour cela, nous avons testé les mémes procédgsépériemment vis-a-vis de :
- la protéine prion de type 1 en milieu lipidiqueddgnal, provenant d’'un cas de MCJs homozygote
Met/Met au codon 129 ;
- la protéine prion de quatre souches animales @abld-5), a partir d’homogénat de cerveau
20%.

Les radiographies des Western blot sont présem#esa figure IlI-16 pour I'ensemble des types et
souches de protéine prion. La PrPsc résiduellemést en évidence uniquement lorsque le procédé
consiste en un double nettoyage par I'Aniosyme OdDXeci quel que soit le type ou la souche de
protéine prion adsorbée (figure 111-16(a)). Cesutidgs sont en parfait accord avec ceux obtenudasur
PrPsc du vMCJ montrant une efficacité du procéde Idées que I'’Aniosyme N2 est utilisé ad'1
nettoyage.

Lorsque les fils subissent un nettoyage efficage?Psc résiduelle d’aucune des souches n’estanise
évidence. Il ne semble donc pas y avoir d'effetsdeche dans le nettoyage. Cependant, lorsque le
nettoyage est moins efficace (double nettoyagel'pamiosyme DD1), des différences peuvent étre
observées entre les souches. Il semble par examplées souches 6PB1 et 22L soient plus résistantes
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nettoyage, les intensités du signal pour ces deughes étant plus importantes que celles obsepaes
les autres souches, comparativement au témoin atjpiitsn. Ces observations sont néanmoins
insuffisantes pour conclure a un effet de souche.

Pour les raisons de spécificité de la détectiongmémment évoquées, des essais, menés en pamitele,
subit un traitement a la protéinase K (figure IBdi)). La comparaison des radiographies obtenues av
ou sans un traitement a la protéinase K permetséioier des résistances plus ou moins importantes de
souches vis-a-vis de la digestion enzymatique. iNotpue tous les types et toutes les souches derPrP
été traités dans les mémes conditions (par 7,5epygatéinase K pendant une heure a 37°C). Si ladPrP
humaine du vMCJ (figure 111-13) et de la MCJs aiqae la souche 263K sont relativement résistantes a
la protéinase K, la souche 6PB1 y est particuli@m@nsensible. La souche C506M3 ne montre pas de
résistance particuliére lorsqu’elle est éluée &impdu contréle de I'adsorption, qui ne subit aucun
procédé. En revanche, lorsqu’elle subit un dould#ogage par I'’Aniosyme DD1 puis une digestion
enzymatique a la protéinase K, le signal de la é¥Rfisparait. Il est donc possible que le double
nettoyage ait sensibilisé la protéine prion deecetiuche a la digestion enzymatique.
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Figure 111-16 : Détection indirecte par Western blot de la protée prion résiduelle du MCJs et des
souches animales 6PB1, 263K, C506M3 et 22L. (a) samaitement des fils & la protéinase K, (b)

apres traitement des fils a la protéinase K.

B : les résultats sont discordants pour le doulglitoyage par I'’Aniosyme DD1 sur la salissure MCJs
avec et sans traitement a la protéinase K. Ledalgnal observé sans traitement a la protéinasst kin
artéfact. Les résultats présentés sur la figuneaste le confirment.

N
[

~sees

Ces données sur la sensibilité variable, intrineégu acquise, des souches a la digestion enzyraatiqu
posent la question de savoir si une digestion d@riéinase K est réellement judicieuse dans la
problématique qui est la nétre. En effet, cetteeslipn, nous permettant de contrler la spécifidéda
détection représente un risque de faux négatifsyno® lillustre la situation observée pour la souche
C506M3.

Il est néanmoins possible de minimiser ce risquayamt recours a des digestions enzymatiques iestie
par des concentrations croissantes de protéingsecHKet, et al. 2004]. Toutefois, cette option conduit a
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une augmentation conséquente du nombre d’'essaisquahe et par procédé. C'est pourquoi, nous
conduirons la validation des procédés de nettogagie désinfection sans traitement a protéinaseeK,
dernier n’étant mené que pour Vvérifier la spéd#icie la PrPsc.

Efficacité des procédés de nettoyage et de dédiniecsis-a-vis des protéines prion

humaines et animales:
Compte tenu de la reproductibilité des résultatemis sur les trois procédés de nettoyage vis-dess

différentes protéines prion, nous proposons deleakies procédés en prenant la phase de désimfectio
considération. Un procédé de nettoyage supplénmentst néanmoins ajouté : il s’agit du double
nettoyage par I'Aniosyme DD1 puis par I'’Aniosyme .N2ZAniosyme DD1 étant un nettoyant pré-
désinfectant peu efficace en double nettoyage -vis-ade la protéine prion, il est possible que
I’Aniosyme N2 en seconde intention permette d'aoréli I'efficacité du procédé compte tenu des
performances de cette formulation. Cela permettiaiic de procéder au double nettoyage des DM avec
une phase de pré-désinfection dés la premiere ségue

La formulation désinfectante sélectionnée pour dlidation in vitro des procédés de nettoyage et de
désinfection est I'Anioxy Twin Cu (ATC). Deux temmie contact sont évalués pour la phase de
désinfection. Bien que les désinfectants ne s@astreconnus pour leur activité détergente, celes no
permet d'une part de déterminer l'incidence deueéd de la désinfection sur les procédés et d'qatre

de s’assurer d’'une certaine reproductibilité ducpdg. Parallelement aux procédés, deux essaiOEmtr
sont réalisés. Le premier consiste a traiter lés di'acier inoxydable souillés par une solution
d’hypochlorite de sodium (NaClO) a 2% pendant uneréné température ambiante. Le second contr6le
négatif des procédés consiste a traiter les filguament par I'eau du réseau servant aux diluties
formulations.

Les radiographies des Western blot obtenus poucuchaes procédés évalués et pour chacune des
souches étudiées sont présentées sur la figut& ll1-

Ces résultats, obtenus dans le cadre de la validas procédés de nettoyage et de désinfectidn son
identiques & ceux précédemment obtenus sur legg#ealu double nettoyage. Les procédés mettant en
oeuvre I’Aniosyme N2 dés la premiére séquence dioyamge se montrent efficaces vis-a-vis des PrPsc
en milieu lipidique cérébral, et ce indépendamnaest souches testées.

Le procédé de nettoyage, introduit dans cettegpdsil’étude et consistant en un double nettoyagéep
Aniosyme DD1 puis N2, semble se montrer efficacgdasgouche C506M3 alors qu’il ne I'est pas sur les
autres souches. Ce résultat est en accord avebsesvations faites précédemment sur la sensiliéité
cette souche a la digestion enzymatique. En edfat,la figure 111-16, nous avions observé qu'aprés
nettoyage par I’Aniosyme DD1, la souche semblaiteth sensible a la digestion enzymatique puisque
gu’elle n'était plus détectée apres le traitemetlp protéinase K. De plus, nous avons pu obsenver
forte activité enzymatique de I'Aniosyme N2 sur BaPsc (figure IlI-15). Compte tenu de ces
observations, il est possible que € hettoyage avec I'Aniosyme DD1 facilite la dégraaiat
enzymatique de la PrP de la souche C506M3 lors'tneRtoyage par I’Aniosyme N2.
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Figure IlI-17 : Détection indirecte par Western blot de la proténe prion résiduelle des différentes
formes humaines et animales ayant subit les procéslélu double nettoyage par les Aniosyme N2 et
DD1 ainsi qu'une phase de désinfection de 15 ou B@inutes par I'Anioxy Twin Cu (ATC). Les
contrdles NaClO 2% et HOr sont inclus.

Cependant, si ce procédé semble étre efficaceasouche C506M3, il n'en est pas ainsi pour leseaut
souches. En effet, le double nettoyage par lessymi@ DD1 puis N2 ne se montre pas significativement
plus performant que le double nettoyage par I'Apns DD1. Compte tenu des performances observées
pour I'Aniosyme N2, cela porte a croire que I'iltion de I'’Aniosyme DD1 en premiére intention
« inhiberait » I'efficacité de I'Aniosyme N2. Deuyd, I'efficacité du double nettoyage par I’Aniosyme
DD1 en premiére intention est rarement supériewoie, méme souvent inférieure, a I'efficacité deale

du réseau. Il semble donc que I'’Aniosyme DD1 fas@plutdt la rétention de la PrP sur les surfaces g
sa désorption. La présence de principes actifsnaamtibiens et notamment de biguanide pourrait &tre
I'origine de ce probleme. En effet, dans le chaplty nous avons mis en évidence la rémanence des
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principes actifs antimicrobiens sur les surfacd&dsorption réversible de 'ammonium quaternaivite

au rincage. Or, les principes actifs antimicrobidad’Aniosyme DD1 étant le biguanide et 'ammonium
guaternaire. Il est plus que probable que le bigigasoit responsable de la rétention de la protgiran.

De plus, en s'adsorbant de facon irréversiblejfihiberait » I'efficacité du ? nettoyage par I'Aniosyme
N2. La circulaire 591 relative aux modalités detérment manuel pour la désinfection des endoscopes
non autoclavables autorise I'utilisation de détatgklésinfectants si ces formulations sont exemptes
d’'aldéhyde. Compte tenu de nos observations, ilb#mue les aldéhydes ne soient pas les seuls
principes actifs antimicrobiens a avoir des effedfastes sur I'efficacité de la détergence despres et
notamment des prions.

Concernant la durée de la phase de désinfectibm,nel semble pas avoir d'incidence majeure sur
I'efficacité du procédé. Les radiographies des Whasblot présentées pour les souches 263K et 22L
montrent néanmoins une diminution significativesitgnal lorsque celles-ci subissent une désinfeatmn
30 minutes aprés le double nettoyage par les AniesyPD1 puis N2, comparativement a une
désinfection de 15 minutes. Cependant, ces résulignt pas été reproduits lors des essais de
confirmation. Ceci conforte donc le fait que laidéstion ne participe pas a l'efficacité du netge.
Corrélée aux observations précédentes sur la mrésde désinfectants dans les formulations de
nettoyage, il semble méme que la désinfection putssnpromettre I'efficacité de la détergence. Mafu
Akier Assanta du Centre de Recherche et de Dévetoppt sur les Aliments d’agriculture et
agroalimentaire de St Hyancinthe au Canada a :éeriin nettoyage sans désinfection ultérieure vaut
mieux qu’une désinfection sans nettoyage préabable

En résume :

Le double nettoyage utilisant ’Aniosyme N2 en premére intention est efficace vis
a-vis de la PrPsc en milieu lipidigue cérébral indéendamment de la souch¢
animale et du type de PrP humaine.

La souche C506M3 acquiert une sensibilité aux traiiments enzymatiques a la suit
du premier nettoyage.

L'aniosyme DD1 compromet les performances de I'’Anigyme N2 lorsqu’il est
utilisé en premiére intention, suggérant un role ihibiteur des principes actifs
antimicrobiens dans le procédé de nettoyage.

L’étape de désinfection n'optimise pas I'efficacit&u procedé.

A4

Les effluents du nettoyage :
L'analyse des effluents du nettoyage permet nofes@nt de s’assurer du déplacement de la PrP de la

surface du support, vers la solution de nettoyagais également de compléter l'interprétation des
résultats obtenus sur les fils.

En raison de la présence d’enzymes dans les fotiongaAniosyme N2 et DD1, il est nécessaire

d’inhiber leur activité immédiatement apres le owdige afin de ne pas introduire de biais dans la
détection de la PrP dans les effluents. En effin lque la PrPsc soit partiellement résistante aux
protéases, les influences conjointes des tensisaetidu temps peuvent conduire a une dégradation
compléete de la PrPsc. Lors de la phase d’optinsisate la méthode, nous avions effectivement canstat

une activité enzymatique importante dans la fortmaN2 conduisant a la disparition du signal de la

PrPres d’'un homogénat cérébral en fonction du tefmsailtats non présentés). L'activité enzymatique
est donc inhibée immédiatement aprés le nettoyagecipauffage des effluents a 100°C pendant 10
minutes.

D’'un autre coté, il est tout de méme intéressargrdadre en considération la dégradation de ladsRs

les enzymes dans les effluents du nettoyage. Cepeurrait effectivement participer a une inadiiva
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partielle des bains de nettoyage et faciliter &teament ultérieur de ces effluents. Nous avonscdon
souhaité conduire une analyse des effluents damnsens. Pour cela, les effluents du nettoyage sont
maintenus 60 minutes a température ambiante a&mn¢ ¢hauffés a 100°C pendant 10 minutes.

La confrontation des résultats obtenus sur les @@ ceux obtenus sur les effluents est primterdia
Ceci est d’autant plus vrai que I'on s’intéresskefiicacité des procédés de nettoyage qui consisie
déplacer une salissure d’'une surface vers la sold@ nettoyage (I'effluent).

Sur un plan méthodologique, cette comparaison @opermis de confirmer des points critiques de la
méthodologie, notamment I'agitation mécanique. Lden de nos essais, aucun des procédés de
nettoyage testés ne présentaient d’efficacité guejge vis-a-vis de la protéine prion. Peu de difiée
d'efficacité était observé entre le double nett@yagr I'’Aniosyme N2 et celui par '’Aniosyme DD1. Le
nettoyage par I'eau du réseauw,(H) lui-méme semblait plus efficace puisque l'irgiéd du signal était
Iégérement plus faible (figure 111-18(a)).

a b -

( )8 N2 DDL = (b) Q. Ef.N2 Ef.DDL &
] Q, Inhibition | ] I ] T
Z N2DD1 T des enzymes to 60 t0 60

Figure I1I-18 : Western blot de la PrP (a) Détection de la PrPésiduelle sur support, (b) Détection
de la PrP dans les effluents du nettoyage

Afin de vérifier que la salissure avait bien ét@ldéée des supports vers les effluents, nous adons
procédé a I'analyse de ces effluents par Westet lbh radiographie de cette analyse est présentéa
figure 111-18(b). Les résultats mettent en évideteeprésence de PrPsc dans les effluents de I'eau d
réseau (KDr). En revanche, la quantité de PrP est tredefailans les effluents des formulations
Aniosyme N2 et DD1, méme lorsque l'activité enzyiqa¢ est inhibée tout de suite apres la phase de
nettoyage ¢). La mise en commun des résultats obtenus surosupp dans les effluents nous permet
donc de conclure au déplacement de la salissurd’'qgar du réseau. En revanche, les formulations
Aniosyme N2 et DD1 n'ont pas permis un tel déplagetn Sachant que I'eau du réseau n'est pas
reconnue pour son activité détergente (& températmbiante), nous avons conclu a un biais
méthodologique identifié au niveau de I'hétérogtinde I'agitation entre les essais. Cette analgses a
donc non seulement permis d’optimiser nos condstiopératoires, mais elle nous a également évité une
interprétation erronée de nos résultats.

Pour la compréhension des résultats obtenus spodypétude des effluents nous a permis notamment
de corroborer I'existence d’une sensibilité de tat@ine prion aux protéases. Cette sensibilité &mb
également fonction de la composition des formufestioNous avons précédemment observé une
différence de sensibilité des souches animalegdaéstion enzymatique avec notamment une seréibili
acquise pour la souche C506M3. L'analyse des efffuaous a permis de confirmer cette hypothése. La
figure 111-19 présente les radiographies des Wasdldot réalisés a partir des effluents dlnkttoyage sur

les souches C506M3 (figure 111-19 (a)) et 263K (fig I11-19((b)).
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(a) (b)
Inhibition Eff. N2 Eff. DD1 nhibition Eff. N2 Eff. DD1
des enzymes» o oo ty o des enzymes» Ty teo t, tog
| | L
|
- 263K

C506M3

Figure 11I-19 : Recherche de la PrP par Western blot dans les fefents de nettoyage (a) souche
C506M3, (b) souche 263K.

La comparaison des résultats obtenus dans leseetfflud’Aniosyme N2 pour les deux souches
considérées, suggere une sensibilité aux protéksés souche C506M3 supérieure a celle de la souche
263K. En effet, lorsque l'activité enzymatique idtibée seulement une heure aprés la fin du nejgya
I'intensité du signal de la PrP pour la souche @B®@iminue alors qu’elle reste pratiquement cortgtan
pour la souche 263K.

De la méme facon, I'analyse de la PrP dans lesieafts nous permet de vérifier le comportement
différent de la formulation Aniosyme DD1 vis-a-de la salissure, comparativement a I’Aniosyme N2.
Du fait de son profil électrophorétique, la PrPedéte dans les effluents de I’Aniosyme N2 corredpon
clairement & de la PrPres. Ainsi, les enzymes derfaulation Aniosyme N2, ou plus particulierement
les protéases, sont plus actives que dans I'’Aniespim1. Les compositions des formulations Aniosyme
N2 et DD1 étant qualitativement identigues maisntjitetivement différentes, il est probable que les
quantités plus importantes en principes actifsnaintobiens de I’Aniosyme DD1 perturbent I'activité
enzymatique de la protéase.

Nous avons précédemment insisté sur les risquemdhierprétation erronée des résultats si celkssti
conduite uniquement sur les supports. Ceci eseagait vrai pour les effluents. En effet, si 'onprend

pas en compte les résultats obtenus sur les ssppout I'interprétation des résultats de la figlirel9,
nous pourrions conclure que I'Aniosyme DD1 est pherformante que I'Aniosyme N2 pour la
désorption de la PrPsc puisque les effluents de ¢etmulation sont plus riche en PrP. L’analyss de
effluents pour I'évaluation des procédés de netieyest donc nécessaire mais pas suffisante.

La complémentarité des analyses sur supports ekefflegnts est mise en avant par les travaux de
Lemmeret al. 2004 concernant la compréhension du mode d’'ackodivers procédés de nettoyage ou
d’inactivation des prions. Dans notre étude, lafiemation des données obtenues sur supports stlesn
effluents nous permet d'interpréter nos résultats seulement en terme de détergence, mais également
en terme d’inactivation (figure 111-20). En effé¢s modifications des profils électrophorétiqueseriées

en Western blot traduisent une inactivation bialogi partielle des prions par les enzymes.
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SUPPORTS EFFLUENTS INTERPRETATION
Peuoupas de modification 4 Absencede signal —,  Procédénefficacepour la
du signal détergence
Diminution du signal sans Augmentation du signal, AT
modification du profil +  sansmodification du profii — . p
. P . - détergence
€électrophorétique électrophorétique
Diminution du signalavec Légére augmentationdu Procédéefficacepour la
modification du profil + signal,avecmodification du —> détergenceetinactivation
électrophorétique profil électrophorétique partielle des prions

Figure 111-20 : Interprétation de l'efficacité des procédés endrme de détergence et d'inactivation
des prions compte tenu des informations disponiblesur les supports et dans les effluents.

Les effluents constituent une source riche d’infations pour une interprétation fiable et compléte d
I'efficacité des procédés de nettoyage évaluésgoports.

[11.2.4. Synthese

Une méthodologie axée sur la détection indirectiagwotéine prion adsorbée sur fils d’acier incatyte
est disponible pour évaluer I'efficacité des prazde nettoyage et/ou de désinfection vis-a-visade
protéine prion.

La mise en ceuvre de cette méthode nous a permis :

- De montrer I'efficacité des procédés du doubleayetje utilisant I’Aniosyme N2 en premiéere
intention ;

- D’évaluer cette efficacité vis-a-vis de la protépreon :

= duvMCJ et de la MCJs, en milieu lipidique cérébral
= des souches animales 6PB1, 263K, C506M3 et 22L ;

- De confirmer l'incidence de la nature des salissuaar I'efficacité des procédés, les salissures
exclusivement protéiques représentant sans auaite @opire des scénarios ;

- De mettre en évidence un comportement différent stasches, notamment de la souche
C506M3, face a une sensibilisation a la digestimymatique ;

- De suggérer un réle inhibiteur des principes a@ifimicrobiens de I’Aniosyme DD1 pour le
nettoyage des surfaces notamment vis-a-vis dueiggion. Cependant, ces effets antagonistes
peuvent étre significativement réduits lorsqueslesgaces sont préalablement nettoyées.

Cette méthodologie représente donc un pré-requimest a la validatiomn vivo des procédés.

I\VV. CONCLUSIONS

La démarche expérimentale mise en ceuvre pourdat&# des formulations d'intérét et la validaties
procédés de nettoyage et/ou de désinfection $gstée particulierement adaptée a notre problématiq
En effet, la sélection des formulations par la métisotopique a l'iode 125 vis-a-vis de 'HSA et d
I'HFN, ainsi que par la méthode de détection deals la PrPres a permis que cette sélection stiséé
selon le pire des scénarios. La mise en place duéllnode de détection indirecte de la PrPsc était
néanmoins nécessaire pour :

- abaisser les limites de détection de la protéimmpesiduelle ;

- vérifier le comportement respectif des souches tlaphase de nettoyage ;

- confirmer la résistance des salissures protéiquepcédés de nettoyage ;

- mettre en évidence les biais introduits par lastiga enzymatique a la protéinase K.
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Le double nettoyage préconisé lors du traitemest BBl s’avere étre une mesure particulierement
pertinente en particulier lorsque les formulatipnésentent une activité exclusivement détergente.

Dans ce contexte du double nettoyage, I'utilisatonsécutive des formulations Aniosyme N2 et DD1
semble étre particulierement prometteuse vis-aiisisque prion. Le pouvoir détergent de I’Aniosyme
N2 assurerait I'efficacité du premier nettoyagéegbouvoir désinfectant de I’Aniosyme DD1, la sét@ur
du 2°.

Cependant, bien que la quantité de PrPsc soit sbwarélée a l'infectiosité, I'absence de PrPsc ne
garantit pas totalement I'absence d’infectiosité.preuve finale de I'efficacité du procédé ne paulonc
étre établie que par des essaisvivo d'inoculation a I'animal. Il faudra alors déterremla souche a
inoculer.
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CHAPITRE IV

L ESPROTAGONISTES DE LA DETERGENCE :
ENzZYMES ET PRINCIPES ACTIFS
ANTIMICROBIENS

L’efficacité d’une formulation de nettoyage résitlns la connaissance et la maitrise des consstgant

la composent. Si parfois I'association de ces diveonstituants améliore les performances de la
formulation, il n’en est pas toujours ainsi. Dagas tleux précédents chapitres, nous avons conssatgi

les formulations testées, que les formulations ewatigues présentaient les meilleures performances.
Cependant, la présence de principes actifs antimiens semble compromettre considérablement
I'efficacité des formulations nettoyantes/pré-désitantes, notamment vis-a-vis du risque prion
(Chapitre III).

Ce chapitre est consacré a I'étude de ces deurguowistes de la détergence. Dans un premier temps,
nous nous intéresserons a l'efficacité de I'adkivenzymatique et plus particulierement a I'actides
protéases vis-a-vis d'une salissure adsorbée sersumface. En paralléle, nous montrerons I'effet
antagoniste des principes actifs antimicrobiensdarmétergence. Ces travaux seront réalisésce |@e

la technique XPS et de la méthode isotopique. Darsecond temps, nous nous intéresserons a lt&ctivi
enzymatique en milieu liquide et a son optimisati@a-vis de la protéine prion. Nous aurons pala.c
recours a la technique biochimique du Western blot.

. OBSERVATIONS SURFACIQUES

Parmi les formulations sur lesquelles nous avoagathié, ce sont les formulations enzymatiques qui
présentent les meilleures performances. En effstfdrmulations retenues pour le double nettoyage d
dispositifs médicaux (DM) sont deux formulationgemzymatiques : les Aniosyme N2 et DD1. Les
enzymes entrant dans leur composition figurent deantableau 1V-1. La protéase, la lipase et I'aragla
sont des enzymes dont les substrats sont respmetitdes protéines, les lipides et les polysacdkari
Dans le cadre de la détergence, l'activité siméktade ces enzymes va favoriser la dégradation des
composés organiques retrouvés dans les salissomgsexes. Compte tenu du contexte de notre étude,
nous nous sommes essentiellement focalisés stivitdenzymatique de la protéase.

Tableau IV-1 : Composition enzymatique des formulations Aniosy® N2 et DD1

Enzymes| Aniosyme N2 et DD]
Protéase 0,8%

Lipase 1%
Amylase 0,3%
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Afin de connaitre I'apport réel des enzymes dagffitacité de ces formulations, nous nous sommes
posés les questions suivantes :

- La présence des enzymes améliore-t-elle les peafuces détergentes de la formulation ?

- Les enzymes, utilisées seules, présentent-ellpsuvoir détergent ?

- L’activité protéasique, dans la détergence, estsglEcifique de son substrat ?

- Les enzymes agissent-elles sur les molécules agksoeur les surfaces ?

- Les molécules entrant dans la composition des flations peuvent-elles avoir un role

inhibiteur, direct ou indirect, sur 'activité péasique ?

Pour répondre a ces questions, nous avons mis emeaoks techniques et méthodes surfaciques
présentées dans le chapitre Il : la spectroscapighdtoélectrons (XPS) et la méthode isotopiquieadel
125.

l.1. Méthodologie

Les analyses XPS sont réalisées avec la sourcennanchromatisée d’aluminium (Al&1486,6 eV).
Deux couples salissures/substrats ont été étudiés :
- Homogénat de cerveau 10% (HC) sur substrat d'ac@dydable AISI 304 il s'agit du couple
gue nous considérons représentatif d'un DM sowghéraison de la nature complexe de la
salissure. Les conditions d’'adsorption et de natjeysont rappelées dans le tableau 1V-2.

- Sérum Albumine Bovine (BSA) sur substrat d’oxydedfeome: la BSA est choisie comme
protéine modéle pour I'adsorption. Quant a I'oxyechrome, il est couramment utilisé et décrit
comme un substrat de choix pour modéliser les pr#w de surface des aciers inoxydables. En
effet, 'oxyde de chrome est le composant majadtales premiéres couches atomiques des
aciers inoxydables (Rubio 2002, Karlsson 1996...% tenditions d’adsorption et de nettoyage
sont également présentées dans le tableau IV-2.

Tableau 1V-2 : Conditions opératoires pour la préparation des éhantillons analysés par XPS

Couple Salissure / Substrat HC/AISI 304 | BSA/oxydeachrome

Adsorption par immersion | HC10% - 1h — Tamb — 50 rp;m ~ BSA 1mg/ml — 1h — Tan®®+pml

1*' Ringage Dilutions successives enBidistillée

1% Séchage A lair Sous flux d’azote sec

Nettoyage Les formulations et solutions sont testées a 0,5%aendu réseau
15 minutes — Tamb — 50 rpm

2" Rincage En eau du réseau

2" Séchage Sous flux d’azote sec

Concernant la méthode isotopique, le couple sabésubstrat étudié est celui présenté dans le ttedpi
a savoir la BSA?9 adsorbée sur des substrats d'acier inoxydablé 208. Nous n'avons pas eu recours
aux substrats d’oxyde de chrome pour la méthodepsgue.

l.2. Optimisation des performances par les enzymes

En XPS, une meilleure performance des formulatiensymatiques, comparativement a ces mémes
formulations ne contenant pas d’enzymes, doitaguire par une diminution du signal de I'azotetitla
aux éléments caractéristiques du substrat.
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Bien que certaines molécules azotées, constitutigedormulations, aient tendance a rester adseiée
les surfaces et a contribuer au signal de I'azéteaié par XPS, nous ne chercherons pas a legwiser
par cette technique.

Dans un premier temps, nous avons comparé lesrpafees des formulations Aniosyme N2 et DD1
avec et sans enzymes vis-a-vis du couple HC/AIQL B@s spectres généraux obtenus sur ces surfaces
ainsi que les rapports N1s/(Cr2p3 + Fe2p3) sorggutés sur la figure [V-1.

9
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+
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Fe2p Nis Cis| 2 7]
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gzﬂ Aniosyme Aniosyme Aniosyme Aniosyme
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Figure 1V-1 : Spectres XPS généraux obtenus sur des substradfAISI 304 souillés par HC et
nettoyés par les formulations Aniosyme N2 et DD1 a&ae¢ (Z+) ou sans enzymes (Z-). Les
performances de chacune des formulations sont trades par le rapport N1s/(Cr2p3+Fe2p3)
présenté sur le diagramme batons. La présence de qtéase, d'amylase et de lipase améliore les
performances des formulations.

Concernant les formulations Aniosyme N2 et DD1 agesans enzymes, notées respectivement (Z+) et
(Z-), les résultats qualitatifs présentés par Ipecses généraux permettent d’'observer a la fas le
éléments caractéristiques du substrat (le chromée efer) ainsi que I'élément considéré comme
caractéristique des protéines, I'azote. Les adiis centrées sur les niveaux de cceur 2p du cheame
du fer ainsi que sur le niveau de cceur 1s de kapott permis de calculer le rapport N1s/(Cr2p3 +
Fe2p3). Plus ce rapport est faible, moins il yazdte a la surface du substrat et donc plus lauvtation

est performante.

