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Résumé

Ce travail porte sur différentes méthodes de détection de protéines par des anticorps (Acs)
marqués par des boites quantiques (QD, « quantum dots »). La premiére partie de la theése
porte sur le développement et 1’optimisation de méthodes de conjugaison d’Acs polyclonaux
a des QDs. Une étude de 2007 avait démontré que les conjugués anticorps-quantum dots
(Acs-QDs) commerciaux ne présentent que de tres rares anticorps fonctionnels a leur surface
[Pathak ef al., 2007]. Nous avons donc : (i) développé des conditions de réduction ménagée
des ponts disulfures des Acs en utilisant soit du dithiothreitol, soit du 2-
mercapotethanolamine, (ii) purifié les fragments d’Acs fonctionnels grace a une colonne
d’affinité, (iii) conjugué ces fragments fonctionnels d’Acs aux QDs en utilisant I’agent de
liaison amine-thiol SMCC et (iv) développé une méthode de purification des conjugués sur
gel d’agarose afin d’éliminer les fragments d’Acs non conjugués et les QDs libres. Des tests
en cytométrie en flux ont permis de déterminer I’efficacité des conjugués pour détecter
I’expression de la molécule CD4 a la surface de lymphocytes T humains. Un marquage de
CD4 réalisé avec des conjugués préparés selon notre méthode s’avere étre cinq fois plus
sensible qu’en utilisant des conjugués réalisés selon les recommandations commerciales. Une
autre méthode de préparation des Acs pour la conjugaison aux QDs a été testée : 1’ajout de
groupements fonctionnels sulfhydriles sur des amines primaires grace au N-succinimidyl S-
acetylthioacetate (SATA). Cependant, cette méthode ne permet pas d’avoir un contrdle précis
du nombre ni de ’emplacement des groupements fonctionnels sulthydriles ainsi ajoutés. Les
tests de conjugaison aux QDs qui ont été réalisés avec ces Acs-SH, en utilisant 1’agent de
liaison SMCC, a entrainé la formation d’agrégats de taille variable. Cette méthode a donc été
abandonnée.

La seconde partie de la these porte sur la démonstration de la faisabilité et 1I’optimisation d’un
marquage de I’antigéne carcino-embryonnaire (CEA, « carcinoembryonic antigen ») humain
a la surface de lignées cellulaires murines avec un anticorps simple domaine (sdAb) anti-CEA
biotinylé détecté grice a des conjugués streptavidine-QDs commerciaux et analysé par
cytométrie en flux. Ces sdAbs ont été biotinylés selon deux approches : (i) avec des agents de
biotinylation chimique qui permettent d’ajouter une biotine sur les amines primaires
(biotinylation in vitro) et (ii) par une enzyme lors de leur production par E. coli (biotinylation
in vivo). La détection du CEA humain a la surface des 100 000 cellules (lignées cellulaires
murine MC38 et MC38-CEA) par ces sdAbs biotinylés a été testée en cytométrie de flux puis
comparée a celle obtenue par un anticorps monoclonal biotinylé in vitro. Les résultats ont
démontré que les sdAbs biotinylés ont une sensibilit¢ de détection similaire que la
biotinylation soit réalisée in vitro ou in vivo. Par contre, la sensibilité de la détection du CEA
est environ cinquante fois meilleure en utilisant des sdAbs biotinylés (0,6 fmol d’anticorps
sont nécessaires pour détecter le CEA) qu’avec des anticorps monoclonaux biotinylés (33
fmol).

Mots clefs : boites quantiques, anticorps simple domaine, immunoglobuline G, conjugués
anticorps-quantum dot, Antigéne carcino-embryonnaire et cytométrie en flux
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Abstract

We have been working on different ways to detect proteins with antibodies (Abs) labeled by
quantum dots (QDs). The first part of his work is to develop and optimize the conjugation of
polyclonal antibodies to quantum dot. A study has reported that commercial antibody-
quantum dots conjugates (Abs-QDs) present very few functional Ab fragments at the surface
of the conjugate [Pathak et al, 2007]. We had: (i) developed an advanced procedure of
antibody reduction using dithiothreitol (DTT) or 2-mercaptoethanolamine (2-MEA) (to
prevent the loss of antibody functions), (ii) purified the active fragments by affinity
purification on column, (iii) conjugated the active reduced antibody fragments to QDs using
the amine-thiol crosslinker SMCC for SH coupling, and (iv) developed the purification of the
conjugates on agarose gel to remove free QDs and unconjugated antibody fragments. Our
conjugates present about a five times better ability to detect CD4 by flow cytometry on 500
000 isolated human lymphocyte T cells than those made after the commercial procedure.
Another procedure for antibody preparation was addition of sulthydryl groups on primary
amines using N-succinimidyl S-acetylthioacetate (SATA). However this procedure presents
some variable yield and the number and the localization of sulthydryl groups added on
antibody cannot be fully controlled. Thereby, the conjugation of these Abs-SH to QDs using
SMCC chemistry leads to the creation of aggregates. This Ab preparation in preparation for
conjugation to QDs was abandoned.

The second part of our work focusses on testing and comparing the ability to detect
carcinoembryonic antigen (CEA) by flow cytometry with anti-CEA single domain antibodies
(sdAbs) labeled by QDs. The sdAbs were biotinylated by using two methods: (i) in vitro
chemical biotinylation reagent which adds biotins on primary amines, and (ii) enzymatic in
vivo biotinylation during their production in E. coli. These anti-CEA sdAb biotinylation
methods were compared to in vitro biotinylated monoclonal Abs against CEA for their
respective ability to detect human CEA on 100 000 mice cells (MC38 and MC38-CEA cell
lines) using flow cytometry. The results show that the limit detection for biotinylated sdAbs is
similar between in vitro and in vivo biotinylation. Furthermore the limit detection with
biotinylated sdAb (0.6 fmol are required to detect CEA) is about fifty times better than with
biotinylated monoclonal Abs (33 fmol).

Keywords: quantum dots, single domain antibody, immunoglobulin G, antibody-quantum dot
conjugates, carcinoembryonic antigen and flow cytometry
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Liste des abréviations

2-MEA : 2-mercaptoéthylamine

Ac: Anticorps

BGP : Glycoprotéine biliaire

BL4 : Clone de I’anticorps murin anti-CD4 humain

CD4: Cluster de différentiation 4

CDS: Cluster de différentiation 8

CDR: Région déterminante de la complémentarité

CdSe : Séléniure de cadmium

CdSe/ZnS : nanocristal composé d’un cceur en séléniure de cadmium et d’une

enveloppe en Sulfure de Zinc
CdTe: Tellurure de cadmium
CdTe/ZnS : nanocristal composé d’un cceur en tellurure de cadmium et d’une

enveloppe en Sulfure de Zinc

CEA : Antigene carcino-embryonnaire

CEACAM : « CEA related adhesion molecule »

CHI : Domaine constant de chaine lourde numéro 1

CH2: Domaine constant de chaine lourde numéro 2

CH3: Domaine constant de chaine lourde numéro 3

CTC: Cellule tumorale circulante

CTD: Cellule tumorale disséminée

DTT: Dithiothreitol

E44 : Acide glutamique en 44°™ acide aminé

EDC : 1-Ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]carbodiimide hydrochloride
eCFP : « Enhanced cyan fluorescent protein »

eGFP : « Enhanced Green fluorescent protein »

ELISPOT : « Enzyme-linked immunosorbent spot »

EPISPOT : « Epithelial Immunospot »

EpCAM : Molécule d’adhésion des cellules épithéliales

F37: Phénylalanine en 37°™ acide aminé

Fab : Fragment de reconnaissance de I’antigene

F(ab)’, : Fragment de reconnaissance de 1’antigene (forme divalente)
FITC : Fluorescéine
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FR:
FRAP :
FRET :
G44 :
G47:
GFP :
HABA :
HCAb :
HER2 :
His-tag :
[IARC :
Ig:
IgG:
IgA :
IgD:
IgE :
IgM :
IL10:
IMGT" :
LR.:
L11:
L45:
mAc :
MNC :
NCA :
NCD :
NEM :
NHS :
NTA-Ni :
OMS :
PAGE :
PBMC :
PBS :

Région de charpente

Recouvrement de la fluorescence apres photoblanchiment
Transfert d’énergie par résonnance de type Forster
Glycine positionné en 44°™ acide aminé

Glycine positionné en 47°™ acide aminé

« Green fluorescent protein »
4'-hydroxyazobenzene-2-carboxylic acid

Anticorps chaine lourde

Récepteur pour les facteurs de croissance épidermiques humains
Marqueur composé de 5 a 10 histidines consécutives
Agence internationale pour la recherche sur le cancer
Immunoglobuline

Immunoglobuline G

Immunoglobuline A

Immunoglobuline D

Immunoglobuline E

Immunoglobuline M

Interleukine 10

Systéme International d’information immunogénétique
Rayonnement d’infrarouge

Leucine positionné en 11°™ acide aminé

Leucine positionné en 45°™ acide aminé
Anticorps monoclonal

Maladies non contagieuses

« Nonspecific crossreacting antigen »

Maladies non contagieuses (« Non contagious diseases »)
N-Ethylmaleimide

N-hydroxysulfosuccinimide

« Nickel-nitrilotriacetic acid »

Organisation mondiale de la santé
Electrophorese en gel de polyacrylamide
Cellules mononuclées du sang périphérique

Solution tampon de phosphate
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PE :
PMPI :

QD:
Qdot” :
Qdot®525 :
Qdot®585 :
Qdot®625 :

Qdot®700 :

Qdot®800 :

Qdot®585-Ac6,06 :
Qdot®585-Ac0,075 :
Qdot®585-Ac20 :

R45 :
S11:

SA-Qdot®525 :

SA-Qdot®565 :

SA-Qdot®800 :

scFv:

sdAb :

SDS :
SDS-PAGE :
SMCC :
TOPO :
UA.:

U.V.:

Phycoérythrine
N-(p-Maleimidophenyl)isocyanate
Quantum dot

Quantum dot commercialisé par Invitrogen

Quantum dot commercial dont le pic d’émission de la fluorescence est

a 525 nm

Quantum dot commercial dont le pic d’émission de la fluorescence est

a 585 nm

Quantum dot commercial dont le pic d’émission de la fluorescence est

a 625 nm

Quantum dot commercial dont le pic d’émission de la fluorescence est

a 700 nm

Quantum dot commercial dont le pic d’émission de la fluorescence est

a 800 nm

Conjugués de Qdot“585 et d’anticorps réduit par 6,06 mM de 2-MEA
Conjugués de Qdot®585 et d’anticorps réduit par 0,075 mM de DTT
Conjugués de Qdot®585 et d’anticorps réduit par 20 mM de DTT

éme

Arginine positionné en 45 acide aminé

Sérine positionné en 11°™ acide aminé

Conjugués commerciaux streptavidine-quantum dots
d’émission de fluorescence est a 525 nm

Conjugués commerciaux streptavidine-quantum dots
d’émission de fluorescence est a 565 nm

Conjugués commerciaux streptavidine-quantum dots
d’émission de fluorescence est a 800 nm

Fragment variable simple chaine

Anticorps simple domaine

Sodium dodécyl sulfate

dont le pic

dont le pic

dont le pic

Electrophorese en gel de polyacrylamide en présence de SDS

Succinimidyl 4-[N-maleimidomethyl]cyclohexane-1-carboxylate

Oxyde de tri-n-octylphosphine
Unité arbitraire

Rayonnement d’ultra-violets
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V37:

VHZ

VHH .

VLZ

w47 .
/nS :

éme

Valine positionné en 37" acide aminé

Domaine variable de la chaine lourde d’un anticorps
Anticorps simple domaine

Domaine variable de la chaine 1égére d’un anticorps
Tryptophane positionné en 47°™ acide aminé

Sulfure de zinc
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Objectifs de mes travaux

Le cancer du sein est un probléme de santé publique et constitue, au niveau mondial,
l'affection tumorale la plus fréquente chez la femme. Les métastases sont la cause principale
de déceés dans le cancer du sein [Alix-Panabiéres et al., 2007]. Malgré de nombreuses
recherches médicales réalisées pour améliorer le traitement des patients, la détection précoce
du cancer reste I’¢lément clef pour la survie du patient. Le cancer, de par sa nature, est
difficile a détecter et la meilleure méthode actuelle est de quantifier I’expression d'un panel de
biomarqueurs tumoraux spécifiques du cancer du sein tel que les récepteur pour les facteurs
de croissance épidermiques humains (HER2), Ki-67 et des récepteurs hormonaux (aux
cestrogeénes et progestérone) [Jotwani et al., 2009]. En effet la différenciation des cellules
saines en cellules tumorales se traduit par des différences d’expressions de plusieurs
protéines. Le suivi de 1’expression de ces biomarqueurs peut étre réalisé selon différentes
approches telles que les puces, la cytométrie de flux ou par immunohistochimie [Kumaki et
al., 2011, Corcoran et al., 2011, Lloyd et al., 2010 et Esteva et al., 2002]. Malheureusement
toutes ces méthodes souffrent de limites communes: leur sensibilit¢ de détection est
relativement faible et les sondes utilisées ne permettent pas de marquages multiplexés a haut
débit.

Les nanotechnologies pourraient permettre des avancées majeures pour la détection des
cancers, leur diagnostic et leur traitement [Ferrari, 2005 et Biju et al., 2010]. Les nanocristaux
de semi-conducteurs « quantum dots » sont des nanosondes fluorescentes présentant un fort
potentiel pour le diagnostic des cancers car ils posseédent d’intéressantes propriétés
physicochimiques et optiques pour des analyses trés sensibles et multiplexées. En effet, tous
les quantum dots peuvent étre excités par une méme lampe U.V. tandis que la longueur
d'onde de leur émission de fluorescence dépend directement de la taille et de la composition
chimique du nanocristal [Ghasemi ef al., 2009]. Les pics de fluorescence émis sont étroits et
symétriques. De plus, leur fluorescence est stable au cours du temps et suffisamment intense
pour permettre la détection d’un quantum dot unique. Ce sont donc d’excellentes sondes qui
permettraient de suivre simultanément un grand nombre de biomarqueurs et repousser les
limites de détection actuelles pour permettre un diagnostic plus précoce du cancer du sein
[Chen et al, 2009]. Toutefois, l'utilisation des quantum dots dans un environnement
biologique (in vivo, in vitro ou ex vivo) n’est rendue possible que grace a des biomolécules

conjuguées a leur surface. Dans le cadre d’un diagnostic du cancer du sein, des anticorps
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spécifiques de biomarqueurs doivent étre conjugués a des quantum dots afin de cibler les
cellules tumorales sans cibler les cellules saines. En 2007, une étude a démontré que les
principaux conjugués anticorps-quantum dots commerciaux possédent seulement 0,1
anticorps fonctionnel présent a la surface d'un nanocristal [Pathak et al., 2007]. Ce faible
nombre serait en partie di a une réduction de 1’anticorps réalisée dans des conditions trop
fortes et qui affecterait I'intégrité du site de reconnaissance de ’antigene. Cette réduction de
’anticorps est utilisée pour libérer des groupements fonctionnels sulfhydriles, nécessaires a la
méthode de conjugaison choisie.

Les limites actuelles de détection devraient pouvoir étre repoussées avec I’optimisation de
cette méthode de conjugaison entre des anticorps et des quantum dots. L’augmentation du
nombre d’anticorps fonctionnels a la surface d’un quantum dot permettrait d’obtenir des
bionanosondes anticorps-quantum dots trés brillantes, stables, capables de reconnaitre et fixer
spécifiquement I’antigéne cible.

Des résultats préliminaires ont permis de confirmer que le protocole commercial de réduction
de I’anticorps réduit totalement I’anticorps et que ce ne sont donc pas des conditions adaptées
pour la synthése de bionanosondes fonctionnelles. Les conditions de conjugaison des IgG aux
QDs ont été développées dans la premiere partie de ma thése afin d’avoir une réduction
ménagée de I’anticorps, par des agents réducteurs, qui permet de conserver intact le site de
reconnaissance de l’antigéne tout en libérant des groupements fonctionnels sulthydriles
nécessaire a la conjugaison aux quantum dots. Différentes étapes de purification ont aussi été
mises en place et permettent d’améliorer la sensibilité de détection de la protéine cible. La
sensibilité de la détection de la protéine cible en utilisant les conjugués ainsi préparés a été
comparée a celle obtenu avec des conjugués préparés selon les conditions proposées par le
fabricant. Les résultats obtenus laissent suggérer que le nombre d’anticorps fonctionnels a la
surface des quantum dots a été amélioré.

Dans la seconde partie de ma these, 1’association innovante des anticorps simple domaines et
des quantum dots a été étudiée. Les lamas produisent des anticorps dits a chaine lourde qui
ont la particularit¢ de n’€tre composés que de deux chaines lourdes. Ainsi leur domaine
variable de la chaine lourde qui est la base de la reconnaissance de I’antigéne, a pu étre isolé
pour former ce que 1’on appelle un anticorps simple domaine (sdAb) [Hamers-Casterman et
al., 1993]. En dépit de leurs petites tailles (environ 15 kDa), ces anticorps présentent une
affinit¢é et une spécificité de reconnaissance antigénique ¢équivalente a celles des

immunoglobulines classiques. Les sdAbs sont plus résistants aux hautes températures et aux
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agents réducteurs, ils peuvent étre clonés plus facilement que des anticorps traditionnels et
leur production a grande échelle est possible dans des microorganismes [Perruchini et al.,
2009]. Une étude a aussi démontré que des anticorps simple domaine anti-CEA (antigene
carcino-embryonnaire) par exemple reconnaissaient spécifiquement le CEA mais
contrairement aux anticorps traditionnels, ne reconnaissaient par 1’antigéne non spécifique
NCA (« non-specific crossreacting antigen ») [Behar et al., 2009]. Le CEA n’est présent chez
I’adulte que dans de rares tissus ¢épithéliaux tandis que le NCA lui est trés répandu.
L’utilisation de ces anticorps pourrait permettre 1’utilisation du CEA comme biomarqueur
tout particuliecrement pour la détection de cellules tumorales circulantes qui se rencontrent
dans le sang ou le CEA est absent chez les adultes sains. Ces anticorps sont donc
particuliérement intéressants pour une future utilisation dans des plateformes de diagnostic
fondées sur les marquages immunologiques.

Le systeme biotine/streptavidine est la stratégie qui a été choisie dans ce travail pour coupler
I’anticorps aux quantum dots. Ce systeme a 1’avantage d’€tre flexible lorsqu’on change
I’anticorps. La haute affinit¢ de la streptavidine pour la biotine rend ces complexes
suffisamment stables pour étre utilisés dans des analyses multiplexées. Plusieurs méthodes de
biotinylation des sdAb ont été réalisées afin de déterminer laquelle offrait une meilleure
reconnaissance par des conjugués quantum dot-streptavidine : une biotinylation chimique
réalisée in vitro et une biotinylation enzymatique réalisée in vivo. La faisabilité de cette
approche innovante a tout d’abord été testée grace a des marquages de cellules mis en
¢vidence par cytométrie en flux. Il est intéressant de noter que le choix de la stratégie de
biotinylation des sdAbs détectés par les conjugués streptavidine-quantum dots a une influence
sur la sensibilit¢ de détection de I’antigéne carcino-embryonnaire détecté a la surface de
cellules par cytométrie de flux. L’orientation des sdAb a la surface des QDs pourrait étre a
l'origine des différences observées. Enfin, il est nettement plus simple et économique de
produire et manipuler les sdAbs par rapport aux IgG, ce qui est important dans 1’optique de la

mise en place de méthodes de diagnostic a grande échelle.
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Le cancer du sein est un probléme de santé publique et constitue, au niveau mondial,
l'affection tumorale la plus fréquente chez la femme. Les métastases sont la cause principale
de déces dans le cancer du sein [Alix-Panabicres et al., 2007]. Prés de 30% des patientes
atteintes d’un cancer du sein possédent probablement des micrométastases. Les
micrométastases sont les cellules tumorales circulantes (CTC) dans le sang et les cellules
tumorales disséminées (CTD) dans la moelle osseuse. Ces cellules sont rares et difficiles a
détecter. Les méthodes de détection actuelles souffrent de limites communes : leur sensibilité
de détection est relativement faible et les sondes utilisées ne permettent pas de marquages

multiplexés a haut débit.