Ce rapport, calculé pour les deux formulations Apme N2 et DD1, est plus faible lorsque la
formulation est tri-enzymatique. La présence dezymies dans les formulations permet effectivement
d’en améliorer les performances et cela se trasuit la surface nettoyée par une quantité moins
importante d'azote résiduel.

Les enzymes présentes dans les formulations senpri¢éases, lipases et amylases qui vont dégrader
respectivement les protéines, les lipides et lelyspocharides. Face a une salissure complexe,
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I'élimination de certains constituants va influencelle des autres. On a pu constater, par exempée,
I'élimination des lipides favorisait également eelles protéines. C’est pourquoi, nous avons sa@yhait
dans un deuxieme temps, évaluer la spécificitéadélité enzymatique et plus particulierement eele

la protéase.

Nous avons donc comparé les performances des fationg Aniosyme N2 et DD1 avec et sans protéase
vis-a-vis du couple BSA/oxyde de chrome. L'utilisatde la BSA et d'une couche d’oxyde de chrome
permet de modéliser le couple précédent et decsdiger sur I'activité enzymatique de la protéaiseav

vis d’'une protéine adsorbée. Les spectres généodtenus pour ce couple ainsi que les rapports
N1s/Cr2p3 sont présentés sur la figure 1V-2.
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Figure 1V-2 : Spectres XPS généraux obtenus sur de la BSA adsée sur des substrats d’oxyde de
chrome, nettoyés par les formulations Aniosyme N2td&D1 avec (P+) ou sans protéase (P-). Les
performances de chacune des formulations sont tradtes par le rapport N1s/Cr2p3 présenté sur le
diagramme béatons (moyennet écart-type pour n=2). La présence de protéase anwle seulement
les performances de I'’Aniosyme N2.

Comme précédemment, les résultats qualitatifs ptésepar les spectres généraux permettent d’olrserve
a la fois I'élément caractéristique du substratfieome) ainsi que I'élément caractéristique desgimes,
l'azote. Le rapport N1s/Cr2p3 est calculé et mogtre la présence de protéase n'a pas d’effet gigtiff

sur les performances de I'’Aniosyme DD1. Une amation de la performance de I’Aniosyme N2 est
cependant observée en présence de protéase pleisgpport diminue.

Les Aniosyme N2 et DD1 sont deux formulations da#itement identigues mais quantitativement
différentes. Néanmoins, elles contiennent la ménmépse et en méme quantité. Or, d’aprés nos
résultats, il semblerait que la protéase, formuléms I'Aniosyme DD1 perde son activité. Deux
hypothéses non exclusives sont envisagées :
- Certaines molécules constitutives de I'Aniosyme DpPpdurraient inhiber I'activité de la
protéase ;
- Ladsorption des principes actifs antimicrobiensg & surface d’oxyde de chrome pourrait
« masquer » I'effet de I'activité protéasique.
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En effet, nous avons constaté que les principeifs aantimicrobiens de I'’Aniosyme DD1 restaient
adsorbés sur les substrats d’AISI 304 nettoyés gieall). Il est donc possible que I'azote détecté
provienne en partie des molécules de principedsaatitimicrobiens. La seconde hypothése n’exclut
cependant pas la premiere puisqu’il est égalemessiple que ces principes actifs antimicrobiens
inhibent I'activité enzymatique de la protéase avadme de s’adsorber sur les surfaces. Les résultat
obtenus dans le cas de I'Aniosyme N2 ne permefpast de trancher puisque les principes actifs
antimicrobiens sont trés peu représentés et paégorent ne persistent pas sur les surfaces (fig.
Pour la méme raison, ils n’entraineraient pas ditibn de I'activité enzymatique.

Afin d’aller plus loin dans la compréhension de eésultats, nous avons eu recours a la méthode
isotopique sur de la BSKA adsorbée sur substrat d’AISI 304. Le changemergubstrat est justifié par

le fait que I'adsorption des principes actifs antimbiens sur le substrat d’AlSI 304 a précédemné¢dit
observée. La méthode isotopique, permettant detifjeata quantité de protéines adsorbées résidsell
nous permet de montrer que la présence de la potins I’Aniosyme DD1 améliore les performances
de la formulation (figure 1V-3). Ceci va donc ddassens de la seconde hypothése émise. La rémanence
des principes actifs antimicrobiens sur la surfeaetribue donc au signal de I'azote et de ce faisaque

les effets de I'activité protéasique de cette fdation. Cependant, 'amélioration des performandes
I’Aniosyme N2 par la protéase est largement plgsificative que celle observée pour I’Aniosyme DD1.

Il est donc aussi probable que les principes adifisimicrobiens soient néfastes pour ['activité
enzymatique.
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Figure 1V-3 : Quantité de BSA résiduelle sur substrats d’AlSI304 nettoyés par les formulations
Aniosyme N2 et DD1 avec (P+) ou sans (P-) protéagmoyenne £ écart-type pour n=3). Les
protéases sont actives dans les deux formulationsam a moindre efficacité dans I'’Aniosyme DD1.

Les enzymes jouent donc un rdle important dansAemsyme N2 et DD1 puisqu’elles peuvent
significativement améliorer les performances demfdations. Ces améliorations peuvent cependaat vit
étre limitées par les interactions existant enfe molécules entrant dans la composition de ces
formulations. L'exemple de I'Aniosyme DD1 traitéi isemble définir le compromis existant entre la
détergence et la désinfection.

[.3. Minimisation des performances par les principes adfs
antimicrobiens

La plupart de nos données convergent vers lidée d& biguanide, plus précisément le
polyhexaméthyléne biguanide (PHMB), est le principetif antimicrobien le plus néfaste envers
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I'efficacité des formulations. Pour confirmer I'effantagoniste du PHMB dans la détergence, noussavo
suivi la méme démarche que précédemment. Nous adoms comparé les performances des
formulations Aniosyme N2 et DD1 avec et sans PHM®8s rapports N1s/Cr2p3 calculés a partir des
données XPS pour chacune des formulations sorgemé&ssur la figure IV-4. Les résultats obtenusdaar
méthode isotopique sont présentés sur la figurs.IV-

0.4

0.39

0.2

N1s/Cr2p3
TTTTTT]
HEEEEN
| .|
111

0.17

0 T T T T

H20r Aniosyme DD1 sans Aniosyme N2 sans
DD1 PHMB N2 PHMB

Figure 1V-4 : Rapport N1s/Cr2p3 obtenus sur le couple BSA/oxye de chrome nettoyé par les
formulations Aniosyme DD1 et N2 avec ou sans polykaméthyléne biguanide (PHMB)

BSA adsorbée (ng/cm?2)

il I

H20r  Aniosyme DD1sans Aniosyme N2 sans
DD1 PHMB N2 PHMB

Figure 1V-5 : Quantité de BSA résiduelle sur substrats d’AlSI 84 nettoyés par les formulations
Aniosyme N2 et DD1 avec ou sans polyhexaméthyléngimnide (PHMB). Le contrdle H,Or est
présenté pour comparaison. Le PHMB minimise les péormances des Aniosyme DD1 et N2.
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La différence observée entre les rapports N1s/Cohji8nus pour I'’Aniosyme DD1 avec et sans PHMB
n'est pas significativement différente, comparatieat a celle observée pour I’Aniosyme N2 (figure IV
4). Le PHMB est peu présent dans I’Aniosyme N2 nagport a I'’Aniosyme DD1. Pourtant, le rapport
N1s/Cr2p3 diminue de 12% lorsque le PHMB est oreid’Ainiosyme N2 alors qu’il ne diminue que de
7% pour I'Aniosyme DD1. Néanmoins, dans les deus, dabsence de PHMB abaisse le rapport
N1s/Cr2p3.

La méthode isotopique en revanche montre une riédusignificative des quantités résiduelles de BSA
adsorbée en I'absence de PHMB (figure 1V-5). Aupard, et compte tenu que I'’Aniosyme DD1 contient
25 fois plus de PHMB que I'Aniosyme N2, les difféces d'efficacité observées entre ces deux
formulations sont déja une indication de I'effetagoniste du biguanide. A présent, si le PHMB esiso
dans chacune de ces deux formulations, on obseme lés deux cas une diminution de la quantité de
BSA adsorbée. Pour I'Aniosyme DD1 sans PHMB, lantjtéa de BSA adsorbée diminue de 39% par
rapport a cette méme formulation en présence de BHMur I'Aniosyme N2, la quantité de BSA est
réduite de 36%.

Ces résultats montrent que le PHMB est néfasta-vis-des performances des formulations, et ce méme
lorsqu'il est formulé en trés faible quantité, comnlest le cas pour '’Aniosyme N2.

l.4. RoOle et spécificité des enzymes dans la détergence

Les enzymes ou plus particulierement les protéakmsgu’elles sont formulées, améliorent les
performances des produits et ceci se traduit sauttace par une diminution de la quantité de pmet
résiduelles. Comment expliquer cette synergie ?

- Une simple solution d’enzymes, non formulée, patrpaésenter une activité détergente
intrinséque, qui s’'additionnerait aux propriétésedgentes initiales de la formulation. Ceci est
peu probable puisque les enzymes sont égalemenprdésines. Elles auraient donc plut6t
tendance a s'adsorber sur les surfaces.

- Les tensioactifs de la formulation permettant dsod@ger les protéines, les protéases pourraient
alors les dégrader en solution limitant ainsi léwentuelle réadsorption. Cependant, compte tenu
des résultats présentés dans le chapitre Ill,nibse fort probable que les protéases agissent
également sur les protéines adsorbées. En effets aoons observé que la protéine prion
résiduelle, aprés nettoyage par la formulation Aywioe N2, présentait les caractéristiques
électrophorétiques de la PrPres (figure IlI-15).s Gésultats suggérent donc une digestion
enzymatique sur la PrPsc adsorbée a la surfac@lsleéacier inoxydable. Dans ce contexte, la
présence de tensioactifs permettrait la désorptiem complexes protéines-protéases ou des
peptides résiduels, plus solubles.

Dans le but d'infirmer et de confirmer respectiveinees hypothéses, nous avons utilisé le couple
BSA/oxyde de chrome et traité ces substrats parsdisgions de lipase, d'amylase et de protéase non
formulées, les concentrations en enzymes étanti&mes que celles utilisées pour les formulations
Aniosyme N2 et DD1. Les propriétés détergentessdbstions enzymatiques sont comparées a celle de
'eau du réseau (JDr). Les résultats obtenus sont présentés danigueeflV-6 et montrent que les
solutions de lipases et d’amylases ne présententl’pativité détergente puisque la réduction dypoap
N1s/Cr2p3 n'est pas plus importante que celle alésepour I'eau du réseau, comparativement au rappor
calculé avant traitement (BSA).
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Figure 1V-6 : Rapports N1s/Cr2p3 obtenus le couple BSA/oxydeedchrome nettoyé par des
solutions de lipase, amylase et protéase non forndd@s. Leurs performances sont comparées a celle
de l'eau du réseau (H20r). Les rapports N1s/Cr2p3 ldenus pour la BSA adsorbée, avant
traitement, sont également présentés (BSA). Les gmzes ne présentent pas d’activité détergente
supérieure a celle de KDr.

En revanche, ce rapport augmente lorsque le caBpk/oxyde de chrome est traité par la solution de
protéase. Cette augmentation du rapport s’expligrd’adsorption de la protéase sur la BSA, ellermé
adsorbée sur I'oxyde de chrome. Cette observatimfirsme donc I'activité surfacique de la protéase e
met également en évidence la spécificité des ictierss enzymes-substrats. En effet, cette interacti
protéase-BSA est supposée spécifique de l'intenacéinzyme-substrat étant donné que la lipase et
I'amylase qui sont également des protéines nerepts adsorbées sur la BSA.

Les protéases sont des enzymes qui catalysentrdlyge de la liaison peptidique. La protéase éridist

une endoprotéase et plus particulierement une gseté sérine. Les endoprotéases catalysent I'tygdrol
des protéines au niveau de sites internes spéeffiDette spécificité est assurée par la naturaaldss
aminés formant la poche catalytiqgue. Pour la clatese protéases a sérine, cette poche catalytique es
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souvent définie par les acides aminés histiding @dJine (S) et acide aspartique (D). On parleade |
triade catalytique HSD. Le mécanisme de I'hydrolges protéines catalysée par les protéases a sstine
schématisé sur la figure 1V-7.

Figure IV-7 : Exemple du mécanisme réactionnel de I'hydrolysd’une liaison peptidique catalysée
par une protéase a seérine http://chimie.scola.ac-paris.fr). La triade catalytique HSD et son
substrat sont représentés, en vert: lhistidine (); en rouge : la sérine (S); en bleu: I'acide
aspartique (D) et en noir : le substrat.

Le mécanisme réactionnel, proposé en exemple, pedrobserver la formation d’un intermédiaire
covalent entre I'enzyme et son substrat: la fomctitcool de la sérine (en rouge) forme une liaisster
avec la fonction amide du substrat (en noir). tld@nc possible d’expliquer 'augmentation du rappo
N1s/Cr2p3 par l'existence de cet intermédiaire tiéanel puisque la liaison covalente ne peut étre
rompue par un simple rincage a I'eau. Il semblecdgue les protéases puissent agir directementasur |
surface lorsque leur substrat y est adsorbé.

D’autre part, ces résultats, obtenus pour desisakitd’enzymes non formulées mettent en évidence le
réle majeur des tensioactifs. En effet, compte tgue pour un temps de contact équivalent, le rappor
N1s/Cr2p3 diminue lorsque la protéase est formudéesont vraisemblablement les tensioactifs qui von
permettre d'accélérer la vitesse de réaction dtwariser la désorption du complexe enzyme-subsirat
existe donc un effet synergique entre I'activitéygnatique et les tensioactifs.
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I.5. Incidence de la concentration en enzymes sur l'effacité de la
formulation

La protéase formulée dans I'Aniosyme N2 améliorsasatérablement les performances de cette
formulation vis-a-vis des protéines adsorbées epsagt directement sur la surface. Dans le souci
constant de vouloir optimiser I'efficacité des fadations, on peut se demander si 'augmentatiofade
concentration de protéases dans la formulatiorcerapagne d’une amélioration des performances vis-a-
vis des protéines adsorbées.

Pour cela, nous avons comparé par XPS les rap@e&Cr2p3 obtenus a partir du couple BSA/oxyde de
chrome avant (BSA) et aprés 15 minutes de nettogagées formulations d’Aniosyme N2 contenant des
concentrations croissantes de protéases, de 2%t 3%. Ces rapports sont présentés sur la figu& IV
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Figure 1V-8 : Rapports N1s / Cr2p3 pour le couple BSA/oxyde dehrome avant nettoyage (BSA) et
aprés nettoyage par la formulation Aniosyme N2 comnant 2% (2%P), 5% (5%P) et 7% (7%P) de
protéases. L'augmentation de la concentration en jptéase dans la formulation Aniosyme N2 ne
permet pas d’améliorer ses performances dans le cadd’'un nettoyage de 15 minutes.

Les rapports N1s/Cr2p3 calculés pour le couple BSyde de chrome (BSA) avant nettoyage sont plus
élevés que ceux calculés apres le nettoyage. ©afarme donc une diminution de la quantité d'azsue

la surface et donc une diminution de la quantitéB&A adsorbée lorsque les substrats sont nettoyés.
Cependant, pour les trois concentrations de preséEstées, les réductions observées de ce rammbrt
environ de 40%. Augmenter les concentrations etépses de la formulation Aniosyme N2 n’a donc pas
d'effet significatif, en 15 minutes, sur ses pemnfiances vis-a-vis des protéines adsorbées.

La notion du temps de nettoyage est un facteur fitapblorsque I'on s’intéresse a 'activité enzyimae.

Une diminution de la quantité de protéines adsarb&e fonction des concentrations croissantes de
protéases serait probablement observée pour depstefe contact plus long. Compte tenu des
recommandations sur la durée du nettoyage des DMsjuixé dans sa globalité a 15 minutes, nous
n'avons pas souhaité vérifier cette hypothése. s, p'utilisation excessive de protéase dans les
formulations génére des risques d’allergies posimi@nipulateurs [Rosenberg et Gervais 1987, Tiipath
et Grammer 2001].

1.6. Synthese

Ces travaux montrent a nouveau la complémentadtéadechnique XPS et de la méthode isotopique
pour une meilleure compréhension des interactiorssiples entre les protéines, les surfaces et les
composés constitutifs des formulations.

En effet, un certain nombre de réponses sur legble mode d’action des enzymes, et notamment des
protéases, vis-a-vis des protéines adsorbées érdapftortées par la mise en ceuvre de I'’XPS et de la
méthode isotopique. Les enzymes sont des compopartisulierement actifs dans la définition d’'une
formulation performante. Elles participent a I'éiimation des salissures qui leur sont spécifiques et
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peuvent agir sur les surfaces. Néanmoins, ellesom pas suffisantes. Vis-a-vis de la surface, une
solution d’enzymes ne montre pas d’activité détetgeupérieure a celle de I'eau de réseau. ll@st d
nécessaire de les formuler pour pouvoir observégélgéfice apporté par ces molécules. Cependalat, si
présence de composés détergents favorise leuntéctivsemble en étre autrement en présence de
principes actifs antimicrobiens.

II. OBSERVATION EN MILIEU HOMOGENE SUR LA PROTEINE PRION

L’addition d’enzymes dans les produits nettoyant®owe pré-désinfectants est devenue courante
puisqu’elle permet d’améliorer considérablementgesformances des formulations. Dans le cadre des
maladies a prions, I'efficacité du nettoyage esenjeu majeur pour limiter les risques de transioiss
Compte tenu de la synergie observée précédemménet les protéases et la formulation vis-a-vis des
protéines adsorbées, il parait important d’optimi&etivité enzymatique vis-a-vis de la protéineop.

Les techniques surfaciques mises en ceuvre précéeleme pouvant étre appliquées spécifiquement aux
risques prions, nous proposons d'étudier I'actieitzymatique des formulations en milieu liquidett€e
approche nous permettra de déterminer I'influereefdcteurs chimiques et physiques sur la dégmadati
enzymatique de la PrP. Nous montrerons égalemefifeti’antagoniste du principe actif antimicrobien s
I'activité enzymatique de la formulation Aniosym&.N

Il.1. Optimisation de I'activité enzymatique de I’Aniosynme N2

Compte tenu de son efficacité dans les procédésetteyage et de son activité enzymatique, il est
opportun de s’intéresser a la formulation Aniosyi2 pour chercher a optimiser cette activité
enzymatique. Nous étudierons essentiellement dgoestde facteurs pouvant influer sur son activité
enzymatique : les facteurs chimiques et physiqGes. derniers, que sont la température et le pH, son
extrémement importants puisqu’ils conditionnentti@té enzymatique. Cependant, nos contraintes de
travail sont définies par les conditions d’utilisat des formulations (pH neutre, température ambjan
Ces deux paramétres ne seront donc étudiés, apiifssation des autres facteurs, que dans des gamme
limitées de pH et de température.

[I.1.1. Les facteurs chimiques

Dans ce travail, les facteurs chimiques représen&s) molécules entrant dans la composition de
I'’Aniosyme N2. Dans un premier temps, et compteutele sa complexité, nous focaliserons notre
attention sur les tensioactifs et le séquestramnsDun deuxiéme temps, nous nous intéresserons a
I'incidence d’'une augmentation de la concentratonenzymes sur la dégradation de la protéine prion,
ainsi qu'a I'activité de différentes protéases,leswu en association.

Nous avons montré, dans la premiére partie deasrity que la protéase de la formulation Aniosyng N
pouvait agir sur la surface du matériau et queale d'étre formulée favorisait son activité et/au |
désorption du complexe enzyme-substrat. Afin desrdéiner le role de la formulation sur l'activité
enzymatique, nous avons incubé des homogénatsrdeacede MCJs et de cerveau sain (Témoin) en
présence soit de la formulation Aniosyme N2 (N2)t de la protéase non formulée (P0,004%).
Les essais contrbles sont :

- L’eau du réseau (JDr) servant a la dilution des formulations et dpratéase ;

- L’Aniosyme N2 sans les enzymes (N2Z-) ;

- L’Aniosyme N2 sans la protéase (N2P-)

- Laprotéase a 0,8% correspondant a la quantitéalégse dans I’Aniosyme N2 concentré.
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Les résultats obtenus sont présentés sur la fiy48e Le contréle HOr permet d’observer la PrPc dans
I’'homogénat Témoin et, a la fois la PrPc et la BrBans I'homogénat MCJs. Lorsque les homogénats
sont traités par la formulation Aniosyme N2, on elve la disparition du signal de la PrPc dans
I’lhomogénat témoin et la présence de la PrPres Hamsogénat MCJs. Ces résultats sont en parfait
accord avec la sensibilité de la PrPc et la résistgartielle de la PrPsc & la digestion enzymatitjes
contrdles N2Z- et N2P- confirment que les enzyreeplus spécifiquement la protéase, sont respoesabl
de la digestion compléte et partielle de la PrRiedt PrPsc respectivement.

HOr N2 N2z- N2P- P0,8% P0,004%
MCJs- + - + - 4+ - + - + - +
Témoin+ - + - + - + - + - + -

u Kan §

Figure IV-9 : Western blot de la PrPc (Témoin) et de la PrPs¢MCJs) suite au traitement par
I’Aniosyme N2 (N2) et par la protéase non formulé€P0,004%). Les essais contréles sont,@r :
eau du réseau, N2Z- : Aniosyme N2 sans enzyme, N2FPAniosyme N2 sans la protéase et P0,8%
la protéase dans I'’Aniosyme N2 concentré. L'activé protéasique est responsable de la digestion
compléte de la PrPc et de la dégradation partiellde la PrPsc en PrPres. Cependant, la protéase
seule est moins active que la protéase formulée.

Si on considére a présent I'activité de la protd28®04% non formulée, on constate que la dég@muati
de la PrPc n'est pas totale et ceci est corrobardgs résultats obtenus sur la PrPsc puisquedigls p
moléculaires des différentes glycoformes ne sorg gartiellement diminués. Ainsi, ces données
montrent que 'activité protéasique est améliop¥sdue les enzymes sont formulées.

C’est donc en raison de cette synergie que noukagtons optimiser l'activité enzymatique des
formulations vis-a-vis de la protéine prion.

Lorsque l'on s'intéresse a la dégradation enzymatiges prions dans le cadre de la détergence, il
convient, dans un premier temps, de prendre eridgmagion le rapport entre le volume de la formolat

et celui de la salissure. Ce rapport nous permetaéliser le volume des bains de nettoyage pguorap

a la surface des dispositifs médicaux. Compte tenmatériel a notre disposition et de la pratidehdes
essais, nous avons attribué a ce rapport une veredr00. Dans ces conditions, la salissure est donc
diluée au 1/10%" dans la formulation considérée. Il faut donc, damsieuxi€éme temps, avoir recours a
une technique de précipitation des protéines pour@ir détecter la protéine prion en Western .
plus, comme nous l'avons précisé dans le chagitré ést nécessaire d’inhiber I'activité des enms de

la formulation pour ne pas introduire de biais dénglétection de la protéine prion au temps «t»
considéré. Pour nous conformer au mode dinhibitimpporté dans la littérature, nous aurons
essentiellement recours a 'inhibition par la chalgacksonet al.1999, McLeod et al.2004]. Acidifier

le pH de la solution sera néanmoins une alternatiee mode d’inhibition.

Ces travaux sont réalisés a partir d’'un homogéaatesiveau 10% (HC) d’une MCJs. Un volume d’'HC
(10 pl) est incubé en présence de 100 volumes derhaulation considérée pendant 15 minutes a
température ambiante sous agitation 3D a 50 rpmegApvoir inhibé l'activité enzymatique et préaipit

la protéine prion par I'acide phosphotungstiqudleea est détectée par Western blot avec ou sans
traitement préalable a la protéinase K. Ce traiténpar la protéinase K nous permet de disposer d'un
contrdle PrPres. L’anticorps anti-PrP utilisé esBF4. Toutes les formulations étudiées sont pé&sar
sur la base de I'Aniosyme N2. Les enzymes de lenfitation sont les mémes que précédemment, a
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savoir la lipase, I'amylase et la protéase. Darcatire de cette étude, chaque enzyme est formiée a
dans I’Aniosyme N2 concentrée. Les seules variabded, dans un premier temps, les tensioactifg et |
séquestrant. Les résultats obtenus pour les digassoactifs testés seront comparés a ceux obparla
formulation Aniosyme N2, considérée comme la fortioh de référence.

Les tensioactifs et le séquestrant de I’Aniosyme N2

Deux tensioactifs et un séquestrant entrent dareomaposition de la formulation Aniosyme N2. Les
tensioactifs sont :
- Un tensioactif non ionique (NI): l'alcool gras péthoxylé isoG:Eg(8 moles d'oxyde
d’éthyléne);
- Un tensioactif amphotére {A: le N-lauryl-iminodipropionate de sodium.
Le séquestrant est I'iminodisuccinate de sodium.

Dans un premier temps, nous allons nous intér@sbkercidence de ces tensioactifs et du séquessamnt
I'activité de la protéase vis-a-vis de la PrPsairRela, quatre formulations ont été préparées :

- Laformulation n°1 est la formulation Aniosyme N&hs le tensioactif non ionique ;

- Laformulation n°2 est la formulation Aniosyme Bi@ns le tensioactif amphotére ;

- La formulation n°3 est la formulation Aniosyme Néhs le séquestrant ;

- La formulation n°4 est la formulation n°1 sanséegestrant.

Les résultats obtenus sont présentés sur la fliyai®.

N2 1 2 3 4
NI+ + - - + + + + - -
o+ o+ + o+ - -+ o+ o+ o+
SQ + + + + + - - - -
PK - + - + - + - + - +

Figure IV-10: Western blot de la PrP traitée par I'’Aniosyme N2et ses variantes. L'activité
enzymatique est inhibée par la chaleur et la PrP eprécipitée par I'acide phosphotungstique. N2 :
Aniosyme N2 ; NI : tensioactif non ionique ; A: tensioactif amphotére ; SQ : séquestrant PK :
protéinase K.

Comparativement a la formulation Aniosyme N2 (N2ns traitement a la protéinase K (PK-), les
formulations n°1 et n°2 améliorent Iégérement law# de la protéase puisque lintensité du sigestl
plus faible pour ces deux formulations. En revandbe formulations n°3 et n°4 ne permettent pas
d’'améliorer la digestion de la PrP. Ces premiesultats suggérent que les formulations sont plus
efficaces des lors que le tensioactif utilisé estl,ssoit non ionique (formulation n°2) soit ampdrat
(formulation n°3). L'association des deux tensidactemble Iégérement diminuer l'activité enzymaéiq
(N2). D’autre part, les résultats obtenus pour flsnulations n°3 et n°4 montrent que I'absence de
séquestrant dans les formulations nuit a I'actigitéymatique. Il semble que l'activité enzymatigieela
protéase soit sensible a la présence de cationalliqpdes. Dans le cas présent, ces cations sont
essentiellement les ions €&t Mg’* présents dans I'eau du réseau servant & la dildés formulations.
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Compte tenu de I'activité enzymatique observéeréasgnce de l'alcool gras polyéthoxylé isgig, nous
avons souhaité tester d’autres tensioactifs noiojies :

- un alcool gras polyéthoxylé a 25 moles d’oxyde fj&ine ;

- l'oxyde de diméthyl-lauryl amine ;

- un alcool gras alkoxylé.
L'analyse des Western blot (résultats non présgm@mtre qu’'aucun de ces tensioactifs non ioniques
n'améliore l'activité enzymatique, par rapport amdioactif non ionique déja présent dans I'’Aniosyme
N2.
Nous avons également testé un autre tensioactifhatdpe : le cocoamphodipropionate disodique.
Comme précédemment, aucune amélioration de I'é&tdnizymatique n'a été observée.

Etant donné que les interactions entre les tenisat les protéines sont en partie fonction dadture
des tensioactifs [Deep et Ahluwalia 2001, Durchaghlet al. 2000, Xiong et al. 2001], il parait
intéressant de tester des tensioactifs dont larealiffére de ceux présents dans I'’Aniosyme N2.sAin
dans un deuxiéme temps, nous nous sommes intéeassésnsioactifs cationiques et anioniques.

Pour cela, nous avons substitué les tensioactifdsmsyme N2 par un tensioactif cationiquejCle N
alkyl « coco » di(pentadécahydroxyéthyl) méthylaminm-méthylsulfate. Comme précédemment, I'HC
est traité par la formulation «'G avec ou sans séquestrant (SQ). Les résultatpsisentés en triplicats
sur la figure IV-11.