Les nanotechnologies pourraient permettre des avancées majeures pour la détection des
cancers, leur diagnostic et leur traitement [Ferrari, 2005 et Biju ef al., 2010]. Les nanocristaux
de semi-conducteurs « quantum dots » sont des nanosondes fluorescentes présentant un fort
potentiel pour cela car ils possédent d’intéressantes propriétés physicochimiques et optiques
pour des analyses trés sensibles et multiplexées. Le projet « nanodiagnostic des
micrométastases », coordonné par le Professeur Igor Nabiev, utilise les propriétés de ces
conjugués anticorps-quantum dots pour la mise en place d’une plateforme multiparamétrique
a sensibilité €élevée pour la détection précoce du cancer du sein. Ce projet s’appuie sur le
caractére innovant et performant de conjuguer des anticorps simple domaine a des quantum
dots et vise aussi a permettre la détection de cellules tumorales circulantes et de cellules
tumorales disséminées qui sont de tres rares cellules en circulation dans 1’organisme et qui
sont les précurseurs des métastases. La sensibilité de détection de ces cellules grace a ces
conjugués permettrait donc d’aider au diagnostic moléculaire précoce afin de traiter plus
efficacement les patientes et de réduire la probabilit¢ d’apparition de métastases. Les
anticorps simple domaine possédent d’intéressantes caractéristiques qui font d’eux un outil de
reconnaissance antigénique performant, économique et aussi adapté pour la sélection de

nouveaux biomarqueurs [Muyldermans et al., 2001].

Avant de décrire le travail réalisé, plusieurs notions seront introduites d’aprés des données
bibliographiques : I’importance du cancer dans notre société sera rappelée suivie d’une
présentation des quantum dots et de leur propriétés optiques en insistant sur les avantages et
les limites de I’utilisation de ces fluorochromes dans des applications biologiques. Une
description des anticorps permettra dans un premier temps de définir les anticorps

traditionnels afin de mieux comprendre les avantages apportés par les anticorps simple
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domaine. Enfin plusieurs méthodes de conjugaison anticorps aux quantum dots possibles

seront détaillées.

I) Le cancer

1. L’importance du cancer

L’espérance de vie s’est nettement améliorée principalement grace a I’endiguement de
maladies mortelles telles que la tuberculose, la peste, le choléra. Depuis le milieu du XXéme
siecle, on peut espérer vivre 70, 80 ou 90 ans dans les pays développés, ce qui expose la
population aux risques du cancer. Le cancer est une maladie qui peut toucher n’importe quel
organe de n’importe qui n’importe ou dans le monde. Le cancer et les maladies cardiaques
sont aujourd’hui les principales maladies mortelles au monde. En 2008, 1’Organisation
Mondiale de la Sant¢ (OMS) et L’agence internationale pour la recherche sur le cancer
(IARC) ont ¢édité un rapport sur le cancer dans le monde [World Cancer Report 2008]. En
2008, I’OMS a comptabilisé 7,6 millions de morts suite & un cancer a travers le monde, soit
pres de 13% de la mortalité mondiale [Globocan 2008]. L’incidence et la mortalité lices a
chaque type de cancer ne sont pas les méme en fonction du sexe (Figure 1, page 25). Les
mécanismes cellulaires du cancer sont de mieux en mieux connus, tant pour le dépistage, le
traitement de la maladie ou le suivi apres traitement. En 2008, prés de 70% des déces par
cancer sont survenus dans les pays a revenu faible ou intermédiaire, alors que les pays a fort
revenus sont aussi trés largement touchés par des nouveaux cas de cancer (Figure 2, page 26).
Ces données statistiques révelent que le cancer est une maladie qui touche toute la population
mondiale mais qui est bien mieux pris en charge dans les pays a fort revenu, cette maladie
n’est donc pas inéluctable. En France, le cancer a été la cause de 31% des morts en 2008

d’apres les sources de I’OMS (Figure 3, page 26).

24



poo e S
Prostate P Col de l'utérus
Colon F Colon
Estomac - Poumons
Foie - Estomac
(Esophage . Utérus
Vessie F Ovaires
Lymphome Non-Hodgkinien F Foie
Leucémie ' Thyroide
Lévres et bouche F Leucémie
Reins F Lymphome Non-Hodgkinien
Pancreas I (Esophage
Larynx F Pancréas

Cerveau et systéme nerveux ' B incidence  CCTVEAU ELSYStéme nerveux Bincidence

Pharynx r M Mortalité Reins Biortalité
0 I 0 R
Taux standardisé sur I'age pour 100 000 personnes Taux standardisé sur 'age pour 100 000 personnes

Figure 1 : Incidence et mortalité liées aux principaux cancers humains en 2008. L’incidence et la
mortalité liées aux principaux types de cancers chez 'homme (A) et chez la femme (B). La
standardisation sur I'dge est nécessaire lorsque I'on compare plusieurs populations qui différent par
rapport a I'dge parce que I'dge a une influence sur le risque de cancer. La figure est adaptée a partir
de Globocan 2008 : http.//globocan.iarc.fr/factsheets/populations/factsheet.asp ?uno=900.
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Figure 2 : Distribution géographique des nouveaux cas de cancers dans le monde en 2008.
Figure adaptée du « world cancer report » publié en 2008 par I'Organisation mondiale de la santé
(OMS) et '’Agence internationale pour la recherche sur le cancer (IARC).
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Figure 3 : Distribution de la mortalité en France durant 'année 2008. Les maladies non
contagieuses (MNC) représentent 87% des morts. Les cancers sont la source de 31% des morts en
France en 2008. Figure adaptée du rapport des maladies non contagieuses en France (OMS — « NCD
Country Profiles ») publié en 2011.
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2. Le cancer du sein

En 2008, le cancer du sein est le cancer le plus fréquent au monde chez la femme avec pres de
1,4 million de nouvelles patientes atteintes, soit 38,9% des nouveaux cas de cancers (Figure
1, page 25). Par contre, il n’est pas la cause du plus nombre de décés avec moins de 0,5
millions de patientes décédées, soit 12,4% des déceés suite a un cancer dans le monde
[Globocan 2008]. En France, comme dans d’autres pays développés, ce cancer fait 1’objet
d’un dépistage systématique annuel par mammographie. Ce cancer peut étre traité assez
efficacement s’il est dépisté et traité tot avant que la maladie ne soit a un stade avancé. Dans
les pays a revenus élevés, la plupart des cas de mortalité suite a un cancer du sein est liée a
I’apparition de métastases. Il est donc trés important de mettre en place des diagnostics
précoces hautement sensibles et multiparamétriques afin de dépister et de pouvoir traiter ce
cancer de facon encore plus précoce. Compte tenu de la répartition mondiale de 1’incidence et

de la mortalité liées a ce cancer, le parameétre économique doit également étre pris en compte.

L’apparition de métastases est la cause principale de mortalité liée au cancer du sein dans les
pays développés. Plus de 30% des patientes du cancer du sein sans aucun signe clinique ou
pathologique de métastases possédent des cellules tumorales disséminées dans leur moelle
osseuse [Fehm et al., 2006]. La présence de CTD dans la moelle osseuse est statistiquement

de mauvais pronostic pour la survie de la patiente [Braun et al., 2005].

Une étude récente laisse supposer que la présence d’une seule cellule tumorale circulante
dans 7,5 mL de sang aurait un impact significatif sur la survie d’une patiente ne présentant
pas de métastases issues d’un cancer du sein [Lucci ef al., 2012]. Les projets de recherche
dans 1’établissement et la standardisation de méthode de détection de ces CTC, de leur
capacité de pronostic médical sont nombreux mais le cancer du sein est d’un point de vue
clinique complexe avec entre autre une diversité des stades de la maladie, des profils
d’expression protéique de biomarqueurs tumoraux, ainsi que 1’éventuelle présence de CTC
dans le sang ou CTD dans la moelle osseuse. La diversité¢ des études menées (technique
utilisée, volume sanguin étudi¢, nombre de patients atteints et sains ou ’interprétation des
données) empéche de conclure clairement sur I’impact de la présence ou leur potentiel en

pronostic clinique de ces cellules tumorales.
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La détection des micrométastases (CTD et CTC) est donc un axe de développement
prometteur pour améliorer le traitement et la survie des patientes atteintes d’un cancer du

sein.
3. Méthodes de détection des micrométastases

Les micrométastases sont des cellules tumorales rares, de 1’ordre de quelques-unes pour
environ dix millions de leucocytes et cinq milliards d’érythrocytes présents dans 1 mL de
sang humain. Cette rareté impose que les techniques de détection de ces cellules soient
hautement sensibles. Les techniques de détection des micrométastases courantes utilisent soit
des anticorps, soit des acides nucléiques [Mahmoud et al., 2010]. Ces techniques sont
généralement précédées d’étapes d’enrichissement de ces cellules afin d’augmenter
I’efficacité de la détection [Zach et al., 2006 et Wong et al., 2006]. Les méthodes qui utilisent
des anticorps sont globalement plus sensibles que celles utilisant les acides nucléiques qui ont
tendance a considérer des cellules saines comme tumorales. Il y a cinq méthodes de détection
des micrométastases qui utilisent des anticorps : la microscopie a fluorescence, la cytométrie
en flux, I’EPISPOT [Alix-Panabiéres et al., 2009], le CellSearch System™ [Ali ez al., 2011]
et les micropuces a anticorps [Rousserie et al, 2010]. L’EPISPOT (« Epithelial
Immunospot ») est une technique qui a été développé a partir de L’ELISPOT (« Enzyme-
linked immunosorbent spot») et qui permet de détecter les protéines qui sont
sécrétées/relachées par des cellules mises en culture sur une plaque recouverte d’anticorps de
protéines cibles. Ces dernieres seront donc reconnues et fixées par les anticorps couplés a la
plaque. Un marquage est ensuite réalis¢ avec les méme anticorps selon le modele
«sandwich » [Alix-Panabiéres, 2012]. Le CellSearch System™™ est une technique
commercialis¢ par Veridex qui permet la détection dans le sang de cellules tumorales
circulantes pour le pronostic de patients atteints de cancer du sein, de la prostate ou du colon.
Ces techniques offrent des avantages et des limites. Les puces a anticorps développées pour la
détection des micrométastases utilisent des anticorps anti-EpCAM (molécule d’adhésion des
cellules épithéliales) qui n’est pas un biomarqueur stable. La microscopie a fluorescence et la
cytométrie en flux souffrent toutes deux de la qualit¢ des fluorochromes utilisés

(généralement des fluorochromes organiques).

Plusieurs biomarqueurs sont considérées comme spécifiques des cellules tumorales (par
rapport aux cellules saines) pour le cancer du sein par exemple : les récepteurs hormonaux

(progestérone et cestrogenes) [Bogina et al., 2011 et De Vies et al., 2007], I’antigéne Ki-67
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[Luporsi et al., 2012], le récepteur pour les facteurs de croissance épidermique humain
(HER2) [Arteaga et al., 2011]. Certaines de ces molécules sont déja utilisées en routine
clinique pour orienter la thérapie des patientes. Par exemple, les patientes HER2 positives
seront soignées grace a un anticorps Transtuzumab (Herceptin®), tandis que les patientes dont
la tumeur présente des récepteurs hormonaux (progestérone et/ou cestrogenes) seront soignées

grace a des hormones.

L’ Antigeéne carcino-embryonnaire (CEA) est aussi une macromolécule fortement glycosylée
d’environ 180 kDa qui est naturellement exprimée par des cellules épithéliales dans plusieurs
organes tels que le colon, la langue ou la muqueuse du pylore a un stade feetal ainsi que chez
I’adulte. Le CEA n’est que tres faiblement présent dans le sang a I’age adulte. Le CEA est
fortement surexprimé dans de nombreux cancers : pancréatique, gastro-intestinal, poumons,
cou, sein. La mesure de la quantit¢ de CEA présent dans le sang d’un patient est considérée
utile a la détection de plusieurs cancers ainsi que pour le suivi de I’évolution du cancer suite a
un traitement. Le CEA est aussi certainement impliqué dans la croissance du cancer ainsi que
I’établissement des métastases [Hammarstrom, 1999], c’est donc un biomarqueur

particuliérement intéressant.

Plusieurs autres protéines exprimées dans les tissus sains sont reconnues de facon non
spécifique par les anticorps anti-CEA tels que 1’antigéne non spécifique (NCA, « nonspecific
crossreacting antigen ») [von Kleist et al., 1972] ou redéfini CEACAMG6 (« CEA-related
cellular adhesion molecules ») [Beauchemin et al., 1999] ou la glycoprotéine biliaire (BGP)
[Svenberg et al., 1979]. Ces molécules qui sont reconnues par les anticorps anti-CEA sont un
parametre limitant pour les techniques immunologiques. Il est impératif d’avoir des anticorps

anti-CEA qui ne reconnaissent pas ces molécules.

Le projet « nanodiagnostic des micrométastases » a pour vocation la mise en place d’une
plateforme multiparamétrique a sensibilité élevée pour la détection précoce du cancer du sein.
Pour cela, il faut définir des biomarqueurs qui seront suivis a I’aide d’anticorps hautement
spécifiques conjugués a des sondes fluorescentes tres brillantes afin d’avoir le meilleur ratio
signal sur bruit de fond possible. Ce projet vise aussi a permettre la détection de cellules
tumorales circulantes et de cellules tumorales disséminées qui sont des cellules tumorales en
circulation dans 1’organisme d’un patient et qui sont les précurseurs des métastases. Leur
sensibilit¢ de détection permettrait donc de traiter plus précocement les patientes et de

réduire la probabilité d’apparition de métastases.
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Ce projet s’appuie sur le caractére innovant et performant de conjuguer des anticorps simple
domaine a des quantum dots. Leur utilisation sur des micropuces a protéines permettrait des
analyses multiparamétriques en utilisant plusieurs biomarqueurs spécifiques du cancer du
sein. Les quantum dots sont de trés bons fluorochromes pour la détection multiparamétrique

d’un panel de biomarqueurs [Rousserie et al., 2010].
II) Les nanocristaux semi-conducteurs

1. Les quantum dots

Les boites quantiques ou « quantum dots » (QDs) sont des nanocristaux semi-conducteurs
fluorescents possédant d’intéressantes caractéristiques physico-chimiques telles que leur large
spectre d'absorption et leur spectre d'émission étroit, symétrique dont la position du pic est
dépendante de la taille du nanocristal. Les quantum dots sont des molécules a 1’échelle du
nanometre, si bien qu’une fois dissous dans un solvant, on obtient une solution homogene dite
colloidale. Ces fluorochromes inorganiques ont ét¢ découverts au début des années 1980 par
Alexey Ekimov dans une matrice de verre puis par Louis E. Brus dans les solutions

colloidales [Ekimov et al., 1981].

Dans un souci d’employer le terme couramment utilisé¢ au sein des laboratoires, les boites

quantiques seront appelées par leur nom anglais : quantum dots (QDs).

a) La composition chimique des quantum dots

Les quantum dots sont des nanocristaux de forme sphérique formés d’un coeur semi-
conducteur généralement composé de plusieurs ¢léments (le plus souvent deux) compris dans
les groupes d’états ¢électroniques I-VII (AgBr [Masumoto ef al., 1992 et Chen et al., 1994]),
II-VI (CdSe [Ai et al., 2007, Sukhanova et al., 2004 et Jasieniak et al. 2011]), III-V (InAs
[Barik et al. 2010], GaAs) ou IV-VI (PbSe [Lewis et al. 2010 et Wang et al. 2010]) de la

classification périodique des éléments (Table 1, page 31).
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Groupe Exemples d’élément Exemples de quantum dot

1-vil Argent, Brome AgBr

11-vi Cadmium, Zinc, Sélénium, Soufre, Tellure CdS, CdSe, CdTe
-V Indium, Thallium, Gallium, Arsenic InAs, GaAs
IV-Vi Plomb, Soufre, Sélénium PbSe, PbS

Table 1. Exemples de couples d’éléments possibles pour former un coeur de quantum dot
semi-conducteur.

Généralement, les nanocristaux semi-conducteurs sont recouverts d’une enveloppe
protectrice, on parle alors d’un cceur et de son enveloppe. Cette enveloppe est aussi semi-
conductrice, elle permet d’augmenter le rendement quantique du cceur et le protége aussi

contre des agressions extérieures.

Les quantum dots les plus fréquemment utilisés sont composés d’un cceur en séléniure de
cadmium (CdSe) et d’une enveloppe en sulfure de zinc (ZnS). De tels QDs sont notés
CdSe/ZnS (composition du cceur/composition de I’enveloppe). Leur émission de fluorescence
peut couvrir tout le spectre visible et leur synthése est relativement bien optimisée [Reiss et
al. 2009]. Les Qdot® commercialisés par Invitrogen® sont des nanocristaux semi-conducteurs
composés de CdSe/ZnS exceptés ceux qui émettent a des longueurs d'ondes élevées (QD s et

QDso0) qui sont des nanocristaux CdTe/ZnS.

La taille du cceur semi-conducteur, qui varie généralement entre 1,5 et 10 nm, est tres
importante car elle influence grandement les propriétés optiques des quantum dots. En effet le
pic d’émission de fluorescence du quantum dot est dépendant de cette taille en raison des
effets de confinement quantiques. Nous reviendrons plus en détail sur ces propriétés (cf.

partie II) 2. c) page 41).