N2 Ctsans SQ Cavec SQ
PK - + -+ -+

-+ -+ -+ -+
8-0pbatag:gg
: o -

Figure IV-11 : Western blot de la PrP traitée par I'Aniosyme N2et sa variante cationique (C) avec

ou sans séquestrant (SQ). L’activité enzymatique emhibée par la chaleur et la PrP est précipitée
par I'acide phosphotungstique. N2 : Aniosyme N2 PK : protéinase K.

La comparaison des résultats obtenus pour cetmaufation « C » avec et sans séquestrant, met en
évidence une différence d’activité enzymatique essiiement liée a la présence ou non de séquéstran
Lorsque la formulation en est exempte, la protéirien détectée est essentiellement de la PrPsc. En
revanche, nous observons de la PrPres en présensgqliestrant. Comme nous l'avons souligné
précédemment, I'activité enzymatique est particaligent sensible & la présence des cations métdliqu
Quoi qu'il en soit, le tensioactif cationique comtedans la formulation ne permet pas d'améliorer
I'activité enzymatique de la protéase, comparatimenaux tensioactifs de I’Aniosyme N2.

Puis, dans la méme logique, nous avons substitiéetesioactifs de I’Aniosyme N2 par un tensioactif
anionique (A : le lauryléthersulfate a 3 moles d'oxyde d’'éémg. L'HC est traité par la formulation
« A" » avec ou sans séquestrant (SQ).

Nous avons di, face a des résultats « biaisés difiexde mode d’inhibition de 'activité enzymatig. Il
semblerait en effet, que la présence du tensioantdnique modifie la thermorésistance de la pnetéi
prion, avec une disparition du signal de la PrPWastern blot (Annexe 4) Pour contourner ce biais
méthodologique, nous avons inhibé 'activité enziiuee en acidifiant le pH de la solution. Pour cela
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I'acide chlorhydrique (HCI) 1M est ajouté a la farkation jusqu’a I'obtention d’un pH 3. La protéine
prion est précipitée par I'acide phosphotungstique.
Les résultats sont présentés sur la figure 1V-12

N2 A-avecSQ A-sans SQ
-+ -+ -+ -+ - 4+
Figure 1V-12 : Western blot de la PrP traitée par I’Aniosyme N2et sa variante anionique (A avec

ou sans séquestrant (SQ). L'activité enzymatique e@hibée par l'acidité du pH et la PrP est
précipitée par I'acide phosphotungstique. N2 : Anisyme N2 ;PK: protéinase K.

PK

Comparativement a I’Aniosyme N2, la présence dsitattif anionique et du séquestrant n'améliore pas
l'activité enzymatique de la protéase. On peut mé&dins observer que le traitement secondaire par la
protéinase K est favorisé en présence de ce tatifiddne fois encore, on constate I'importance du
séquestrant pour favoriser I'activité enzymatigedalprotéase.

Mode d’action du ségquestrant:

La présence du séquestrant favorise considérabtdiaetivité enzymatique de la protéase vis-a-\asla
protéine prion. Cet effet de synergie est obsemdr ioutes les formulations testées : la formutatio
Aniosyme N2 (figure IV-10), la formulation cationiq (figure 1V-11) et la formulation anionique (figu
IV-12). L’hypothése la plus probable est un réleiliiteur des cations métalliques présents dans kia
réseau. Le séquestrant permettrait donc de palllffet inhibiteur de ces cations par ces fonudiale
séquestrant (Kumar 1998). Néanmoins, on ne peltirexia possibilité d’'une synergie liée a la molécu
elle-méme. Le séquestrant pourrait en effet étreftecteur de 'activité enzymatique. Afin de S'ass
du réle du séquestrant et de justifier le rélebitbur des cations métalliques sur 'activité enayigque,
nous avons introduit des ions Cualans les formulations, saturant ainsi préalableéneeséquestrant. Les
résultats obtenus sont présentés sur la figure (@)1 et (b) pour les formulations anioniques
respectivement sans et avecCu
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Cu® - - - - - - - -
(a) SQ - - - - 4+ + + +
PK - + - + - + - +

L B

RHRE

(b) Cu2t+ + + + + + + +
SQ - - - - + + + 4+
PK - + - + - + - +

Figure IV-13 : Incidence du séquestrant sur I'activité enzymatjue de la protéase de la formulation
anionique. (a) sans saturation préalable du séqueant par les ions CuU*; (b) séquestrant
préalablement saturé par les ions Cti. SQ : séquestrant PK : protéinase K.

Les résultats présentés sur la figure 1V-13(a) icowt I'importance du séquestrant pour garantir
l'activité enzymatique de la protéase. En effet,abisence de séquestrant, la protéine prion n'est pa
digérée alors qu’en sa présence, elle est déteotéesa forme PrPres.

Les résultats de la figure 1V-13(b) montrent quigésence d'ions Cii la protéine prion détectée n’est
pas dégradée et ce indépendamment de la présenmnalu séquestrant. Seul le traitement secondaire
par la protéinase K permet d'observer la PrPres i@sultats confirment donc le réle inhibiteur des
cations métalliques sur l'activité enzymatique. &fet, lorsque le séquestrant est préalablementéat
par les ions Ci, il n'est plus disponible pour séquestrer lesaratimétalliques de I'eau du réseau qui
peuvent donc inhiber I'activité enzymatique deiatgase.

Si la formulation de I'enzyme augmente son actieib@ymatique, la nature du tensioactif ne sembée pa
étre un facteur prépondérant. Cependant, comptedena diversité des tensioactifs a l'intérieunrde
méme famille, les résultats obtenus ne peuvenigétnéralisés.

Nous avons pu observer que la présence d'un sasiottif, non ionique ou amphotéere, était plus
bénéfique que l'association de ces deux tensigacsifir I'activité de la protéase. Il faut néanmoins
rappeler que la complexité de la chimie de formofatréside dans l'identification et le choix des
meilleurs compromis. Ainsi, si I'association desqidieactifs semble légérement diminuer I'activité
enzymatique, elle favorise en revanche l'efficad la détergence. La présence du tensioactif non
ionigue permet également de stabiliser la formofatans le temps.

Le séquestrant est également un facteur importamt Hoptimisation de I'activité des enzymes selesib

a la dureté de I'eau.

Aprés avoir focalisé notre attention sur les teasiifs et le séquestrant, nous avons souhaité évalu
d'une part l'incidence de la concentration en engymaur l'inactivation de la protéine prion et dtaut
part, nous intéresser a l'activité d’autres pratéaeules ou en association vis-a-vis de la pefgion.

Les enzymes :

Lors de nos travaux concernant l'activité enzymasgicen surface, nous avons observé une activité
surfacique de la protéase. Cependant, augmentamieentration de la formulation en enzymes n’avait
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pas d'influence significative sur I'efficacité da formulation en rapport & la surface (figure 1V-8lais
gu’en est-il en milieu liquide vis-a-vis de la p&wte prion ?

Pour répondre a cette question, nous avons évaméWestern blot, I'activité enzymatique de la
formulation Aniosyme N2 contenant des concentratiomissantes de 0,8% a 7% de protéase sur un HC
témoin, exempt de PrPsc et sur un HC de MCJs. [nt de vue méthodologique, I'activité enzymatique
est inhibée par un abaissement du pH de la forfoalaprés 15 minutes de contact a température
ambiante (19-23°C). La protéine prion est précgipér I'acide phosphotungstique. L'essai contr&le e
traité par de I'eau du réseau,(t).

Les résultats présentés sur la figure IV-14 montgere la PrPc de 'HC témoin est totalement digénée
15 minutes, quelle que soit la concentration ergase de la formulation. Notons qu’une concentnatio
de 0,8% est suffisante.

H,Or 0,8% 2% 56 7%

MCJs- + - + - + - + - +
Témoin+ - + - + - 4+ - + -

Figure 1V-14 : Incidence de la concentration en protéase dana formulation Aniosyme N2 sur la
digestion de la PrPc dans un HC témoin et de la Pge dans un HC de MCJs. Les concentrations en
protéases testées sont 0,8%2% ; 5% et 7%. Les concentrations en protéase n'inflent pas sur
l'inactivation de la PrPsc en 15 minutes. La PrPc @ intégralement digérée quelle que soit la
concentration en protéase testée.

En ce qui concerne la dégradation de la protéirmnpon observe une activité de la protéase puitgue
PrP détectée est de la PrPres, mais cette aaisitindépendante de la concentration en enzymés de
formulation. En effet, I'intensité des signaux abes n'est pas significativement différente pows le
quatre concentrations de protéase testées.

Ainsi, quel que soit le référant étudié (la surfacele milieu liquide), 'augmentation de la contration

en enzyme n'optimise ni I'efficacité de la formudat, ni la digestion de la protéine prion en 15 ubés.
Contenu du fait qu'une augmentation de concentraéo enzyme se traduit généralement par une
augmentation de la vitesse initiale de la réactiatalysée, nous étions en droit de nous attendie a
meilleures performances.

Nous avons également souhaité évaluer l'activitzyematique d’autres protéases, seules ou en
association, dans I'Aniosyme N2 vis-a-vis de lat@iree prion. Différentes classes de protéases tént é
testées, notamment des protéases a sérine, déageet aspartate ou encore des métallo-protéases.
Toutes ces enzymes digérent complétement la Pride HC témoin en 15 minutes (résultats non
présentés), mais aucune d’'entre elle ne préserdetidté enzymatique significativement plus
intéressante que la protéase de I'Aniosyme N2 wisade la PrPsc. De la méme facgon, aucune des
associations d’enzymes testées ne s’est révéléagrae. Un extrait des résultats obtenus est ptésair

la figure 1V-15 pour deux protéases (Pro et Pram$iague pour une association de protéases formaulée
0,7% et 2%.
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ENF ENF
Z- N2 Pro Pro+ 2% 0.7%

Figure IV-15 : Western blot de la PrP traitée par différentes potéases ou association de protéases
formulées dans I'Aniosyme N2. Z-: contrle sans eymes, Pro: Protamex ; Pro+: Protamex
Plus ; ENF : Espérase 0,8L + Neutrase 0,8L + Flavazyme 500L.

La radiographie présentée sur la figure 1V-15 moren effet que les enzymes testées seules ou en
association ne montrent pas d'activité enzymatigignificativement différente de la protéase de
I’Aniosyme N2.

En ce qui concerne l'association de plusieurs ps#S, les résultats ne sont pas plus intéresdamts.
effet, aucune différence n’est observée companaiive a I’Aniosyme N2. Ces données nous permettent
de confirmer le fait que 'augmentation de la coricgtion en enzymes n’améliore en rien la dégradati

de la protéine prion, dans nos conditions.

L'optimisation de I'activité enzymatique vis-a-vite la protéine prion via les facteurs chimiquesuest
réel défi. Les paramétres testés, a partir de fadtation Aniosyme N2, n'ont pas permis d’améliorer
l'activité enzymatique de la protéase vis-a-vis ldeprotéine prion. L'activité enzymatique étant
également régie par des facteurs physiques, onspedémander si la température et le pH favorisetai
la digestion de la PrPsc.

[1.1.2. Les facteurs physiques

La température :

La vitesse de la plupart des réactions chimiquegnente quand on éléve la température. Il en est de
méme pour les réactions enzymatiques. Cependaritetse de la réaction enzymatique n‘augmente avec
la température que jusqu’a une valeur maximale eda-de laquelle elle décroit rapidement puisque la
chaleur dénature I'enzyme et sa vitesse de dénaturaugmente avec la température. La température
pour laquelle la vitesse de la réaction est maxenest définit comme la température optimale de
I'enzyme.

Il semble donc intéressant d'étudier l'incidence ldetempérature sur l'activité enzymatique de la
protéase de I'Aniosyme N2. Trois températures thti@stées : 20°C, 37°C et 60°C, cette derniém éta
la température optimale de la protéase étudiéentAymntré que l'activité enzymatique vis-a-vis de |
protéine prion était indépendante de la concentraén protéase, nous avons souhaité vérifier cette
donnée sous l'influence conjointe de la tempéragticu temps. Ainsi, la protéase a été formulé&&eB8

5% dans I’Aniosyme N2 et évaluée pour des tempsod¢act 15 et 30 minutes. L'essai contrdle consiste
a traiter I'HC par de I'eau du réseau 15 minut@9¢C. Les résultats sont présentés sur la figur&@V
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20°C 37°C 60°C
@]
- 3% 5% 3% 5% 3% 5S%
ISmin+ + - + - + - 4+ - + - + -

30mr}'ﬂ::l:::r

- e e .- o
Figure 1V-16 : Influence de la température sur I'activité enzynmatique de la protéase formulée a 3%
et 5% dans I’Aniosyme N2 pour des temps de contade 15 et 30 minutes. Les influences conjointes
de la température, du temps et de la concentratioan protéase n'ont pas d’effet significatif sur la
dégradation de la protéine prion.

Ces résultats montrent une digestion partielleadprbtéine prion puisque les profils électrophaugss
correspondent a celui de la PrPres. L'intensité giigsaux de PrPres observée est comparable pour les
différentes variables analysées. Une trés légénindiion du signal est néanmoins observée a 60&C av
la formulation & 5% d’enzymes et pour un tempsatdgact de 30 minutes.

Ces données montrent que la digestion enzymatigua BrPsc en PrPres en 15 minutes est effectwe dé
20°C et que l'augmentation de la température logslal phase de nettoyage n'a pas d’influence
significative sur la dégradation de la protéinepri

Il faut atteindre des températures beaucoup plegéék pour observer une activité protéasique sur la
PrPsc. En effet, les travaux portant sur I'inadtorade la protéine prion associent un prétraiteipan la
chaleur (115°C, 40 min), en présence de tensigadgtiin traitement enzymatique consécutif. L’effet
combiné de la chaleur et du traitement enzymatpprenet d'observer la digestion compléte de la PrPsc
en présence de sarkosyl [Langevedd al. 2003]. Cette digestion n'est en revanche que gikerten,
présence de désoxycholate de sodium ou de TritdtDOX{Langeveld et al. 2003]. Le sarkosyl
favoriserait la solubilisation et la dénaturatioa  PrPsc par la chaleur, facilitant par conséguen
I'activité des protéases. Les températures auxemEhctivité enzymatique est optimisée en préseiece
tensioactifs sont incompatibles avec les exigersesnettoyage des DM thermosensibles. De plus,
I'inactivation de la protéine prion n’est pas I'ebfif recherché.

Ces travaux permettent également de montrer qweuke nature d'un tensioactif n’est pas un facteur
déterminant. S'il est vrai que 'action combinéetdasioactifs anioniques et de la chaleur augmiente
sensibilité de la protéine prion au traitement ematyque ultérieur [Jacksort al. 1999, Langeveldet al.
2003, Taylor et al. 1999], cela ne peut étre extrapolé pour I'enserdeke tensioactifs anioniques. Ceci
est montré notamment par le deoxycholate de sofliangeveld et al.2003].

Le pH:

Le pH peut modifier I'activité enzymatique en gémir des modifications conformationnelles des
structures secondaires ou tertiaires des enzymesnomodifiant les charges électriques des chaines
latérales des acides aminés du site catalytiquéedeyme. Il existe un pH pour lequel les charges
électriques des chaines latérales du site catag/sgnt plus favorables a l'interaction enzyme-sahdll
s’agit du pH optimum de la réaction enzymatique pkeoptimum de la protéase de I'’Aniosyme N2 est
pH 8.

Nous avons évalué l'incidence du pH sur I'actide la protéase vis-a-vis de la protéine prion d*ith
témoin et d'un HC de MCJs. Compte tenu de I'effigades formulations alcalines vis-a-vis du risque
prions [Baier et al. 2004, Fichetet al. 2004, Kasermann et Kempf 2003, Lemmetr al. 2004], nous
avons privilégié les pH alcalins. La formulationidsyme N2 étant une formulation de pH neutre, nous
avons d{ ajuster les pH par des solutions alcaliB&nt donné que les acides gras et les triglgesri
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sont susceptibles de former des savons et quduhilié de ces savons est fonction du sel auxgilels
sont associés, nous avons ajusté les pH par tesisshdifférentes : I'hydroxyde de sodium (NaOH) et
I'nydroxyde de potassium (KOH), qui sont des agehtalins forts, et la monoéthanolamine (MEA), un
agent alcalinisant faible. Les résultats sont présesur la figure 1V-17.

NaOH KOH MEA
pH8 pH10 pH11l pH10 pH11 pH10 pH11
Témoin - + - + - + - + - 4+ - + - +
MCJs + - + - + - + -

LI

Figure 1V-17 : Influence du pH sur l'activité enzymatique de laprotéase I'Aniosyme N2 pour des
temps de contact de 15 minutes.

Les résultats observés montrent que les baseséeslipour ajuster les pH n'ont pas d’incidence sur
I'activité enzymatique. La PrPc est completemegédie quel que soit le pH de la formulation. LarBsP
est observée a pH 8, le pH optimal de I'enzymesiagu'a pH 10 sans différence significative de
I'activité de la protéase. En revanche, il semhi&pH 11 I'activité enzymatique de la protéase soi
inhibée puisque les profils électrophorétiques oreespondent plus a celui de la PrPres. Ce pH dénat
vraisemblablement la protéase.

Les études récentes, conduites sur 'inactivatiofogique de la protéine prion par les enzymes d@nt
pH optimal est alcalin, montrent que leur activéiér la protéine prion requiert qu’elles puisseme ét
actives a pH 12 [McLeqdet al. 2004]. Bien que I'on ne connaisse pas exacteneneffets des pH
fortement alcalins sur la stabilité structuraleldePrPsc, il est probable qu’elle soit significativent
réduite permettant ainsi d’augmenter sa sensilglibé protéases.

La température et le pH n'ont donc pas d’influesimificative sur I'activité enzymatique de la prase
formulée. Ces données corroborant les résultatsnabta propos des facteurs chimiques, nous pouvons
conclure que I'activité enzymatique est optimalesia formulation Aniosyme N2. En effet, aucune de
nos tentatives n'a pu aboutir compte tenu des amés de temps, de pH et de température de nos
conditions expérimentales et de la résistance pyahimique intrinséque de la protéine prion.

[I.2. Minimisation de [I'activité enzymatique par les principes actifs
antimicrobiens de I’Aniosyme DD1

Nous avons pu constater, dans la partie consacude abservations surfaciques, que le
polyhexaméthyléne biguanide (PHMB) était néfasteavivis de I'efficacité détergente des formulations
(figure IV-5). Il a également été suggéré que lesgpes actifs antimicrobiens puissent avoir ufetef
inhibiteur sur l'activité enzymatique (figure V-8t 1lI-19). Dans ce contexte, nous avons évalué les
capacités de la protéase a digérer la protéine poisqu’elle est formulée dans I' Aniosyme DD1tsoi
avec, soit sans PHMB. Les résultats sont présentéda figure 1V-18.
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DD1 DD1 sans

PHMB
E 0
—a
—27 kDa
|22 kDa

Figure IV-18 : Western blot de la protéine prion traitée par laformulation Aniosyme DD1 avec ou
sans PHMB.

L'intensité des signaux observés pour la protéinenpavec et sans PHMB est significativement
différente. La quantité de protéine prion déte@senettement moins importante en absence de PHMB,
ce qui conforte I'hypothése d'un effet antagonigie ce principe actif antimicrobien sur I'activité
enzymatique de la protéase. Le profil électroplguét particulier, observé en présence de PHMB,
suggeére également I'existence d’'une interférendeeda protéine prion et le PHMB. En effet, lesigro
glycoformes de la protéine prion ne sont pas résolur ce profil et nous pouvons observer uneéeain
du signal. Dés lors, il convient de se demanddesieffets antagonistes du PHMB sont dus a une
inhibition directe ou indirecte de I'activité enzgtique. En effet, I'étendue de la trainée versples
faibles poids moléculaires suggére une rétentianpateduits de dégradation de la protéine prion.i Cec
pourrait donc témoigner d’'une activité enzymaticgféective de la protéase mais également d’'une
interaction de ces produits de dégradation avecPHMB, qui verraient donc leur migration
électrophorétique ralentie.

La confrontation des différents résultats obtemss|ji'a présent semble converger vers I'’hypothese d’
antagonisme direct du PHMB sur I'efficacité de é&eatgence et indirect sur I'activité enzymatiquanb

le chapitre Il, nous avons mis en évidence I'adsomprréversible du biguanide sur les substrats 8

304, que ceux-ci soient ou non souillés par I'H@Qufe 11-8 et II-12). Dans le chapitre 1ll, nousces
observé la « rétention » de la protéine prion esifils d’acier inoxydable lorsque ces fils étaieettoyés

par la formulation Aniosyme DD1. L'emploi de la foulation Aniosyme N2 en seconde intention ne
permettait pas d'améliorer l'efficacité du nettogagralgré les performances détergentes de cette
formulation (figure 111-17). Compte tenu des diféices qualitatives en biguanide entre I’AniosymeeN2
DD1, nous avions émis I'hypothése que le biguapidevait étre responsable de cet effet. Associé aux
présents résultats sur le comportement électropjoeede la protéine prion en présence de PHMB, il
semble que l'effet antagoniste de ce principe aatifimicrobien soit donc lié a sa forte capacité
d’adsorption. Ce phénoméne de « coating » du PHM&éaconfirmé par Carole Bolot (Laboratoires
ANIOS) dans le cadre de son Master. Elle a en effatré qu’'un prétrempage de la salissure dans une
solution de PHMB compromettait la phase de netteyaljérieure. Ce coating a également pu étre
visualisé par l'intermédiaire d'un fluoresceur amgue. Ainsi, le coating du PHMB sur la salissure
adsorbée empécherait d'une part la protéase d'ac@édon substrat et empécherait d’autre partidiact
détersive des tensioactifs. Ce phénomene expliquegnséquent les moindres performances, a la fois
détergente et enzymatique, de la formulation AniosypD1.

Le PHMB est un principe actif antimicrobien polymngéie et cationique utilisé dans diverses applicatio
telles que la désinfection des piscines, le trat@ndes systemes de refroidissement d’eau ou efeore
prévention de la formation de la plaque dentaires|R et al. 2001]. C’est un polymére extrémement
basique existant sous forme cationique jusqu'a [kl de qui lui permet d'interagir fortement et
rapidement avec les espéces anioniques. Les graumiencationiques sont séparés par des chaines
hexaméthylenes qui conférent également a cette culeléun caractere hydrophobe favorisant par
conséquent les interactions de cette nature.
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/E\/NH NH _NH \/El\

1T %

NH, NH
Polyhexaméthyléne biguanide (PHMB)

Le caractére a la fois polymérique, cationique yatrbphobe du PHMB favorise donc ses interactions
avec de nombreuses molécules tels que les phogjleslineutres ou acides des membranes biologiques
[Gilbert et Moore 2005] et les acides nucléiqueld et al. 2004]. Dans ce contexte, la nécessité de
nettoyer les surfaces avant de procéder a leunféésibn semble plus compréhensible et le double
nettoyage se trouve d’autant plus justifié. Enteffe premier nettoyage strictement détergent fiaeoa
le second nettoyage par un détergent/ désinfeptantlequel la part de la désinfection sera d’aupéuns
efficace que la surface sera nettoyée. Cela estatitiplus important que le PHMB est décrit comme u
principe actif antimicrobien extrémement efficaammparativement a ses homologues cationiques
[Gilbert et Moore 2005].

I1.3. Synthese

Vis-a-vis de la protéine prion, I'activité enzyntpte de la protéase est optimisée lorsqu’elle estutEe
dans I'’Aniosyme N2.

Parmi les facteurs chimiques de la formulatiorsdquestrant est un composé particulierement impuorta
qui favorise l'activité de la protéase en inhibdiiterférence des cations métalliques. Dans nos
conditions expérimentales de température et delptéeule nature des tensioactifs influe peu sur la
digestion enzymatique de la protéine prion. De &mm facon, parmi les protéases testées, seules ou e
association et quelle que soit leur concentratauncune d’entre elles ne permet de dégrader plus
efficacement la PrPsc.

La modification des paramétres physiques de noslitons expérimentales n’améliore pas non plus
I'activité enzymatique de la protéase vis-a-vis ldePrPsc. Des conditions drastiques de pH et de
températures sont nécessaires pour observer un sffeificatif sur I'activité enzymatique. Ces
conditions ne sont pas compatibles avec les exggeda nettoyage des DM thermosensibles.

Compte tenu de ces données, l'efficacité déterda® formulations enzymatiques doit étre I'objectif
recherché en priorité. Notons qu'il n’y a pas Idfaugmenter ni les concentrations enzymatiquesa ni
température, ni le pH pour favoriser la digestimzyenatique de la protéine prion durant la phase de
nettoyage.

Enfin, I'effet antagoniste des principes actifsimmtrobiens et plus particulierement du PHMB sur
I'activité enzymatique est vraisemblablement uetfidirect, le PHMB empéchant 'enzyme d’accéder a
son substrat. L'effet « coating » du PHMB a en nevee un effet négatif direct sur I'efficacité détee

de la formulation.

IIl. CONCLUSIONS

Les formulations enzymatiques présentent les noedle performances. Ces performances sont la
conséquence d'une synergie entre les enzymes ferrtaulation dans laquelle elles se trouvent. Une
solution d’enzymes isolées ne présente pas d'&&tilétergente supérieure a celle de I'eau du réseau
une formulation dépourvue d’enzymes est signifieatient moins efficace. Cette synergie est d’autant
plus intéressante qu’elle se traduit non seulerdans la solution de nettoyage mais également aauiv
de la surface des matériaux. Associée a de borarésrimances détergentes, cette activité surfaaiigse
enzymes est particulierement importante dans leecdd risque prion. En effet, la digestion méme
partielle de la PrPsc en PrPres a la surface de&imax permet probablement de réduire I'infectidsie

la protéine prion et par conséquent de limiteriggues d'une contamination iatrogene.
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Les moindres performances des formulations nettegré-désinfectantes sont la conséquence d’'un
antagonisme entre les mécanismes de la détergénceur de la désinfection. Les principes actifs
antimicrobiens doivent leurs activités biocidesears propriétés physico-chimiques qui leur conferen
une forte capacité d’interaction avec les micronigmes. Cependant, ces interactions n’étant pas
spécifiques aux microorganismes, les principesgsaatitimicrobiens peuvent également s’adsorbelesur
salissures organiques et compromettre I'actionrgié® des tensioactifs et des enzymes. Il est donc
préférable d’avoir recours aux formulations nettdga/pré-désinfectantes apres que les matériank aie
été préalablement nettoyés. Dans ce contexte,da em place du double nettoyage se trouve parfaitem
justifiée.
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CHAPITRE V

INTERFACE BSA/METAL

. INTRODUCTION

Dans les chapitres précédents, nous avons obseevies|formulations détergentes permettent de redui
la quantité de protéines adsorbées sur les surfbaeisr inoxydable et d’'oxyde de chrome. Cependant
désorption de ces protéines n'est jamais totalei €& couramment rapporté dans la littérature fiChe

al. 1999, Elwing et Golander 1990, Greet al.2001, Murray et Deshaires 2000, Wahlgren et Araetor
1991, 1992, You et Lowe 1996]. Les produits empsopéur éliminer les protéines adsorbées sur les
surfaces sont extrémement drastiques. Il s'agipaniculier de I'acide sulfo-chromique, de solution
Pirhana a base d'eau oxygénée et d'acide sulfuraqueentré [Cosmaret al. 2005, Karlssonet al.
1996]. Diniz et al. rapportent qu’un traitement a I'acide nitrique centré n’est pas suffisant pour
éliminer les protéines de leurs électrodes dermatit de ce fait, ils ont recours au polissage ifDat
Ueta 2004]. La nécessité d'avoir recours a I'hypoite de sodium 2% ou a la soude 1 M pour inactive
la protéine prion est également un exemple deraci&® des protéines adsorbées. Il semble qu'il soi
nécessaire de modifier la chimie de la surfaceglegd’on veut éliminer intégralement les protéides
surfaces sur lesquelles elles sont adsorbées.p@gage donc de I'existence de trés fortes intevasta
I'interface protéines/surfaces métalliques.

Il est souvent indiqué que les forces agissaningetface entre la surface et la protéine sonttigeas a
celles qui permettent de maintenir la structudirttiensionnelle des protéines. Les protéines serd@c
essentiellement physisorbées [Haynes et Norde 1igdaki et Matsuda 2002]. L'adsorption physique
est typiquement caractérisée par des énergieaderli inférieures & 40 kJ/mol et par sa réversibili
Dans le cas de polyméres adsorbés tels que ledimast la multiplicité des interactions physiques
contribue a une augmentation significative de Ilfgreede liaison de la protéine sur la surface [Mdord
1995].