Selon le nombre de sondes fluorescentes a détecter de facon simultanée, ainsi que des
restrictions du systeme de détection, des nanocristaux semi-conducteurs possédant différentes
compositions chimiques seront sélectionnés. En effet, il est possible de couvrir tout le spectre

visible avec des QD CdSe/ZnS mais d’autres compositions permettent de couvrir différentes
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régions du spectre électromagnétique a savoir les ultra-violets (UV), le spectre visible et celui

des rayonnements proches infrarouges (Figure 4, page 32).
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Figure 4 : Représentation schématique des possibilités de recouvrement du spectre visible
selon la composition chimique du cceur des nanocristaux. La largeur de la plage couverte, pour
une composition chimique du nanocristal donnée, représente la plage de longueurs d’onde d’émission
possibles en modifiant la taille du nanocristal.

b) La synthése des quantum dots

Un procédé fond¢ sur la lithographie a permis la synthése des premiers quantum dots. Cette
méthode permet la synthése de quantum dots avec une seule dimension a 1'échelle
nanoscopique, les deux autres dimensions étant limitées par la résolution de la lithographie.
Au début des années 1990, de nouveaux procédés ont permis la synthése de QD en solution
aqueuse avec l'utilisation d’agents stabilisateurs tels que 1’oxyde de tri-n-octylphosphine
(TOPO). Ces quantum dot, nanoscopiques dans les trois dimensions, présentaient une faible
efficacité de fluorescence et de grandes variations de taille. Ce n'est qu'en 1993 que Murray et
ses collaborateurs ont mis en place un procédé organométallique a haute température pour la
synthese des quantum dots [Murray et al. 1993]. Ce procédé réalisé sous atmosphére d’ Argon
permet d’avoir le contrdle sur la taille des nanocristaux formés et donc sur les caractéristiques
optiques du QD en contrdlant la température, le temps de réaction et les espéces en présence.
Les nanocristaux ainsi synthétisés présentent une structure cristalline parfaite et de trées faibles
variations de taille [Ghasemi et al., 2009]. Malgré tout, leur rendement quantique est assez
faible. L’ajout d’une enveloppe semi-conductrice composée de deux ¢éléments et qui présente
un « bandgap » plus élevé que le cceur du nanocristal permet d’accroitre considérablement le

rendement quantique du cceur du nanocristal [Grabolle et al. 2008 et Hines ef al., 1996]. La
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notion de bandgap sera plus amplement détaillée dans la partie II) 2. b) (page 38). Cette
enveloppe, si elle n’est pas trop épaisse, ne diminue pas les caractéristiques optiques du coeur
et le protége des agressions extérieures (par exemple un pH acide ou la présence de radicaux
libres) qui pourraient induire la dégradation, I'agrégation ou le photoblanchiment des quantum
dots [Grabolle et al., 2008]. Cette enveloppe protectrice confine é€galement 1’excitation
lumineuse dans le coeur ce qui élimine les phénomenes de relaxation non radiative source du

photoblanchiment des fluorochromes.

Le ceeur et I’enveloppe des quantum dots sont hydrophobes et ne peuvent tre solubilisés que
dans des solvants apolaires. En dépit de leurs propriétés optiques, les QDs n’ont pas suscité
un grand intérét pour leur utilisation dans 1'étude du monde vivant a cause de ces problémes
de solubilité en solution aqueuse. En 1998, deux études ont démontré qu'il est possible de
solubiliser les quantum dots dans des solvants polaires [Bruchez ef al. , 1998 et Chan et al.,
1998]. Ces deux études ont permis le développement de l'utilisation des QDs dans des
applications biologiques si bien qu'aujourd'hui les quantum dots et leur utilisation

représentent des thématiques de recherche parmi les plus dynamiques.

¢) La solubilisation des quantum dots

La solubilisation des quantum dots dans des solvants aqueux a initialement été réalisée (i) par
ajout d'une couche de silice, méthode inspirée par des traitements similaires pour solubiliser
des particules d'or [Bruchez et al., 1998] et (ii) par traitement a 1'acide mercaptoacétique afin
d'y ajouter une protéine a 1'aide d'ethyl-3-dimethylaminopropyl carbodiimide [Chan et al.,
1998]. Aujourd'hui, d'autres méthodes permettent la solubilisation des quantum dots dans les
solvants aqueux telles que l'ajout de ligands hydrophiles [Chan et al., 1998], d'acide
hydrolipoique [Jaiswal et al., 2003], de cystéine [Sukhanova et al., 2004], la silanisation
[Bruchez et al., 1998], l'encapsulation dans des micelles [Dubertret et al., 2002], 'ajout de
polymeéres amphiphiliques [Wu et al., 2003] de polyméres amphiphiliques conjugués a du
polyéthyléne glycol (PEG) [Ballou et al, 2004]. Toutes ces méthodes permettent de
solubiliser de manicre efficace des nanocristaux CdSe ou CdSe/ZnS dans des solvants

aqueux.

Il est intéressant de noter que plusieurs méthodes de synthese de quantum dots directement en

phase aqueuse ont été mises en place [Gaponik et al., 2002 et Rogach et al., 2000] mais que
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les nanocristaux semi-conducteurs ainsi synthétisés présentaient de larges différences de taille
et leur rendement quantique n’atteignaient que rarement celui de QDs synthétisés par procédé

organométallique a haute température.

d) La fonctionnalisation des quantum dots

Les quantum dots sont des fluorochromes qui, de facon native ne peuvent pas interagir
spécifiquement avec leur environnement. Il est donc indispensable de les fonctionnaliser pour
les utiliser dans des applications biologiques [Liz-Marzan et al., 1996 et Correa-duarte et al.,
1998]. Plusieurs stratégies existent pour conjuguer une biomolécule a la surface de QDs
hydrophiles. L'utilisation de groupements réactionnels tels que des acides carboxyliques, des
amines primaires, des fonctions alcool ou thiol permet la mise en place de liaisons covalentes.
Cette méthode de fonctionnalisation permet (i) d’ajouter différents groupements fonctionnels
a la surface d'un méme QD, (ii) de contrdler finement le nombre et la nature de ces
groupements et (ii1) de mettre en place des capacités de conjugaison précise afin d’adapter au
mieux les QD pour leur utilisation en fonction de l'application biologique désirée. Il est aussi
possible de conjuguer des biomolécules de fagcon non covalente a un quantum dot par
adsorption. Par exemple, les quantum dots peuvent étre fonctionnalisés pour présenter une
charge nette négative ce qui permet 1’ajout de biomolécules présentant une charge nette
positive [Algar et al., 2006]. Une autre méthode met en jeu une réaction d'échange de thiol
avec des quantum dots traités avec de 1’acide mercaptopropionique mis en contact avec des
biomolécules qui présentent des groupements thiol tel que des brins d’ADN auxquels sont
ajoutés des groupement alkyles-thiols aux extrémités 5° et 3’ [Mitchell et al, 1999].
L'échange se fait lentement jusqu'a obtenir un équilibre entre les thiols libres (ceux présents
sur les biomolécules non conjuguées) et les thiols conjugués (ceux qui servent a la
conjugaison de la biomolécule au quantum dot). Toutefois ces méthodes de conjugaison par
adsorption présentent d’importants désavantages : une partie non négligeable du matériel mis
en jeu ne réagit pas et ces méthodes impliquent des interactions €lectrostatiques ce qui limite
la stabilit¢ du complexe biomolécule-nanocristal au cours du temps. De plus, la solubilité
initiale, intermédiaire et finale des réactifs (QDs et biomolécules) est un parametre important

dont il faut tenir compte [Mitchell ef al., 1999].

De plus les quantum dot possedent un ratio volume/surface assez important. Ceci leur permet,

indépendamment de la méthode de conjugaison choisie, d’étre suffisamment gros pour que
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plusieurs biomolécules puissent étre conjuguées a leur surface. Par exemple, plusieurs études
ont estimé¢ que les conjugués commerciaux QD-streptavidine possédent de quatre a dix
streptavidines par nanocristal [Howarth et al., 2008 et Lidke ef al., 2007] mais aussi qu’il est
envisageable d’utiliser les QDs comme vecteur multiparamétrique [Ho et al., 2009]. Plusieurs
possibilités d’association de biomolécules a la surface d’un quantum dot sont représentées sur
la Figure 5 (page 35). La méthode de conjugaison est importante car elle détermine la

fonctionnalité de la biomolécule ainsi que son orientation.
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Figure 5 : Représentation schématique de différentes biomolécules qui peuvent étre
conjuguées aux quantum dots. Figure adaptée de Rousserie et al., [Semiconductor quantum dots
for multiplexed bio-detection on solid-state microarrays, 2010].

e) Choix du quantum dot

Toutes ces différentes méthodes de synthese, de solubilisation et de fonctionnalisation
permettent d’obtenir une grande variété de nanocristaux semi-conducteurs selon leur
composition chimique, leurs qualités optiques, I’éventuelle présence d’une enveloppe, la

méthode de solubilisation dans des solvants aqueux, ainsi que leur fonctionnalisation. Les
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quantum dots peuvent donc trés largement varier en terme de qualité de fluorescence de
rendement quantique, de longueur d’onde d’émission et de spectre d’absorbance. Leur
comportement dans un milieu biologique peut lui aussi trés grandement varier. Leur
biofonctionnalisation permet au nanocristal semi-conducteur d’interagir avec son
environnement et donc par exemple de détecter des molécules ou des cellules d’intérét. De ce

fait, le choix de la biomolécule ainsi que la méthode de biofonctionnalisation sont importants.

L’épaisseur de I’enveloppe d’un nanocristal est un paramétre a prendre aussi en compte. Si
I’enveloppe dépasse les 0,8 nm d’épaisseur alors elle diminue les caractéristiques optiques du
cceur du nanocristal [Grabolle et al., 2008]. De plus, elle augmente la stabilité du nanocristal
en protégeant son cceur des attaques extérieures. Cependant elle induit une augmentation de la
taille du QD ainsi obtenu et peut altérer la qualité d’un marquage ou du suivi de la diffusion
de la molécule cible principalement par des restrictions spatiales telles que des cavités qui ne
peuvent pas étre atteinte ou un encombrement stérique dii & une grande densité locale de ces
nanosondes fluorescentes. Les effets de la taille peuvent donc étre critiques lors de marquage
de coupe de tissus ou du suivi de facon unique la diffusion des molécules dans leur

environnement.

Lors de la synthése de quantum dots, un compromis entre la taille, la stabilité et les propriétés

optiques doit étre trouvé.
2. La fluorescence des quantum dots

Les quantum dots sont des nanocristaux semi-conducteurs qui sont des fluorochromes
inorganiques. De fagon générale, un fluorochrome est une molécule qui posseéde la propriété
d'absorber de I'énergie lumineuse (lumiere d'excitation) et de la restituer rapidement sous
forme de fluorescence (lumiére d'émission). La fluorescence est un phénoméne radiatif
(émission d’énergie lumineuse) consécutif a une excitation lumineuse, ce qui en fait une
photoluminescence et se différencie donc par exemple de I’électroluminescence qui utilise un
courant ¢lectrique comme source énergétique ou de la chimioluminescence qui utilise
I’énergie apportée par une réaction chimique. La fluorescence et la phosphorescence sont les
deux catégories de photoluminescence. Elles se distinguent par le temps nécessaire pour
réémettre un photon : de I’ordre de la nanoseconde pour la fluorescence et de la seconde a

plusieurs jours pour la phosphorescence.
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a) Principes généraux de la fluorescence

Selon le diagramme de Jablonski, une fois 1'énergie d’un photon absorbée par un électron, ce
dernier se trouve dans un état €lectroniquement excité qui est instable. Avant de se désexciter,
I’atome subit une relaxation vibrationnelle (perte d’énergie sous forme de chaleur, de
vibration ou de rotation) qui ’améne a un état « relaxé » lui aussi instable puis le retour a
I'état fondamental - qui lui est stable - se traduit par 1’émission d’énergie sous forme de
photon lors d’une relaxation radiative (Figure 6, page 38). Lors de I’excitation, un électron de
I’orbitale d’énergie initiale (par exemple Sy) saute donc jusqu’a une orbitale d’énergie plus
¢levée (S)) et la différence énergétique entre 1’état fondamental et I’état excité est égale a
I’énergie du photon absorbé. La relaxation vibrationnelle induit une perte d’énergie donc

I’énergie émise par un ¢électron est plus faible que I’énergie qu’il a absorbé.

L’énergie (E) d’un photon est inversement proportionnelle a sa longueur d’onde () :

ou h est la constante de Plank et ¢ représente la vitesse de la lumiére.

La relaxation vibrationnelle se traduit par une augmentation de la longueur d’onde d’émission
par rapport a celle absorbée, ce qui créé un décalage vers les longueurs d’onde élevées entre
les pics d’absorption et d’émission lors de la fluorescence. Ce décalage est appelé le
déplacement de Stokes en hommage au physicien éponyme. Ce déplacement de Stokes
facilite énormément I’utilisation de la fluorescence dans les applications biologiques en
rendant possible la séparation et la différentiation de la lumiére d’excitation et de la
fluorescence émise par le fluorochrome a I’aide de filtres optiques et de miroirs dichroiques.
Le déplacement de Stokes n’est pas définit de la méme fagon pour les quantum dot en raison

de leur propriétés spectrales spécifiques, nous reviendrons sur ce point plus tard a la page 40.
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Energie électronique
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Figure 6 : Schématisation simple des changements électroniques d’un électron suite a son
excitation selon le diagramme dit de Jablonski. Trois étapes sont nécessaires a I'émission de
fluorescence par un fluorochrome. Tout d’abord un électron présent dans la bande de valence (S;) est
excité par une source lumineuse, ce qui va entrainer un changement de son état électronique. Cet
électron va atteindre un des niveaux de la bande de conduction (S, par exemple) (Fléeche bleue).
Ensuite une relaxation vibrationnelle a lieu (fleche verte), durant laquelle I'électron va atteindre le
niveau d’énergie le plus faible de la bande de conduction. Ce phénoméne est non radiatif. Ensuite
I’électron va retourner a I'état électronique fondamental en émettant cette fois un photon (fleche
rouge). L’électron est ensuite ré-excitable par la source lumineuse.

b) Schématisation en bandes d’énergie

Ces phénomenes transitoires d’excitation d’un atome peuvent étre schématisés par une
modélisation en bandes d’énergie qui permet de définir la différence entre un conducteur, un
semi-conducteur et un isolant. Les électrons ne peuvent avoir des énergies comprises que
dans certaines bandes. Chacune de ces bandes correspond a un ensemble d’états quantiques
discrets de I’électron. Dans un état fondamental, tous les électrons de faibles niveaux
d’énergie remplissent les bandes les plus proches du noyau jusqu’a la derniere qui s’appelle la
bande de valence. La premicre bande d’énergie vide ou partiellement remplie est appelé

bande de conduction. Lorsqu’un fluorochrome est excité par une source lumineuse, les
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¢électrons excités de la bande de valence « sautent » vers la bande de conduction créant ainsi
un trou dans la bande de valence, créant ainsi une paire électron-trou, aussi appelée exciton.
Cette paire €lectron-trou est faiblement liée par des forces de Coulomb [Colvin et al., 1991].
L’¢énergie séparant les bandes de valence et de conduction s’appelle le « bandgap » et c’est un
parametre fondamental pour les caractéristiques optiques des nanocristaux semi-conducteurs.
Autrement dit le « bandgap » représente la quantité d’énergie requise pour que 1’électron
passe de I’état fondamental a un état excité, phénomene requis pour I’émission de la

fluorescence.

Selon la capacité d’un électron de passer de la bande de valence a la bande de conduction et
selon la taille du « bandgap » d’énergie, on distingue trois cas de figure (schématisés dans la

Figure 7 page 40) :

- Premier cas: la bande de conduction est partiellement remplie a 1’état
fondamental. Le solide contient donc, sans excitation extérieure, des
¢lectrons susceptibles de participer aux phénomenes de conduction
¢lectrique (absence de bandgap d’énergie), il est conducteur.

- Deuxiéme cas : a 1’état fondamental, la bande de conduction est vide et le
bandgap d’énergie est grand. Le solide ne contient alors virtuellement
aucun ¢électron capable de participer a la conduction méme avec un apport
d’énergie extérieur (le « bandgap » est trop grand). Le solide est un isolant.

- Troisiéme cas : a 1’état fondamental, la bande de conduction est vide mais
le bandgap est relativement faible. Le solide est donc isolant sans excitation
extérieure, mais un apport d’énergie (par exemple sous forme de chaleur,
ou de lumiere) permet de faire passer des électrons de la bande de valence a

la bande de conduction. Le solide est un semi-conducteur.
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Figure 7 : Schématisation simple du bandgap, des bandes de valence et de conduction.

Les ¢lectrons de la bande de valence contribuent a la cohésion locale du solide (entre atomes
voisins) et sont dans des états localisés. Ils ne peuvent pas participer aux phénomeénes de
conduction électrique. A l'inverse, les électrons de la bande de conduction sont délocalisés.
Ce sont ces ¢€lectrons qui participent a la conductivité électrique. Lorsqu’un électron de la
bande de valence passe dans la bande de conduction, un trou se crée dans la bande de valence.
Ces trous vont étre bouchés soit par un électron de la bande de valence soit par un électron de
la bande de conduction. Ce sont les déplacements des €lectrons de la bande de conduction et

des trous de la bande de valence qui permettent la conductivité électrique.

Dans le cas d’un QD, I’énergie requise pour franchir le bandgap est apportée par la lumicre
d’excitation. L’énergie minimale pour qu’un exciton (paire électron-trou) soit généré au sein
du nanocristal, suite a 1’excitation d’un électron par une énergie lumineuse, correspond au
premier pic excitonique du spectre d’absorbance d’un quantum dot. Ce pic excitonique
correspond donc a la plus petite énergie suffisante pour qu’un électron puisse atteindre la
bande de conduction. Cette énergie est donc supérieure a celle du bandgap et ce pic
excitonique est dépendant du confinement quantique. Il est aussi intéressant de noter que le
déplacement de Stokes pour les quantum dot se définit 1égérement différemment que pour les
fluorochromes organiques. En effet, le spectre d’absorption des quantum dot est assez
spécifique, il est tres large dans les U.V.. De ce fait, pour les quantum dots, le déplacement

de Stokes se définit entre le premier pic excitonique et le pic de fluorescence émise. Ce faible
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déplacement de Stokes pour les QDs n’est pas génant puisqu’on peut mieux les exciter en

utilisant des rayonnements a plus forte énergie.

¢) Confinement quantique

Lors de son excitation, un électron de la couche de valence se délocalise vers la couche de
conduction créant ainsi un trou dans la couche de valence. La distance qui sépare 1’¢lectron
du trou ainsi crée est appelée le rayon de Bohr et son amplitude dépend de 1’élément excité.
La taille du coeur des quantum dots est comprise entre 1,5 et 10 nm et est plus petite que le
rayon de Bohr de I’exciton. Par exemple le rayon de Bohr d’un nanocristal de CdSe est de
11,2 nm. Ceci permet I’apparition d’un phénomene, appelé confinement quantique, dans les
trois dimensions spatiales. Ce confinement quantique géneére une interdiction de niveau
d’énergie qui peut étre représentée dans la modélisation en bande d’énergie par un
agrandissement du bandgap (Figure 8, page 42). Le confinement quantique implique que le

bandgap augmente lorsque le diamétre du nanocristal diminue.

Dans un solide, 1’énergie d'un électron peut avoir n'importe quelle valeur a l'intérieur de
certains intervalles. Dans la modélisation en bandes, ces intervalles sont représentés par les
bandes de valence et de conduction, donc un solide contient dans chaque bande d’énergie des
niveaux d’énergie permis séparés par des niveaux d’énergie interdits. Dans le cas des semi-
conducteurs, le bandgap représente 1'énergie requise pour passer d'un niveau d’énergie de la

bande de valence a un niveau d'énergie de la bande de conduction.
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Figure 8 : Représentation schématique de I’effet du confinement quantique sur le bandgap. Un
semi-conducteur qui présente une taille supérieure au rayon de Bohr n'est pas concerné par le
confinement quantique (A). Si la taille du semi-conducteur est plus petite que le rayon de Bohr, alors
le confinement quantique interdit certains niveaux d’énergie. Plus le confinement quantique est fort
(c’est-a-dire plus le diametre du semi-conducteur est petit) et plus le bandgap est grand. Il faudra
donc un apport énergétique plus fort pour les exciter. Cet effet du confinement quantique sur le
bandgap est schématisé dans les parties B, C et D.

e Cas d’un semi-conducteur non confiné

Un semi-conducteur non confiné est un solide dont le diameétre est plus important que le
rayon de Bohr des éléments qui le composent. Les semi-conducteurs non confinés sont si gros
que la distance séparant 1’¢électron excité et le trou est continue. Donc a I’état fondamental, un
¢lectron est dans un état €lectronique compris dans un niveau d’énergie de la bande de
valence, lors de son excitation, son énergie atteint un niveau d’énergie de la bande de
conduction puis finit par revenir a son €tat fondamental a un niveau d’énergie de la bande de

valence en libérant de 1’énergie sous forme de photon (Figure 8A, page 42).

e Cas d’un semi-conducteur confiné

Le confinement quantique a pour effet d’interdire certains niveaux d’énergie entre les bandes

de valence et de conduction, ce qui a pour effet d’augmenter le bandgap. Plus le diamétre du
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semi-conducteur sera petit et plus le confinement quantique sera grand et plus le bandgap sera
grand lui aussi. Ce confinement quantique entraine donc que 1’énergie d’excitation soit forte
et que les petits nanocristaux absorbent et émettent a des longueurs d’ondes plus faibles

(Figure 8B-D, page 42).

Ce phénoméne de confinement quantique définit donc la plupart des propriétés optiques

majeures des quantum dots :

- Tous les quantum dots sont treés fortement excitables dans les UV qui sont des sources
lumineuses tres énergétiques. Ceci s'explique par un besoin important d’énergie pour
qu’un électron de la bande de valence puisse se délocaliser pour atteindre un niveau
¢lectronique autorisé dans la bande de conduction.

- La taille d’un nanocristal de semi-conducteur influence directement leurs spectres
d’absorption et d’émission. La longueur d’onde d’émission d’un quantum dot est
dépendante de sa taille. En effet la taille du nanocristal influence le confinement
quantique qui influence 1’énergie du band gap et donc la quantité d’énergie nécessaire
pour qu’un exciton apparaisse au sein du nanocristal. L’énergie réémise sous forme de
fluorescence est dépendante de I’énergie du band gap et donc de la taille du nanocristal.

- Un changement de composition chimique d’un nanocristal semi-conducteur engendre un
changement du rayon de Bohr. Le confinement quantique est donc plus ou moins fort et
donc les caractéristiques spectrales changent elles aussi.

- Les quantum dots présentent des pics d’émission de fluorescence étroits et symétriques.
La présence de niveaux d’énergie interdits délimite 1’énergie réémise sous forme de

photon dans un faible intervalle de valeurs possibles.

d) Effet de la composition chimique sur la fluorescence

Les quantum dots sont des nanocristaux semi-conducteurs composés d’éléments appartenant
aux groupes II, III, V et VI de la classification périodiques [Peng ef al. 1998]. Chaque couple
d’¢élément posseéde son propre bandgap (par exemple 11,2 nm pour le couple CdSe). L’énergie
réémise sous forme de photons dépend donc de la nature du semi-conducteur, en plus de son

¢tat de confinement quantique. La combinaison de ces deux parametres permet d’obtenir des
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quantum dots capables d’émettre de la fluorescence dans les ultraviolets, tout le spectre

visible ainsi que les infrarouges proches (Figure 4, page 32).

e) Paramétres optiques des fluorochromes

Quelques molécules ainsi que tous les fluorochromes sont optiquement caractérisés par

certains parametres :

- Le rendement quantique (¢) Il représente le rapport du nombre de photons émis sur le
nombre de photons absorbés. Cette valeur est comprise entre 0.05 et 1 et elle est
généralement exprimée en %. Par exemple, si un fluorochrome posséde un rendement
quantique de 60%, cela signifie que sur 100 photons absorbés, 60 seront réémis. Certains
parametres tels que le pH, la concentration ou la polarité du solvant peuvent faire varier le
rendement quantique.

- Le coefficient d’extinction molaire (€) qui correspond au nombre de photons pouvant
étre absorbés par une mole de fluorochrome. L unité est le cm™ .M.

- La brillance qui est le produit du rendement quantique par le coefficient d’extinction
molaire. Généralement les fluorochromes possédant la meilleure brillance sont préférés
afin d’améliorer le ratio signal sur bruit de fond.

- La durée de vie de la fluorescence (1) est le paramétre caractéristique de I’état physico-
chimique du fluorochrome et correspond au temps moyen de vie de 1’état excité. Il en de
I’ordre de la nanoseconde (ns) pour les fluorochromes. Plus la durée de vie de la
fluorescence est courte, meilleur est la sensibilité du fluorochrome.

- Leurs spectres d’excitation et d’émission. En biologie les fluorochromes utilisés peuvent
couvrir aussi bien les ultra-violets (UV), le spectre visible que les proches infrarouges.
Chaque fluorochrome aura des spectres d’absorption et d’émission spécifiques, il est donc

important de les connaitre pour les exciter et détecter leur fluorescence correctement.

La table 2 (page 45) présente le coefficient d’extinction molaire, le rendement quantique et la

brillance de plusieurs molécules et fluorochromes.
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Coefficient d’extinction Rendement

molaire € (cm™.M") quantique ¢ (%) Srillance
Fluorescéine 80 000 90 72 000
Cyanine 5 250 000 35 90 000
Tryptophane 6 000 10 600
Qdot® 605 1 000 000 55 550 000
Qdot® 655 3000 000 60 1 800 000

Table 2 : Quelques paramétres optiques de plusieurs molécules.

3. Les avantages des QDs par rapport aux fluorochromes organiques
a) Utilisation actuelle des fluorochromes organiques

Du fait qu’ils peuvent étre facilement associés a des molécules telles que de I’ADN, des
anticorps, des médicaments ou des molécules actives, les fluorochromes sont largement
répandus dans de nombreuses applications biologiques. Par exemple, des fluorochromes
peuvent étre couplés a I’ADN afin d’aider au diagnostic moléculaire de certaines pathologies
virales, des mutations ponctuelles au sein d’un génome ou pour le contréle d’une
recombinaison [Hoek, 2007, Liang et al., 2005 et Kuang et al., 2011]. L’association des
fluorochromes a des anticorps permet de détecter de facon spécifique la protéine cible de
I’anticorps et de quantifier I’intensité de la fluorescence. C’est un systéme tres utilisé dans les
techniques immunologiques telles que la microscopie, les micropuces ou la cytométrie de flux
[Liang et al., 2005 et Nabiev et al., 2007]. Ces différentes techniques sont utilisées afin
d’identifier la localisation cellulaire d’une ou plusieurs protéines cibles, d’étudier les

interactions entre différentes protéines ou bien d’établir des diagnostics médicaux.

D’autres systémes de sonde plus sensibles existent. IIs sont fondés sur la détection de la
radioactivité, I’activité enzymatique de la peroxydase (HRP, « horse radish peroxydase ») ou
par le nitrate d’argent par exemple. Mais ils ne permettent pas le suivi en parallele de
plusieurs molécules au sein d’une méme analyse. L’avantage majeur de la fluorescence est
cette capacité de faire des analyses multiplexées afin d’avoir une vision plus globale des
systémes ¢étudiés ou de simplifier et d’affiner les diagnostics [Fahy ef al., 1997]. La table 3

(page 46) établit une comparaison de ces différents types de sonde.
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; Sensibilité de la Capacité d’analyses Stabilité dans Capacité de
Technologie ; _ -
détection multiplexées le temps quantification
Fluorophore
+ +++ ++ +++
organique
Quantum dot +++++ ++++ +++++ FH++
Enzymatique +++++ + ++++ +++
RadloaCtIVIté +++ + + +++

Table 3 : Comparaison des propriétés de différents types de sondes utilisées en biologie.

A T’heure actuelle, la majorité des fluorochromes utilisés sont d’origine organique. Le fait
qu’ils soient déja présents dans la nature dans des environnements généralement aqueux a
facilité leur isolement et donc leur utilisation dans les méthodes biologiques. Par exemple, la
fluorescéine a été découverte et synthétisée par Adolf Von Baeyer en 1871. Elle était jusque-
la produite par des micro-organismes (Pseudomonas) et était connue sous le nom de
« pyoverdine ». Le nom fluorescéine remonterait lui a 1878. Tandis que la GFP (« green
fluorescent protein ») est une protéine fluorescente découverte chez la méduse Aequorea
victoria et a été décrite pour la premiére fois en 1962. Puis ’ingénierie génétique a permis
I’établissement de nombreuses variantes telles que I’eGFP (« enhanced GFP ») ou eCFP
(« enhanced cyan fluorescent protein »). Malgré tout, les fluorochromes organiques

présentent de nombreuses limites.

b) Les limites des fluorochromes organiques

e Brillance

Tout d’abord leur brillance est relativement faible. Ceci limite donc la qualité du rapport
signal sur bruit de fond. En d’autre terme, les fluorochromes organiques ne se distinguent pas
fortement du bruit de fond, ceci nous contraint a devoir les utiliser en forte concentration
locale - souvent saturante - pour détecter un signal de fluorescence significatif. Ce parametre

est d’autant plus important que les applications biologiques sont sujettes a la présence d’un
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bruit de fond généré par I’absorption des trés nombreux composés biologiques qui émettent

de la fluorescence tel que le tryptophane.

e Photostabilité

Les fluorochromes organiques subissent aussi un fort photoblanchiment, phénoméne qui
représente la perte de fluorescence d'une molécule. Lors de son excitation, un fluorochrome
excité peut soit émettre un photon, soit étre engagé dans une réaction photochimique qui va
empécher son retour a un état excitable par exemple avec 1'oxygene sous forme de radicaux
libres ou avec les molécules d’eau présentes autour du fluorochrome. L’émission de
fluorescence est une relaxation radiative (émission d’un photon) tandis que le
photoblanchiment fait suite a une relaxation non radiative. Lors d’une excitation continue, un
méme ¢électron peut étre excité plusieurs fois tant qu’il ne s’engage pas dans une réaction
photochimique. Plus on excite une population de fluorochrome, plus la proportion de
fluorochrome photoblanchi augmente, jusqu'a 1’extinction totale de la fluorescence. Chaque
fluorochrome présente une cinétique de photoblanchiment spécifique et de fagon générale
plus I'énergie d'excitation est grande et plus le photoblanchiment est rapide. Cette particularité
est mise a profit dans certaines techniques - telle que la redistribution de la fluorescence apres
photoblanchiment (FRAP, « fluorescence recovery after photobleaching ») qui permet 1’étude
de la vitesse de diffusion ou de transport d’une molécule -, mais elle est généralement une
limite aux techniques immunologiques. Le FRAP est fondé sur l’observation de la
récupération de fluorescence afin d’étudier la dynamique de diffusion de molécules dans leur
environnement [Ishikawa-Ankerhold et al., 2012]. Pour cela, on excite fortement une partie
de I’échantillon, les fluorochrome excités photoblanchissent trés rapidement. Ensuite on
observe comment les fluorochromes extérieurs a cette zone (qui n’ont pas été photoblanchis)

pénetrent dans cette zone jusqu’a un état final de recouvrement de la zone.

Cependant, le photoblanchiment des fluorochromes est généralement un handicap pour les
techniques immunologiques puisqu’il limite le temps d’acquisition d’un signal émis par ces
fluorochromes organiques et rend donc difficile voire impossible de suivre en continu le
devenir d’une molécule préalablement marquée au cours d’un temps dépassant plusieurs
minutes. De plus, le temps de préparation a 1’acquisition peut s’avérer crucial. Par exemple,
en microscopie, selon le fluorochrome utilisé, une partie de celui-ci va subir du
photoblanchiment le temps que I’expérimentateur observe 1’échantillon et choisisse une zone

d’acquisition représentative.
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e Spectroscopie

Les fluorochromes organiques présentent des spectres d’absorption et d’émission qui varient
d’un fluorochrome a I’autre. De plus, généralement le spectre d’absorption est assez étroit et
le spectre d’émission plutot large avec une « queue » dans I’infrarouge (Figure 9A et 9B,
page 49). Ces deux aspects représentent une grosse limite dans les analyses multiplexées qui
sont fondées sur I'utilisation de plusieurs fluorochromes pour suivre en paralleéle plusieurs
molécules. En effet, si on se place dans le cas d’une utilisation simultanée de trois
fluorochromes usuels tels la fluorescéine (FITC), la phycoérythrine (PE) et le texas-red, on se
retrouve avec des contraintes techniques lourdes puisqu’il faut plusieurs sources d’excitation
différentes afin de pouvoir exciter de fagon optimale ces trois fluorochromes (figure 9A, page
49). De plus, I’éventuelle détection des sources lumineuse d’excitation ainsi que les
chevauchements entre les longueurs d’ondes d’émissions de fluorescence rendent ces
analyses multiplexées trés complexes car la détermination de 1’origine de chaque longueur
d’onde détectée n’est pas simple (Figure 9C, page 49). Bien évidemment, ces contraintes
peuvent étre moindres si on choisit bien les fluorochromes mais globalement les systémes
optiques restent assez complexes quand le nombre de fluorochromes organiques augmente.
Les cytomeétres en flux utilisent un systeme de compensation afin de faciliter les études
multiplexées. Ces compensations sont réalisées par 1’expérimentateur avec des échantillons
controles qu’il aura préparé spécialement. Bien qu’elle soit trés intéressante, cette approche
est arbitraire et donc source d’erreurs. De plus elle est assez contraignante puisqu’elle
nécessite un plus grand nombre de conditions de marquage et donc davantage d’échantillon.
Ces compensations permettent de travailler avec un plus grand nombre de fluorochromes en

parall¢le mais souvent au détriment de la brillance des fluorochromes utilisés.

Les fluorochromes organiques présentent un déplacement de Stokes relativement faible ce
qui, additionné au fait que leur spectre d’absorption est étroit, constitue une autre limite car
les pics d’absorption et d’émission sont proches (environ 10nm pour la PE). Ce faible
déplacement de Stokes requiert 1’utilisation de sources d’excitation et de jeux de filtres qui ne
permettent que rarement la meilleure excitation possible du fluorochrome ou une détection de

toute la fluorescence émise.
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Figure 9 : Caractéristiques spectrales de la fluorescéine, de la phycoérythrine et du texas-red,
fluorochromes organiques couramment utilisés. Présentation des spectres d’absorption (A) et
d’émission (B) de ces trois fluorochromes organiques. Le panel C présente la superposition de ces
spectres. Ces spectres sont issus de « Fluorescence spectraviewer » d’Invitrogen (http./fr-
fr.invitrogen.com/site/fr/frrhome/support/Research-Tools/Fluorescence-SpectraViewer.html).

¢) Les quantum dots repoussent les limites des fluorochromes organiques
e Brillance

La brillance des quantum dots est tres élevée comparée a celle des fluorochromes organiques.
Si ’on compare le rendement quantique des quantum dots 605nm (55%) a celui de la
fluorescéine (90%) par exemple, on se rend compte que la fluorescéine est nettement plus
performante. Par contre la fluorescéine posséde un coefficient d’extinction molaire a 488 nm
de 80 000 cm™ .M, ce qui est nettement plus faible que celui des Qdot®605 commercialisés
par Invitrogen (1 100 000 cm™.M™). Donc bien que les nanocristaux soient moins capables de
réémettre un photon absorbé, le nombre total de photons qu’ils absorbent est tel que le
nombre de photons réémis est nettement plus élevé avec les QDgos (605 000) qu’avec la

fluorescéine (72 000). Cette forte brillance facilite la détection de 1’émission de la
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fluorescence d’un quantum dot par rapport a I’autofluorescence environnante. L.’acquisition
mais aussi 1’analyse des données est donc facilitée. De plus, cette brillance est tellement forte
que I’étude par SPT (suivi de particule unique) est possible. En effet, il est possible de suivre
chaque quantum dots individuellement en microscopie a fluorescence (d'une maniére
similaire qu'avec les particules d’or) afin de suivre individuellement le déplacement de
chaque molécule marquée. L’utilisation de fluorochromes plutot que des particules d’or pour
ces ¢tudes permet de diminuer la taille de la particule — une particule d’or est environ 10 fois
plus grosse qu’un quantum dot — ce qui diminue son influence sur le déplacement de la

molécule étudiée.

e Photostabilité

Les quantum dots présentent une photostabilit¢ environ 100 fois supérieure a celle des
fluorochromes organiques les plus photostables. Ceci permet, par exemple, leur utilisation
dans le suivi d’événements cellulaires assez long tels que I’internalisation d’un virus ou le
déplacement d’un récepteur a la surface d’une cellule sujette a différentes stimulations ou de
suivre I’interaction entre deux cellules au cours du temps. Tout ceci apporte une précision
spatio-temporelle nécessaire pour bien comprendre les mécanismes cellulaires. L’utilisation
des quantum dots permettrait donc d’¢étudier ces événements de facon simplifiée et avec plus
de précision. Un autre avantage de la grande photostabilit¢ des QD est qu’une nouvelle

acquisition de 1’émission de leur fluorescence est possible plusieurs mois apres.

e Spectroscopie

Enfin la possibilit¢ de contrdler la longueur d’onde d’émission en jouant sur la taille du
nanocristal, sans modifier sa composition, offre de grandes possibilités dans les analyses
multiplexées. Contrairement aux fluorochromes organiques, le spectre d’absorption des
quantum dots est large et présente une forte capacité a absorber les UV tandis que le spectre
d’émission est étroit et symétrique. Différents quantum dots vont présenter des spectres
d’absorption similaires et leurs spectres d’émission respectifs seront spécifiques a une
longueur d’onde qui dépend autant de la composition que de la taille du nanocristal (Figure
10, page 51). Ces caractéristiques optiques réduisent le nombre de sources d’excitation a une
lampe U.V. et la détection des différents quantum dots est facilitée car le chevauchement des
différents signaux est moindre voire inexistant. Le déplacement de stokes pour les quantum

dots est faible mais ce n’est pas génant car le spectre d’absorption est trés large dans les U.V.,
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il est donc facile d’espacer la longueur d’onde d’excitation et celle a laquelle le quantum dot

fluoresce.

Les analyses multiplexées sont ainsi considérablement simplifiées et cela diminue la
complexité des systemes de détection, limite les chevauchements des spectres d’absorption et
d’émission entre différents quantum dots et facilite donc la discrimination de ’origine des
photons détectés. L’utilisation des quantum dots dans les analyses multiplexées offre le
potentiel de détecter davantage de sondes fluorescentes en paralléle et donc d’étudier un plus

grand nombre de molécules en méme temps. Des études plus globales de systéme sont donc

permises.
Spectres d’absorbance et d’émission de différents quantum dots
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Figure 10 : Caractéristiques spectrales de plusieurs quantum dots. Présentation des spectres
d’absorption et d’émission de plusieurs quantum dots (Qdot®) : Qdot®525, Qdot®585, Qdot®625,
Qdof®°700 et Qdot®800. Ces spectres sont issus de « Fluorescence spectraviewer » d’Invitrogen
(http.//fr-fr.invitrogen.com/site/fr/fr’fhome/support/Research-Tools/Fluorescence-SpectraViewer. html).

d) Les nouvelles applications possibles

Tous ces avantages font que les quantum dots présentent un énorme potentiel pour toutes les
applications fondées sur la détection et le suivi de molécules par fluorescence. Ils offrent le
potentiel de détecter des éveénements rares comme les cellules tumorales circulantes ou
disséminées, ce qui rendrait possible la détermination de la probabilité de développement des

métastases. Dans le cadre du cancer, les études seraient désormais davantage limitées par les
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anticorps, le choix des antigénes a cibler et la méthode de détection des anticorps que par

notre capacité a détecter des fluorochromes en faible concentration.