Cependant, des exemples de chimisorption sont agalerapportés dans la littérature et concernent
I'adsorption des acides aminés soufrés et desipestéur des surfaces d'or par l'intermédiaire d'un
liaison covalente entre le soufre et I'or [Brizzalaet al. 1997, Chj et al. 2000, |hs et Liedberg 1991,
Petoral et Uvdal 2002, Schnydet al.2002, Uvdal et al. 1992].

Compte tenu du fait que la chimisorption s’acconmgad’'une profonde modification de la répartitiors de
charges électriqgues sur les molécules adsorbéesstilpossible de mettre en évidence de telles
modifications par spectroscopie de photoélectr@ts, [et al. 2000, Crispin et al. 2002, Uvdal et al.
1992]. Dans ce contexte, le but de cette étudeuest meilleure compréhension de la nature des
interactions gouvernant I'adsorption des protéises les surfaces métalliques. Pour cela, nous nous
proposons d'étudier, par XPS, les interfaces foeméetre la sérum albumine bovine (BSA) et les
surfaces métalliques. Nous nous intéresserons dityi@r aux surfaces de chrome et d’or qui sont
connus pour interagir differemment avec divers sype polymeéres [Lachkaet al. 1995, Lachkaret al.
1994, Nguyen et deVos 1996, Séf al.1994].

Dailleurs, certains de nos travaux, menés danealire du nettoyage des surfaces métalliques, nous
conduisent également a penser que les mécanisradsodption des protéines different entre l'or et
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'oxyde de chrome. Nous avons effectivement pu taias que les protéines adsorbées sur des surfaces

d’'oxyde de chrome pouvaient étre plus ou moins itéss suivant I'efficacité de la formulation utles
(figure V-1). En revanche, les protéines adsorlséesles surfaces d’or ne sont en rien affectéesepar
formulations de nettoyage qui, vis-a-vis de ce sahsne présentent pas d’efficacité supérieurella de

I'eau du réseau (figure V-2).
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Figure V-1: Rapports N1s/Cr2p3 traduisant
I'efficacité des formulations Aniosyme N2 et
Aniosyme DD1 vis-a-vis de la BSA adsorbée sur
des substrats d'oxyde de chrome,
comparativement a I'eau du réseau (bDr).

Aprés un rappel succinct sur la structure des presé et les interactions régissant leur stabilité
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Figure V-2:
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Rapports N1s/Au4f7 traduisant

I'efficacité des formulations Aniosyme N2 et
Aniosyme DD1 vis-a-vis de la BSA adsorbée sur
des substrats d'or, comparativement a I'eau du

réseau (HOTr).

conformationnelle, nous nous attacherons, dansemipr temps a caractériser les protéines et dicpiar la

BSA par XPS.

Dans un deuxiéme temps, nous nous consacrerogtudd’ des interfaces formées entre la BSA et Idacas
métalliques par XPS. Trois approches seront en@esmgla premiére consiste a construire l'interface

évaporant la BSA sous vide sur les différents satsst Par la seconde approche, basée sur la nd&on

réversibilité de la physisorption, nous tenterorecciéder a linterface par désorption thermiqueladgSA
préalablement adsorbée. La derniére approche réesges travaux de métallisation des polymeressisiana a
déposer successivement de faibles quantités d’é@lsmeétalliques et a suivre la formation de l'ifdee.
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Il.  STRUCTURE ET STABILITE CONFORMATIONNELLES DES PROTEI NES

Les protéines sont des composés biologiques extnémie importants. Elles remplissent de nombreuses
fonctions biologiques :

- Les enzymes catalysent la quasi-totalité des m@@cthimiques de la cellule ;

- Les immunoglobulines sont largement impliquées demsécanismes de défense immunitaire ;

- Les hormones participent a la régulation des syesteiologiques tels que les systémes reproducteur,

digestif, respiratoires. ..

- Les hémoglobines fixent et transportent I'oxygénle elioxyde de carbone dans le sang ;

- L’actine et la myosine assurent la contraction mlgce et la mobilité.
Cette liste n’est pas exhaustive, mais montreleptimordial des protéines dans le processus diela

Les protéines sont des polymeéres linéaires d’acdeaés. Chaque acide aminé est caractérisé par :
- Le G,: il s'agit du carbone central de I'acide aminé Rquel sont attachés les quatre groupement
suivants ;

= Le groupement aminé (-NH ;

= Le groupement carboxylate (—-CQQ

= Un atome d’hydrogéne (—H) ;

= Un groupement appelé « chaine latérale » et dégjgnéralement par (-R), qui confére son

identité a chaque acide aminé.

Dans les protéines, la liaison qui unie les acalemés entre eux est la liaison peptidique. Cétsan résulte
d’'une réaction de condensation entre la fonctighaeyle (—COO) du premier acide aminé et la fonction amine
(~NH3") du second. Cette réaction s’accompagne de lgatibé d’une molécule d’'eau (figure V-3).

+ - Rl O
NH3 0 R, @) | [
on-& N ~CH _NH _C_ .
HE + CHGQ —=HNT ¢ g ~o + HO
/ \ . + \\ 3 ” |
Ri O HsN o) A
2

Figure V-3 : Schéma de la liaison peptidique formée entre dawacides aminés.
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Les protéines présentent quatre niveaux de stataior:

- La structure primae : il s’agit de la
séquence linéaire des acides aminés ;

- La structure secondaireelle décrit la
conformation des protéines c’est-a-dire
I'organisation spatiale et locale de la

Acides aminés séquence primaire. Deux
/\ ) conformations stabilisées par des
Structure secondaire liaisons hydrogénes sont connues. Ce

Feuilletp Hélicea sont les hélices et les structure ;

- La structure tertiaire elle décrit la
conformation native des protéines dans
I'espace tridimensionnel. Cette

structure est considérée comme la
Y o forme biologiguement active des
Structure tertiaire

protéines. La stabilité
conformationnelle de la structure
tertiaire dépend des conditions
environnementales telles que la force
Hélicea ionique, le pH, la concentration...
- La structure quaternaire elle est
rencontrée  dans les  protéines
l _ multimériques. Elle est obtenue par
Structure quaternaire , L , . -
I'association d’au moins deux chaines
polypeptidiques, identiques ou
différentes. L’hémoglobine, constituée
de 4 sous-unités, est un exemple de
structure quaternaire.

Structure primaire

sasNg

~— Feuilletp

Figure V-4: Niveaux de structuration des
protéines

La stabilité conformationnelle des protéines estugse par plusieurs interactions [Haynes et Norde
1994] :

- Les interactions ioniquesétablissent entre les chaines latérales chadgseacides aminés. Ces
interactions sont attractives lorsque les charges de signes opposées et répulsives dans le cas
de charges de méme signe. Au point isoélectrige®,protéines portant autant de charges
positives que de charges négatives ; les interactioniques sont nettement attractives et
favorisent la structure compacte des protéines.

- Les liaisons hydrogeng'établissent par le partage d'un atome d’hydregéntre deux atomes
électronégatifs. La formation d’une liaison hydrogaécessite :
= Un atome électronégatif lié a I'atome d’hydrogeae yne liaison covalente polarisée ;
= Un second atome électronégatif possédant un dogileletronique libre.
L’énergie de la liaison hydrogéne (10 a 40 kJ/mest) maximale lorsque I'atome d’hydrogéne et
ses deux partenaires électronégatifs sont colie®aiomme dans le cas de I'eau et de la glace.

- Les interactions hydrophobe®férent a la déshydratation et I'assemblage cuti$édes
groupements apolaires dans un environnement aqueux
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- Les interactions de Van der Waalsnt des interactions électrostatiques transiatele faibles
intensités (de 1 a 40 kJ/mol). Elles ont plusieuigines :
= Les forces de Keesom (interactions dipdle/dipbledpnts des interactions
intermoléculaires entre dipbles permanents. Ellesit sprincipalement liées a
I'électronégativité. Deux molécules polaires possddies moments dipdlaires non nuls
peuvent trouver des orientations favorables powimiaer I'attraction entre elles.
= Les forces de Debye (interactions dip6le/dipéle uit)d sont des interactions
intermoléculaires entre dipdle permanent et uneoudé apolaire. Le champ électrique
produit par le dipble permanent déforme le nuageténique de la molécule apolaire
et provoque l'apparition d'un dip6le induit. Ce dier peut alors subir une légére
attraction de la part du dip6le permanent.
= Les forces de London (interactions dipble indugédé induit) sont des interactions
intermoléculaires entre des molécules apolaireantEtdonnée que la densité
électronique des molécules est probabiliste, lestins des molécules apolaires
peuvent s'influencer mutuellement et produire ti@mement dans chacune d’elle, de
faibles moments dipolaires.
Les forces d'attraction entre les dipdles sont propnnelles & 'inverse de 1&8 puissance de
la distance qui les sépare ()/dCes interactions sont donc efficaces & courigtantes (0,3 —
0,4 nm).
Bien que les forces de Van de Waals au sein d'umgéipe soient de faible valeur, la
concentration importante des groupements non gsld&vorise largement les attractions de Van
der Waals. Ces interactions ont donc une part itapte dans le maintien de la structure des
protéines.

- Les ponts disulfuressont des liens covalents résultant de I'oxydaties groupements
sulfhydriques ( — SH) de deux cystéines.

Tableau V-1: Les interactions favorisant la stabilité confornationnelle des protéines. (Balme S)

Interactions Exemple Energie (kJ/mol)
Interactions ioniques /\/\/NH;: O-\ﬂ/\ 35a90
0]
Liaisons hydrogénes \ 8 a40
N_H ............... O

/
Interactions hydrophobes /O—H 4312
H | O-H
=

/
H
Interactions de Van der Waals 1a1l0
O—H O—H
/ /
Liaisons covalentes —S 320 a 380
—SH+ HS— —> \S—
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[Il. CARACTERISATION DE LA BSAPAR XPS

Préalablement a I'étude des interfaces formée® éatBSA et les surfaces métalliques, la protéste e
caractérisée par XPS. Nous présenterons la congosiémentaire et chimique de la BSA obtenue par
I'analyse d’'une couche épaisse de cette protéimke éd BSA adsorbée sur des surfaces métalliques de
chrome et d'or.

[11.1. Matériel et méthode de travalil

Conditions d’analyse :

Les analyses XPS sont effectuées avec le spectmrastalab 220i (Thermo Electron Corporation)
équipé d'une source non monochromatisée d’aluminiifh Ka 1486,6 eV). La puissance du
rayonnement est de 200 W avec une zone analys@gie 1 cm?. Les spectres haute résolution, centré
sur les niveaux de cceur Cls, O1S, N1S, S2p, CrBp4t sont enregistrés avec une énergie de passage
de 20 eV. L'angle de détection est de 90° par regppda surface de I'échantillon. Les analyses sont
réalisées sous un vide de“1Ba. Les effets de charge sont corrigés par ragpbénergie de liaison du
carbone aliphatique a 284,8 eV. La décomposition peectres est réalisée grace au logiciel Avantage
(Thermo Electron Corporation). L'aire des picsdSterminée aprés soustraction du fond continu ple ty
Shirley et les sections efficaces d’ionisationisdiés pour I'analyse quantitative sont celles déé=ipar
Scofield.

Couche épaisse de BSA :

Afin d’obtenir les spectres de références XPS palBSA, une couche épaisse de protéine est préparée
par évaporation successive a l'air et a températmeiante d'une solution de BSA a 1 mg/ml déposée
sur un wafer de silicium. L'épaisseur de la coualmsi constituée doit étre supérieure a la profande
d’analyse de I’XPS (10 nm).

Adsorption de la BSA sur les substrats de chrongéoet

Les substrats de chrome nous ont été fournis psodgté Sagem. Le chrome étant oxydé a l'aierhs
noté CrOx. Les dépdts d'or sont réalisés sur deferwade silicium par pulvérisation cathodique
magnétron sous 0,1 Pa d’argon.

L’'adsorption de la BSA est réalisée par immersies dubstrats dans une solution aqueuse de BSA a
1mg/ml pendant une heure & température ambiante. substrats sont ensuite rincés par dilution
successive a I'eau distillée puis sont séchés sotisix d’azote sec.

[11.2. Résultats

Les analyses XPS réalisées sur la couche épais&SA8emontre la présence d’oxygene, d'azote, de
carbone et de soufre (figure V-5). Ceci est engitadiccord avec la composition élémentaire des
protéines. Ces éléments sont également détectéssssumbstrats d’oxyde de chrome (BSA/CrOx) et d’or
(BSA/Au) aprés adsorption. Les éléments caractguiss de ces substrats (Cr2p et Au4f) étant clargm
observés, I'épaisseur moyenne de la couche de BiSériaée est inférieure a la profondeur d'analyse de
I'XPS.
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Ols
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N1s
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N Cr2p
BSA/CrOx
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Figure V-5: Spectres XPS de la BSA en couche épaisse, deBIBA adsorbée sur des substrats
d’'oxyde de chrome et d’or.

Les acquisitions centrées sur les éléments dediipe sont réalisées afin d’identifier les diffées
composantes chimiques (figure V-6) en accord ageabnnées disponibles dans la littérature [Lebugle
et al. 1995, Petoral et Uvdal 2002, Pradietr al.2002, Rouxhet L. et Bertrand 1999, Rouxhet PeGal.
1994, Rubiget al.2002, Schmidt et Steinemann 1991, Tidywetlal.2001, Xiag et al.1997].
La décomposition des pics du carbone obtenus dB6ka et sur la BSA adsorbée révéle la présence de
trois composantes identifiées a :

- 284,8 eV pour le carbone aliphatique C-(C,H) ;

- 286,3 eV pour les (lu squelette protéique et les liaisons C-N et Ge®ahaines latérales ;

- 288,0 eV pour les fonctions amides et carbonylgsGiNO.

La décomposition du niveau de cceur 1s de I'oxygéoetre la présence de deux composantes & :

- 531,6 eV caractéristique des fonctions amidesrébcgles;

- 533,2 eV caractéristique des liaisons O-C ou O-H.
Une contribution supplémentaire pour I'oxygéneadstervée a 530,2 eV lorsque la BSA est adsorbée sur
'oxyde de chrome (BSA/CrOx). Cette contributiont egtribuée a I'oxygéne sous forme d’oxyde
métallique, caractéristique du substrat CrOx.

Sur le substrat d’Au, seule la contribution O=C-(K3t observée, la contribution O-C étant
probablement confondue dans le fond généré pavéam de cceur 483 de I'or & 546,3 eV.

Le niveau de coeur 1s de l'azote pour les différsntsstrats révéle une seule composante a 400,0 eV
attribuée a I'azote sous forme amide (N-C=0).

Enfin, les spectres XPS obtenus pour le soufre raphtine seule composante chimique représentée par

deux niveaux électroniques (SZet S2p). L'énergie de liaison du niveau électronique ¥2p 163,5
eV est représentative du groupement thiol (—-SHpadwystéine et de la fonction thioether (—S-CH3)ale
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méthionine. Cette composante est observée lorsgBSA est adsorbée sur I'oxyde de chrome, mais ne
I'est pas sur I'or. Ceci peut étre expliqué pdioled généré par les niveaux de cceur Au4f de I'or.

Les différentes composantes du carbone, de 'oxggda I'azote et du soufre ainsi que leurs énerdges
liaison sont récapitulées dans le tableau V-2.

Tableau V-2: Composantes des éléments identifiés par XPS siar BSA et leurs énergies de liaison
(EL) corrigées (k £ 0,2 eV)

Cls Ols N1s ¥
Liaisons| C-(C,H) | C-(O,N) | (N)-C=0 | Og,* | O=C-(N) | O-(C,H) | N-C=0 | S(C,H)
E_(eV) 284,8 286,3 288,0 530(2 531,54 533,2 400,0 ,868

" L'oxyde métallique @, est spécifique du substrat d’oxyde de chrome

(N)-C=0 o-C
C-(O,N) 0=C-(N) N-C=0 S(C,H)
C-(CH Oxyde

métallique S22

_/

A

BSA
292 290 288 286:284 282 536 534 532 530 528 526 404 402 400 398 396 394 169 167 165163 161 159
BSA / Crox _/\/ \ Yy \\ j\ MV\
J

163161 159

.

292 290 288 286 284 282 536 534 532 530 528 526 404 402 400 398 396 394 169 167 165 163 161 159
Energie de liaison (eV)

292290 288286284282 536 534532 530 528 526 404 402 400 398 396 394 169 167 165

Figure V-6: Niveaux de coeur C1s, Ols, N1s et S2p de la BSAde la BSA adsorbée sur des
substrats d’oxyde de chrome (BSA/CrOx) et d’or (BSAAU).

Les données quantitatives obtenues par XPS suorfgasition élémentaire de la BSA et de la BSA
adsorbée sont présentées dans le tableau V-3.

Tableau V-3: Compositions élémentaires quantitatives obtenugsar XPS pour la BSA et la BSA

adsorbée sur des substrats d’oxyde de chrome (BSAMX) et d'or (BSA/Au). Les résultats sont
exprimés en % atomique.

Eléments| % Théorique BSA BSA/CrOx| BSA/Au
C 63,6 64,2+09| 52,8:3,2 | 43515
Ogsa 19,2 18,3+0,8| 17,510 | 12,9 1,1
N 16,4 16,1+ 04| 8,0¢0,9 | 11,6+£1,3
S 0,8 1,4+0,1 0,4+ 0,1 ND

Cr 9,9+0,6

Oox 11,5+ 0,7

Au 32,0+1.2

ND : Non Détecté
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Les pourcentages expérimentaux des éléments d8A=oBtenus par XPS sont en parfait accord avec les
pourcentages théoriques. Les données XPS sont diprésentatives a la fois de la composition
qualitative et quantitative de la BSA.

L'ensemble des photoélectrons collectés représea@dPo des constituants de I'échantillon analyké, i
est nécessaire, dans le cas de la BSA adsorb@eocteder aux calculs des rapports entre les élénaent

la protéine pour vérifier sa stoechiométrie lorstége éléments du substrat sont détectés. Ces tappor
sont présentés dans le tableau V-4.

Tableau V-4 : Rapports théoriques et expérimentaux des élémentonstitutifs des protéines pour la
BSA et la BSA adsorbée sur des substrats d’oxyde darome (BSA/CrOx) et d’or (BSA/Au).

Rapports % Théorique BSA BSA/CrOx | BSA/Au
N/C 0,258 0,252 0,153 0,266
Ogsa/C 0,301 0,285 0,331 0,296
N/Ogsa 0,854 0,856 0,457 0,905
SIN 0,051 0,052 0,045 ND
N/(Cg6.5Cogs.0 / 0,502 0,422 0,551
C286.4Co88.0 / 1,29 1,20 1,40
N/Cr / / 0,807 /
N/Au / / / 0,361

Essentiellement quatre rapports peuvent étre é&dcobmpte tenu de la composition élémentaire des
protéines : les rapports N/C, O/C, N/O et S/N. Bisan de la contamination carbonée qui contribue a
l'intensité de la composante C-(C,H) du carbonejsnavons calculé le rapport Nigs+Cogs ) qui est
relativement représentatif du squelette de la pretén effet, 'atome d’azote impliqué dans ldsia
peptidique est lié a la fois au carbone(286,3 eV) et au carbone sous forme amide dealaoh
peptidique (288,0 eV). Ces liaisons sont donc itadude fagon stoechiométrique par ce rapport,
théoriguement égal a 0,5. Précisons cependantegu@lsons C-O et C-N des chaines latérales intlue
sur sa valeur.

Dans le cas de la BSA/CrOx, les rapports calculést snférieurs aux rapports théoriques et
expérimentaux de la BSA, a I'exception du rappat L. Ces résultats peuvent s’expliquer d’'une part
par la présence d'une couche de contamination bgdoonée qui va augmenter la quantité de carbone
détectée et donc réduire le rapport N/C [Gegh al. 1995, Lebugle et al. 1995]. Compte tenu de
I'existence d’'une faible contribution C-O dans taiche de contamination, le rapport Ng{G+Copgg 0 €St
également lIégérement diminué. D’autre part, lagés d’'oxygene sous forme d’oxyde métallique peut
entrainer une incertitude dans la décomposition pies en raison du chevauchement des deux
contributions organique et métallique. Ceci peutrépercuter sur les données quantitatives. Une
surévaluation de la quantité d’oxyde métalliquenpattrait d’expliquer la valeur relativement failde
rapport N/Qsa et la valeur plus élevée du rappois@dC. La décomposition des pics d’oxygene étant
particulierement délicate, nous ne porterons queddtention aux données quantitatives obtenues po
cet élément.

Dans le cas de la BSA adsorbée sur l'or, les rapmpailculés sont comparables aux rapports thé@igue
expérimentaux de la BSA.

En résumeé:

La composition élémentaire et chimique de la BSA dérminée par XPS est
qualitativement et quantitativement en bon accord gec les données théoriques
Nous n’observons par de dégradation de la protéinau cours de l'irradiation de
photons X pendant la durée de I'analyse. L’XPS estonc bien adaptée pour suivre
les modifications stcechiométriques et chimiques d& BSA dans l'interface.

U7
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V. ETUDE XPSDE L'INTERFACE BSA/METAL

IV.1. Trois approches pour accéder a l'interface

Accéder a l'interface formée entre les protéineleetsurfaces métalliques est I'objectif de cettelé.
Dans I'hypothése d’'une chimisorption des protéimes,modifications chimiques générées devraient en
principe pouvoir étre mises en évidence par XPushovons donc envisagé trois stratégies, couplées a
analyses XPS, pour avoir acces a l'interface.

Construction de l'interface protéines/métal par sulimation de la BSA sur les

surfaces métalligues
Notre premiére approche consiste a construireeffate par sublimation progressive de la BSA ssir le

substrats d’oxyde de chrome et d’or. Réaliséegettaque sublimation, les analyses XPS devraiarg no
permettre de suivre I'évolution des différentes posantes des éléments caractéristiques de lamotéi
au fur et & mesure de la croissance de la coucB&daléposée (figure V-7).

Evaporateu Evaporateu Evaporateu
thermique thermique thermique

Enceinte UHV

Filament de =
tungsténe

Protéine  —| > jWWWﬂ’ 1 !'V]W“'Wé' ﬂﬂﬂlﬂ'@u

Surface
métallique

Figure V-7 : lllustration de I'étude de l'interface protéine/surface métallique par sublimation des
protéines sous vide.

Accession a linterface protéines/métal par désorfin thermigue de la BSA
Notre seconde approche est le chemin inverse gectz®dente et consiste a désorber thermiquement la

BSA qui aura été préalablement déposée sur lesratsd 'intérét de cette approche réside dandusa p
grande sensibilité & linterface. En effet, le sfemt des électrons dans la matiére subit une loi
d'absorption exponentielle et il est établi que 638t signal provient d'une profondeur
approximativement égale au libre parcours moyensiAien réduisant I'épaisseur de la couche de BSA
adsorbée, nous aurons une plus grande sensibllitéegiface (figure V-8).
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Enceinte UHV

Protéines —

Surface
métallique

Chauffage de 50°C a 450°C

Figure V-8: lllustration de I'étude de linterface protéine/surface métallique par désorption
thermique de la BSA préalablement adsorbée.

Construction de I'interface métal/protéines par méallisation de la BSA
Les interfaces étudiées par les deux précédentgodmes sont celles formées par I'adsorption des

protéines sur les surfaces métalliques. Cependangison de la faible profondeur d’analyse de B

de I'épaisseur non négligeable d’'une monocouchprdeine adsorbée, l'interface formée au cours de
I'adsorption est enfouie et plus difficilement agsible. La derniére approche est totalement oppmsée
précédentes et est inspirée d'études portant sorélallisation des polymeres [Bebin et Prud’homme
2002, Boy et al.1991, Chenite et Selmani 1994, Wagretral.2003]. L'épaisseur d’'une monocouche de
métal étant nettement inférieure a celle des pre&ginous avons construit I'interface en déposarttés
fines couches de métal sur la BSA. Les modificationimiques au cours de la formation de l'interface
ont été suivies par XPS (figure V-9).

Magnetron Magnetron
Enceinte UHV

(0]
00 o
o

o
%00, 0

0.9

o
oo 8
00% o
0 "0
° 0o

Elément
métallique

Protéines —j

Figure V-9: lllustration de I'étude de l'interface métal/protéine par pulvérisation cathodique
magnétron d’éléments métalliques sur les protéines.

Les résultats des analyses XPS obtenues pour ahateirces approches sont présentés et discutés
successivement.
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IV.2. Construction de I'interface BSA/métal par sublimation de la BSA

IV.2.1. Matériel et méthode de travail
Préparation des échantillons et sublimation de 2B

Préalablement a la sublimation des protéines, ubestgats d’oxyde de chrome et d'or

sont débarrassés de la couche de contamination carbamaierasion ionique a I'argon.
La sublimation des protéines sous vide est réalis@artir de BSA sous forme de poudre (Albumin

Fraction V, Merck). Celle-ci est déposée dans wuset de tantale logé dans un filament hélicoidal d
tungsténe. Le montage est adapté sur I'évaporttteamique dans la chambre de préparation (figure V-
10). La distance entre la source (BSA) et le sabsfst de I'ordre de 7 cm.

Pour procéder a la sublimation de la BSA, les satsssont positionnés sous le filament de tungsgéine
est chauffé par effet joule (10 V, 8 A) jusqu'a gee la pression dans la chambre de préparation
augmente de 10Pa & 2.18 Pa. A cette pression, la température du filamentudgsténe est évaluée a
245°C environ, par un thermocouple Chromel/Alumel.

ANALYSEUR

# Introduction de

|
§§ £A2 O Vapeurs

TRIBOMETRE

<— Désorption thermique

Tenmipérature:: 150°C & 550°C

Figure V-10: Schématisation de I'appareillage sous UHV et dafifférents éléments le constituant.

Calcul d’épaisseur équivalente :

La variation d'intensité des pics du substrat éthrg a I'atténuation du signal par la couche déépre
déposée, son épaisseur peut étre évaluée en filigguathése que la couche est homogéne (Anneje 5-I

IV.2.2.Etude de lI'interface BSA/CrOx

La figure V-11 présente les spectres du substr@xCrn fonction de I'épaisseur évaluée de la BSA
adsorbée. Les intensités des pics Cls, Ols et ¢dtactéristiques de la protéine augmentent avec
I'épaisseur de la couche évaporée alors que I'qit&au pic Cr2p du substrat diminue.
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Figure V-11: Spectres XPS du substrat CrOx en fonction de lgaisseur de la couche de BSA

évaporée. Les pics Cls, N1s et Ols, caractéristigude la protéine augmentent avec I'atténuation
du pic Cr2p caractéristique du substrat.

Intensité (unit arb)

On peut également observer une augmentation daunige fond continu apres les pics du niveau 2p du
chrome couplée a la croissance de la couche de B84i. confirme bien que les électrons du chrome

proviennent d’'une profondeur de plus en plus ingrgg. L'épaisseur de la couche de protéines reste
néanmoins insuffisante pour masquer le signal dorcé.

Afin de suivre I'évolution des composantes des éléts) constitutifs de la BSA, les acquisitions o&esr
sur les niveaux de cceur C1s, Ols et N1s sont péSseur la figure V-12.
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Figure V-12: Niveaux de cceur Cls, Ol1s et N1s suivant I'épaéss de la couche de BSA évaporée

sur le substrat CrOXx.

Préalablement & I'évaporation des protéines, lstsathCrOx a subi une abrasion ionique pour élimiae
couche de contamination carbonée présente surulésces métalliques exposées a l'air. Le substrat
abrasé est alors analysé afin d'identifier les cosaptes éventuelles du carbone, de I'oxygéne et de
I'azote (figure V-12 : CrOx) :
- La composante du carbone identifiée & 282,3 e\atrdibuée au carbone sous forme de carbure

[Jordan et al.19

86] ;

- La composante majoritaire du pic O1s & 530,0 evespond a I'G dans les oxydes métalliques
du chrome [Marcus et Galtayries 2003]. La seconoepmsante observée a 531,4 eV est
probablement associée aux Od¢s espéces hydroxydes résiduelles aprés abrddaous et
Galtayries 2003, Milosev et Strehblow 2003];

- Deux composantes, de trés faibles intensités, sbstrvées dans la gamme des énergies de
liaisons de l'azote & 396,6 et 398,6 eV.

Les composantes identifiées pour le carbone evtbamettent en évidence la présence d’'impuretés dan
la couche de chrome qui constitue un artéfact itapopour I'étude de la chimisorption des protéines
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Ensuite, les évaporations successives de BSA ssulzgrat font apparaitre les contributions du @aeb

et de l'oxygéne caractéristiques des protéinesntérisité de ces contributions augmente avec
I'atténuation des composantes du substrat (caeduwryde en particulier).

Dans le cas de 'azote, une contribution suppléaient celle de la fonction amide est observée83639
eV. Pour I'heure, cette composante de l'azote rpest attribuée. Quant au soufre, il n'est pas t#étec
quelle que soit I'épaisseur de la couche de BSAdnée. Bien que cet élément soit faiblement reptése
dans la BSA, il est habituellement observé sur Ciddsgue la BSA est adsorbée a partir d’'une salutio
aqueuse. Il est donc probable que les liaisonsighas des chaines latérales de la BSA ne restent pa
intactes au cours de la sublimation.

Les rapports N/C ont été calculés pour chaque gpaigle BSA (tableau V-5). La valeur de ces ragport
relativement constante et en accord avec la référtréorique, suggére que la stoechiométrie du earbo
et de l'azote dans la protéine est conservée auscoes évaporations. Ceci ne préjuge pas de la
conservation de I'oxygéne de la protéine. Compte t#e I'absence de contamination carbonée du dait d
la sublimationin situ de la couche protéique, le rapport calculé estsenr a celui obtenu sur le substrat
CrOx/BSA de référence.

Tableau V-5: Rapports N/C calculés en fonction de I'épaisseute la couche de BSA évaporée sur le
substrat CrOx.

0,07 nm| 0,34 nm 15nm 3,1nm RéférenceRéférence
BSA/CrOx | théorique
N/Cgsp | 0,280 0,214 0,242 0,221 0,153 0,258

D’un point de vue chimique, il est difficile de sdwv si le carbone subit des modifications dans son
environnement électronique a l'interface. En effat,présence du carbure dans le substrat minimise
considérablement la sensibilité de I'analyse. Lalification majeure observée est donc la composante
supplémentaire de 'azote, qui n’est habituellemess observée lorsque la BSA est adsorbée a partir
d’'une solution agueuse de protéines. Compte terfaitique le rapport C/N est constant, cette ndavel
composante est issue de I'azote de la protéineoé@apune contamination azotée est donc exclue.

Si I'on suit la variation du rapportad dN-C=0 en fonction de I'épaisseur de la couche 8 Bfigure
V-13), ce rapport diminue jusqu’a 0,34 nm puiseeasinstant quelque soit I'épaisseur de la couche.

=0
o

o2 N ————

Na3gg 6/ N-C

0 05 1 15 2 25 3 35
Epaisseur de la couche de BSA (nm)

Figure V-13: Evolution du rapport Nses dN-C=0 en fonction de I'épaisseur de la couche deSBA

sur le substrat CrOx.

La composante Nge est donc majoritairement observée dans les prengiegstroms de l'interface
formée. Cependant, si cette contribution était ifip@ement associée a une modification de
I'environnement électronique de l'azote a l'inte@da son intensité devrait décroitre puis disparaitrec
'augmentation de I'épaisseur de la couche de pretd a présence des contaminants azotés du substra
peut entrainer des biais importants dans les amlyggiantitatives, notamment lors des premiéres
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évaporations ou le rapport signal sur bruit ediléail interprétation est donc difficile compte tede la
contamination de la couche d’oxyde de chrome.

Néanmoins, nous remarquons avec intérét que l@wcarét I'azote de la protéine masquent pratiquement
les composantes carbures et nitrures du substutyme couche de BSA estimée a 3,1 nm. Si de telles
liaisons devaient exister lorsque la protéine adéravec le substrat, cette méthode ne nous peaibet
pas de les identifier.

IV.2.3. Interface BSA/Au

La sublimation de la BSA a également été réaliséeis substrat d’or (figure V-14 et figure V-15).

Ols Au4f

Audp3 Audd  Cls

4,3 nm

2,8 nm

Intensité (unit arb)

1,2 nm

e
Y HJUE

700 600 500 400 300 200 100
Energie de liaison (eV)

famar

Figure V-14: Spectres XPS du substrat d’Au en fonction de I@aisseur de la couche de BSA
évaporée. Les pics Cls, N1s et Ols, caractéristigude la protéine augmentent avec I'atténuation
des pics d’Au caractéristiques du substrat.

Comme dans le cas du substrat CrOx, l'augmentatetiépaisseur de la couche de protéine évaporée
s’accompagne d’une atténuation des pics du substrdf et d'une augmentation du fond (figure V-14).
La stoechiométrie de la protéine est égalementetwée pour le carbone et I'azote. En revanche
I'oxygéne diminue (tableau V-6).

Tableau V-6 : Rapports N/C calculés en fonction deépaisseur de la couche de BSA évaporée sur le
substrat d’Au.

1,2nm| 2,8nm| 4,3nm Référence Référence
BSA/Au | théorique
N/C | 0,300 0,265 0,268 0,221 0,258
O/C | 0,286 0,209 0,198 0,296 0,285

Sur le plan des modifications chimiques, c’est égant I'azote qui présente une contribution
supplémentaire identifiée & 398,7 eV (figure V-&b)e rapport calculé f§ /N-C=0 est constant quelle
que soit I'épaisseur de la couche de BSA évapdigia¢ V-16).
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Figure V-15: Niveaux de cceur Cls, Ol1s et N1s suivant I'épaéss de la couche de BSA évaporée
sur le substrat d’Au.
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Figure V-16: Evolution du rapport N e dN-C=0 en fonction de I'épaisseur de la couche deSBA
sur le substrat d’or

N’ayant pas la maitrise de la vitesse de sublimaties protéines dans notre dispositif expérimesttal
compte tenu de la sensibilité de I'or aux photomsidients, nous n'avons pu accéder aux premiers
angstroms de l'interface.

IV.2.4. Discussion

La sublimation des protéines est réalisée sousdidartir de poudre de BSA chauffée par effet joide

un filament de tungsténe. La température pour légliévaporation des protéines augmente la pressio
dans I'enceinte UHV est d’environ 245°C. La BSA goge a cette température, et analysée par XPS,
présente les mémes contributions que celles quét@nidentifiées lors de I'adsorption de la BSAaatip
d’'une solution aqueuse. Il faut cependant noterlglguantité d’oxygéne normalement présente dans la
protéine n’est pas constante au cours des sublingaét que le soufre n’est jamais détecté, quekqite

le substrat analysé. Ceci suggére donc que cestdimsons chimiques peuvent se détériorer a cette
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température, contrairement a ce qui est suggéréepdravaux de Glavin portant sur la sublimaties d
acides aminés sous vide partiel de 30 Pa a 450fvifGet Bada 1998].

Les acquisitions centrées sur le niveau de coede I'sizote ont mis en évidence, sur le substratxGrO
Au, la présence d'une nouvelle composante a plbdefénergie de liaison. Bien que cette composante
soit particuliérement observée dans les premiegstedms de linterface BSA/CrOx, elle n'est pas
totalement atténuée par la croissance de la calelBSA, le rapport Mg dN-C=0 devenant constant des
0,3 nm. La constance de ce rapport est égalemeenale dans le cas de l'or. Il est donc probabée qu
cette composante soit une caractéristique de la 8#84mée sous vide a 245°C. Cette contribution, a
plus faible énergie de liaison, représente appratirament 20% et 16% de l'azote détecté
respectivement sur CrOx et Au. Or, I'analyse theei de la structure chimique de la BSA indique que
I'azote contenu dans cette protéine est impliquendron 80% dans les fonctions amides du squelette
carboné. On retrouve donc 20% d’azote dans lesebdatérales de la protéine. Il est donc possjoée

la sublimation génére une déstructuration desdischimiques azotées des chaines latérales qui se
traduirait par une légére augmentation de la deésétctronique autour de lI'azote.

Cette premiere approche met en exergue la difGcdlaccéder a la formation de linterface entre les
protéines et les surfaces métalliques. La BSA mstpuotéine de 68kDa dont les dimensions sont envir

4 x 4 x 14 nm [Terashima et Tusuji 2002]. On peohd supposer que I'épaisseur minimale d'une
monocouche de protéines adsorbées soit du méme @edgrandeur que son axe le plus court [Blomberg
et al. 1998]. Sachant que les interactions que nous lshesca observer s’établissent sur des distances
inférieures a 0,3 nm, et que 63% de l'intensit&igmal provient d’'une profondeur de I'ordre de gieur

du libre parcours moyen\), la dimension de la protéine apparait donc commefacteur limitant
fortement I'accés a l'interface.

En résumeé :
La stcechiométrie du carbone et de I'azote de la BSést conservée au cours de sa
sublimation. Cependant, la quantité d’oxygene sembldiminuer et le soufre n’est
pas détecté. La principale modification chimique obervée concerne ung
augmentation de la densité électronique autour de’alzote qui se traduit par
I'apparition d’une nouvelle composante a plus fail# énergie de liaison : 398,6 eV.
Il est probable que cette contribution soit assoc&a une dégradation partielle des
liaisons impliquant I'azote dans les chaines latéhkas de la protéine.

A} %4

IV.3. Analyse de l'interface BSA/métal par désorption themique sous
vide

Afin d’augmenter la sensibilité des analyses XPHBnderface BSA/surfaces métalliques, nous avons
envisagé l'approche inverse de la précédente etépgey a la désorption thermique de la BSA pour
accéder a l'interface préalablement formée avsaitace métallique.

IV.3.1. Matériel et méthode de travail
Les substrats :

Les dépbts de chrome et d’'or sont réalisés parsnos sur des wafers de silicium par pulvérisation
cathodique magnétron en atmosphére neutre d’'afybrPg).

Un second dép6t de chrome est cependant réaligguparisation cathodique magnétron en atmosphére
réactive d'oxygene (0,1 Pa). Les atomes éjectélydpseés) de la cathode métallique vont se combiner
avec les molécules gazeuses d’'oxygéne et ainsiefoum oxyde métallique a la surface du wafer de
silicium.
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Nous disposons donc de deux substrats de chrommeqet@ment différents :

- Un substrat de chrome essentiellement métallique faible composante oxyde étant cependant
observée (figure V-17 a) ;

- Un substrat d’'oxyde de chrome dont la compositiemide complexe puisque deux états
d’oxydation sont mis en évidence par XPS (figur& ®/b). Les énergies de liaison de 575,8 eV
et 578,2 eV pourraient correspondre respectivermertétats d’oxydation +3 et +6 du chrome
[deVos et al.2001].

a) CrMet b) Croxl

582 580 578 576 574 572 582 550 5?8 5?6 5'74 5'72
Energie de liaison (eV) Energie de liaison (eV)

FigureV-17 : Niveau de cceur 282 du chrome a) du substrat de chrome métallique ; bjlu substrat
d’oxyde de chrome.

Avant de procéder a I'adsorption de la BSA, lesstnalds sont dégazeés saide a 400°C.

Dépoét de la BSA et désorption thermique :

Afin de limiter la contamination carbonée des sidistau moment de I'adsorption de la BSA, cellesti
réalisée dans le sas d'introduction de I'appamgdl&HV. Pour cela, le vide primaire est cassé zota

sec et une goutte d’une solution aqueuse de BSAng/inl est directement déposée sur chaque substrat
dans le sas d’'introduction. L'eau de la solutionéegporée sous vide par le pompage primaire.

Les substrats sont alors transférés dans la chaddmalyse et sont chauffés de 50°C a 450°C pat eff
joule via la tige du porte échantillon. La desayptthermique de la BSA est suivie par XPS pour ghaq
élévation de 50°C de la température.

IV.3.2.Interfaces BSA/CrMet et BSA/CrOx

Les résultats obtenus sur la désorption thermigeidadBSA adsorbée sur les substrats de chrome
métallique (CrMet) et d’oxyde de chrome (CrOx) sprésentés en paralléle. Les figures V-18 et V-19
montrent 'allure générale des spectres XPS obtessgectivement sur les substrats CrMet et CrOx en
fonction de I'élévation de la température.

L’intensité des pics Cr2p augmente avec la tempggate qui traduit une diminution de I'épaisseutale

couche de BSA adsorbée. La protéine semble domt#serber sous l'influence d’'une élévation de la
température.
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Figure V-18: Spectres XPS réalisés sur le Figure V-19: Spectres XPS réalisés sur le
substrat de chrome métalligueen fonction de substrat de oxyde de chromesn fonction de
'augmentation de la température. 'augmentation de la température.

La couche de protéine déposée sur le substrat Cffiteire V-18) est initialement supérieure a la
profondeur d'analyse de I'’XPS puisque le chromesin’gas détecté. Il faut atteindre 150°C pour
commencer a voir apparaitre I'élément du substrépaisseur de la couche de BSA adsorbée sur le
substrat CrOx permet de détecter I'élément chrova@tanéme de procéder a la désorption thermique de
la protéine.

L'évolution des éléments carbone, azote, oxygémgafoque) et chrome pour chaque substrat, aux
différentes étapes de la désorption des protéisteifiestrée sur les figures V-20 et V-21 repréaantes
courbes de variations des rapports de pourcengagasques en fonction de la température.
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Rapport de % atomique
o
N

O+ T T T T T 0
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BSA 150°C 200°C 250°C 300°C 350°C 400°C 450°C BSA 150°C 200°C 250°C 300°C 350°C 400°C 450°C

[+=N/C=CrN  Cr/C -~ Oorg/d [+=N/C=CrN  Cr/C - Oorg/d
Figure V-20: Evolution des rapports N/C, Figure V-21: Evolution des rapports N/C,
Oorg/C, Cr/N et Cr/C du substrat de_chrome Oorg/C, Cr/N et Cr/C du substrat d'oxyde de
métallique en fonction de la température de chrome _en fonction de la température de
désorption. désorption.

Les variations des rapports N/C, Oorg/C, Cr/N etCCsont similaires pour les deux substrats. Les
rapports N/C sont constants quelle que soit la éatpre alors que les rapports Oorg/C diminuent. La
variation de ces rapports conforte donc I'idée d'nmodification de la stoechiométrie de la prot&oas
linfluence de la température. La quantité d’'azetede carbone est constante alors que la quantité
d’'oxygéne diminue. Il peut néanmoins exister urisbgr la valeur du rapport Oorg/C en raison de la
présence d'oxyde métallique et de la complexitélalelécomposition du pic d’'oxygéne. Quant a
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l'augmentation des rapports Cr/N et Cr/C, elle @omé que I'épaisseur de la couche de protéine dimin
avec la température. Il est intéressant de comsiate le rapport Cr/N présente des valeurs tréshem
pour les deux substrats aux températures finale®tle expérience.

Une différence est néanmoins remarquée et condesnealeurs du rapport N/C caractéristique de la
protéine. Ce rapport est de 0,20%,005 pour la BSA adsorbée sur le chrome métaliefude 0,262
0,003 sur l'oxyde de chrome. Rappelons que le ndppxpérimental calculé a partir des données
présentées dans le paragraphe lll de ce chapitidee® 252. La composition protéique étant invdeiab
cette difféerence pourrait traduire une orientatiba la protéine propre & chaque substrat avec une
orientation des atomes d’azotes en direction deéefface formée avec le chrome métallique. De lmené
facon, le rapport Oorg/C obtenu sur le substrat €rMégale a 0,252 est inférieur & la valeur
expérimentale (0,285). Celui calculé sur le subsEr®x est en revanche particulierement élevé (09,36
On peut néanmoins observer sur la figure V-21 cueapport diminue relativement rapidement avec
I'élévation de la température et se stabilise e@®6°C et 300°C a une valeur proche de la valeur
expérimentale. Nous pouvons donc supposer queaitdion initiale du rapport est liee au dégazadge

la couche de protéine.

En faisant I'hypothése que la couche de BSA adsodsé homogene, nous avons estimé I'épaisseur des
couches de BSA pour les températures auxquellegténéffectuées les analyses XPS (tableau V-7 et
figure V-22).

Tableau V-7: Evaluation de I'épaisseur des couches de prot&s sur les substrats de chrome
métallique et d’'oxyde de chrome pour chaque tempétare d’analyses aveQc, = 2,4 nm.

Température 50°C| 100°C| 150°C 200°¢ 250°C 300°C 38D 400°C| 450°C
Sur CrMet (nm) / / 8,3 7,8 7,7 7,6 54 / 4,9
Sur CrOx (nm) 6,5 6,3 5,8 5,7 5,6 5,3 51 4,8 4.5

! T

Epaisseur de BSA adsorbée (nm)
(6]

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Température (°C)

--CrMet -# CrOx

Figure V-22: Variation de I'épaisseur de la couche de BSA adebée sur les substrats de chrome
métallique (CrMet) et d’oxyde de chrome (CrOx) en énction de la température de désorption.

L'épaisseur de la couche de protéines diminue patifan de I'élévation de la température de facoasiju
linéaire, notamment sur le substrat CrOx. Une g#gor plus brutale est observée sur le substrat
métallique a partir de 300°C. A 450°C, les épaissedes couches de protéines estimées sont
pratiquement identiques pour les deux substrats.

- 145 -



Chapitre V — Interface BSA/métal

Afin de mettre en évidence d'éventuelles modifimasi chimiques au cours de la désorption, les
acquisitions centrées sur les éléments de la po#l du chrome sont présentées sur les figure3ev-2
V-24, respectivement pour le substrat CrMet et CrOx
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Figure V-23: Niveaux de cceur Cl1s, Ol1s, N1s, S2p et Cfpobtenus sur le substrat de_chrome métalliquen fonction de la température de désorption et de

I'épaisseur de la couche résiduelle de BSA
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Figure V-24: Niveaux de coeur Cls, Ols, N1s, S2p et CfZpobtenus sur le substrat de_d’oxyde de chromen fonction de la température de désorption et de

I'épaisseur de la couche résiduelle de BSA.
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Concernant les composantes du pic Cls, trois twoiohs sont observées et correspondent aux
différentes formes chimiques du carbone dans & qui ont précédemment été identifiées (tableau
V-2). Les figures V-25 et V-26 présentent respestient I'évolution des fractions atomiques de chaque
composante de C1s sur le chrome métallique etdfexde chrome en fonction de I'épaisseur de la auch
de BSA.

g
°

o
»

o
P

0.4

Fraction atomique
Fraction atomique

o
i

o
o

BSA 83 7.8 s 7.6 54 4.9 BSA 5,8 57 56 53 51 4.8 4,5

Epaisseur de la couche de BSA (nm) Epaisseur de la couche de BSA (nm)

[mc-(C,H) BC-(O.N)B(N)-C=0] [mC-(C,HyBC-(O,N)B(N)-Cc=0|
Figure V-25: Fractions atomiques des Figure V-26: Fractions atomiques des
composantes de Cls de la BSA adsorbée sur composantes de Cls de la BSA adsorbée sur
le substrat de_chrome métalligueen fonction le substrat d’oxyde de chromeen fonction de
de I'épaisseur de la couche de BSA. I'épaisseur de la couche de BSA.

Pour les deux substrats, on observe une |égéreemigtion de la composante C-(C,H) au détrimentde |
composante C-(O,N), puis de la composante (N)-CSOl'on tient compte de la diminution de la
quantité d’oxygene organique, les variations ob&es\vsur le carbone sont cohérentes et préjugene d'u
atteinte des liaisons C-(O,N).

Ces données nous permettent également d’obsereedifférence quantitative dans la répartition des
especes de C1s selon le substrat sur lequel ladBS&dsorbée (tableau V-8).

Tableau V-8: Valeurs des fractions atomiques des composantde C1s pour la BSA adsorbée sur
les substrats de chrome métallique (CrMet) et d’oxye de chrome (CrOx) avant désorption. Les
références expérimentales sont indiquées pour comason.

Cls CrMet | CrOx | Références expérimentales
C-(C,H) | 0,594 | 0,474 0,497+ 0,007
C-(O,N) | 0,246 | 0,298 0,283+ 0,008
(N)-C=0 | 0,160 | 0,228 0,220+ 0,003

Ces observations confortent la tendance obsenégsggemment sur les figures V-20 et V-21 concernant
I'orientation des protéines selon le substrateihble en effet que les groupements polaires seigouis
vers linterface formée avec le chrome métalliquésgue les valeurs des fractions atomiques pour les
liaisons C-(O,N) et (N)-C=0 sont plus faibles comgizement aux références expérimentales. La
répartition des composantes de Cls sur I'oxyde ldente n’est en revanche pas significativement
différente des données expérimentales.

En ce qui concerne les composantes de I'oxygénejdex contributions que nous avons attribuées a la
protéine sont observées. Sur le substrat CrMet,nonelle contribution de I'oxygéne est détectés dé
250°C, pour une épaisseur évaluée de la coucheS#e d2 7,7 nm. Cette composante présente une
énergie de liaison de 529,5 eV attribuée grésence d’oxyde métallique. Nous avions préalabtem
observé la présence d’'une faible quantité d’oxyaleschotre dépbt de chrome métallique (figure V-17a)
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De plus, bien que nous ayons procédé au dépotBIBAaen présence d’'une surpression en azote dans la
chambre d’introduction, il est possible que le stisse soit oxydé lors de la préparation de I'étHan.
Comme attendue, la contribution oxyde de l'oxygérs¢ largement détectée sur le substrat CrOx.
L’intensité de cette composante augmente alorgepueomposantes organiques de I'oxygéne diminuent.

L'analyse des acquisitions centrées sur le niveagadur 1s de I'azote, pour les deux substratsemet
évidence la présence d'azote sous forme amide & €080avant de procéder a la désorption thermigue d
la protéine (BSA). Lorsque I'on éléve la tempérafulés 150°C — 200°C, une nouvelle composante
apparait a 398,6 eV (8,3 nm sur CrMet et 5,7 nnt @y®x) et son intensité augmente au fur et a neesur
que la protéine est désorbée. A la températurdefida notre expérience, cette composante représente
respectivement 16% et 14% de l'azote détecté sursidbstrats CrMet et CrOx pour des épaisseurs
respectives de 4,9 nm et 4,6 nm de BSA.

10
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BSA 83 78 77 7,6 54 4,9 BSA 58 57 56 53 51 4,8 45
Epaisseur de la couche de BSA (nm) Epaisseur de la couche de BSA (nm)
Figure V-27: Fractions atomiques des Figure V-28: Fractions atomiques des
composantes de N1s de la BSA adsorbée sur composantes de N1s de la BSA adsorbée sur
le substrat de_chrome métalligueen fonction le substrat d’oxyde de chromeen fonction de
de I'épaisseur de la couche de BSA. I'épaisseur de la couche de BSA.

L'apparition de cette composante vers les plusdsaésergies de liaison traduit une augmentatiola de
densité électronique autour de I'atome d’azote.

En ce qui concerne le soufre, une seule composahtehservée a 163,5 eV. Il s’agit du groupemeat th
ou thioether présent dans les chaines latéralés gi®téine. Il est intéressant d’observer quest&Enent
n'est plus détecté sur le substrat CrMet aprés@%08rs qu'il est encore observé a 450°C sur lstsab
CrOx.

Enfin, les composantes des éléments du substratamérent pas de modification particuliére de leur
environnement chimique. Leurs intensités augmeraeat la température compte tenu de la désorption
des protéines. On observe cependant sur le subdoayde de chrome une augmentation de la
composante oxyde de plus faible énergie. Cetteatiani est trés probablement liée & I'élévation ale |
température puisque un phénomeéne similaire a é&rob lors du dégazage du substrat CrOx a 400°C.

Ainsi, cette étude de la désorption thermique d&34A a partir des substrats de CrMet et de CrOxsr@ou
permis d’'observer la désorption de la BSA en famctie I'élévation de la température. La principale
modification chimique observée consiste en une angation de la densité électronique autour de
I'atome d’azote.

IV.3.3. Interface BSA/Au

La désorption thermique a également été conduiteisisubstrat d’or. La figure V-29 présente I'aflur
des spectres XPS obtenus en fonction de la tempérdé désorption. L'intensité des pics des diffése
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niveaux de coeur de l'or augmente alors que lisiténdes pics des éléments caractéristiques des
protéines diminue simultanément.
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Figure V-29: Spectres XPS réalisés sur le substrat d'or en figtion de la température de
désorption.

L'évolution des éléments carbone, azote, oxygérm est représentée par les courbes de variatiess d
rapports de pourcentages atomiques de ces éléarefaaction de la température (figure V-30).
L'évolution de ces différents rapports est semiglablce que nous avons observé pour la desorption
thermique de la BSA sur les substrats de chrome :

- Le rapport N/C est constant et sa valeur (N/C 4 &,,01) suggere une orientation des atomes

d’'azotes vers l'interface formée avec l'or ;
- Le rapport O/C diminue ;
- Lesrapports Au/N et Au/C augmentent.

0.8+

0.6+

0.4+

Rapport de % atomique

024 & ° - 4 *
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[=«=N/C=Au/N  Au/C < 0O/C|

Figure V-30: Evolution des rapports N/C, O/C, Au/N et Au/C parr la BSA adsorbée sur le substrat
d’or en fonction de la température.
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L'épaisseur de la couche de BSA a également éifnésstpour les températures auxquelles ont été
réalisées les analyses XPS (figure V-31). La vatkulibre parcours moyen des photoélectrons de Au4f
dans une couche de protéine a précédemment été&éval,9 nm.
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Figure V-31: Variation de I'épaisseur de la couche de BSA adehée sur le substrat d'or en
fonction de la température de désorption.

De la température ambiante de la chambre d’andiygpr'a 100°C, la protéine n’est pas affectée par |
température. A partir de 100°C, I'épaisseur dedacbe de BSA diminue. L’épaisseur évaluée de la
couche a la fin de notre expérience est de 3,6 nm.

Afin de suivre les modifications chimiques au codesla désorption, les acquisitions centrées sur le
éléments de la protéine et sur le niveau de coZullelf'or sont présentées sur la figure V-32.
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Figure V-32: Niveaux de coeur Cls, Ols, N1s, S2p et Au4f obtisnsur le substrat d’or en fonction de la températre de désorption et de I'épaisseur de la couche
résiduelle de BSA.
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L'analyse de la figure V-32 permet d’'observer uafpnd bouleversement de la structure chimique de la
protéine lorsqu’on approche de l'interface. Leslétions des fractions atomiques de chaque compesant
de C1s est présentée sur la figure V-33 et montaedisparition des liaisons C-(O,N) puis (N)-C=0 a
profit des liaisons C-(C,H) au fur et a mesure kue s’approche de l'interface.
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Figure V-33: Fractions atomiques des composantes C1s de laB8dsorbée sur le substrat d'or en
fonction de I'épaisseur de la couche de BSA.

L'observation des pics d’oxygene sur la figure VB@ntre également la disparition des liaisons Q-C e
I'apparition d’'une nouvelle composante a plus faéhergie de liaison : 531,0 eV.

Concernant l'azote, la composante de plus faibkrgie & 398,6 eV, précédemment observée sur les
substrats CrMet et CrOx, apparait également sur(figure V-32). Cette composante peut étre atééu
aux atomes d'azotes en interaction avec le substvatEn effet, I'interaction N — Au pourrait rédger de

la déprotonation de I'atome d’azote de la foncémnide, comme cela a été précédemment observé pour
des molécules azotées telles que la 2-pyrrolidtn& méthyl 2-pyrrolidone [Xieet al. 2000] et le
polyamide-6,6 [Charlier 2003]. De plus, 'augmerttatde la polarisation négative de I'azote indypise

une telle interaction se traduit effectivement pae diminution de I'énergie de liaison de I'azdiafin,

les énergies de liaison de I'azote pour les inteas N — Au rapportées dans la littérature (398y3
[Xie, et al. 2000] et 398,6 eV [Charlier 2003]) sont en paréaitord avec nos résultats. L'intensité de
cette composante croit aux dépens de celle dentdidm amide avec la diminution de I'épaisseur ale |
couche de BSA. Ceci est indiqué sur la figure Vpsdsentant I'évolution des fractions atomiques des
composantes de N1s suivant I'épaisseur de la codeH&SA. A la fin de notre expérience et pour une
épaisseur de BSA estimée a 3,6 nm, 57% de 'azota protéine est réduite.

Fraction atomique

BSA 10,4 9,6 83 6,7 4,8 3,6
Epaisseur de la couche de BSA (nm)

O N-C=0 B N-398,5

FigureV-34 : Fractions atomiques des composantes N1s de laB&dsorbée sur le substrat d’or en
fonction de I'épaisseur de la couche de BSA.

La forme chimique du soufre détectée corresporella présente dans les chaines latérales de l&ipeot

et aucune modification n’est observée dans sorr@mwement électronique. L'intensité du pic diminue
avec I'épaisseur de la couche de protéinee. Au-dela50°C et pour une épaisseur de BSA inférieure a
8,3 nm, le soufre n’est plus détecté.