L’utilisation des QDs est aussi trés prometteuse dans toutes les analyses plus globales
d’événements cellulaires qui impliquent un grand nombre de molécules. En effet, a titre
d’exemple, I’identification des partenaires protéiques impliqués dans une voie de
signalisation, le recrutement moléculaire mis en jeu lors d’une interaction entre deux cellules

ou lors de la rencontre d’un virus peuvent étre étudiés de fagon simultanée.

Les quantums dots offrent aussi de nouvelles possibilités dans le suivi des interactions
moléculaire au cours des événements cellulaires. En effet, leur brillance et leur photostabilité
permet de suivre en temps réel durant un temps relativement long la dynamique moléculaire
de facon unique. En 2003, la dynamique des récepteurs a la glycine dans les sites synaptique
a ¢ét¢ mis en évidence grace au suivi de QD de facon unique (chaque QD est suivi
individuellement) a la surface de cellules placées dans des conditions physiologiques [Dahan
et al., 2003]. Le suivi de particule unique (SPT, «single particle tracking ») avec des
quantum dots permet aussi d’étudier, par imagerie en temps réel, les voies d’entrée des virus
dans les cellules [Liu et al., 2011]. Le SPT est une des technique qui permet d’étudier la
dynamique des membranes grace au suivi individuel de centaines de QD au cours du temps,
ce qui permet d’établir les trajectoires des molécules marquées a la surface des cellules en

fonction des conditions biologiques appliquées [Sergé et al., 2008].

e) Les limites actuelles des quantum dots

Malgré tous ces avantages, les quantum dots et leur utilisation restent encore tres perfectibles.
En effet, ils présentent plusieurs défauts : ils clignotent de fagon aléatoire, leurs propriétés
chimiques et optiques varient d’un lot a I’autre, leur cytotoxicité n’est pas encore réellement
déterminée et les systemes de détections actuels sont plutét optimisés pour la détection des

fluorochromes organiques.
e Le clignotement des quantum dots

Les quantum dots clignotent de fagon aléatoire [Nirmal et al., 1996 et Empedocles et al.,
1999]. Ce phénoméne intrinséque au nanocristal, se caractérise par des fluctuations de
I’intensité de fluorescence émise entre deux états dits état brillant et état sombre. Ces deux
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¢tats ne se distinguent pas si plusieurs nanocristaux sont proches: 1’état sombre d’un
nanocristal va étre masqué par la fluorescence des autres quantum dots proches. Cette
caractéristique peut présenter 1’intérét d’étre utilisée comme un controle rapide de détection
de facon unique de chaque quantum dots. Ceci est particulierement important dans le suivi de
particule unique. Toutefois, ce clignotement perturbe I’analyse des données : la perte du
signal fluorescent est une difficulté a contourner dans toutes les analyses qui sont fondées sur
la détection de nanocristaux uniques. Par exemple, dans le suivi de particule unique, la
reconstruction des trajectoires des nanocristaux est plus délicate car il est difficile de
déterminer quel déplacement le QD a pu subir pendant sa phase sombre.

Plusieurs études ont permis de limiter ou de faire disparaitre ce clignotement aléatoire des
QDs. Des nanocristaux « géants » d’environ 20 nm ont été élaborés en augmentant 1’épaisseur
de I’enveloppe (en ajoutant des couches successives) [Chen et al., 2007]. Environ 20% de ces
QDs « géants » ne présente aucun clignotement. Bien que la plupart des caractéristiques
optiques testées de ces QDs « géants » soient conservés par rapport a des QDs classiques, leur
rendement quantique diminue considérablement, il est de 80 a 90% pour des QD
cceur/enveloppe, 40% pour des QDs cceur uniquement et 10% pour ces QDs géants. Cette
diminution du rendement quantique, couplé a I’augmentation significative de la taille du QD
est un frein a I'utilisation de la technique développée par Chen et ses collaborateurs. Benoit
Mabhler et ses collaborateurs ont synthétisés des quantums dots CdSe/CdS avec une enveloppe
tres épaisse [Mahler ef al., 2008]. Ils ont déterminé que pres de 70% de leur QDs CdSe/CdS
ne clignotaient pas et que I’augmentation de 1’épaisseur de I’enveloppe CdS permettait de
réduire considérablement 1’apparition de 1’état sombre. Par contre, le rendement quantique de
ces quantum dots n’a pas été déterminé par les auteurs.

Une autre stratégie pour limiter le clignotement des QDs est d’ajouter des fractions courtes de
molécule contenant des groupements fonctionnels sulfhydriles a leur surface [Hohng et al.,
2003]. Les auteurs émettent I’hypotheése que ces fractions de molécule contenant des
groupements fonctionnels sulfhydriles s’insérent dans les imperfections de surface des QDs,

ce qui permettrait d’éviter la perte d’¢électrons excités.

e Synthése des quantum dots

Les quantum dots sont généralement synthétisés par des procédés organométalliques a haute
température [Murray et al., 2000]. La taille des nanocristaux est controlable par la

température - qui peut s’¢lever jusqu'a 300°C - ainsi que par la durée de la réaction (qui
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s’étend de la minute a plusieurs heures selon la taille de la particule désirée). Dans un souci
de reproductibilité des résultats, il est impératif que chaque lot d’un méme type de quantum
dots présente des caractéristiques chimiques et optiques identiques. Ceci implique une grande
rigueur et une grande pureté chimique car la présence de tres faibles impuretés peut entrainer
de grands perturbations sur les propriétés chimiques et optiques des quantum dots. Les
défauts de cristallinit¢ sont les plus fréquents et ont de grandes répercussions et les
nombreuses modifications post-synthése altérent leur stabilité dans le temps ainsi que leur
capacité d'interaction avec le milieu environnant, si bien qu’a I’heure actuelle, on peut
considérer que chaque lot de quantum dots est différent. Ceci limite la comparaison de
résultats entre différentes équipes mais aussi du signal émis par différentes populations de
quantum dots lors d’un marquage multiplex¢. Les tests diagnostics médicaux qui doivent étre
rigoureusement reproductibles peuvent souffrir de cette irrégularité car la qualit¢ du
fluorochrome ne doit pas pouvoir biaiser notre capacité a déterminer le niveau d’expression

de différents antigenes par exemple.
De plus lors de la synthése, de nombreux choix se présentent selon 1’utilisation désirée :

- La composition chimique du cceur afin que 1’émission du nanocristal
couvre une certaine bande du spectre de lumiere. La composition chimique
a aussi un impact direct sur la toxicité des quantum dots dans le cas ou ils

se désagregent.

- La taille et la forme du nanocristal vont influencer la longueur d’onde
d’émission mais aussi le devenir de cette sonde fluorescente. Selon la taille,
les contraintes spatiales ne seront pas les mémes dans une application in
vitro et lors d’injection in vivo. In vivo le devenir de la sonde évolue selon
sa capacité a étre filtrée par les reins ou la capacité a passer au travers de
barri¢res biologiques telles que la barriere intestinale ou la barriere hémato-

encéphalique [kato et al., 2006].

- L’¢épaisseur de I’enveloppe influence grandement la stabilité du quantum
dot. Cette enveloppe permet de protéger le ceeur du nanocristal des attaques
extérieures mais augmente sensiblement la taille de ce dernier. Il faut donc

adapter au mieux 1’équilibre entre la taille et la stabilité du nanocristal.
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- La fonctionnalisation et la charge nette du nanocristal qui va servir a la
conjugaison de biomolécules a sa surface. Ces charges ont aussi un impact

sur la stabilité du nanocristal au cours du temps.

Toutes ces possibilités génerent une grande diversité de quantum dots afin de mieux répondre
aux besoins de chaque type d’expérimentation. Cette diversité permet d’avoir des quantum
dots de mieux en mieux adaptés a leur utilisation future mais il devient nécessaire de mettre
en place des systémes de caractérisation de leurs propriétés physico-chimiques et optiques.
Ces nanocristaux présentent un tel potentiel que de nombreuses €quipes travaillent sur de
nouvelles méthodes de synthése ou tentent d’améliorer la composition des couches externes
afin d’obtenir les nanostructures les plus brillantes possibles, stables et qui offrent de bonnes

capacités de conjugaison avec des biomolécules.

e (ytotoxicité

Des études ont démontré que chez la souris les quantum dots injectés par voie intraveineuse
pouvaient circuler dans le sang et s’accumuler dans certains organes tel que le foie, le rein, la
rate, les poumons [Hoshino ef al., 2004]. Ceci ouvre de grandes possibilités de diagnostics et
de traitements localisés mais il faut d’abord connaitre la réelle cytotoxicité des quantum dots.
En effet, les quantum dots sont trés souvent composés de métaux lourds qui sont toxiques tel
que le cadmium ou le sélénium. De nombreuses études tentent de quantifier la cytotoxicité de
quantum dots dans des milieux biologiques. Mais il est trés difficile d’apporter une réponse
simple a cette question car les protocoles de fabrication des quantum dots, leur enveloppe,
leur solubilisation, leur biofonctionnalisation ainsi que le type cellulaire choisi pour 1’étude
varient. Cependant les premicres études ont permis de mettre au jour que la cytotoxicité des
quantum dots augmente en fonction de leur concentration et du temps d’exposition [Hoshino
et al., 2007 et Kirchner et al., 2005]. L’étude réalisée par le groupe de Hoshino a démontré
que des QD520 sont toxiques a partir de 100 nM lors d’une incubation de 12h sur les cellules
a 37°C. Cette toxicité est plus rapide si la concentration en QD520 est augmentée [Hoshino et
al., 2005]. De plus, d’autres études ont démontrées que la cytotoxicité des QDs est fortement
déterminée par la présence et la nature d’une enveloppe [Su et al., 2009 et Li et al., 2009].
Plusieurs équipes se sont aussi intéressées a I’influence d’une excitation des QDs en milieu
cellulaire par des rayonnements U.V. ainsi que sur I’effet de la taille des quantum dots sur

leur cytotoxicité cellulaire. I1 est connu que la distribution des QDs a I’intérieur d’une cellule
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varie en fonction sa taille [Nabiev et al., 2007]; et leur utilisation in vivo dans de 1’imagerie
biomédicale implique forcément une exposition a des rayonnements U.V. (afin de pouvoir
profiter pleinement des capacités offertes par les QDs). Dans une étude récente Chang et ses
collaborateurs ont démontré que dans les conditions qu’ils ont testées, tous les QDs étaient
cytotoxiques mais aussi que les plus petits quantum dots induisaient une plus grande mortalité
cellulaire [Chang et al., 2009]. De plus ils ont mis en évidence que 1’excitation des QDs par
une exposition a des UV augmente grandement leur cytotoxicité. Les voies impliquées dans
la cytotoxicité des quantum dots ne sont pas bien connues mais plusieurs études ont mis en
¢vidence une augmentation des quantités de dérivés réactifs de 1’oxygene (ROS, « reactive
oxygen species ») dans les cellules qui contenaient des quantum dot. De plus, le N-
acétylcystéine (NAC) qui est un antioxydant réduit la toxicité cellulaire. Enfin le temps

d’exposition aux UV semble avoir une influence sur la cytotoxicité des quantum dots.

Bien qu’il ait ét¢é démontré que les quantum dots sont cytotoxiques, ces nombreuses études
suggerent que cette cytotoxicité peut étre limitée soit par la présence de I’enveloppe, soit
d’antioxydants. Il faut mieux comprendre les phénoménes impliqués dans la dégradation des
quantum dots ainsi que les phénomeénes cellulaires qui ménent a la mort de la cellule dans le
but de pouvoir synthétiser des quantum dots non cytotoxiques pour les futures applications in

vivo ou les utiliser dans certaines situations bien particuliéres.
e Systeme de détection

Actuellement, la plupart des systémes de détection utilisés pour les applications biologiques
ne sont pas ou peu adaptés pour la détection des quantum dots. Le principal défaut est le
systeme d’excitation qui trés souvent excite a une longueur d’onde trop grande. Les quantum
dots ne sont pas excités avec suffisamment d’énergie et leur absorption de photon et leur
brillance en sont fortement diminuées. Si I’on compare un quantum dot a un fluorochrome
organique dans un systéme parfaitement adapté pour chacun d’eux pour permettre la plus
grande absorption de photon mais aussi pour une détection optimale de la fluorescence émise,
alors la brillance du quantum dot peut étre jusqu’a 100 fois plus grande que celle d’un
fluorochrome organique. Par contre, si on compare les deux mémes fluorophores dans un
systeme seulement adapté au fluorochrome organique, il arrive que le quantum dot soit moins

brillant. Il est donc impératif de rendre les systemes de détection plus flexibles afin de profiter

56



pleinement de la brillance des quantum dots. L’ importance de la longueur d’onde d’excitation

pour la sensibilité¢ de détection des quantum dots sera discuté plus tard (page 138).

IIT) Les anticorps

1. Les immunoglobulines
a) Généralités

Les anticorps (Ac) sont trés largement utilisés dans la recherche en biologie pour leur grande
spécificité de reconnaissance antigénique. Un anticorps est composé de deux régions

différentes qui ont deux fonctions bien distinctes : la région variable et la région constante.

La région constante, comme son nom l’indique, ne présente pas de variabilité mais peut se
présenter sous cinq formes différentes, qui correspondent aux cinq classes
d’immunoglobuline (Ig) : les immunoglobulines G (IgG), les immunoglobulines A (IgA), les
immunoglobulines D (IgD), les immunoglobulines E (IgE) et les immunoglobulines M (IgM).
La région constante permet le recrutement de certains facteurs du complément et/ou
I’activation de cellules effectrices du systéme immunitaire. Chez 1’homme, ces cinq classes

d’Ig se divisent en neuf isotypes : IgG1, 1gG2, 1gG3, IgG4, I1gM, IgAl, IgA2, IgE et IgD.

Dans tout le manuscrit, le terme anticorps ou immunoglobuline fera référence a une IgG. Les
autres isotypes sont peu utilisés dans les méthodes immunologiques courantes, ils ne seront

donc pas détaillés ici.

La région variable est variable d’une Ig a I’autre. C’est cette région qui est impliquée dans la
reconnaissance antigénique. Sa variabilité est suffisamment €levée pour que les Ac, pris dans

leur globalité, puissent reconnaitre toutes les structures antigéniques rencontrées.
b) La structure des anticorps

Les anticorps sont des glycoprotéines de la super famille des immunoglobulines qui sont
composées de quatre chaines polypeptidiques : deux chaines lourdes et deux chaines 1égéres
qui correspondent respectivement a une masse moléculaire de 50 kDa et 25 kDa. Ils forment

une structure qui ressemblent & un Y et mesurent environ 14.5x8.5x4 nm [Amit et al., 1986].
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Deux ponts disulfures permettent la cohésion des deux chaines lourdes tandis qu’un pont
disulfure relie chaque chaine 1égere a une chaine lourde (Figure 11, page 58). Chacune de ces
chaines se divise en domaines constants et variables d’environ 110 acides aminés chacun.
Une chaine lourde est composée de trois domaines constants et un domaine variable ; une
chaine légeére est composée d’un domaine constant et d’un domaine variable. De facon
naturelle, les domaines variables d’un anticorps sont les mémes d’une chaine 1égére a I’autre
et d’une chaine lourde a I’autre. Le domaine variable de la chaine lourde est noté¢ Vy tandis

que celui de la chaine 1égere est noté V.

Figure 11 : Schéma d’une Immunoglobuline G. Les ponts disulfures inter chaines sont annotés.

Une digestion enzymatique modérée de I’anticorps avec de la papaine dissocie I’Ac en trois
fragments distincts. Deux sont identiques et conservent la capacité de liaison a I’antigene, ces
fragments sont appelés Fab pour « fragment antigene binding ». Le troisiéme fragment ne
présente aucune capacité de liaison a ’antigéne mais cristallise facilement, on I’appelle donc
Fc pour « fragment crystallisable ». D’autres traitements enzymatiques peuvent étre réalisés
sur les anticorps pour obtenir différents fragments présentant différentes caractéristiques
physico-chimiques mais tous ont une capacit¢ de reconnaissance antigénique. Plusieurs

formes de I’ Ac sont donc possibles (Figure 12A-D, page 60) [Harmsen ef al., 2007] :
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- L’anticorps intact : divalent et de masse moléculaire d’environ 150 kDa.

- Les fragments Fab : une forme réduite composée d’une chaine légere
entiere ainsi que de deux domaines de la chaine lourde (le variable et un
constant). Cette forme présente la méme affinit¢ et spécificité de
reconnaissance antigénique que 1’anticorps intact mais il est monovalent et
plus petit. Cette forme permet aussi de ne plus avoir le fragment Fc. Sa

masse moléculaire est d’environ 50 kDa.

- Les fragments F(ab)’, : association de deux fragments Fab qui sont reliés
par le bras polypeptidique appelé région charnic¢re. Cette forme est donc
divalente, elle posseéde la méme avidité pour 1’antigéne que 1’Ac intact et
ne contient plus la partie Fc capable d’interagir avec des cellules de 1’hote.

Sa masse moléculaire est environ 110 kDa.

- Les fragments Fv ou scFv («single chain variable fragment ») : la plus
petite forme fonctionnelle d’une IgG. Elle est composée du domaine
variable de la chaine lourde et de celui de la chailne légere. Cette forme
n’est pas naturelle et ne peut pas étre obtenue par digestion enzymatique.

Un scFv est monovalent et sa masse moléculaire est d’environ 25 kDa.