Les acquisitions centrées sur le niveau de coade #6r ne montre aucun déplacement chimique.
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IV.3.4.Discussion

Dans cette étude, notre objectif était d’accédéngerface formée entre la BSA et la surface niigtaé

par désorption thermique de la protéine préalahi¢mesorbée. Préalablement a la désorption theamiqu
de la BSA, les données quantitatives extraitesathedyses XPS permettent d’observer une différence
d'orientation des protéines en fonction du substfatr le substrat CrMet et Au, il semble que les
groupements polaires soient moins exposés a lacaurde la couche de BSA déposée. En effet, les
rapports N/C et les fractions atomiques des compesaC-(O,N) et (N)-C=0 sont inférieures aux vaseur
théoriques. Les groupements polaires sont préféliement orientés en direction de l'interface féem
avec le métal. L'orientation préférentielle desdasi aminées et des protéines en fonction de laendtu
substrat est couramment rapportée dans la litiérdlinoest et al. 1998, Liedberget al. 1985, Tidwel)

et al.2001, Uvdal et al.1992, Xig et al.2002].

L'élévation de la température permet de diminuargpessivement I'épaisseur de la couche de BSA.
Néanmoins, a la fin de notre expérience (450°Cliésorption de la BSA n’est pas compléte. Il semble
gue la température ait une incidence sur la désorges protéines en fonction du substrat sur lesjles

sont déposées. En effet, pour les mémes gradienterdpérature, la BSA désorbe et se décompose
beaucoup plus rapidement sur le substrat Au quéesigubstrats CrMet et CrOx. Nous avons également
observé que le soufre de la BSA n'était plus détextr les substrats CrMet et Au au-dela d'une
température de 250°C. Au cours de I'étude de léirmabion de la BSA (paragraphe IV.2.2), nous avions
constaté que le soufre n'était pas détecté lor&myeotéine était sublimée a 245°C. Ces deux ratsult
sont consistants avec une destruction de liaisanss des chaines latérales contenant du soufre.
Cependant, sur le substrat CrOx, le soufre esttiétedépendamment de la température. Ce résuolsat p

la question de la stabilité de la BSA sur le satiste CrOx par rapport au substrat CrMet. De fgijos
précise, et compte tenu du fait que le substrat e€rpfésente également une composante oxyde en
surface, nous pouvons nous demander si la natufexdele ou I'épaisseur de la couche d’oxyde sont
impliqués dans la stabilité de la protéine adsarb@s interrogations sont soulevées en raison rdairte
travaux mettant en évidence l'incidence des oxyied’adsorption ou la désorption des protéinessitl

par exemple montré que la Concanavaline A préseradorte affinité pour les surfaces oxydées etlgue
guantité de protéines adsorbées est fonction gaisseur de la couche d’oxyde [Diniz et Ueta 20Dd}
travaux de Karlsson montrent que I'efficacité delédersion des protéines adsorbées sur acier iabigd
est fonction de la nature de I'oxyde formé en sugfd es protéines adsorbées sur un inox passivé par
I'acide nitrique sont clairement résistantes auayage comparativement a un inox prétraité par un
mélange NH/H,0,/H,O a chaud [Karlssgret al. 1999]. Ces travaux suggerent donc que les inierect
protéines/surfaces sont d’autant plus importantesla surface est oxydée.

Pour les trois substrats étudiés, nous observappdrition d’'une nouvelle composante & plus faible
énergie de liaison. Il est difficile d'identifielofrigine de cette contribution. Est-elle liée & westruction
partielle de la protéine sous l'effet de I'élévatide la température ou est-elle une caractéristibpie
linterface formée ? L'apparition de cette compdsasemble essentiellement liée a la température
puisque dans les trois cas, elle apparait entréCLB0200°C quelle que soit I'épaisseur de la ceudh
BSA. De plus, en raison de I'épaisseur des couchegluelles (non désorbées) a la fin de notre
expérience, il semble peu probable que nous aymesa l'interface formée. Le contre-argument repos
sur la signification réelle des épaisseurs que awoss calculées puisque nous n'avons pas d'infooma
sur la répartition de la BSA a la surface des satstUne analyse de I'extréme surface en distabut
angulaire par exemple permettrait d’obtenir un &@gtrde réponse. En effet, une diminution du rapport
N2gg dN-C=0 couplée a 'augmentation de I'angle d’analysr rapport & la normale pourrait confirmer
I'interaction Au — N a l'interface.
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En résumeé:

L'élévation de la température permet de désorber ue certaine quantité de
protéines et d’approcher l'interface formée entre & surface métallique et leg
protéines. Le gradient de température altere peu e protéines adsorbées sur le
substrats CrMet et CrOx alors que sur l'or, la BSA est nettement déstructurée
Ceci suggeére des stabilités plus ou moins importaeg des protéines en fonction d
substrat sur lequel elles sont adsorbées.

D’un point de vue chimique, les analyses XPS montné un déplacement chimique
de I'azote vers les basses énergies de liaisongrigine de cette contribution n’a pu
étre clairement établie compte tenu du fait que ce# composante augmente
'approche de [linterface mais également en fonctio de ['élévation de la
température. Ainsi cette composante pourrait apparére suite a une altération de
la protéine par I'énergie thermique apportee.

Cette approche souffre donc essentiellement du ménmeonvénient que I'approche
précédente qui concerne les effets de la températusur la dégradation thermique
de la protéine.

Il n"est pas possible de mettre clairement en évidee les liaisons chimiques entrg
les atomes de la protéine et ceux du substrat. Ménsé ces liaisons existent, il eg

}S%

—

probable que I'épaisseur de la protéine nous empéefait de les observer.

- 156 -



Chapitre V — Interface BSA/métal

IV.4. Métallisation de la BSA

Nous avons dans un premier temps construit I'iataf métal/BSA par pulvérisation cathodique
magnétron sous atmosphére neutre d’argon. Cecianpesmis de suivre la formation de l'interfacerent

le chrome sous forme métallique et les protéinesni@e tenu du fait que le chrome est oxydé a la
pression atmosphérique, nous avons dans un deuxigmes construit les interfaces métal/BSA par
pulvérisation cathodique magnétron sous atmosphéaetive d’oxygéne. Les atomes de chrome se
combinent avec les molécules d’oxygene gazeusesfpouer un oxyde de chrome. Ainsi, hous avons
pu suivre la formation de l'interface entre I'oxyde chrome et la protéine. Dans ces mémes consglition
expérimentales, les interfaces Au/BSA ont été érsli

IV.4.1. Matériel et méthode de travail
Couche épaisse de BSA :

Les couches épaisses de protéine sont préparéésgpmration successive a l'air d’'une solution $&AB
a 1 mg/ml sur un wafer de silicium. L'épaisseurl@e&ouche ainsi constituée doit étre supérieura a |
profondeur d’analyse de I’XPS (10 nm).

Pulvérisation cathodique magnétron :

Les éléments métalliques chrome et or sont démmgées couches épaisses de BSA par pulvérisation
cathodique magnétron soit sous atmosphére neuamgadi soit sous atmosphére réactive d’oxygéne.
Dans les deux cas, les dépbts sont réalisés sauprassion constante des gaz de 0,1 Pa. Le magnétro
fonctionne sous courant continu et & puissancetaotesde 15 W. La distance entre la cible de I'é@éim
métallique a pulvériser et le substrat est de 13 cm

Les vitesses de pulvérisation du chrome et dediur été évaluées pour les différentes conditions de
pulvérisation et sont indiquées dans le tableau V-9

Tableau V-9: Vitesse de pulvérisation des atomes de chrome @br suivant la nature du gaz de
décharge.

Vitesse de pulvérisation Cr Au
Sous Argon (nm:8 | 0,040+ 0,003| 0,16+ 0,030
Sous Oxygéne (nni's | 0,009+ 0,002 0,031 0,006

Les vitesses de pulvérisation du chrome et de bous atmosphére réactive (oxygéne) sont
respectivement 4,4 et 5,2 fois plus lente que stu®sphére neutre (argon). Ceci est di au collage d
especes oxygéenes a la surface de la cathode médlésaendement de pulvérisation de I'élément
métallique [Thornton et Lamb 1984].

Calcul des épaisseurs des couches métalliques :

Bien que ces vitesses nous permettent d’approXigmaisseur du dépbt réalisé en fonction du tengs d
pulvérisation, I'épaisseur des couches métalligsstvaluée suivant la variation d’intensité dulpis
due a l'atténuation du signal par la couche de Indéjgosée (Annexe 5-11).

IV.4.2. Métallisation des protéines par le chrome métallau

Des dépbts successifs de chrome métallique (Cridet) été réalisés par pulvérisation cathodique
magnétron sous atmosphére d’argon. Entre chaqui,dép analyses XPS nous permettent de suivre les
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modifications chimiques au cours de la formatier’'mhterface. En admettant ’'homogénéité des dgpot
I'épaisseur des couches de CrMet est estiméeXp@ue 1,48 nm.

L'allure générale des spectres XPS obtenus surSlA Bu cours de la métallisation est illustrée sur |
figure V-35 en fonction de I'épaisseur croissanéela couche de CrMet. Les intensités des pics des
éléments caractéristiques de la BSA diminuent adues les signaux émis par le chrome augmentent
lorsque I'épaisseur de la couche de CrMet croit.
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Figure V-35: Spectres XPS obtenus au cours de la métallisatiode la BSA en fonction de
I'épaisseur croissante de la couche de chrome mdiglie.

Une analyse quantitative de la composition élénientte la surface analysée en fonction de I'épaisse
croissante de la couche de CrMet est présentda fgure V-36. Cette analyse montre effectivemenm
diminution des pourcentages atomiques du carbome,l'arote et du soufre simultanément a
'augmentation du pourcentage atomique de chromeut indique un effet d’écrantage du carbone, de
I'azote et du soufre par le chrome. En revanchegukntité d’'oxygéne augmente avec I'épaisseur de la
couche. Cette augmentation est liée a un appattient d’oxygéne, comme le montre I'augmentation du
rapport O/C de la figure V-37.
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Figure V-36: Evolution des pourcentages Figure V-37: Evolution des rapports N/C,
atomiques des éléments de la BSA et du S/N et O/C en fonction de I'épaisseur de la
chrome métallique en fonction de I'épaisseur couche de chrome

de la couche de chrome calculée.

Les acquisitions centrées sur les éléments caistées de la protéine et sur I'élément métallique
déposé sont présentées sur la figure V-39.

La décomposition des pics Cls permet d'observetrtés composantes caractéristiques de la protéine
ainsi que l'apparition d’'une nouvelle composant282,8 eV qui croit avec I'épaisseur de la couche de
chrome déposée. Cette composante étant situés &ajille énergie de liaison, elle peut étre atéa la
formation d’un carbure de chrome (Lackhar 1995,19194, Jordan 1987, deVos 2001, Chenite 1994).

La figure V-38, présentant les variations des fomst atomiques du carbone en fonction de I'épaisdeu
la couche de chrome déposée, nous permet d’obsdrugrétapes dans la formation de cette interface :
- La premiere étape est observée sur les 9 premiggstrams de linterface et concerne le
mécanisme réactionnel.
- La seconde étape est observée pour une épaissdépdesupérieure a 0,9 nm et correspond a
I'effet d’écrantage des composantes de la protémeaison de I'augmentation de I'épaisseur de
la couche de chrome.

Des les premiers dépdts de chrome, les compos&atesN) et (N)-C=0O diminuent essentiellement au
profit de la composante C-(C,H) puis au profit @ecdu carbure (C-Cr). En effet, 'augmentationlae
composante C-(C,H) est plus importante comparatregnd celle de C-Cr. La formation d'un film
carboné a précédemment été observée lors de trawaecernant la métallisation du nylon 6 par le fer
(Wagner 2003). L'auteur explique la formation defite par la formation de liaisons C-C entre les
radicaux carbonés résultant du clivage des liaigoié, N-H et C=0 généré par la métallisation du
polymere. Il est donc probable que le carbure sendoad partir de cette contribution du carbone,
probablement générée par une attaque simultanéardme sur les groupements carbonyles (C=0). La
formation de carbure serait donc un événement sad@na I'attaque du chrome sur les groupements
C=0 et C-N.

Au-dela de ces premiers angstroms, la composarfte i) n'augmente plus, mais diminue de concert
avec les composantes C-(O,N) et (N)-C=O caracdiguist de la protéine et simultanément a
'augmentation du carbure. Ceci indiquerait done atténuation des signaux provenant de la progdine
de l'interface formée en raison de I'augmentatier’’épaisseur de la couche de chrome.

Une précision, concernant la composante carbox@eC£0), meérite d'étre apportée. Lors de la
décomposition des pics du carbone, nous avons \a@bser élargissement des pics vers les plus hautes
énergies de liaison. Compte tenu de I'existenceeliies fonctions dans la protéine, nous avons éjane
contribution supplémentaire. Néanmoins, nous pengpe cet élargissement pourrait étre associé a
'augmentation du fond généré par les photoélestopn sont issus d’une zone plus profonde.

- 159 -



Chapitre V — Interface BSA/métal
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Figure V-38: Fraction atomique des composantes de Cl1s de I&6B en fonction de I'épaisseur de
chrome déposée.

Les spectres du niveau de cceur 1s de I'oxygéneréfiy-39) montrent I'apparition d’'une composante
supplémentaire a plus faible énergie de liaisonrgques attribuons a la formation d’un oxyde de cleom
Cependant, compte tenu de I'apport extérieur d’'éxygget par conséquent de I'oxydation du chrome,
nous ne discuterons pas de la formation de cettgpasante. Notons cependant que I'éventualité d’'une
oxydation du chrome par I'oxygene de la protéireshpas exclue.

Les spectres du niveau de cceur 1s de I'azote €igeB9) montrent d'importantes modifications de son
environnement électronique. En effet, deux nouseti@mposantes apparaissent dés le premier dép6t de
chrome. La composante située aux plus faibles @&sedg liaison (397,2 eV) présente un déplacement
chimique de 2,8 eV par rapport a la fonction ami@ela protéine. Ce déplacement est suffisamment
important pour étre attribué a la forme nitrurel'deote. De plus, cette énergie de liaison est@ol
avec les données de la littérature pour les nitdereehrome [Chenite et Selmani 1994, Chersteal.
1994, Goldberg et al. 1988, lucci et al. 1999] mais également pour d’autres métaux [Bekin e
Prud'homme 2002, Wagnest al. 2003]. La seconde composante observée est sit388,8 eV, soit &
1,4 eV de la forme amide de la protéine vers les ffaibles énergies de liaison. L'origine de cette
contribution n’est pas claire. Si I'on se réferecaonnées disponibles dans la littérature conceriaan
métallisation des polyméres, nous pouvons expligaerprésence de cette contribution par une
perturbation de I'environnement électronique dedta par le transfert d’électron du chrome au aaebo
carbonyl via I'oxygéne. Ce transfert d'électron mnegmtait la densité électronique de I'azote adjacent
[Chenite et Selmani 1994, Haiglet al. 1988, Hq et al.1988].
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Figure V-39: Niveaux de coeur Cls, Ol1s, N1s, S2p et CrfPpobtenus sur la BSA métallisée par le chrome soustnaosphére neutre d'argon.
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Une seconde hypothése, pour expliquer la présem@ettle composante a 398,6 eV, serait la formation
d'un oxynitrure de chrome, qui se trouverait effeminent a plus haute énergie de liaison
comparativement au nitrure de chrome. La formatdam oxynitrure de chrome a précédemment été
observée au cours d'une étude des interfaces fermetre le chrome et le 4-4'-bis(4-
diméthylaminostyryl)benzéne (DMASB). Les auteurstter® en évidence la formation de I'oxynitrure
dans les interfaces formées par métallisation dynpére DMASB et par évaporation du polymére sur le
chrome [deVogset al.2001].

Les spectres S2p montrent également I'apparitiomel’nouvelle contribution a 161,1 eV attribuée a la
formation d’une liaison entre le soufre et le cheofBiesingey et al.2004, Lachkaret al. 1995, Roberts
et Friend 1988].

Enfin, la décomposition des pics de I'élément ntiépad de la couche déposée indique la présence de
trois composantes pour une épaisseur de 0,2 nmhiaene. L'énergie de liaison de la composante
majoritaire des pics Crdp a 574,0 eV correspond a I'énergie de liaison diomie métallique. La
composante identifiée a 575,5 eV est attribuéepadaence de carbures, nitrures et sulfures, l'extdnt
observé sur la derniere composante a 576,7 eVtelngité de ces deux derniéres composantes diminue
avec I'épaisseur de la couche métallique déposgeomposante oxyde reste néanmoins visible ennraiso
de I'oxydation du chrome par I'apport extérieurxd/gene.

La confrontation de ces résultats met en évidesgéstence de deux sites réactifs privilégiés dronte

sur la protéine. Il s'agit des fonctions amideslet groupements thiols. Au niveau de la fonctioimdam

il est difficile de savoir laquelle des liaisons @ou C-N est la cible privilégiée du chrome. Eregffa
présence de la contribution a 398,6 eV sur I'azoiggere que 'augmentation de la densité électoeniq
autour de l'azote soit générée par un transferfedtéons lors de l'attaque de la liaison C=0O par le
chrome. Cependant, la formation de nitrure impligggalement une attaque directe de l'azote par
I'élément métallique. L'oxydation de la couche deamne liée a I'apport d’oxygéne extérieur limite
considérablement I'étude de l'interaction entreheome et I'oxygéne de la fonction amide. Les ttewva
portant sur la métallisation des polyimides ont tdmue les sites carbonyles sont les sites pgiéte
pour interagir avec le chrome en raison d’'un dépteent chimique précoce de I'oxygene vers les plus
faibles énergies de liaisons et d'une relativeibtalde la liaison C-N pour les faibles taux descertures
[Chenite et Selmani 1994, Haigtdt al. 1988]. En revanche, une étude portant sur la fisstbdn de
polymeres azotés, en particulier le nylon 6, momérdormation d’especes nitrures en I'absence de
formation d’oxyde. Ainsi il est suggéré que I'apgate stabilité de la liaison C-N dans les polyirsideit

le résultat d’'une délocalisation des électronslasirgroupements aromatiques et qu'en I'absenceed’'un
telle stabilisation, les liaisons C-N sont fragiks [Wagneret al.2003].

Compte tenu de la profonde modification observéesdanvironnement chimique du soufre dés les
premiers angstroms de chrome déposé, cet élément §e également considéré comme un site
particulierement réactif pour le chrome. Le soufst présent au niveau des groupements sulfhydryls
et/ou thioéthers des chaines latérales des aciiegs soufrés. Les travaux concernant la métadtisat
des polythiophénes ont également montré la formatie sulfure de chrome [Elfeninatt al. 1995,
Lachkar et al.1995].
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En résume:
La métallisation des protéines par le chrome soustrmosphere argon montre

d’'importantes modifications de I'environnement chinmique des éléments de I«r

protéine en contact avec le métal naissant. De naelles liaisons chimiques son
observées vers les plus faibles énergies de liaisoRlles sont donc générées par ur
augmentation de la densité électronique autour deéélément considéré. Ainsi la]
formation d’oxyde, de nitrure, de sulfure et de cabure est constatée. Les résultat
présentés, confrontés aux données disponibles darla littérature sur la
métallisation des polymeéres, nous permettent de pposer un mécanisme
réactionnel en deux étapes. Les atomes d'oxygenaBazote et de soufre son
initialement réduits par leur interaction avec le ©irome. Cette premiére étape es
suivie de la formation du carbure de chrome. L’inteface formée entre le métal ef
la protéine détruit donc certaines liaisons chimiges de la protéine, ce qui a pou
conséquence une augmentation des forces d’adhéreneatre la protéine et le
métal.

e

vJ
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IV.4.3. Métallisation des protéines par I'oxyde de chrome

En raison des phénomeénes physico-chimiques que aowss observés au cours de la formation de
l'interface chrome métallique/BSA et compte tenuaitique dans les conditions normales de preskion,
chrome est oxydé, nous avons souhaité étudieetfate formée par 'oxyde de chrome et la BSA.
L’oxyde de chrome est produit par pulvérisatiorhodique magnétron sous atmosphere d’oxygene (0,1
Pa).

L'allure générale des spectres XPS obtenus surdA Bu cours de sa métallisation par I'oxyde de
chrome (CrOx) sont présentés sur la figure V-40fanction de I'épaisseur croissante de la couche.
Comme précédemment, les épaisseurs des couchesstordes en admettant leurs homogénéités.
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Figure V-40: Spectres XPS obtenus au cours de la métallisatiode la BSA en fonction de
I'épaisseur croissante de la couche d’oxyde de chme.

L’intensité des pics de Cls et N1s de la BSA dimrialors que les signaux de I'oxygéne et du chrome
augmentent lorsque I'épaisseur de la couche doitpeut également observer la présence de sodium
dont l'intensité augmente avec I'épaisseur de lache de chrome. Ce sodium est initialement présent
dans la poudre de BSA que nous utilisons pour peép®s solutions aqueuses. |l semble donc que le
sodium ait la particularité de migrer a l'interfag@us atmosphére oxydante. La présence du sodesh n’
pas considérée dans le cadre des analyses queestat

Une analyse quantitative de la composition élénientie la surface analysée en fonction de I'épaisse

croissante de la couche CrOx est présentée siguiefV-41 et montre une diminution des pourcergage
atomiques du carbone et de l'azote simultanémebdugymentation de la quantité d’oxygene et de
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chrome. L’augmentation de I'oxygéne est ici attendampte tenu de l'introduction d’oxygéne gazeux au
cours de la pulvérisation pour la formation de CrO#volution des rapports N/C, S/N et C/O, présent
sur la figure V-42, nous permettent de confirmapport d’oxygéne et de montrer la conservationade |
stoechiométrie de I'azote et du carbone en fondmtiépaisseur croissante de la couche de CrOxMsNo
pouvons également observer une augmentation domapfN pouvant indiquer une migration du soufre
a linterface.
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Figure V-41: Evolution des pourcentages Figure V-42: Evolution des rapports N/C,
atomiques des éléments de la BSA et du S/N et O/C en fonction de I'épaisseur de la
chrome en fonction de [I'épaisseur de la couche d’oxyde de chrome calculée.

couche de d’'oxyde de chrome calculée.

Les acquisitions centrées sur les éléments deotgipe et sur le chrome oxydé sont présentéesasur |
figure V-43.

La décomposition des pics Cls permet d'observeelangissement du pic du coté des plus hautes
énergies de liaisons. Une composante supplémentairadlonc ajoutée et nous I'avons attribuée au
groupement carboxylate & 289,0 eV en raison dwctgamplus oxydé de ce carbone. En effet, I'inténsi
des composantes C-(O,N) et (N)-C=0O augmentent atpre celle de C-(C,H) diminue avec
'augmentation de I'épaisseur de la couche. Ladend observée correspondrait donc a une oxydation
des composantes du carbone. Cette oxydation peuiés a des interactions avec le chrome oxydéuwou
plasma oxygéne formé pour la pulvérisation. La @deenhypothése semble assez peu probable puisque le
plasma est confiné a proximité de la cible parfdemagnétron. Ceci sera par ailleurs conforté’paude

de l'interface Au/BSA en présence d’oxygéne.

Les spectres Ol1s de I'oxygene montre la présenaeedcomposante supplémentaire a 530,4 eV dont
l'intensité augmente avec I'épaisseur de la coutbryde de chrome et aux dépens de I'oxygene de la
protéine. Cette composante est attribuée a I'oxygkenl’oxyde de chrome déposé.
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Figure V-43: Niveaux de cceur Cls, Ols, N1s, S2p et Cf%pobtenus sur la BSA métallisée par le chrome sous rapbsphére réactive d'oxygéne.
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L'azote présente également une composante suppigineerd plus faible énergie de liaison. Cette
composante apparait dés le premier dépbt d'oxydecltteme et son intensité augmente avec
'augmentation de I'épaisseur de la couche de chrafors que l'intensité de la composante amide
diminue. L'énergie de liaison de cette composaB88/6 eV) est évocatrice d’une augmentation de sa
densité électronique dans un environnement oxyeapburrait donc étre attribuée a la formation d’'un
oxynitrure de chrome. Bien que les énergies dsdiades oxynitrures soient en régle générale plbsef
(396,4 eV), la différence des énergies de liaisunedle nitrure et I'oxynitrure est relativemenspectée

par rapport aux données de la littérature et comepie du fait que les stoechiométries dgNQD, ne sont

pas connues [Agouram 2003, Milosev et Strehblowd200

Les spectres S2p du soufre montrent que la comm&(C,H) & 163,5 eV se déplace vers les plus
hautes énergies de liaison traduisant une oxydatiosoufre. La composante sulfate est observé84 16
ev.

Enfin, les spectres CrZpmontrent une évolution chimique de la couche derk avec 'augmentation

de son épaisseur. Une premiére composante estvébs&rune énergie de liaison de 577,3 eV lors du
premier dépdt d’'oxyde de chrome. Une seconde coampegpparait au cours des dépbts ultérieurs a une
énergie de liaison de 579,5 eV. L'intensité deecd#uxiéme composante augmente avec I'épaissear de
couche d'oxyde de chrome et aux dépens de la prensigmposante. Ceci suppose que la premiére
composante observée a plus faible énergie de fiasb caractéristique de l'interface formée et pas

de la couche d’'oxyde de chrome, qui elle est cérizée par la composante de plus haute énergisi, Ain
la composante de Cr2p a 577,3 eV pourrait corregoau chrome impliqué dans la formation de
I'oxynitrure.

En résumeé:

La métallisation des protéines par le chrome soustraosphére réactive d’oxygéng
met en évidence une oxydation des composantes dubmme et du soufre de la]
protéine alors que le déplacement chimique observpour I'azote traduit une

augmentation de sa densité électronique. En accordvec l'apparition d'une

composante du chrome représentative de la chimie dénterface formée et d'une
modification notable de I'environnement électroniqe de I'azote, les modifications
observées sont compatibles avec la formation d’urxgnitrure de chrome.

IV.4.4. Métallisation des protéines par I'or sous atmosphaéreutre

La formation de l'interface Au/BSA a également sétdvie afin d’observer d’éventuelles modifications
chimiques pouvant expliquer les fortes interactiobservées entre ce métal et les protéines. Lakats
obtenus pourront également étre comparés a ceda détallisation de la BSA par le chrome afin
d’'apporter des éléments de réponse sur la chimisarges protéines sur ces deux substrats métadliqu
Les spectres généraux obtenus sur la BSA au cewsa thétallisation par I'or sont présentés suiglaré
V-44 en fonction de I'épaisseur croissante de lache déposée. Les épaisseurs sont estiméesa poar
1,76 nm et en supposant que la couche déposéerasghne.
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Figure V-44: Spectres XPS obtenus au cours de la métallisatiode la BSA en fonction de
I'épaisseur croissante de la couche d’or déposée.

L'intensité des pics des éléments caractéristiqleesa protéine diminue lorsque que I'épaisseurade |
couche d’'or augmente. Ceci est confirmé par lesées quantitatives de la composition élémentaire de
I'interface formée en fonction de I'épaisseur dedaiche déposée (figure V-45). L'évolution des mpp
N/C, S/N et O/C (figure V-46) montre que le rappidf€C est relativement constant jusqu’'a 0,9 nm. Au-
dela, le rapport diminue Iégérement. On observdedgant une diminution du rapport O/C. Nous
expliquons ces variations de rapport par les brisduits dans les données quantitatives au adeiig
décomposition des pics d'azote et d'oxygene. Emteffintensité des pics des différents niveaux
énergétiques de I'or augmente avec I'épaisseumadmliche déposée. Le fond de I'oxygene se trouve
donc confondu dans celui du pic Ad4ple I'or et ceci dés les premiéres couches dépoBéel méme
facon, le fond généré par le pic Audd géne la dgamition du pic d’azote pour des épaisseurs dehsouc
plus importantes. Cela est parfaitement visiblelssiracquisitions centrées sur les éléments deéSia B
présentées sur la figure V-47. Dans ce contextgs nonsidérons que la stoechiométrie de la progshe
conservée.
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Figure V-45: Evolution des pourcentages Figure V-46 : Evolution des rapports N/C,
atomiques des éléments de la BSA et de l'or S/IN et O/C en fonction de I'épaisseur de la
en fonction de I'épaisseur de la couche d'or couche d’'or déposée sous argon.

déposé sous argon.
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La décomposition des spectres XPS du carbone Gdsrgf V-47) nous permet
d’'observer un élargissement du pic vers les pluBles énergies de liaison. Cet
élargissement peut étre la conséquence d’une patimin de la répartition des charges
autour du carbone induite par les atomes d'or ewtsl [Bou 1991]. Une autre
hypotheése peut étre émise selon laquelle la raieadoone pourrait étre déformée au
cours du processus de métallisation en raisonidage de certaines liaisons carbonées
sous I'impact des atomes incidents générant aimstatbone « amorphe » [Bebin et
Prud'homme 2002, 2002]. Dans ce contexte incertauns agons privilégié I'addition
d’'une composante supplémentaire a 283,5 eV.

Les spectres Ols présentés montrent que I'intedsifdic d’'oxygéne est atténuée avec
'augmentation de I'épaisseur de la couche d’orcune modification chimique n’est
observée. L'or ne réagit pas avec I'oxygéne de la protéine

Les spectres N1s obtenus en fonction de I'épaissgnissante de la couche d’or
montrent I'apparition d’'une nouvelle composante 38,8 eV. L'intensité de cette
composante de plus faible énergie augmente aloesl’'ouensité de la composante
amide diminue lorsque I'épaisseur de la couche d'oft. Comme nous l'avons vu au
cours de I'étude de la désorption thermique de$épres, cette composante située a
398,6 eV peut étre attribuée aux atomes d’azotatenaction avec I'or [Charlier 2003,
Xie, et al.2000].

Les spectres XPS obtenus sur le niveau de cceun 2pudfre montrent trés nettement,
des le premier dépét, la formation d’'un sulfure dlom formation des liaisons entre le
soufre et l'or est bien connue. Cette propriété @stramment utilisée pour la
préparation des monocouches auto-assemblées [CastRatner 2002, Ferretiet al.
2000]. La chimisorption des protéines sur les sedator par I'intermédiaire du soufre
est également rapportée [Brizzolaghal. 1997, Chj et al.2000].

En résumeé:

La métallisation des protéines par I'or sous atmodpere neutre d’argon montre
I'existence de fortes interactions entre I'azote eke soufre de la protéine et I'or.
Aucune interaction n’est observée entre I'oxygeneedla protéine et l'or.
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Figure V-47 : Niveaux de cceur Cls, Ols, N1s et S2p obtenus suBSA métallisée par I'or sous atmosphére neutré’argon
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IV.4.5. Métallisation des protéines par I'or sous atmosphlé&gactive

L'interface Au/BSA a également été formée sous aphére réactive. L'or étant chimiquement inerte,
cette analyse nous permet d'apprécier lincidenee 'dtmosphere réactive sur les modifications
chimiques observées précédemment. Les résultadawbpourront également étre comparés a ceux de la
métallisation de la BSA par I'oxyde de chrome.

Les spectres généraux obtenus sur la BSA au caarsadmétallisation par I'or sous atmosphére
d’oxygéne sont présentés sur la figure V-48 entfonade I'épaisseur croissante de la couche déposée

Comme précédemment, les épaisseurs sont estiméedpo= 1,76 nm, en supposant la couche d’or
déposée homogeéne.

Au4f

Audd
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Nals OKL Au4s Au4py2 O1s Cls
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%%mwwd\,/
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Figure V-48: Spectres XPS obtenus au cours de la métallisatiode la BSA en fonction de
I'épaisseur croissante de la couche d’or déposéeusaatmosphére réactive.

L'intensité des pics des éléments caractéristiqleesa protéine diminue lorsque que I'épaisseurade |
couche d’or augmente. Comme nous I'avons précédemaizservé au cours de la métallisation de la
BSA par le chrome en présence d'oxygene, le sodhiitalement présent dans notre solution aqueuse de
protéines, migre a linterface. Cet élément n'ea$ pris en compte pour l'analyse quantitative de la
composition élémentaire au cours de la formatiotiterface.

Cette analyse est présentée sur la figure V-49 aitne un profil comparable a celui obtenu sous
atmosphére neutre d’argon. Une différence est néaisnobservée et concerne la quantité d’oxygéne qui
est légérement plus importante comparativemenhteiface formée en présence d’argon. Une trésefaib
quantité d’'oxygéne introduit a donc di participds formation de I'interface BSA/Au.
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Figure V-49: Evolution des pourcentages Figure V-50: Evolution des rapports N/C,
atomiques des éléments de la BSA et de l'or SIN et O/C en fonction de I'épaisseur de la
en fonction de I'épaisseur de la couche d’or couche d’or déposée sous oxygene.

déposée sous oxygene.

L'évolution des rapports N/C, S/N et O/C (figure 5@) est interprétée de facon similaire a la
métallisation sous argon. Néanmoins, la stabilitiérapport C/O conforte I'idée d’'une intervention de
I'oxygéne introduit dans la formation de l'interéac

Les modifications chimiques observées sur les nixete coeur des éléments de la BSA en fonction de
I'épaisseur croissante de la couche d’or, sontdiféérentes de celles observées sous argon (figebe).

Les différences concernent exclusivement 'oxygétie soufre.

Les spectres du niveau de coeur 1s de l'oxygeénereminta présence d'une nouvelle contribution
identifiée & 529,2 eV. Nous attribuons cette contion a la formation d’'un oxyde. Les données de la
littérature portant sur les études XPS des oxydmsidentifient la composante oxyde a 530100(1) eV
[Juodkasiz et al.2000, Krozer et Rodahl 1997].

Les spectres XPS du soufre 2p mettent en évidemeetwolution de la forme chimique du soufre sous
atmosphére oxygéne en deux étapes. Comme nous$'awvécédemment observé sous atmospheére neutre
d’'argon, I'analyse XPS réalisée aprés le premi@btd’or (0,1 nm) montre le déplacement chimique du
soufre vers les sulfures. Les analyses réaliséela gaite montrent I'apparition de la composaniiase
également observée lors de la métallisation deSlA Bar le chrome sous atmosphére réactive d’'oxygéne
Le soufre étant particulierement sensible a I'oxigdg il est probable que ce soit la présence diéxe

qui conditionne la formation du sulfate.

Les spectres XPS des niveaux de cceur 1s du caebaleel’'azote présentent les mémes caractéristiques
chimiques que celles observées lors de la formaliokinterface Au/BSA en présence d’argon.
Comparativement a la formation de l'interface CEBXA, les composantes du carbone ne sont pas
oxydées. Ceci conforte donc l'idée que le plasmggére, a lui seul, ne modifie pas la chimie de la
protéine.

En résumeé:
La métallisation des protéines par I'or sous atmodpere réactive d’oxygene montre
I'existence de fortes interactions entre I'azote ele soufre de la protéine et l'or.
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Figure V-51: Niveaux de cceur Cls, Ols, N1s et S2p obtenus sda BSA métallisée par l'or sous atmosphére réacttv d'oxygéne.
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V. MODELES D' ADSORPTION DES PROTEINES SUR LES SURFACES
METALLIQUES

Les données théoriques et expérimentales sur Iésragtions moléculaires aux interfaces
protéines/surfaces métalliques sont rares. Cecdiésh la complexité et a la difficulté d'étudiersce
interfacedn vivo.

L'objectif de notre travail consistait a propos&euapproche nous permettant d’accéder a ces icgarfa
afin d’'observer les interactions physico-chimiggesnous permettraient d’apporter un certains n@sbr
d’arguments en faveur de la chimisorption des jmetsur les surfaces métalliques. La spectrosampie
photoélectrons est particulierement bien adaptébétade de ces interactions physico-chimiques
puisqu’elle permet de suivre les modifications @e répartition des charges autour des éléments
considérés. Les conditions environnementales dee nétude sont donc différentes des conditions
physiologiques dans lesquelles se forment lesfattes (I'’XPS nécessitant de travailler sous UHV)sma
peuvent néanmoins contribuer a la compréhensionnt&sanismes d’'adsorption [Langel et Menken
2003, Uvdal et al.1992].

Trois approches ont été envisagées pour accédentafaces protéines/surfaces métalliques. Les deu
premieres approches ont été réalisées afin d'acegdeinterfaces formées lorsque les protéinesngen

au contact d'une surface solide. A I'opposé, landge approche permet de suivre la formation de
I'interface lorsque les éléments métalliques retrem les protéines.

La premiere approche consistait a sublimer la pret&ous vide sur les surfaces métalliques. Cette
approche n'est pas concluante puisque nous ne psupas expliquer les modifications chimiques
observées. En effet, nous ne disposons pas d'iafiiwms sur lincidence de la température de
sublimation sur la structure de la protéine sousvUHne analyse des gaz au cours de la sublimation
pourrait apporter quelques éléments de réponse.

Pour les mémes raisons, la seconde approche gsistaih a désorber thermiquement la protéine sous
UHV, n’est pas particulierement adaptée pour sondechimie de linterface. Bien que nous ayons
effectivement observé une désorption de la BSAtauffant le substrat, les modifications chimiques
observées ne peuvent étre interprétées simplememtaison des observations faites a propos de
I'incidence de la température sur la déstructurapimtéique. Rappelons que les déplacements chésiqu
observés sur I'azote sont identiques dans le cda deblimation et de la désorption thermique. Drau
part, les estimations faites sur I'épaisseur degloes de protéines ne peuvent étre considérées €omm
exactes puisque I'homogénéité de la couche deipeotvant et au cours de la désorption n’est pas
démontrée. Néanmoins, nous avons pu observé uféreti€e de stabilité structurale de la BSA en
fonction du substrat sur lequel elle était adsarb@es observations suggérent donc que les forces
d’interactions régissant I'adsorption des protéisgsles surfaces ne sont pas les mémes pour yee®x
de chrome et pour I'or. Des observations similag@scernant I'adsorption de la glycine sur des sats
d’oxyde de titane, de cuivre et d’or ont été rapdes [Uvdal et al. 1990].

Bien que peu informatives, ces deux premiéres ae nous ont permis de montrer la difficulté
d'accéder a la formation de l'interface en rais@nlal taille importante des protéines au regardade |
profondeur d’analyse de I'’XPS. Dans ce context&d@iéme approche que nous proposons est déaloin
plus appropriée puisqu’elle offre une sensibiliggtigulierement importante a l'interface compteuteie
I'épaisseur d'une monocouche d'un élément métadligDepuis longtemps appliguée a I'étude des
interfaces métal/polyméres, cette approche a graedeparticipée a la compréhension des mécanismes
d’adhésion [Bouet al. 1991, luccj et al.1999]. Au cours de notre étude, certaines desolias chimiques
formées entre les métaux et la protéine par la reiseceuvre de cette approche ont également été
observées lors de I'adsorption de protéines, déacaminés ou de molécules azotées a partir decssut
aqueuses [Brizzolar&t al. 1997, Charlier 2003, Chet al.2000, Uvdal et al. 1992, Xie et al.2000]. La
métallisation des protéines apparait donc commeappeoche tout a fait pertinente et fiable dans la
problématique qui est la nétre.
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La formation des interfaces CrMet/BSA, CrOx/BSAAet/BSA par métallisation des protéines nous a
permis de mettre en évidence des sites réactifia geotéine impliqués dans sa chimisorption sur les

surfaces.

Figure V-52: Vue schématique des liaisons
chimiques potentielles formées par
I'adsorption des protéines sur une surface de
chrome métallique.

N\ 77\ N\ \
o N Y N

Figure V-53: Vue schématique des liaisons
chimiques potentielles formées par
'adsorption des protéines sur une surface
d’oxyde de chrome.

Figure V-54 : Vue schématique des liaisons
chimiques potentielles formées par
'adsorption des protéines sur une surface
d'or.

Vis-a-vis d'une surface de chrome meétallique,
ce sont principalement les fonctions amides et
thiols qui initieraient a la formation de liaisons
chimiques entre la protéine et la surface.
Compte tenu des liaisons chimiques formées au
cours de la métallisation de la BSA, la
chimisorption des protéines se traduirait par la
formation de liaisons nitrures, oxydes, carbures
et sulfures (figure V-52). Ce scénario a
néanmoins peu de chance de se produire compte
tenu du fait que les premiéres couches
atomiques d'une surface de chrome sont
oxydées.

Cependant, les modifications chimiques que
nous avons observées au cours de la
métallisation des protéines par le chrome en
présence d’oxygeéne montrent clairement une
augmentation de la densité électronique autour
de l'azote. Pour expliguer ce déplacement
chimique, nous avons émis I'hypothése de la
formation d’'un oxynitrure de chrome (figure V-
53). La formation de telles liaisons au cours de
'adsorption des protéines pourrait expliquer la
forte adhésion des protéines sur les surfaces
oxydées. Indépendamment de [lidentification
exacte de la liaison formée, le déplacement
chimique observé est a lui seul évocateur d'un
transfert de charge et donc de la chimisorption
des protéines, les interactions de Van der Waals
ne s’accompagnant pas de tels déplacements.

Vis-a-vis d’'une surface d'or, la chimisorption
des protéines via la formation de liaisons entre
le soufre et I'or ne fait plus de doute. Notre
étude portant sur la métallisation de la BSA par
I'or met effectivement en évidence la formation
d'une telle liaison. Cette étude suggere
également la formation d'une liaison N-Au
(figure V-54) qui résulterait de la déprotonation
de l'azote de la fonction amide [Charlier 2003].
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D’un point de vue conformationnel, il est courammproposé que les interactions de Van der Waals,
électrostatiques et hydrophobes induiraient une ificadon de la structure des protéines. Ce
comportement pourrait également dépendre d'intienastplus spécifiques entre des sites réactifsade |
surface et des groupements fonctionnelles de |#ipm comme celles que nous avons mises en
évidence.

Cependant, et afin de rester particulierement geréti et précautionneux sur l'interprétation des
modifications chimiques observées, le facteur éftayge doit étre pris en considération. Sans edtas

le détail du procédé de dépbts par pulvérisatitimochque magnétron [Billard et Perry], on peut éfiir
comme étant I'éjection d’atomes superficiels d’'aitde de I'élément a déposer (il s'agit de la cdto
par des atomes ionisées d'un gaz. Les atomesdaileldsainsi éjectés se déposent sur le substeatdtle).
L'énergie cinétique des atomes éjectés n'est pls. iiette énergie est en moyenne de I'ordre de28 a
eV (16 eV/atom pour Cr [Thornton et Lamb 1984])ufiedois, suivant leur trajectoire entre la cibldect
substrat, certains de ces atomes peuvent subiraflesons avec les particules du plasma et aipsilie

de I'énergie, ils sont dits thermalisés. Ainsi, é#emes incidents atteignent le substrat avec degés
comprises entre I'énergie initiale a I'éjectionl'énergie thermalisée (de l'ordre de 0,1 eV) [Algen
Billard et Perry]. Dans ce contexte, l'intégritéiraique des protéines ne peut étre garantie. Afin de
vérifier l'incidence de ce facteur énergétique $es modifications chimiques observées, il serait
intéressant de procéder a la métallisation de®imes par évaporation thermique, ce procédé étaat 1
100 fois moins énergétique que la pulvérisation.

VI. CONCLUSIONS

Pour I'étude de la chimisorption des protéines lssr surfaces métalliques, I'XPS est une technique
particulierement bien adaptée pour mettre en éceldes modifications dans la répartition des ctarge
électroniques des molécules adsorbées. Trois dpgspcouplées a cette technique, ont été proposées
pour accéder aux interfaces formées entre les ipestéet les surfaces métalliques. Compte tenu de
I'épaisseur d’'une monocouche de protéine et derddopdeur d'analyse de I'XPS, seule I'étude des
interfaces par métallisation des protéines s’eétémyétre particulierement sensible et pertindnétude

de linterface protéine/chrome métallique montraireiment la formation de liaison chimique entre le
chrome et les quatre éléments constitutifs de dtaépre. Cependant, la formation de telles liaisests
improbable dans les conditions réelles de I'adsomptEn revanche, la formation d’'un oxynitrure ou
d’une interaction compatible avec une augmentadmfa densité électronique de I'azote est obsemuée
cours de la formation de linterface protéine/oxytke chrome. Ces données témoignent de la nature
chimique des interactions protéines/oxydes métadkg Enfin, I'étude de l'interface protéine/or neet
évidence la formation de liaisons entre I'élémeptatlique et les éléments soufre et azote de lEip@

Ces derniéres, ayant été précédemment décritedetansnditions réelles de I'adsorption constitusmt
argument en faveur de la fiabilité des modificasiazhimiques observées. Cependant, le procédé de
métallisation par pulvérisation cathodique magméfeut s’avérer particulierement énergétique. De ce
fait, certains doutes persistent sur lintégriténdue des protéines et donc sur les modifications
chimiques observées, en particulier sur le niveagatur 1s de I'azote. Nos résultats devront daec ét
confirmés par un procédé de métallisation moinsgétigjue telle que I'évaporation.
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CONCLUSION GENERALE

Au terme de ces trois années d’une collaboratimitétentre les Laboratoires ANIOS de Lille, I'Hégdi
Neurologique de Lyon et I'Ecole Centrale de Lyobus sommes parvenus a proposer un procédé de
nettoyage efficace a I'encontre du risque priom Efficacité a été établia vitro vis-a-vis de salissures
cérébrales lipidiques contenant de la protéinenpdiorigine humaine et animale. Ce procédé consiste
employer successivement une formulation nettoypote une formulation nettoyante/pré-désinfectante
au cours de I'étape du double nettoyage. L'effigadie ce procédé devant étre démoninéeivo, la
preuve finale de son efficacité ne sera établiagyés les essais d'inoculation a I'animal.

Au cours de la validatioin vitro de ce procédé, nous avons montré la pertinenatodhle nettoyage
recommandé par la circulaire 138 du 14 mars 20@LisMvons néanmoins mis en évidence la nécessité
de privilégier, en premiére intention, l'utilisatiode formulations dont l'activité est exclusivement
détersive, la présence de principes actifs antraghiens minimisant I'efficacité globale du procédé.
Ainsi, le procédé proposé permet de garantir swdoement I'efficacité du nettoyage, vis-a-vis des
ATNC en particulier, puis celle de la pré-désinfatta I'encontre des agents pathogénes conventganne
La démarche expérimentale mise en ceuvre pour garaela validation de ce procédé s’est avérée
particulierement adaptée compte tenu de la contglede la problématique et des contraintes liées a |
manipulation des prions. En effet, évaluer I'efitd du nettoyage (ou la performance des formutiajio
nécessite de définir a la fois le niveau de pré@pattendu et la nature de la contamination a éémibu
niveau de propreté requis dépend la sensibilité dechnique mise en oeuvre. Vis-a-vis du risquenpr

le seuil de propreté attendu nécessite d’augméatsensibilité des méthodes d’évaluation puisque la
dose minimale infectieuse n'est pas connue. Aites, techniques proposées, la spectroscopie de
photoélectrons (XPS) et le radiomarquage des mesél I'iode 125, sont particulierement adaptékass E
présentent des sensibilités inférieures a la mandwo de protéines adsorbées et mettent en évidence
présence de protéines résiduelles directement aswuitface. L'’XPS permet également d'établir la
compatibilité chimique entre les formulations dgeertes et le matériau ainsi que la ringabilité des
produits chimiques entrant dans la compositionfdasulations. Les principaux inconvénients de I'XPS
sont palliés par la méthode isotopique qui est #ois quantitative et spécifique des protéines. Ces
techniques sont de ce fait complémentaires. Lewen@n oeuvre nous a initialement permis de
hiérarchiser les formulations en fonction de lewpacité a éliminer les protéines adsorbées.
Ultérieurement, leur utilisation conjointe a largarh participé a la compréhension des interactions
existant entre les protéines, les surfaces et tdéaules entrant dans la composition des formulatigjue
sont les enzymes et les principes actifs anti-rbiemts. Nous avons effectivement montré que les
enzymes sont des composants particulierement ataiis la définition d’une formulation performante.
Elles participent a I'élimination des salissureglgur sont spécifiques et agissent non seulemans ta
solution de nettoyage mais également a la surfasentatériaux. Associée a de bonnes performances
détergentes, il est probable que l'activité surfaeides enzymes permettrait de réduire signifieatant
I'infectiosité de la protéine prion. Les effets aéfs des principes actifs anti-microbiens et ertipalier

du PHMB sur l'activité détergente ont également i&ié en évidence. Nos travaux montrent que ces
effets sont la conséquence d’un antagonisme exgrmécanismes de la détergence et de la désimfectio
Bien que la technique XPS et la méthode isotopigeemettent d'évaluer les performances des
formulations et I'efficacité du nettoyage, ellespmuvent étre spécifiquement appliquées au risgoa.p
Nous avons donc développé une méthode de détectivrcte de la protéine prion (PrP) sur fils d&ci
inoxydable afin d’évaluein vitro I'efficacité des procédés de nettoyage et de &&dion vis-a-vis de la
PrP adsorbée. Cette méthode nous a permis d'abadéssdimites de détection de la protéine prion
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résiduelle, comparativement aux méthoutesitro proposées jusqu’a présent. Sa mise en ceuvre nous a
également permis d’étudier le comportement respees souches de prion dans la phase de nettoyage e
de montrer que la nature de la salissure contdéagmbtéine prion conditionne I'efficacité du prdéé En

effet, les procédés performants vis-a-vis d’'unéssate complexe s’avérent partiellement inefficamas

une salissure de nature protéique, modélisant paségiuent le pire des scénarios. Ce facteur est
particulierement important et doit étre pris engidération dans I'élaboration des critéres d'effittades
procédés.

Pour expliquer la résistance accrue des protéimepcédés de nettoyage, nous avons émis I'hypethée
d’'une adsorption chimique des protéines sur lefaseis métalliques. Dans ce contexte, nous proposons
une approche a la fois originale et pertinente p#tant d’accéder aux interfaces formées entre les
protéines et les surfaces métalliques qui consistenstruire l'interface par métallisation des @imgs.

Les déplacements chimiques dans I'environnemeitréi@ique des éléments constitutifs des protéines,
mis en évidence par XPS, sont en faveur de la fiomale liaisons chimiques entre le métal et les
protéines, corroborant ainsi leur chimisorptions Lstes réactifs de la protéine impliqués dans ces
interactions physico-chimiques avec les surfacdsliities sont principalement I'azote et le soufre.

La pulvérisation cathodique magnétron mise en cewans le cadre de I'étude de linterface
protéines/métal étant particulierement énergétidguserait intéressant de confirmer nos résultais e
procédant a la métallisation des protéines pararatipn. Cette derniére technique étant peu énquget

elle s’avére étre une alternative particulierenmetéressante.

Les perspectives de ce travail concernent égalelaerglidationin vivo, par inoculation a I'animal, du
procédé de nettoyage et de désinfection mis aut.pGi@s essais nous permettrons de comparer la
sensibilité de notre méthode vitro aux sensibilités offertes par les essaisvivo. Compte tenu de
lincidence de la nature de la salissure sur keffité des procédés, ces essais nous permettrons
également de savoir quelle salissure, protéiqueonplexe, est la plus représentative de I'effiéadits
procédés.
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Annexe 1 — La Spectroscopie de Photoélectrons

ANNEXE 1"

L A SPECTROSCOPIE DE PHOTOELECTRONS

XPS

I. PRINCIPE

Beaucoup de techniques d’analyse reposent surineipe des interactions entre les particules et la
matiére. Ainsi, des particules (photons, électranss, neutrons, etc.) sont envoyées sur I'obpmalyser

et interagissent avec celui-ci. Cela conduit a wlassferts d’énergie ou a la formation de nouvelles
particules qui vont étre caractéristiques de I'tlgjible et vont permettre de l'analyser. La détetti
consiste en régle générale a mesurer I'énergiepdescules ou les pertes d’énergie. Il s'agit d’'une
spectroscopie si l'intensité du phénomeéene est éudn fonction de I'énergie des particules. La neatu
des particules incidentes et celle des particukdsatiées vont conditionner les caractéristiquesade
technique d'analyse. Il est souvent possible datifer différents types d’analyses a partir du méme
appareillage.

Dans cette étude, nous avons utilisé la spectriasclgpphotoélectrons (XPS). Cette technique cansist
mesurer 'énergie cinétique d’électrons émis paratome excité : le photoélectron. Les énergies des
niveaux électroniques étant discrétes, I'énergietajue de ces électrons est caractéristique tenia
irradié. Cette technique permet donc I'analyse aim élémentaire. Comme le libre parcours moyen
dans la matiére des électrons émis par les atostésee petit (inférieur a environ 4 nm) et que 986
signal provient d’'une zone de profondeur équivaentrois fois le libre parcours moyen, cette témpim
n'est sensible qu’aux 10 premiers nanometres desnéiions ; il s'agit donc d’'une technique d'arsdy

de surfaces. La figure A1-1 montre I'évolution daré parcours moyen des électrons en fonction ale le
énergie.

\. monclayers

1 10 100 1000
Energy, ev

Figure Al-1: Evolution du libre parcours moyen avec I'énergiecinétique des photoélectrons

Dans la pratique l'analyse spectroscopique congistéaliser un spectre, c'est a dire, a enregistrer
l'intensité du phénoméne (le nombre d’électronssépar les atomes de la surface) en fonction de
I'énergie. Il y a donc, sur ces spectres, un aertedmbres de pics qui sont reliés a la structure

Y D’aprés BOEHM Matthieu (1998) Approche physicorattjue de I'action des additifs de lubrification
lors du laminage & froid. Ph D Ecole Centrale derLy
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électronique des atomes (effet Auger ou photoéam3sDe ce fait, I'identification de ces pics aavers
de leur position en énergie permet d’accéder ataposition élémentaire de I'échantillon.

[I. CARACTERISTIQUES DE L 'XPS

[1.1. Généralités

L'absorption du rayonnement X conduit & la photisiation de I'atome, c'est-a-dire a I'extractiomd'u
électron des couches profondes. Le systéme seetralovs dans un état excité. Plusieurs processus de
désexcitation sont possibles: la fluorescence X'edfet Auger. Sous l'action du faisceau incident,
I'électron est excité vers un état d'énergje Sl arrive a la surface sans subir de chocsasiijues, il
conserve son énergie, fui correspond au pic principal de photoémissipnL(électron peut subir un
choc inélastique et perdre une quantité d'én&xBig(ll) ou subir plusieurs chocs et devenir un élactr
secondaire (111).

photon : hv €lectrons

LLL’-L,_\ O @

N(E)

Figure Al1-2 : Photoémission des électrons Figure Al1-3: Distribution des photoélectrons

Aprés absorption d'un photon d'énergie, ta conservation de I'énergie et la mesure deelgie
cinétiqgue des électrons émiscfE permettent d'accéder a I'énergie de liaisqgn Earactéristique de
I'atome émetteur. Les spectres sont présentésetido de k.

Ec : énergie cinétique de I'électron émis dans le.vid
hy = Ec+E;+ @ Eg: énergie de liaison de I'électron énflainding energy).
@a: travail de sortie de l'analyseur.

Equation A1-1: Conservation de I'énergie lors de la photoémissiodiun électron.

[1.2. Quantitatif

Cette technique permet d’avoir accés a l'état denca de I'atome qui traduit son environnement
chimique. La bonne modélisation du phénoméne déoghassion permet I'analyse quantitative. Cette
méthode permet donc une analyse quantitative élénermt chimique. L'intensité du pic photoéleaidq

d'un élément pour une couche d'épaisseur z et hiameogn composition est fonction de sa concentration
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: hombre d’atomes par unité de volume.
. section efficace de photoionisation.
: flux total de photons incidents.
: libre parcours moyen des électrons.
7 : profondeur analysée.
| =ng®dTAsIn@) 1- EX[{— —j} 0 : angle d’émission des photoélectrons par ragptatsurface.
){ Asin(@) T : fonction de transmission du spectrométre.

¢ X
| = natDTJ; exp{— m}dx

soit

N> gaQq >

Equation Al1-2 : Intensité du pic photoélectrique d'un élément pourune couche d'épaisseur z et
homogene en composition.

D'aprés I'équation A1-2, pour une profondeur indinile signal total intégré estl = Aon®T .
L'intensité relative de deux pics photoélectriquelifférents d'un méme échantillon est

= =M. En utilisant le facteur de sensibilif¢ = A g T, le rapport des concentrations des
Ly Anar,
L1 4 Loy nl fl I1
deux éléments s'écrit simplement= = ———.
n, 2 1,

Cette approche peut étre considérée comme une desfiemi-quantitative. Lorsque nous comparons les
surfaces d'échantillons de composition chimiquélaira, il est possible d’espérer une erreur irgére a
5 %. La spectroscopie XPS peut alors devenir urthadé quantitative.