La reconnaissance antigénique est réalisée par 1’association des domaines variables des
chaines lourde et légere. Le pont disulfure qui relie la chaine légere a la chaine lourde est
donc primordial pour la reconnaissance antigénique, il est dit fonctionnel. Beaucoup d’acides
aminés qui constituent un domaine variable sont conservés, ils sont utiles a la structure du
domaine. On observe ainsi que la variabilité des acides aminés est limitée a des zones
relativement précises : les régions hypervariables (HV). Elles sont séparées par des régions
dites de charpentes (FR, « framework »). 11 existe trois régions hypervariables : HV1, HV2 et
HV3 ainsi que quatre régions charpentes: FR1, FR2, FR3 et FR4. La reconnaissance
antigénique est assurée par les régions hypervariables, elles sont donc aussi appelées les

régions déterminant la complémentarité (CDR, « Complementary determining region »).
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Fragment région de

Anticorps conventionnel (IgG) liaisona I'antigéne (Fab) Heavy chain antibody (HCAb)
150 kDa 50 kDa 75 kDa

g W

Fragment variable

Fragment de liaison simple chaine (scFv) Anticorps simple domaine (sdAb)
a I'antigéne (F(ab)’,) 25 kDa 15 kDa
100 kDa

Figure 12 : Schémas de différentes formes d’anticorps. Schéma d’une immunoglobuline G (A)
ainsi que de différents fragments : F(ab)’, (B), Fab (C), et scFv (D). Schéma des anticorps de lama a
chaine lourde (HCAb) (E) et schéma des anticorps a simple domaine (sdAb) (F).

c) La synthése des anticorps

Les plasmocytes sont des lymphocytes B différenciés qui ont une durée de vie limitée et qui
sécretent de fortes concentrations d’anticorps. Chaque plasmocyte ne peut sécréter qu’un seul
clone d’anticorps. In vivo, le pool des anticorps dirigés contre un antigéne se compose
d’anticorps sécrétés par différents plasmocytes. Les anticorps sont spécifiques de 1’antigéne
mais peuvent étre de différents isotypes ainsi que reconnaitre et fixer différents épitopes de
I’antigéne. Dans ce cas, on parle d’anticorps polyclonaux (pAc). A I’inverse, quand on utilise
des anticorps qui sont sécrétés par un seul plasmocyte, on parle d’anticorps monoclonaux
(mAc), ils sont du méme isotype et sont tous spécifiques du méme épitope de 1’antigene. Ce
cas de figure ne se retrouve principalement qu’in vitro. Certaines maladies
lymphoprolifératives humaines, telles que la maladie de Waldenstrom et la maladie de

Kahler, entrainent I’apparition d’anticorps monoclonaux in vivo.
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Depuis la fin des années 1970, la syntheése a grande échelle de mAc in vitro a été mise au
point griace aux travaux de Kohler et Milstein [Kohler ef al., 1975]. Leur technique est basée
sur la fusion de lymphocytes B activés d’une souris immunisée avec des cellules de my¢lome
de souris. Ces cellules de myélome ont été préalablement sélectionnées : elles ne doivent pas
sécréter d’anticorps et n’expriment pas 1’hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase
(HGPRT). Apres la fusion, les cellules hybrides sont sélectionnées : les lymphocytes B
activés non fusionnés vont mourir a cause de leur durée de vie limitée tandis les cellules de
my¢lomes non fusionnées mourront grace a la mise en culture dans un milieu HAT
(« hypoxanthine-aminopterin-thymidine »). Les seules cellules qui survivront seront les
lignées de cellules myélomateuses hybrides aussi appelées hybridomes. Les cellules obtenues
par cette fusion posséderont une capacité de prolifération infinie en culture et sécréteront de
fortes concentrations d’anticorps. Il faut ensuite réaliser une sélection par clonage afin
d’isoler les cellules productrices de I’anticorps d’intérét. Cette méthode permet aprés clonage,

d’obtenir des clones qui sécreteront un seul type d’anticorps dit monoclonal.

La production des anticorps monoclonaux, en utilisant des hybridomes, reste un processus
long et coliteux qui nécessite de pouvoir avoir acces a une animalerie de laboratoire et avoir
des connaissances en manipulation animale afin de procéder aux injections d’antigéne en
intra-péritonéal et en intraveineuse ainsi qu’au prélévement de la rate. L’étape de fusion des
lymphocytes B activés aux cellules du myélome est délicate, I’étape de sélection des

hybridomes sécrétant les anticorps spécifiques de I’antigene d’intérét est longue.

La production de fragments d’anticorps monoclonaux (Fab et scFv) peut aussi étre réalisée
par une méthode inspirée du « phage display » [Burton, 1995 et Schmitz et al., 2000] dans
des microorganismes tels que des bactéries : Escherichia coli [Pliickthun, 1990, Pliickthun,
1991 et Ward et al., 1992], des champignons : Aspergillus niger [Ward et al., 2004], des
levures : Pichia pastoris [Ridder et al., 1995] et des plants transgéniques de tabac [Cabanes-
Macheteau et al., 1999]. Cette approche permet la création de banque d’expression et a pour
avantage d’étre plus économique que la production d’anticorps par des hybridomes. Pour
cela, des segments de génes codant pour les parties variables des anticorps sont fusionnées
avec des geénes codant pour la protéine d’enveloppe d’un bactériophage avant d’étre utilisés
pour infecter des bactéries. La bactérie va ainsi produire des phages recombinants qui
présenteront le fragment d’anticorps a sa surface. Cette protéine recombinante présente la

capacité de reconnaissance antigénique de 1’anticorps et pourra donc étre sélectionnée grace a
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un antigéne purifié. Les phages qui exprimeront les régions variables désirées seront ensuite
utilisés pour infecter des bactéries qui produiront a grande échelle des fragments Fab
identiques. Cette approche permet de produire des fragments d’anticorps tels que les Fab ou
les scFv beaucoup plus facilement qu’en réalisant des traitement enzymatiques sur des mAc
entiers [Andersen et al., 2004]. Cependant, contrairement aux cellules de mammiferes, les
microorganismes n’ont pas la capacité de mettre en place les modifications post-
traductionnelles telle que la glycosylation complexe des anticorps et plus les fragments
d’anticorps sont gros et plus il leur est difficile de les produire. Malgré les nombreux efforts
réalisés pour repousser ces contraintes, les anticorps sont des protéines complexes et il est
encore impossible de produire, avec des microorganismes, des anticorps monoclonaux entiers
et glycosylés de la méme maniére que s’ils avaient été produits par des cellules de

mammiferes.

d) L’utilisation des anticorps dans les techniques immunologiques

Les anticorps monoclonaux sont énormément utilisés dans les laboratoires de recherche dans
de nombreuses techniques immunologiques courantes telles que la cytométrie de flux,
I’immunofluorescence, les western blots ou I’immunohistochimie ou leur spécificité¢ de
reconnaissance et leur affinité pour 1’antigéne sont mises a profit. Les anticorps monoclonaux
sont aussi trés utilisés en médecine pour 1’établissement de diagnostics tels que les tests de
grossesse, la détection de tumeurs [Mikulska ef al., 2010] ou de micrométastases [Vagnoni et
al., 2012]. Ils sont aussi de plus en plus utilisés dans des buts thérapeutiques, généralement
dans le cadre de maladies lourdes. Par exemple le Rituximab® est un anticorps monoclonal
spécifique du CD20 (marqueur des lymphocytes B) utilis¢ dans la leucémie lymphoide
chronique ou dans certains troubles d’auto-immunité tel que la polyarthrite rhumatoide ou
dans le rejet de greffe rénale [Robak, 2012 et Barcellini et al., 2011]. L’utilisation des

anticorps monoclonaux en médecine est en pleine expansion a I’heure actuelle.

Lors d’un marquage immunologique classique, un anticorps monoclonal, dit primaire, est
utilisé¢ pour reconnaitre spécifiquement 1’antigéne étudié. La détection de cet anticorps fixé a
son antigene n’est possible qu’avec une sonde. Celle-ci est conjuguée a des anticorps
polyclonaux, appelés anticorps secondaires, spécifiques des domaines constants des anticorps

monoclonaux. Ce systéme de marquage en « double couche » permet d’utiliser une gamme
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restreinte d’anticorps conjugués a une sonde fluorescente. En effet, cela évite d’avoir a
conjuguer un fluorochrome a chaque anticorps utilisé pour reconnaitre spécifiquement une
protéine. De plus, ceci facilite les marquages immunologiques en offrant la possibilité¢ de
varier trés facilement les couples d’anticorps pour soit étudier un antigéne différent soit
changer la sonde utilisée pour la détection. A titre d’exemple, I’immunisation d’une cheévre
avec des anticorps de souris permet I’obtention d’un pool d’anticorps de chévre spécifiques
des domaines constants des anticorps de souris. Ces anticorps de chévre seront ensuite
conjugués a une sonde fluorescente et pourront des lors étre utilisés pour détecter des

anticorps de souris spécifiques de n’importe quelle protéine étudiée.

La séquence des anticorps est suffisamment variable pour que le nombre et I’emplacement
des groupements réactionnels tels que les amines primaires, les carboxyles soient inconnus.
Ces groupements réactionnels sont ciblés pour conjuguer 1’anticorps a une molécule. L’ajout
d’une molécule sur un groupement réactionnel qui se trouve dans un des domaines variables
de I’anticorps induit une perte de fonctionnalit¢ de ce dernier. Les ponts disulfures qui relient
les chaines légeres aux chaines lourdes peuvent étre détruits par des conditions réductrices ce

qui engendre la perte de la capacité de reconnaissance de I’antigene.

Les anticorps sont tres largement utilisés de nos jours grace a la spécificité de reconnaissance
de I’antigéne qui est la base de toutes les techniques immunologiques. Pourtant les anticorps
présentent de nombreuses limites qui peuvent étre en partie étre contournées. Les Ac sont
volumineux (14.5x8.5x4 nm), ce qui implique qu’ils ne peuvent pas atteindre certains
antigénes cibles dans des techniques ou 1I’encombrement stérique est un parameétre important
comme I’immunohistochimie. Les fragments d’anticorps (Fab, F(ab)’, et scFv) permettent
d’outre passer ces problémes de taille, mais cela implique la mise en place de méthodes de
synthéses de ces fragments et de controle de la spécificité de reconnaissance ainsi que

I’affinité des fragments.

L’utilisation d’anticorps dans les techniques immunologiques implique plusieurs controles
afin de s’assurer de la spécificité de la reconnaissance antigénique et aussi des expériences
initiales de calibrage de quantité d’anticorps utilisés. En effet, des conditions de marquage
inadéquates peuvent étre a 1’origine de signal non spécifique ou bien, a I’inverse, d’une

incapacité a détecter le signal de la sonde.
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Depuis le milieu des années 1990, un nouveau type d’anticorps a ét¢ découvert. Il possede le
potentiel de faire reculer plusieurs de ces limites : les anticorps simple domaine (sdAb,

« single domain antibody »).

2. Les anticorps simple domaine
a) Généralités sur les anticorps simple domaine

En 1993, les travaux de Hamers-Casterman ont permis de mettre en évidence, chez les
camélidés, la présence d’un nouveau type d’Immunoglobuline G qui ne contient pas de
chaine légere et appelé anticorps a chaine lourde (HCADb pour « heavy chain antibody »)
(Figure 12E, page 60) [Hamers-Casterman et al., 1993]. Les camélidés sont une famille de
mammiferes dont les représentants sont les lamas, chameaux, dromadaires et vigognes. Ces
animaux posseédent a la fois des anticorps conventionnels qui sont des hétérodimeres
tétramériques de type IgG mais aussi des HCAb qui sont des homodimeres de chaines
lourdes). La proportion de ces deux types d’anticorps varie d’une espéce a 1’autre. Par
exemple les HCAbs représentent environ la moiti¢ du répertoire des anticorps contenu dans
du sérum de dromadaire [Hamers-Casterman et al., 1993], alors que chez le lama, ils ne
représentent que 25 a 45% du répertoire des anticorps [van der Linden ef al., 1999] Depuis la
découverte de ces anticorps, de nombreuses équipes ont pu isoler le domaine variable de ces
chaines lourdes fonctionnelles et ainsi pu obtenir de petits anticorps fonctionnels appelés
anticorps simple domaine (sdAb pour « single domain antibody » ou VyH pour « Vi domain
of heavy chain antibodies ») (Figure 12F, page 60) [Muyldermans, 2001, Vaneycken et al.,
2011 et Perruchini et al., 2009]. Ces petits anticorps d’environ 15kDa présentent de
nombreuses propriétés biochimiques qui les rendent trés attractifs pour les techniques
immunologiques dans le cadre de la recherche fondamentale et thérapeutique. En effet,
malgré qu’ils sont les plus petites molécules présentant une fonction de reconnaissance
antigénique, ils exhibent une affinité similaire a celle des anticorps monoclonaux et ils sont
aussi capables de reconnaitre et fixer de petits antigénes tels que les hapténes [Spinelli et al.,
2000 et Alvarez-Rueda et al., 2007]. Malgré 1’absence de la diversité combinatoire issue de
I’association des domaines variables de la chaine lourde et de la chaine légére, ces HCabs
possedent un large répertoire antigénique grace a 1’agrandissement de leurs régions
hypervariables [De Genst et al., 2006, Muyldermans ef al., 2001 et Harmsen et al.2007]. Les

sdAb présentent d’intéressantes propriétés physico-chimiques qui en font de meilleures
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molécules capables de reconnaissance antigénique que les dérivés des anticorps classiques
(Fab, F(ab)’,, scFv). Les sdAb sont faciles a cloner et la sélection des clones est réalisée a
partir d’anticorps ayant réalis¢ leur maturation in vivo. De plus, ils sont résistants, tres
solubles, faciles a produire a grande échelle et ils présentent une forte homologie avec les

domaines Vi humains.
b) Structure des anticorps simple domaine

Les sdAb sont des anticorps de 15 kDa qui sont issus de I’extrémité N-terminale d’un HCab.
Ces derniers sont des homodimeéres de chaines lourdes qui ne possédent pas de domaine CHI1,

I’extrémité C-terminale des Vy»H est directement associée a région charniére.

Un domaine Vy humain et un domaine VyH de camélidé présentent une grande homologie :
ils posseédent quatre régions dites de charpentes (FR1, FR2, FR3 et FR4) ainsi que trois
régions déterminantes de complémentarit¢ (CDR1, CDR2 et CDR3). Les régions de
charpentes sont vraiment trés similaires (a plus de 80%), toutefois plusieurs mutations ont été
observées dans les résidus du FR2, qui sont dans les anticorps conventionnels impliqués dans
I’interaction entre le Vy et le Vi. En effet, les résidus V37, G44, L45 et W47, hydrophobes et
hautement conservés chez la souris et ’homme sont substitués chez les camélidés par F37,
E44, R45 et G47 (Figure 13, page 66) [De marco, 2011]. Ces substitutions n’induisent pas de
changements conformationnels dans la structure de la molécule mais permettent une
augmentation de la solubilité de ’anticorps. Ces substitutions sont nécessaires dans les HCAb
ou I’absence de la chaine légére implique que les résidus de la FR2 soient directement

exposés a des solvants aqueux.
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Figure 13 : Schéma des différentes régions qui composent un V, (domaine variable de chaine
lourde d’une IgG) et un VyH (domaine variable de chaine lourde d’un HCAb). Les quatre régions
de charpentes sont notées (FR1 a FR4), ainsi que les trois régions déterminantes de la
complémentarité (CDR1 a CDR3). Les substitutions d’acides aminés dans ces domaines qui jouent
certainement un réle dans la stabilité de ces domaines dans les solvants aqueux sont notées. Un pont
disulfure relie généralement le CDR1 au CDR3.

Par contre les CDR d’un Vy et d'un VyH différent : les CDR1 et CDR3 sont globalement
plus longs dans les VyH (Figure 13, page 66). La longueur moyenne de la région
hypervariable (CDR3) chez la souris et chez ’homme est respectivement de neuf et douze
acides aminés [Wu et al., 1993], tandis qu’elle est de seize a dix-huit acides aminés chez le
lama [Vu et al., 1997 et Harmsen et al., 2000]. La premiére région hypervariable (CDR1) qui
implique les acides aminés 31 a 35 dans les Vy [Kabat et al., 1991], implique les acides
aminés 27 a 35 dans les VyH de lamas ou de dromadaires. De plus, les CDR1 et CDR3 sont
généralement reliés par un pont disulfure qui pourrait étre 1’'une des raisons de la grande

stabilité des sdAb [Muyldermans et al., 2001].
¢) Synthese des anticorps simple domaine

Les sdAb peuvent étre synthétisés avec un grand rendement (de 5 & 10 mg.L™") par des
microorganismes tels que Escherichia coli [Rahbarizadeh et al., 2005], Saccharomyces
cerevisiae [Frenken et al., 2000] ou Pichia pastoris [Rahbarizadeh et al., 2006]. La synthese
est généralement réalisée par « phage display » comme pour les fragments d’anticorps mais

avec beaucoup plus de facilité.
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En effet, les fragments d’anticorps tels que les scFv sont composés d’un domaine Vy et d’un
domaine Vi et ne sont fonctionnels que si ces deux domaines sont correctement assemblés.
Cela implique deux synthéses indépendantes de ces domaines puis leur association qui est
réalisée soit par un pont disulfure soit plus généralement grace a un agent de liaison

polypeptidique flexible.

Les fragments d’anticorps scFv nécessitent le clonage des deux domaines variables Vy et V.
Les sdAb ne nécessitent eux le clonage que d’un seul domaine. Contrairement aux fragments
d’anticorps, les sdAb ne requierent pas I’assemblage des deux fragments synthétisés
indépendamment. De plus, la région de charpente FR2 contient des substitutions d’acides
aminés hydrophiles qui augmentent la solubilité des sdAb, alors que la présence d’acides
aminés hydrophobes dans le FR2 des Vy et VL et qui sont exposés au solvant aqueux
engendrent une agrégation des fragments Vi et V| tant qu’ils ne sont pas assemblés. Enfin les
sdAb sont issus de banques d’expression qui ont déja subi une maturation envers 1’antigéne in
vivo. Ceci permet d’obtenir des anticorps qui présenteront une meilleure affinité pour

I’antigéne.
d) Autres avantages des sdAb sur les Ig conventionnelles

En plus des différences et avantages déja détaillés ci-dessus, les sdAb présentent une tres
grande stabilité. En effet plusieurs études ont démontrées leur grande résistance aux
températures. Ghahroubi et ses collaborateurs ont démontrés que les sdAb conservent leur
fonction de reconnaissance antigénique apres une incubation d’une semaine a 37°C [Arbadi
Ghahroubi et al., 1997]. Van Der Linden a démontré que les sdAbs testés sont toujours
fonctionnels apres avoir été incubé a 90°C pendant 2h [van der Linden et al., 1999]. Une
autre ¢tude a étudié les effets de la dénaturation chimique sur la fonctionnalité des sdAb. Il a
¢t¢ démontré qu’aprés une telle dénaturation, les sdAb était capables de retrouver leur

structure [Dumoulin et al., 2002].

La petite taille des sdAb leur permet d’atteindre des antigénes inaccessibles pour les anticorps
conventionnels. Perruchini et ses collaborateurs ont démontrés que les sdAb ont une meilleure
capacit¢ de diffusion que des anticorps monoclonaux lors d’un marquage en

immunohistochimie [Perruchini et al., 2009].
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Enfin, les sdAb ne reconnaissent pas le méme site que les anticorps conventionnels. En effet,
les anticorps conventionnel reconnaissent et fixent des épitopes qui sont globalement plans
alors que les sdAb eux reconnaissent et fixent des épitopes qui forment des cavités. L’absence
de compétition entre les sdAb et les IgG pour la reconnaissance antigénique a été démontré en
utilisant un large panel d’anticorps conventionnels et de sdAb tous spécifiques du méme
antigéne [Behar et al, 2009]. Les sdAb utilisés dans I’étude réalisée par Behar, étaient
spécifiques au CEA et contrairement aux anticorps conventionnels anti-CEA testés, ne
reconnaissait pas le NCA. Cette meilleure spécificité de reconnaissance antigénique peut étre
trés intéressante lors de I’utilisation du CEA pour aider au diagnostic moléculaire de
nombreuses tumeurs. De plus il a été démontré qu’en immunisant des dromadaires avec des
enzymes, une proportion significative de HCAb avait des capacités inhibitrices pour ces
enzymes en interagissant avec les cavités des sites actifs de ces enzymes [Lauwereys et al.,

1998 et Desmyter et al.1996].