[1.3. Sources

Il s'agit d'un tube a rayons X composé d'une caledtungsténe (filament) et d'une anode comportant
deux faces de matériaux différents délivrant destsps de photons qui permettent I'accés a une gamm
étendue d'énergies de liaison. Chaque spectre a®rplcomporte une raie principale utilisée pour la
photoionisation. Le tableau A2-1 résume les énergdés raies principales disponibles avec notreeanod

Tableau Al-1: Source de rayons X disponibles

Matériau Raie énergie (eV)
Mg Ka 1253.6
Al Kq 1486.6

[1.4. Détection

Les spectrométres ou analyseurs sont généralerasrappareils électrostatiques de type dispersifisNo
avons utilisé un analyseur de type hémisphérigquspéctrométre VG 220l (figure Al-4). Le vide déns
chambre d'analyse est de I'ordre dé 4a.0° Pa.
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Instrumentation

Outer
hemisphere

Mu metal
vacuum vessel

Inner
hemisphere

Herzog
plate

Aperture

Detector
assembly

Transfer
lens

Slit carrier
adjuster

Mu metal vacuum vessel

ESCALAB MK II
Sample ANALYSER

Figure Al-4: Analyseur hémisphérique

Un systéme de lentilles permet de focaliser lestg#ectrons. Une tension retardatrice permet de les
ralentir. lls sont ensuite sélectionnés en éngrgreun spectrometre hémisphérique. C'est la vaniate

la tension retardatrice qui permet de balayer larga d'énergie étudiée, le spectrometre ne voyaat qu
les électrons d’énergie proche d'une valeur cotestatite énergie de passage. Lorsqu’ils sont
sélectionnés, les électrons sont réaccélérés prauc@mptés sous forme de courant. L'énergie dsguges

va conditionner la sélectivité en énergie d’'un seet le nombre de coups. Il y a donc un compramis
trouver entre la précision sur les spectres etdebre de coups. En régle générale, pour I'analyse
élémentaire nous utilisons une grande énergie deage ce qui facilite la détection des éléments au
détriment de la précision sur les pics. Par comtoey I'analyse chimique, il est préférable d's#éi une
énergie de passage beaucoup plus faible pour essiyeséparer les différentes composantes.
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ANNEXE 2

M ARQUAGE DES PROTEINES PAR L'l ODE 125

PRINCIPE

La protéine est marquée a l'iode 125 par la méttioldeChloramine T puis purifiée par chromatographi
sur colonne de Sephadex G50f.

V.

REACTIFS

lodure de Nal 125 IMS30 (Amersham)
Protéines HSA (Sérum Albumine Humaine) et HFN (fRibgéne Humain)

Dihydrogénophosphate de potassium,RB,

Chloramine T

Pyrosulfite de sodium N&,Os

lodure de potassium KiI

NaOH 5M

Azoture de sodium Naj\

Hydrogenophosphate de sodium,NRGQ,, 2H,0

Colonne de Séphadex G50f (Pharmacia) H = 20(¢m,1 cm

M ATERIELS

Tubes plastiques 5 et 10 ml avec bouchons

Pipettes graduées de 5 ou 10 ml

Piipettes de 2, 10, 20, 50 et 200 pl

Pompe péristaltique

Chronométre

pHmetre

Bechers

Activimétre

Compteur gamma (WALLAC 1261 Multigamma counter)

PREPARATION DES TAMPONS ET SOLUTIONS

Tampon phosphate 0,25M

34 g de KHPQ, par litre d’eau permutée de qualité MilliQ
Ajusté le pH a 7,4 avec NaOH 5M

Tampon phosphate 0,05M

6,8 g de KHPQ, par litre d’eau permutée de qualité MilliQ
Ajusté le pH & 7,4 avec NaOH 5M
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Tampon phosphate/BSA
1,3 g de KH2PO4
7,2 g de NgHPO,
5 g de BSA (sérum albumine bovine)
1 gde NalN
Qsp 1 litre d’eau permutée

Solution de Chloramine T (CAT) a 2 mg/ml en tampbwsphate 0,05M
Solution de pyrosulfite (MBS) & 3 mg/ml en tampdgphate 0,05M
Solution de Kl a 10 mg/ml en tampon phosphate 0,05M

Préparation des la colonne Séphadex :
Equilibrer la colonne avec 50 ml de tampon phospB&A avec un débit de 1ml/min. Eliminer ensuite
I'excés de tampon a la surface du gel aprés andgitea la pompe. Le gel est prét.

V. MARQUAGE DES PROTEINES

Dans un tube de 5 ml, ajouter rapidement :
5 pl de Nal125 IMS30# 100 pCi pour HSA et 90 puCi pour HFEN)

- 10 pl de tampon phosphate 0,25M

- 2ugd’HSAou 10 ug d’HFN

- 10 plde CAT
Agiter pendant 20 secondes

- 50 pulde MBS

- 10 pldeKl

- 1 ml de tampon phosphate/BSA
Déposer délicatement le contenu du tube a la sudacgel de Séphadex. Faire pénétrer la solutioa da
le gel en évitant de le laisser sécher. Eluer epta phosphate/BSA a 1 ml/min. Recueillir les fiats
toutes les minutes dans des tubes de 5 ml bou€wrspter I'activité du tube de marquage et des
fractions d’élution sur un Bioscan QC 2000. Potdar3 premiéres fractions contenant le plus d’@étiv

16000000C

70000000
140000000- /\
/ \ 6000000¢
12000000C

50000000+

10000000C / \

8000000C s 40000000+
o
60000000+ O 3000000¢
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400000004

2000000¢ / \ /
20000000+ 100000004 J \\/ \\\‘
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0

0 2 4 6 8 10 12 0
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Figure A2-55: Séparation par perméation

- . Figure A2-56: Séparation par perméation
sur gel de 'THSA# des iodures b par p

sur gel de [I'HFN-® des iodures
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ANNEXE 3

LE WESTERN BLOT

Le Western blot est une technique de protéomiqiliség pour détecter spécifiquement une protéimsda
un échantillon & l'aide d’'un anticorps qui lui egtecifique. Cette technique se déroule en troigeéta
I'électrophorése, le transfert sur membrane etrtiitmorévélation.

|. ELECTROPHORESE

La premiere étape du Western blot est I'électraggersur gel. L'électrophorése est la migration de
particules chargées placées sous l'influence diamp électrique au travers d'un gel, généralement d
polyacrylamide. Lorsque les particules chargées des protéines, et qu’elles sont séparées enidonct
de leur poids moléculaire, I'électrophorése edigéa en conditions dénaturantes, en présencediarSo
Dodécyl Sulfate (SDS). Cette électrophorése ess glonnue sous le nom de SDS-PAGE : SDS-
PolyAcrylamide Gel Electrophoresis.

Le systéme utilisé pour le Western blot comprenagkdaodes successifs de migration électrophorétique,
une isotachophorése (les protéines sont soumis@asgiadient de champ électrique) dans un gel dit de
concentration, puis une électrophorése de zone phasique (les protéines sont soumises a un champ
électrique uniforme) dans un gel du de séparatien.passage de l'une & l'autre se fait avec un
changement de pH et par une augmentation de coatienten acrylamide du gel. L'objectif du gel
d'électrophorese en deux parties est de limiterpteblémes liés aux faibles quantités de protéines
contenues parfois dans des volumes non négligedéfessés dans les puits. On réalise donc une ééape
concentration des échantillons jusqu'a l'obtentde zones protéiques trés fines dans le gel de
concentration (isotachophorése), qui migreront daryel de séparation (électrophorése de zonefelLe
posséde plusieurs puits de sorte gqu'il soit passitainalyser plusieurs échantillons simultanément.

Les protéines, dénaturées par le SDS, sont trésnifent chargées négativement. Les charges négatives
du SDS masquent totalement les charges proprepriésines. La charge de lI'ensemble molécule
dénaturée/SDS (et donc sa vitesse de migrationjfiépend alors que de la longueur de la chaine
protéique. Le gel réticulé de polyacrylamide peradets de ralentir la migration électrophorétiques d
grosses protéines, laissant migrer les petites aul@é plus rapidement. Les protéines vont donc étre
séparées en fonction de leur poids moléculaire.

Il. TRANSFERT SUR MEMBRANE

Une fois I'électrophorése terminée, les protéinestenues dans le gel sont alors transférées sur une
membrane de nitrocellulose ou de PVDF, par preséiansfert passif) ou par application d’'un courant
(transfert actif). Ce processus est nécessaire paumettre une détection des protéines par lesaps

qui leur sont spécifiques. La membrane retienpteséines par des interactions non spécifiquesatigra
hydrophobe et électrostatique.
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Le principe du transfert est le méme que I'éledimypse de zone. Les protéines dénaturées par le SDS
sont chargées négativement et donc, sous l'infliehen champ électrique, elles vont migrer de I@&mo
vers la cathode. Notons que pour le transfertélestrodes sont de part et d’autre du gel et nendpas

le plan du gel comme pour I'électrophorése.

Le tampon utilisé pour le transfert contient du lmaébl. Celui-ci va permettre d’éliminer le SDS des
protéines et favoriser la liaison des protéines @émbrane.

lll. L’ IMMUNOMARQUAGE

Avant de procéder a 'immunomarquage, tous les sitefixation potentiels non utilisés de la membran
doivent étre bloqués.

lll.1. Blocage ou saturation

Cette opération est importante car elle assurgdéaificité de la technique. Sans blocage, les arg&
appliqués lors de I'étape suivante s’adsorberalerfacon non spécifique sur la membrane. La sauarat
est effectuée en trempant la membrane dans ungosotliagent bloquant souvent constituée de pregtin
inertes telles que la sérum albumine bovine, latgé ou la caséine. Des solutions de lait écremé
peuvent également étre utilisées.

[11.2. Immunomarquage

Le principe est simple. Il nécessite I'utilisatiafun anticorps spécifique dirigé contre la protéine
détecter (I'antigéne). La membrane est donc inc@méprésence d’une solution de cet anticorps, gui v
reconnaitre et se fixer spécifiquement sur la jmetd_'excés d'anticorps non fixé est ensuite étiénit

la membrane est soigneusement rincée. Cet antiquopeait étre couplé a un marqueur pour étre
directement détecté. Il s'agirait d'une méthodeectie d'immunorévélation. Cependant, les techniques
d'immunomarquages ont souvent recours a la méthmtlieecte, nécessitant un second anticorps appelé
anticorps secondaire. Celui-ci est généralemeertgéhné en fonction de sa capacité a reconnafiiee u
classe spécifique d’'immunoglobuline (souvent le§)lgle I'espéce animale dont est issu le premier
anticorps. Par exemple, si I'anticorps primaireles |gG de souris, I'anticorps secondaire pouéig

une IgG de cheval anti-IgG de souris.

Afin de pouvoir visualiser la formation des commsexantigene-anticorps, I'anticorps secondaire est
couplé de maniére covalente a une enzyme, tellelaypéroxydase et c’est l'activité de I'enzyme, en
présence de son substrat, qui sera détectée.

V. MODE OPERATOIRE

IV.1. Préparation des gels

Le gel de polyacrylamide est formé par la polynaiitsn du monomeére d’acrylamide et de son co-
monomere le bisacrylamide. Il est constitué d’uhdge concentration a 4% et d'un gel de séparation a
16%. Le tableau A2-1 présente la composition peuxdyels de 1,5 mm d’épaisseur.
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Tableau A3-10: Préparation des gels pour I'électrophorése en adition dénaturante.

Réactifs Gel de Séparation 16% Gel de concentration 4%
Solution d’Acryl/Bisacryl 6 ml 0,5 ml

1,5 M Tris/HCI pH 8,8 3,75 ml /

0,5 M Tris/HCI pH 6,8 / 1,25 ml

H,0A 5 mi 3,15 ml

SDS 10% 150 pl 50 pl
Persulfate d’'ammonium 109 100 pl 25 pl
TEMED 10 pl 5 ul

Volume final 15 ml 5ml

Le gel de séparation a 16% est coulé en entre gagues sur une hauteur de 6 cm. Il est ensuite
recouvert d'alcool iso-butylique pour niveler larfsice et empécher le contact avec,l'@ui inhibe la
polymérisation. Aprés polymérisation (20 a 30 mas)t I'alcool isobutylique est éliminé et la sudatu

gel est rincée a l'eau distillée. Le gel de coneditn & 4% est coulé et un peigne est immédiatemen
introduit pour la formation des puits de dépots.piodymérisation du gel est obtenue en 15 minutes. L
peigne est enleveé et les puits sont ringés aviearipon de migration Tris Glycine SDS (Biorad).

IV.2. Préparations des échantillons

Les échantillons a séparer doivent étre préparg da@ solution de dénaturation :

SDS 4% e e 29
Glycine 192 mM .......oovvvvvvniiiieeeeen, 0,729
Saccharose 5% ......ccccvvvvvvveeieeeieennnnn. g2,5
Tris-HCI 25 MM 0,29
HoO UP oo 130
BBP ..o q@Rigs
Mercaptoéthanol 2% .............cccceeveeenn. iml
HoO UPQSP eveeiiieieeeeeeeeceeeeee e 30 ml
IV.3. Migration

Un volume prédéfini des échantillons a analysedépbsé dans chaque puit du gel. Les échantillomis s
alors soumis a l'influence d’'un champ électrique.

Figure A3-2: Dépdt des échantillons pour I'électrophorése.
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Annexe 3 — Le Western blot

Les conditions de migration sont les suivantes :

Tableau A3-11: Conditions de migration électrophorétique.

Etape Voltage| Intensité| Puissane Durée
Concentration, 90V 100 mA 30 W 0h1p
Migration 200V | 100 mA 30 W 1h30Q

IV.4. Transfert sur membrane de PVDF

Les membranes de PVDF hydrophobes sont hydratéegssivement par de I'éthanol 95° et de I'eau
ultra pure jusqu’a ce qu’'elles deviennent parfaéatrhydrophiles. Elles sont conservées dans ledamp
de transfert (Tris Glycine a 20% de méthanol). Segdlement immergés dans ce tampon, les papiers
filtres servant d’intercalaires entre les électsyde gel et la membrane, comme illustré sur larBgA2-

2.

CATHODE
papiers imbibés
o de tampon
8 GEL
i 0900
& g =z MEMBRANE
* papiers imhibés
de tampon
ANODE

6 PROTEINE
ETUDIEE
Figure A3-357: Schéma du montage pour le transfert des protéisedu gel vers la membrane de

PVDF.
Les conditions de transfert sont les suivantes: 0V2 300 mA 30 min

- 196 -



Annexe 3 — Le Western blot

Les différentes étapes décrites dans le paragridpBesont illustrées pour 'immunodétection paAd
3F4.

IV.5. Immunodétection

Blocage

PBS lait écremé 5%
1h

LA MEMBRANE EST BLOQUEE
AVEC DES PROTEINES "INERTES"

Anticorps Primaire

Ac 3F4
1/10 006 en PBS Tween 0,19
1h

ANTICORPS LIES
// A LANTIGENE

Rincage

PBS Tween 0,1%

Anticorps Secondaire

Ac Anti-IgG de souris-HRP

1/20 006 en PBS Tween 0,1%

ANTICORPS SECONDAIRE LIES
A L'ANTICORPS PRIMAIRE

30 min
-.':-'*.-':--';-:-'*.-":':--':*.-':"r"::-'*.-'*.-'?":':--':-:-".~'
Rincage PBS Tween 0,1%
PBS
F'“‘;/jt-r
o
Chimiluminescence T
E::FPH:) 2missicr de
- lumiara
SuperSignal (Pierce) | 4430 nm
ECL Plus (Amersham i
( ) \\“H-__; @Q&@
Temps d’exposition fonction e

de l'intensité du signal
(de 30 sec a une heure)

Développement

Film photo Kodak
Révélateur / Rincage / Fixateur
45 sec / 30 sec / 45 sec
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ANNEXE 4

L ESBIAIS INTRODUITS PAR LA
M ETHODOLOGIE

INHIBITION ENZYMATIQUE ET PRECIPITATION DES PROTEIN ES

Cette annexe fait suite au chapitre 3 pour préséggebiais méthodologiques rencontrés dans lescaer
I'optimisation de I'activité enzymatique de la fankation Aniosyme N2.

Les tensioactifs non ioniques et amphotéres deidgyme N2 ont été substitué par un tensioactif
anionique (A : le lauryléthersulfate a 3 moles d'oxyde d'éfmg. L'HC est traité par la formulation

« A" » avec ou sans séquestrant (SQ). L'activité entigoiaest inhibée par la chaleur et la protéinerpri
est précipitée par I'acide phosphotungstique. léssiltats sont présentés sur la figure A3-1 pour des
temps d’exposition croissants en chimiluminesce@t®que essai est réalisé en duplicats.

A-sans SQ Aavec SQ N2
PK -+ -+ -+ -+ -+

@)| -~

(b)

(€)

Figure A4-1: Western blot de la PrP traitée par I’Aniosyme N2et sa variante anionique (A avec

ou sans séquestrant (SQ). L’activité enzymatique emhibée par la chaleur et la PrP est précipitée
par I'acide phosphotungstique. N2 : Aniosyme N2 PK: protéinase K. (a) révélation Dura 2 min ;

(b) révélation SuperSignal Dura 16 min et (c) révéltion SuperSignal Femto 12 min.

En présence du tensioactif anionique, on obsereeimportante diminution du signal, comparativement
a la formulation de référence Aniosyme N2 (N2).t€eiminution du signal est encore plus significati
en présence de séquestrant.

-199 -



Annexe 4 — Les Biais Méthodologiques

Comment expliquer de tels résultats ? Etant doariéridance des tensioactifs anioniques a dénadsrer
protéines avec lesquelles ils interagissent, illdenpeu évident que ce tensioactif puisse optimiser
l'activité de la protéase au point qu’elle puisggmder la quasi-totalité de la PrPsc en 15 minlitest
donc nécessaire de s’assurer que ces résultatmnpas la conséquence d’artéfacts méthodologiques.

. INCIDENCE DES TECHNIQUES DE PRECIPITATION OU DE
CONCENTRATION DE LA PROTEINE PRION

Nous avons souhaité vérifier la fiabilité de lahieicue de précipitation de la protéine prion pacite
phosphotungstique. En effet, il n'est pas exclu ga#de technique puisse étre incompatible avec la
présence du tensioactif anionique. Ainsi, apréshitibn de I'activité enzymatique par la chaleugus
avons mis en ceuvre deux nouvelles techniques pamhele précipiter ou de concentrer les protéites.
s’agit de la technique de précipitation des pr@&gitotales par I'acide trichloracétique (TCA) etlde
technique de concentration de la protéine prionuteacentrifugation (Ultra). En parallele, la tedue
de précipitation par I'acide phosphotungstique @&h réalisée sur la formulation de référence et fgou
formulation « A avec SQ». Ces deux essais contrbles permettent :

- de comparer les techniques de précipitation et atecentration de la PrP vis-a-vis de la

formulation « A» ;

- de confirmer I'efficacité de cette formulation coangtivement a I’Aniosyme N2.

Les résultats sont présentés sur la figure A3-2.

N2 A-avec SQ

W W TCA Ultra
PK - + - + - - - +

Figure A4-2 : Comparaison des techniques de préci@ition et de concentration de la PrP a partir
de la formulation anionique en présence de séqueafrt « A° avec SQ».W : précipitation par
I'acide phosphotungstique ;TCA : précipitation par I'acide trichloracétique ; Ultra : technique de
concentration par ultracentrifugation; PK: protéinase K. La formulation de référence est
I’Aniosyme N2 (N2).

NB : Aprés la précipitation au TCA, le traitementaaprotéinase K ne peut étre réalisé en raison de
I'acidité du pH.

Les résultats obtenus par la précipitation a l'agtiosphotungstique (W) sur la formulation de eifée

et sur la formulation « A avec SQ» confirment les précédents résultatspriégence du tensioactif
anionique modifie considérablement I'efficacitélddéormulation sur I'inactivation de la protéinaqor.

Si I'on compare a présent, les trois techniquegdipitation et concentration mises en ceuvre, la
précipitation au TCA et l'ultracentrifugation (Udfy permettent de confirmer les résultats obtenudgpa
technique de précipitation a I'acide phosphotuingsti Ces résultats vont donc a lI'encontre d’'une
incompatibilité entre la technique de précipitatiobacide phosphotungstique et le tensioactif aigjoe.
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[I. INCIDENCE DU MODE D’INHIBITION DE L 'ACTIVITE ENZYMATIQUE

Le second facteur gu'il convient de vérifier aval® conclure a une réelle incidence du tensioactif
anionique sur l'inactivation de la protéine priost é¢ mode d’inhibition de I'activité enzymatique.
Jusqu’'a présent, les enzymes étaient inhibéeamdmaleur. L'activité enzymatique étant particident
sensible au pH, nous aurons recours aux pH acibdas.précipitation des protéines a I'acide
trichloracétique est particuliérement intéressalates ce contexte. En effet, la solution de trickdétique

est une solution acide de pH 2 qui va donc simal@mnt inhiber I'activité enzymatique et précipiies
protéines. Cette technique de précipitation estcddmouveau mise en ceuvre sur la formulation de
référence Aniosyme N2 et sur la formulation ‘« &vec SQ», sans que celles-ci soient préalablement
chauffées. L'essai contrfle consiste a précipisr protéines a partir de I'eau du réseapOffi Les
résultats obtenus sont présentés sur la figure.A3-3

TCA
A avec SQ N2

T
N
Q

11
1/10
1/10

L

Figure A4-3: Précipitation des protéines par l'acide trichloracétique (TCA) a partir de la
formulation Aniosyme N2 (N2) et de la formulation «A” avec SQ».

NB : Aprés la précipitation au TCA, le traitementaaprotéinase K ne peut étre réalisé en raison de
I'acidité du pH.

Lorsque la protéine prion est précipitée par I'acidchloracétique a partir de la formulation « Avec
SQ», celle-ci est clairement mise en évidence,raeiment aux résultats obtenus jusqu’a présent. En
effet, bien qu'il s'agisse essentiellement de PsPrmtensité du signal détectée pour la formuolati A

avec SQ», n'est pas significativement différentecdle observée pour I'eau du réseau avant dilution
(1/1). En revanche, dans le cas de la formulatioiogyme N2 (N2), l'intensité du signal est nettetnen
diminuée. Cette diminution du signal est pratiquente 2 log comparativement a la gamme de dilution
réalisée sur I'eau du réseau.

Associés aux données précédemment obtenues parédipitation au TCA aprés chauffage des
formulations, ces résultats montrent que l'inhditides enzymes par la chaleur introduit un risgeie d
faux résultats positifs concernant l'inactivatioa ld protéine prion en présence du tensioactiframice

(le lauryléthersulfate). Dans ce contexte, I'aéddu pH semble plus appropriée pour I'inhibition
enzymatique. Cependant, si la précipitation au T€3A particulierement adaptée dans le cas de la
formulation anionique, il n’en est pas ainsi visig-de la formulation Aniosyme N2.

Compte tenu que la précipitation au TCA permetfaild’inhiber I'activité enzymatique et de préiogp

les protéines, il convient de déterminer laquediecds deux fonctions est source de faux résultestisifis
vis-a-vis de I'Aniosyme N2. Pour répondre a cetteegiion, nous avons donc conservé le mode
d’inhibition par I'acidité du pH et modifié la tenlyue de précipitation des protéines. Nous avome do
eu recours a la précipitation des protéines pacid&a phosphotungstique, les enzymes ayant
préalablement été inhibées par I'addition d’aciiihydrique 1M, jusqu’a I'obtention d’'un pH 3. Les
résultats obtenus par cette méthode pour les fationk Aniosyme N2 et «’Aavec SQ» sont présentés
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sur la figure A3-4(a) et sont comparés aux essaigr@les précipités par I'acide trichloracétique et
présentés sur la figure A3-4(b).

W
(&) N2 A avecso

0) 5

PK- - - -

Figure A4-4: Comparaison des techniques de précipitation dgwotéines associées a I'inhibition des
enzymes par I'acidité du pH. (a) Précipitation pard’Acide phosphotungstique {V), (b) Précipitation
par I'acide trichloracétique (TCA).

La comparaison des résultats obtenus pour la fationl Aniosyme N2 par la précipitation & I'acide
phosphotungstique (figure A3-4(a-N2) et par I'actdehloracétique (figure A3-4 (b-N2) suggérent que
la fonction de précipitation de I'acide trichloréigéie est responsable des faux résultats poshifsnos.
Dans les deux cas, I'activité enzymatique est iddipar I'acidité du pH.

Les résultats obtenus pour la formulation «avec SQ» par ces deux techniques de précipitagmsont
pas de différents. Ceux-ci suggérent que l'inhiloitenzymatique par I'acidité du pH, en présence de
tensioactif anionique, n’introduit pas de biais sldm méthodologie et ce quelle que soit la techanidel
précipitation mise en ceuvre.

Les résultats présentés ont mis en évidence lédgones méthodologiques rencontrés. Il est extrémeme
compliqué de s'intéresser a la triade prion-enzytaasioactifs. Etudier I'activité enzymatique vis4a

de la protéine prion en présence de tensioactifstitae un véritable challenge. En effet, en présatu
tensioactif anionique (le lauryléthersulfate), tiibition de I'activité enzymatique par la chaleotroduit
des risques de faux résultats positifs quelleladitchnique de précipitation ou de concentratidisée.

En présence des tensioactifs de I'Aniosyme N2, tclas technique de précipitation par l'acide
trichloracétique qui génére de tels risques etntpendamment du mode d’inhibition de l'activité
enzymatique. Au regard de ces données, l'inhibititen I'activité enzymatique par l'acidité du pH
associée a la technique de précipitation par l@apidosphotungstique offre donc les meilleurs comso
méthodologique.
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ANNEXE 5

CALCULS DES EPAISSEURSEQUIVALENTES

[Il.  EPAISSEUR DE LA COUCHE DE BSA : INTERFACE PROTEINE /METAL

hv
e Si I'on admet que la couche de BSA déposée est héney nous
pouvons évaluer son épaisseur. En effet, la variatiintensité des pics
du substrat est due a l'atténuation du signal patduche de protéine
déposée et son épaisseur peut étre estimée mdatiam suivante :
[rero)
Is=ls..e s
Avec :
lsw €etls: l'intensité des pics du substrat avant et apvap@ration de la BSA ;
d : I'épaisseur de la couche (en nm)
A le libre parcours moyen de I'électron du sulisérais & travers la couche de protéine (en
nm) ;
0 : angle de détection des photoélectrons.
Pourg =90°: Is
d=-Aln—
Is-

Le libre parcours moyeh, généralement considéré comme étant égale a ilaeraarré de I'énergie
cinétique (Ec) du photoélectrons émis, peut étteutaplus précisément selon la formule de SeahlSe
et Dench 1979] appliquée aux polymeéres organiques :

Ad:§+ 011/Ec
C

Ad = 10_3p)\n

Avec : Aq : le libre parcours moyen exprimé en mg/m? ;
Ec : I'énergie cinétique des photoélectrons émis ;
A : le libre parcours moyen exprimé en nm
p : la densité volumique exprimée en kd/m
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Ainsi, les libres parcours moyens des photoélestchnchrome et de I'or dans la couche de proté&ine s
estimés respectivement a 2,4 nm et 2,9 nm [Liedketrgl. 1985] pourp = 1400 kg/m [Lhoest et al.
1998].

V. EPAISSEUR DE LA COUCHE METALLIQUE :|NTERFACE
METAL /PROTEINE

hv

Les épaisseurs des couches métalliques sont ésauiant la variation
e d’intensité du pic N1s due a l'atténuation du slgpar la couche de
1 d métal déposée selon la relation présentée précédemidous faisons

I'hypothése que la couche de métal déposée estdimeo
BSA

Le libre parcours moyen des photoélectrons N1ga&sulé selon la formule de Seah [Seah et Dench
1979] qui tient compte de la nature du matériavetrsé par les photoélectrons (tableau A4-1).

Tableau A5-1: Equations qui relient le libre parcours moyen d’énergie cinétique des électrons et a
la nature du matériau traversé, selon Seah

538
Pour les éléments simples Am = — + 041JaEc
Ec
2170
Pour les composeés inorganique\m = -+ 0,7vaEc
Ec
Avec : Anm - le libre parcours moyen exprimé en monocouche;

Ec : I'énergie cinétique des photoélectrons émis ;
a : I'épaisseur d’'une monocouche exprimée en nm par

_ A

= <107
pnN

a3

A : la masse atomique ou moléculaire du matériguosié ;
p : la densité volumique exprimée en kg/m

n : le nombre d’atome par molécule

N : le nombre d’Avogadro.

Le libre parcours moyen peut étre exprimé en kindelon la relation :

An = aAp

- 204 -



Annexe 5 — Calculs des épaisseurs équivalentes

Le libre parcours moyen des photoélectrons de Mis tes différentes couches métalliques traversées
donc été estimé par ces formules. Leurs valeurtsregroupées dans le tableau A4-2.

Tableau A5-212: Libre parcours moyen des photoélectrons de N1sads les couches métalliques de
chrome, d’oxyde de chrome et d’or.

CrMet | CrOx | Au
}\le(nm) 1,48 2,34 1,76
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