IV) Association des anticorps aux quantum dots

1. Nécessité de fonctionnaliser les QDs avec des biomolécules

L’utilisation des quantum dots en tant que sondes fluorescentes dans des applications
biologiques implique qu’ils soient solubles dans les milieux aqueux mais aussi que des
molécules biologiques soient présentes a leur surface qui vont permettre 1’interaction des
quantum dots avec leur environnement biologiques. On parle donc de biofonctionnalisation
des quantum dots. Les interactions ainsi rendues possibles peuvent étre d’ordres antigéne-
anticorps, enzymatique ou complémentaire (hybridation d’acides nucléiques). De nombreuses
méthodes existent pour biofonctionnaliser les QDs avec plus ou moins de facilité. Plusieurs
stratégies seront détaillées, dont celles qui ont été utilisées pour associer les anticorps aux

quantum dots.

Afin d’éviter toute confusion, le terme conjugaison fera référence a I’association de des
anticorps aux quantum dot en impliquant des liaisons covalentes, tandis que le terme

couplage désignera 1’association non covalente des anticorps aux quantum dots.

Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pour associer une biomolécule & un quantum dot

dont certaines sont représentées dans la figure 14 (page 69).
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Figure 14 : Schéma présentant quelques approches possibles pour [I'association de
biomolécules aux quantum dots. Des anticorps peuvent étre réduits avant d’étre conjugués aux
quantum dots a l'aide du PMPI ou du SMCC. Des groupements fonctionnels peuvent aussi étre
ajoutés sur des biomolécules afin de les conjuguer aux quantum dots en utilisant des agents de
liaisons adaptés tel que 'EDC, le PMPI ou le SMCC. La capacité de conjugaison des marqueurs-His
avec certains ions de métaux tel que le NTA-Ni est aussi utilisée pour conjuguer des biomolécules a
des quantum dots. Enfin le systéme biotine/streptavidine permet de coupler des biomolécules
biotinylées a des conjugués streptavidine-quantum dots. Ce dernier cas ne permet pas une interaction
covalente entre la biomolécule et le quantum dot donc on parle de couplage plutét que de
conjugaison.

2. Utilisation d’agents chimiques hétérobifonctionnels

Des agents chimiques de liaisons hétérobifonctionnels peuvent étre utilisés pour conjuguer
des biomolécule a des quantum dots. Ces différents agents utilisent les groupement
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fonctionnels présents a la surface des quantum dots tels que les amines, les carboxyles ou les
sulfhydriles ainsi que d’autres groupements fonctionnels présents sur la biomolécule a
conjuguer. Le choix de 1’agent hétérobifonctionnel de conjugaison est donc principalement
guidé par la nature des biomolécules a conjuguer et par les groupements présents a la surface
des quantum dots. Les anticorps sont de grosses molécules qui présentent des groupements de
types amines primaires ou carboxyles a leur surface. Il est aussi possible de leur ajouter des
groupements fonctionnels plus spécifiques tels que des sulthydriles ou des marqueurs tag-His
en vue de leur conjugaison. Généralement les agents de liaisons hétérobifonctionnels
possedent deux groupements réactionnels bien distincts reliés par une petite chaine carbonée.
Ce sont ces groupements réactionnels qui interagissent avec les groupements fonctionnels

présents sur la biomolécule et le quantum dot pour les conjuguer.
a) Le carbodiimide

L’EDC (1-Ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]|carbodiimide hydrochloride ou EDAC) est
I’agent carbodiimide le plus commun. Les carbodiimide permettent de conjuguer deux
molécules en interagissant avec un groupement carboxylique et une amine primaire (Figure
15, page 71). L’EDC permet la conjugaison des deux molécules sans qu’une partie de 14EDC
soit inclut dans le complexe final, il est donc considéré comme un agent de liaison « zero-
length ». L’EDC réagit d’abord avec le groupement carboxylique pour former un
intermédiaire appelé « O-acylisourée ». Cet intermédiaire est facilement remplacé par une
amine primaire présente sur 1’anticorps. Ceci permet la création d’une liaison peptidique entre
I’amine primaire et le groupement carboxylique et le réactif de I’EDC est libéré sous forme de
dérivé soluble d’urée. L’intermédiaire « O-acylisourée » est instable et s’hydrolyse
rapidement s’il n’est pas remplacé par une amine primaire. Cette hydrolyse entraine la

dégradation de I’ « O-acylisourée » et le groupement carboxylique est régénéré.

Il est donc nécessaire de mettre les anticorps et les quantum dots ensemble en solution avant
d’ajouter I’EDC. Les anticorps possédent plusieurs amines primaires et aussi des
groupements carboxyliques, cet agent de conjugaison n’est donc pas réellement adapté pour
conjuguer des anticorps a des quantum dots car des anticorps peuvent aussi étre conjugués
entre eux. La conjugaison d’anticorps a des quantum dots en utilisant ’EDC peut engendrer
la formation de grand complexes contenant un nombre variable d’anticorps et de quantum

dots.
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Figure 15 : Schéma réactionnel de I'EDC avec le groupement carboxylique présent sur les
quantum dots (QD) puis I'amine primaire de I’anticorps (Ac). L’intermédiaire O-acylisourea est
instable, s’il ne réagit pas rapidement avec une amine primaire (A), il s’hydrolyse et la groupement
carboxylique est régénéré (B).

b) Le SMCC

Le SMCC (Succinimidyl 4-[N-maleimidomethyl]cyclohexane-1-carboxylate) et le sulfo-
SMCC (SMCC rendu soluble dans les solvants aqueux) est un agent de conjugaison
couramment utilisé qui contient un groupement NHS-ester et un groupement réactionnel
maleimide séparé par un bras espaceur de 0,83 nm composé d’une cyclohexane. Le
groupement NHS-ester est capable d’interagir avec les amines primaires tandis que le
groupement réactionnel maleimide est capable d’interagir avec les groupements fonctionnels
sulthydriles (Figure 16, page 72). La stabilit¢ du SMCC permet de faire la conjugaison en
deux étapes distinctes. En effet, le groupement NHS ester du SMCC interagit avec une amine
primaire présente sur une molécule. L’intermédiaire ainsi créé est stable durant plus de 50h
dans une solution aqueuse a pH neutre a 4°C. Cette grande stabilité est trés pratique car elle
permet d’enlever I’excés de SMCC avant de faire la seconde étape ou le groupement

maleimide interagira avec un groupement fonctionnel sulfhydrile.
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Figure 16 : Schéma réactionnel du sulfo-SMCC avec I'amine primaire présente sur les quantum
dots (QD) puis avec un groupement fonctionnel sulfhydrile de I’'anticorps (Ac).

Les anticorps posseédent des amines primaires donc il faut d’abord faire réagir le SMCC avec
les amines primaires. Le groupement NHS ester du SMCC interagit avec une amine primaire
présente sur les QDs. Ceci permet de créer des QD « activés » qui présentent des groupes
maleimides a leur surface. L anticorps possédant des groupements fonctionnels sulthydriles a
sa surface est alors ajouté a la solution. Le groupement maleimide a la surface des QD va
interagir avec un groupement fonctionnel sulthydrile et I’anticorps sera conjugué au QD. Le
bras espaceur ne sera pas libéré durant cette réaction est sera donc présent dans le conjugué.
Le SMCC est donc considéré comme un agent « medium length ». Le schéma réactionnel en
deux étapes et I’absence de groupement fonctionnels sulthydriles sur les QDs permettent
d’optimiser le rendement de la conjugaison Ac-QD en évitant la formation de complexes QD-
QD ou Ac-Ac. Le SMCC est I’agent de conjugaison recommand¢ par Invitrogen dans leur kit

de conjugaison des protéines aux QDs.
c) Le PMPI

Le PMPI (N-(p-Maleimidophenyl)isocyanate) est un autre agent de conjugaison qui contient

un groupement maleimide et un groupement isocyanate séparés par un cyclohexane de 0,86

nm. Le groupement réactionnel maleimide est capable d’interagir avec les groupements

fonctionnels sulthydriles tandis que le groupement isocyanate est capable d’interagir avec un
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groupement hydroxyle (Figure 17, page 73). Cet agent de conjugaison hétérobifonctionnel
permet la réalisation de la conjugaison en deux étapes et il conjugue les molécules en laissant

un bras espaceur, il est donc considéré comme un agent « medium length ».
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Figure 17 : Schéma réactionnel du PMPI avec I’hydroxyle présent sur les quantum dots (QD)
puis avec un groupement fonctionnel sulfhydrile de I’anticorps (Ac).

3. Couplage via le systeme biotine/streptavidine

Le systeme biotine/streptavidine est trés souvent utilis¢é dans les méthodes d’analyses
biologiques pour sa stabilité. Ce systéme de couplage utilise la trés forte affinité¢ de la
streptavidine pour la biotine qui est d’environ 10> M [Green, 1990], ce qui représente I’une
des liaisons non-covalentes les plus fortes qui existe dans le monde du vivant. Ce couple est
souvent utilisé pour réaliser des marquages immunologiques en utilisant un anticorps
biotinylé qui sera détecté par de la streptavidine conjuguée a une sonde telles que des sondes
radioactives, fluorescentes ou enzymatiques. Ce systeme permet d’utiliser n’importe quelle
combinaison d’anticorps biotinylé reconnu par n’importe quel conjugué streptavidine-sonde.
Ce systéme est donc tres souple et s’adapte facilement aux méthodes utilisées. Une multitude

d’anticorps biotinylés et de conjugués streptavidine-sonde différents sont commercialisés.
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Le principal inconvénient de cette méthode est 1’augmentation de la taille du complexe. La
streptavidine est un tétramere ou chaque sous-unité peut lier une biotine avec la méme
affinité. La streptavidine est une protéine d’environ 60 kDa purifiée a partir de la bactérie
Streptomyces avidinii. Plusieurs études ont permis de déterminer qu’un conjugué
streptavidine-quantum dot commercialisé¢ par Invitrogen posséde entre quatre et vingt-cing
streptavidines a la surface d’un seul quantum dot [Lidke et al., Young et al., 2005 et Howarth
et al., 2008]. Ces conjugués sont donc assez volumineux d’autant plus que le volume occupé
par la streptavidine se rajoute a ceux occupés par le quantum dot et par la biomolécule

d’intérét (pour nous des anticorps).

Malgré I’augmentation de la taille du complexe final, la simplicité, la stabilité et la souplesse

de ce systéme le rends trés intéressant et couramment utilisé.
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Problématique



Dans les pays développés, la mortalité liée au cancer du sein est principalement due a la
présence de métastases. La sensibilité de la détection est un parametre clef afin de détecter de
facon précoce la présence de métastases ou de micrométastases (CTD et CTC). Les
marquages immunologiques en utilisant des conjugués anticorps-quantum dots permettent de

cibler spécifiquement les cellules exprimant la molécule étudiée.
Deux approches ont été abordées dans ce travail :

- La conjugaison d’anticorps polyclonaux a des quantum dots.
- Le couplage d’anticorps simple domaine a des quantum dots via

I’utilisation du systéme biotine/streptavidine.

Les principales étapes de ces approches sont schématisées dans la figure 18 (page 77). Il est
important de souligner que les anticorps polyclonaux ont été conjugués aux quantum dots,
c'est-a-dire que leurs liaisons sont covalentes. Tandis que les anticorps simple domaine ont
été couplés aux quantum dot via le systéme biotine/streptavidine, leur liaison sera forte mais

non covalente.

La conjugaison des anticorps polyclonaux aux quantum dots a été réalisée avec le SMCC
(Succinimidyl 4-[N-maleimidomethyl]cyclohexane-1-carboxylate) qui permet de lier une
molécule qui posséde un groupement fonctionnel sulfhydrile (I’anticorps) a une autre
molécule qui posséde des amines primaires (le QD). Pour cette conjugaison, 1’anticorps a da
étre préparé afin que des groupements fonctionnels sulthydriles soient accessibles. Deux
méthodes ont été¢ développées : i) la réduction de 1’anticorps par le DTT et le 2-MEA qui
engendrent tous deux la coupure des ponts disulfure (Figure 18B, page 77) ii) I’addition par
voie chimique de groupements fonctionnels sulthydriles grace au SATA (figure 18C, page
77). Les conditions de réduction ménagées de 1’anticorps par les deux agents réducteurs ont
¢té développées et comparées a celle proposée par le fabricant des QDs qui est trop forte et
qui réduit totalement les anticorps (Figure 18A, page 77). Une telle réduction engendre une
séparation des chaines lourdes et 1égeres et donc une destruction du site de reconnaissance
antigénique. La conjugaison a été réalisée selon le méme mode opératoire que les anticorps

polyclonaux soient réduits ou bien qu’ils aient subi I’ajout de groupement thiols.

Le couplage d’anticorps simple domaine anti-CEA a été réalisé suite a deux méthodes de
biotinylation de ces anticorps: une biotinylation chimique réalisée in vitro et une

biotinylation enzymatique réalisée in vivo (Figure 18D, page 77). La comparaison de la
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sensibilité de la détection du CEA a la surface de lignées cellulaires murines en utilisant des
sdAb in vivo, des sdAb biotinylés in vitro et des anticorps monoclonaux biotinylés in vitro par

cytométrie en flux.

Anticorps polyclonal de chévre anti-IgG de souris

Q

sdAb anti-CEA

— | ™~ J

Réduction totale . Red'uctlon Ajout de groupements
au DTT menagee au DTT sulfhydriles Q
et au 2-MEA
sdAb anti-CEA biotinylé
S in vitro ou in vivo
%J i e R
%9

Streptavidine

Figure 18 : Diagramme des différentes approches développées pour la conjugaison des
différents anticorps aux quantum dots.
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Matériel et méthode
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Culture cellulaire

Les cellules MC38 sont une lignée cellulaire murine issue d’un adénocarcinome du colon.
Les cellules MC38-CEA sont la méme lignée cellulaire qui a été transfectée de fagon stable

pour exprimer le CEA humain a leur surface [Robbins et al., 1991].

Les cellules de type MC38 et MC38-CEA ont ét¢ mises en culture dans un milieu DMEM
(Gibco) qui a été supplémenté avec 10% de sérum feetal de veau décomplémenté (FCS,
« feetal calf serum ») (Lonza), 2% de glutamine (Gibco) et un antibiotique-antimycotique
(Gibco — référence 15240-062). De plus, de la généticine (G-418) (Sigma) a 0,5 mg.mL™"' a
¢été ajoutée au milieu des cellules MC38-CEA afin de maintenir la sélection des cellules

exprimant le CEA et le géne de résistance.

Les cellules MC38 et MC38CEA ont été gracieusement donné par 1’équipe du Dr. Daniel
Baty, notre collaborateur dans le cadre de ce projet a Marseille. Ces cellules sont divisées tous
les deux jours. Environ tous les trois mois, la culture de ces deux lignées cellulaires ont été

renouvelées a partir de nouveaux aliquots.
Isolement des PBMC humaines

Les cellules mononuclées du sang périphérique humain (PBMC, « peripheral blood
mononuclear cells ») ont été isolées a partir de prélévement sanguins d’un donneur sain
volontaire du laboratoire sur gradient de Ficoll de densité 1,077 (PAA — « The cell culture
company »). Les PBMC ont ensuite été lavées trois fois succéssives avec du PBS
(« phosphate buffer saline ») (Sigma) avant d’étre finalement placées dans du PBS-1% BSA

(Fluka) en vue de leur marquage immunologique.
Anticorps polyclonal de chévre anti-IgG de souris

L’optimisation des conditions de réduction a été réalisée sur un anticorps polyclonal de
cheévre anti-immunoglobuline de souris (M 8019) (Sigma-Aldrich). Cet anticorps polyclonal
¢tait sous forme lyophilisée et a été dissous dans de I’eau ultra pure, comme préconisé par le

fournisseur, afin d’obtenir le volume et la concentration désirés.
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Réduction des anticorps par le dithiothreitol

Les différentes réductions de 1’anticorps polyclonal ont été réalisées dans le tampon de
réduction: 20 mM Na,HPO,/NaH,PO4 pH 7,2; 150 mM NaCl et 10 mM EDTA

(« ethylenediaminetetraacetic acid ») (Sigma).

La réduction standard de cet anticorps polyclonal 4 1 mg.mL™ par du dithiothreitol (DTT) a
été réalisée selon le protocole préconisée par le fabricant du kit de conjugaison des quantum
dots aux anticorps (fiche MP 19010, « Qdot™ antibody conjugation kits », Invitrogen). Ce
protocole préconise une réduction des anticorps avec environ 20 mM de DTT pendant trente
minutes a température ambiante dans un volume total de 1 mL de milieu de réduction. Les
anticorps réduits ont été purifiés par chromatographie d’exclusion par gravité a I’aide de
colonne PD MiniTrap G-25 (GE Healthcare) afin d’enlever I’exceés de DTT selon le protocole
commercial. L’équilibrage de la colonne et 1’élution des anticorps réduits ont été fait avec du

tampon de réduction.

Plusieurs autres conditions de réduction ménagée de cet anticorps avec du DTT (Sigma) ont
¢été testées afin de préserver 1’intégralité du site de reconnaissance de ’antigéne. Une large
gamme de concentration finale en DTT allant de 0,01 a 20 mM a été testée. La réduction de
300 pg d’anticorps a été réalisée a 37°C pendant trente minutes dans un volume total de 300
uL de tampon de réduction. Puis les anticorps réduits ont été purifiés de la méme fagcon que

décrite précédemment.
Réduction des anticorps par le 2-mercaptoéthylamine

Un second agent de réduction a été utilisé pour réduire I’anticorps polyclonal de chévre anti-
IgG de souris : 2-mercaptoéthylamine (2-MEA) (Pierce). Cette réduction par le 2-MEA a été
réalisée selon le protocole fournit par le fabricant. Pour cela une large gamme de
concentration finale de 2-MEA allant de 0.606 a 60.6 mM a été testée. La réduction de 200
ug d’anticorps polyclonal a été réalisée a 37°C pendant 90 minutes dans un volume total de
220 pL de tampon de réduction. Les anticorps ainsi réduits ont été¢ purifiés par
chromatographie d’exclusion par gravité a l’aide de colonne PD MiniTrap G-25 afin
d’enlever 1’exces de 2-MEA selon le protocole commercial. L’équilibrage de la colonne et

I’€lution des anticorps réduits ont été fait avec du tampon de réduction.
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Protection des groupements fonctionnels sulfhydriles

Dés que les anticorps réduits ont été purifiés de [’agent réducteur, les groupements
fonctionnels sulthydriles ont été bloqués afin d’éviter que les ponts disulfures ne se
reforment. La protection de ces groupements fonctionnels sulfthydriles libres a été réalisée a
I’aide de l'agent alkylant N-Ethylmaleimide (NEM) (Pierce) dissous dans du PBS. Le ratio
molaire anticorps : NEM est de 1: 10. La réaction dure 2 h a température ambiante puis
I’anticorps est purifié¢ a 1'aide de nouvelles colonnes PD MiniTrap G-25 afin de retirer le

NEM en exces. Les anticorps ainsi réduits et bloqués sont stables et ont été conservés a 4°C.
Détermination du profil de réduction des anticorps

Le profil de la réduction chimique de 1’anticorps polyclonal de cheévre anti-IgG de souris est
déterminé par électrophorése en gel de polyacrylamide contenant du dodécylsulfate de
sodium (SDS-PAGE, «sodium dodecy! sulphate polyacrylamide gel electrophoresis ») a
I’aide du kit Mini-Protean® tetra cell (Bio-rad) avec des gels de 8 ou 12%. Les différents
fragments issus de la réduction de I’anticorps sont révélés soit avec une coloration au bleu de

Coomassie, soit par « western-blot ». Les gels de polyacrylamide sont préparés le jour méme.
Electrophrése en gel polyacylamide

Les migrations en gel polyacrylamide ont été réalisées dans des gels réalisés au sein du
laboratoire de concentrations variables d’acrylamide/bisacrylamide allant de 8 a 12%. Les
gels ont été préparés juste avant d’étre utilisés pour la migration de type SDS-PAGE. Ces gels
¢taient composés de deux parties distinctes : un gel de séparation dont la concentration en
polyacrylamide vari¢ de 8 a 12% et un gel de concentration qui lui présentait une
concentration en polyacrylamide de 3%. Le gel de concentration permet de concencentrer
toutes les protéines en solution en une bande trés fine ¢ I’interface des deux gels. Le gel de
séparation permet lui de séparer les différentes protéines en fonction de leur poids
moléculaire. La migration des protéines au sein du gel est orientée grace a un courant

¢lectrique.
Western-blot

Les différents fragments issus de la réduction de I’anticorps ont été séparés par SDS-PAGE

avant d’avoir été transférés sur une membrane PVDF 0,45um (GE Healthcare) en transfert
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semi-sec a I’aide du « Trans-blot™ SD semi-dry transfer cell » (Bio-rad) pendant une heure a
25V avec du tampon 80% eau ultra pure, 10% méthanol et 10% TAE (40 mM Tris acétate, 1
mM EDTA, pH 8,3). Aprés saturation de la membrane avec du PBS-5% lait, le marquage des
anticorps réduit a pu étre réalisé avec un anticorps de lapin anti-IgG de chevre biotinylé
(Jackson Immunoresearch) reconnu par des conjugués streptavidine-peroxydase (Amersham
Biosciences). L’activité enzymatique de la peroxydase est détectée sur film chimio
luminescent haute performance (Amersham hyperfilm™ ECL) (GE Healthcare) avec de

I’ « ECL plus western blotting detection system » (GE Healthcare) comme substrat.

Purification par affinité des fragments d’anticorps réduits fonctionnels

Les anticorps réduits selon les conditions fournies par Invitrogen (20 mM de DTT) et ceux
réduits selon nos conditions de réduction ménagées (0.075 mM de DTT et 6 mM de 2-MEA)
ont ¢ét¢ immunopurifiés. Pour cela, une colonne « NHS-activated sepharose» (GE
Healthcare) a été chargée d’anticorps de souris. Ce type de milieu permet de lier facilement
des protéines qui possedent des amines primaires a la colonne. Ensuite, les anticorps
polyclonaux de chévre anti-IgG de souris réduits ont ét€¢ passés par gravité a travers la
colonne. Cette procédure a été réalisée dix fois consécutivement afin de fixer le maximum de
fragments d’anticorps fonctionnels sur la colonne. La colonne a été ensuite lavée avec 200
mL PBS avant que les fragments d’anticorps soient ¢élués avec 10 mL de tampon d’élution
(500 mL NaCl, 100 mM glycine-HCI pH 2,7). Immédiatement 80 pL de tampon de
neutralisation (5 M NaOH, 10 mM EDTA) a été ajouté afin de rééquilibrer le pH et aussi
d’éviter la reformation des ponts disulfures. Chaque échantillon a ensuite été concentré a
I’aide de filtre de concentration « Amicon Ultra-15 centrifuge filter » (Millipore) avec un

seuil de filtration a 30 kDa.

Les profils de ces anticorps réduits purifiés ont ét¢ comparés aux profils des mémes anticorps

réduits non purifiés par « western-blot » selon la procédure détaillée précédemment.
Conjugaison des fragments d’anticorps aux quantum dots

La conjugaison de 300 pg d’anticorps réduits a 250 pL de Qdot®585 nm a 4 pM a été réalisée
selon les recommandations du kit de conjugaison fourni par Invitrogen (fiche MP 19010,

« Qdot" antibody conjugation kits », Invitrogen). Dés la fin de leur purification par affinité, la
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conjugaison des fragments d’anticorps aux Qdot” a été réalisée. Les Qdots ont été
préalablement activés pendant une heure avec 1 mM de SMCC (succinimidyl 4-[N-
maleimidomethyl]cyclohexane-1-carboxylate) (Pierce) a température ambiante. Les
Qdots®585-SMCC sont purifiés sur des colonnes d’exclusion PD MiniTrap G-25. Puis 500
uL d’anticorps réduits sont alors ajoutés & 500 uL de Qdot®585-SMCC pour 1’étape de
conjugaison qui dure 1h a température ambiante. Les conjugués ont été traitées avec 0,1 mM
de 2-mercaptoéthanol (Sigma) durant trente minutes a température ambiante. Les conjugués
ainsi obtenus ont ensuite €t¢ concentrés a 1’aide de filtre de concentration Nanosep 100-
MWCO (VWR) qui ont un seuil de filtration a 100 kDa jusqu’a un volume final de 40 uL
avant d’étre purifiés par chromatographie d’exclusion a I’aide d’une colonne Superdex 200
(GE Healthcare). L’¢lution a été réalisée avec du PBS (solution tampon de phosphate) pH 7,2.
Pour cela, seules les dix premiéres gouttes colorées (1’émission de fluorescence des Qdot*585
est visible a 1’ceil nu) ont été récupérées, permettant ainsi de limiter la présence de Qdot®585

non conjugués dans la solution finale.
Purification des conjugués anticorps-Qdot®585

La purification des conjugués anticorps-Qdot®585 a été réalisée par électrophorése dans un
gel d’agarose a 1,5%. Cette purification permet de séparer les conjugués des fragments
d’anticorps non conjugués et des Qdot™585 libres. Pour cela, 30 pg de chaque échantillon de
conjugués (préparés avec des anticorps réduits par DTT 20 mM, DTT 0.075 mM ou 2-MEA 6
mM) ont été déposés dans le gel. L’avancement de la migration des conjugués et des
Qdot"™585 seuls a été suivie par la fluorescence émise par les Qdot®585 suite & leur excitation
rapide avec une lampe U.V. Une fois que les deux bandes contenant des Qdot® ont été
suffisamment séparées, la migration est arrétée et le gel a été délicatement incis€ pour former
un petit puits juste devant la bande correspondante aux conjugués. Ce petit puits ne doit
absolument pas traverser le gel sinon les conjugués s’échapperaient dans la cuve. La
migration a ensuite été poursuivie pour que les conjugués sortent du gel au niveau de
I’incision et s’accumulent dans le puits ou ils seront pipetés. Ces conjugués ont été lavés et
concentrés a 1’aide de filtre de concentration Nanosep 100-MWCO avec du PBS pH 7,2.
Ensuite, un spectre d’absorption des différents conjugués anticorps-Qdot® a été enregistré a
I’aide d’un spectrophotomeétre (Jasco) dans les ultraviolet et le spectre visible. Ces spectres
ont été utilisés pour déterminer la concentration des conjugués anticorps-Qdot“585 grice aux

coefficients d’extinction molaire fournis par Invitrogen avant d’étre ajustés a 10 pg.mL™.
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Seule la concentration des Qdot™ est prise en compte, car a 280 nm, 1’absorbance des

quantum dots est plus ¢élevée que celle des fragments d’anticorps qui en devient négligeable.

Des gels d’agarose a 1,5% ont été ensuite réalisés pour controler D’efficacité de la
purification. La présence des Qdot®585 (conjugués ou non) a été acquise a ’aide d’un
Chemidoc® (Bio-rad) sous une excitation par lampe U.V.. Ensuite le gel d’agarose a été
coloré dans une solution de bleu de Coomassie afin de révéler les anticorps (conjugués ou
non). La superposition de ces révélations permet I’identification des conjugués Ac-Qdot®“585.
L’efficacité de cette étape de purification est déterminée en comparant les deux profils de

migration (coloration en U.V. et au bleu de Coomassie) avant et apres celle-ci.
Addition de groupements fonctionnels sulfhydriles aux anticorps

Des groupements fonctionnels sulfhydriles ont été ajoutés sur ’anticorps polyclonal de
chevre anti-IgG de souris via I’utilisation de N-succinimidyl-S-acetylthioacetate (SATA)
selon le protocole fournit par le fabricant (Pierce). Cette molécule permet d’insérer des
groupements fonctionnels sulthydriles protégés sur les amines primaires. La protection par un

groupement acétate permet d’éviter que des ponts disulfures ne se forment spontanément.

SATA

NH2+ é;foo)o@sjo(

Hydroxylamine-HCI

Addition d’'un groupement 5
thiol protégé NJ\/SY 4 CF H3N*—OH
o (0]
Déprotectior% o H
s+
H

N
groupement thiol e l]/

Schéma de la réaction chimique permettant I'ajout de groupement thiol sur une amine primaire de
I'anticorps.

L’ajout de groupements fonctionnels sulfhydriles a été réalis¢ dans du PBS (100 mM
Na,HPO4/NaH,PO4, 150 mM NaCl, pH 7,4). Juste avant la réaction, le SATA est dissous
dans du DMSO (dimethyl sulfoxide) (Sigma) a une concentration de 55 mM. Plusieurs ratios

molaires de SATA : Ac ont été testés, ils sont répertoriés dans le tableau ci-dessous avec le

84



volume correspondant de la solution de SATA a ajouter a la solution d’anticorps. Pour chaque

condition il a été utilisé 1 mg d’anticorps 4 4 mg.mL™". Le volume réactionnel était de 250 pL.

Ratio molaire SATA : Ac 0 2 4 6 8 10

Volume de SATA ajouté (uL) - 3,3 6,6 9,9 13,2 16,5

L’ajout de SATA a la solution d’anticorps a été réalisé sous agitation afin que la réaction soit
la plus homogeéne possible. Ensuite, le tube est placé sous agitation constante pendant trente
minutes a température ambiante. L’excés de SATA a ensuite été retiré par chromatographie
d’exclusion sur des colonnes PD MiniTrap G-25. Les anticorps-SH ainsi obtenus ont été

conservés a 4°C puisque les groupements fonctionnels sulfthydriles sont protégés.
Activation des groupements fonctionnels sulfhydriles

L’activation de ces groupements fonctionnels sulthydriles protégés a été réalisée grace a
I’hydroxylamine (Pierce) qui permet d’enlever le groupement acétate laissant ainsi libre le
groupement fonctionnel sulfhydrile. Cette réaction a été réalisée dans du PBS supplémenté
par 10 mM d’EDTA afin de limiter la formation spontanée de ponts disulfures. Pour cela 41
mg d’hydroxylamine a été dissous dans 300 pL de PBS, puis 100 pL de cette solution a été
ajouté 4 1 mL d’anticorps a 1 g.L'. La réaction dure 2 h a température ambiante sous
agitation constante avant que les Ac-SH déprotégés soit purifiés par chromatographie

d’exclusion avec des colonnes PD MiniTrap G-25.
Quantification du nombre de groupements fonctionnels sulfhydriles ajoutés

Le réactif d’Ellman (DNTB, 5,5'-dithio-bis-[2-nitrobenzoic acid]) commercialisé par Pierce
permet de quantifier le nombre de groupements fonctionnels sulfhydriles libres sur une
protéine. Le réactif d’Ellman prend une couleur jaune lorsqu’il se lie a un groupement
fonctionnel sulfhydrile libre. Le nombre de groupements fonctionnels sulfhydriles par
anticorps est ensuite déterminé par rapport a une courbe €talon réalisée avec une gamme de
cystéine allant de 0 mg.mL™" 4 0,05 mg.mL™". 20 pL de chaque concentration de la gamme de

cystéine est déposée en triplicata dans une plaque 96 puits, 200 pL de réactif d’Ellman sont
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ensuite ajoutés dans chaque condition (cystéine et anticorps). 20 uL des échantillons d’Ac-SH
déprotégés sont ajoutés a 200uL de réactif d’Ellman immédiatement apres leur purification,
en triplicata aussi. Le changement de couleur du réactif d’Ellman est quantifié par absorbance
a 405 nm a I’aide d’un lecteur de plaque Victor 3V 1420-040 (PerkinElmer). La courbe étalon
de la cystéine a ensuite été tracée et le nombre de groupements fonctionnels sulfhydriles

libres par anticorps a été déterminé pour chaque ratio molaire SATA : Ac.
Test de fonctionnalité des anticorps-SH anti-IgG de souris

Des anticorps monoclonaux de souris anti-CD4 humain (100 pg dans 50 pL) (clone BL4,
préparés au sein du laboratoire) ont ét¢ incubés a 4°C pendant toute la nuit dans une plaque
96 puits MaxiSorp ™ 4 fond plat (NUNC — Thermo Scientific). Des anticorps de lapin anti-
C4d ont été incubés de la méme fagon afin d’étre utilisé comme contréle négatif. Apres trois
lavages successifs avec du PBS-BSA 1%, les puits de la plaque ont été saturés avec du PBS-
BSA 5% pendant 2 h a 37°C. Puis nos différents anticorps-SH de chevre anti-IgG de souris
ont €t¢ ajoutée dans les puits en réalisant une gamme de quantité d’anticorps : 0,03, 0,15, 0,6,
2,5, 9, 39, 156, 625, 2500, 10000 ng. Cette étape du marquage a été réalisée dans 100 uL de
solution et a duré 1 h a 37°C. Ensuite, un anticorps biotinylé de lapin anti-IgG de chévre
(Jackson Immunoresearch) a été utilisé¢ pendant 1 h a 37°C et celui-ci fut révélé par des
conjugués streptavidine-peroxydase (Amersham). Cette derniere étape a duré¢ 1 h a 37°C.
L’activité enzymatique de la peroxydase est suivit par dégradation de o-Phenylenediamine
dihydrochloride (OPD commercialisé sous forme de comprimé SIGMAFAST™ OPD
(Sigma). L’acquisition de la dégradation de ’OPD par la peroxydase a été réalisée a 1’aide

d’un lecteur de plaque (lecture de I’absorbance a 490 nm corrigée par celle a 630 nm).
Conjugaison des anticorps-SH aux Qdot®585

La conjugaison de ces anticorps-SH & des Qdot®585 a été réalisée en s’inspirant de la
méthode proposée par Invitrogen, déja décrite plus haut (pour la conjugaison d’anticorps
réduits). La seule différence entre ces deux conjugaisons provient de la préparation de
I’anticorps, qui dans ce cas, n’ont pas été réduits mais traités au SATA pour posséder des
groupements fonctionnels sulfhydriles libres. Deux conditions de ratio molaire SATA : Ac
utilisées lors de I’ajout de groupements fonctionnels sulthydriles par le SATA sur des amines

primaires de I’Ac ont été retenues : 6 : 1 et 10 : 1. Les conjugués issus de cette conjugaison
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seront notés Ac(SATA)-Qdot"585 afin de bien les différencier des autres conjugués obtenus

par réduction de I’anticorps polyclonal de chévre anti-IgG de souris.
Marquage immunologique des PBMC

Chaque étape du marquage immunologique des PBMC en vue de leur analyse par cytométrie
en flux a été réalisée dans du PBS-BSA 1% a 4°C pendant 45 minutes dans I’obscurité. Apres
chaque étape de marquage, trois lavages successifs ont été réalisés avec du PBS-BSA 1%.

Les marquages anti CD4 (cluster de différentiation 4) ont été réalisés sur 500 000 PBMC
fraichement isolées. L’anticorps primaire est un anticorps monoclonal de souris anti-CD4
humain produit et purifi¢ au sein de 1’équipe dilué au 1/50 (clone BL4) soit 1ug par test. Cet
anticorps est ensuite marqué a I’aide de nos différents conjugués ou avec un anticorps
polyclonal de chévre anti-immunoglobuline de souris commercial couplé a de la
phycoérythrine (PE) (Dako) dilué¢ au 1/100 comme controle positif du marquage primaire
ainsi que de I’expression de CD4 par les cellules. La fonctionnalité des conjugués anticorps-
Qdot®585 a été testée a 1’aide d’une gamme de dilution du 1/10 au 1/10000 (ce qui
correspond & une gamme allant de 1 pg.mL™" 4 1 ng.mL" de conjugués Ac-Qdot®585).

Marquage immunologique des cellules MC38 et MC38-CEA

Chaque étape du marquage immunologique est réalisé sur 100 000 cellules issues des lignées
cellulaires MC38 et MC38-CEA en vue de leur analyse par cytométrie en flux. Les
marquages ont été réalisée dans du PBS-BSA 1% a 4°C pendant 45 minutes dans 1’obscurité.
Apres chaque étape de marquage, trois lavages successifs ont été réalisés avec du PBS-BSA

1%.

Les marquages dirigés contre 1’antigéne carcino-embryonnaire (CEA) sont réalisés avec
100 000 cellules de souris MC38 ou MC38CEA dans des plaques 96 puits a fond en V
(Greiner bio-one). Une gamme de dilution est réalisée avec les sdAb anti CEA (clone 17)
biotinylés in vitro ou in vivo allant de 100 ng a 0,01 ng (soit de 5,55 pmol a 0,6 fmol). Cet
anticorps est ensuite détecté a I’aide de conjugués commerciaux streptavidine-Qdot*800 (SA-

Qdot®800) (Invitrogen) dilués au 1/2000 soit 0.5 nM.
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Cytométrie en flux

L’émission de la fluorescence par les conjugués Qdot®585-anticorps de chévre anti-IgG de
souris a été enregistrée avec le cytométre en flux BD FACSCalibur™ (Becton Dickinson) a
I’aide du canal FL2 (585/42 nm). Les caractéristiques des différents canaux de ce cytometre
en flux sont détaillés dans la table 4 (page 87). L’analyse des résultats a été réalisée a 1’aide

du logiciel Cellquest™ fournit par le fabricant.

Bande passante du filtre (nm) Plage de longueur d’onde (nm)
FL1 530/30 515 - 545
FL2 585/42 564 — 606
FL3 670 LP 670 >
FL4 661/16 653 - 669

Table 4 : Détail des filtres du BD FACSCalibur™. Les données optiques des filtres sont les
informations données par le fabricant.

L’émission de la fluorescence par les conjugués commerciaux streptavidine-Qdot®800 a été
enregistrée avec le cytométre en flux Guava® easycyte ™ plus (Millipore). Ce cytométre en
flux permet de faire 1’acquisition en plaque de 96 puits. Les caractéristiques des différents
canaux de ce cytomeétre en flux sont détaillés dans la table 5 (page 88). L’analyse des résultats

a été réalisée a ’aide du logiciel CytoSoft™ 5.2 fournit par le fabricant.

Bande passante du filtre (nm) Plage de longueur d’onde (nm)
FL1 525/30 510 - 540
FL2 583/26 570 — 596
FL3 680/30 665 — 695
FL4 785/70 740 - 810

Table 5 : Détail des filtres du Guava® easycyteTM plus. Les données optiques des filtres sont les
informations données par le fabricant.
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Dot-blot

Les dot-blot ont été réalisés en utilisant des membranes pour western-blot de type PVDF.
Différentes quantités d’anticorps de souris ant-CD4 humain ont été déposés sur la membrane :
100 ng, 50 ng, 10 ng, 5 ng, 1 ng et 0,1 ng. Une fois que ces dépdts ont €été secs, la membrane
a été saturée dans un bain de PBS-lait 5%. Enfin ces membranes ont été incubées dans
différentes solutions de conjugués Qdot®-Ac afin de détecter de fagon spécifique 1’anticorps
de souris. L’émission de la fluorescence par les Qdot® a été détectée a I’aide d’un

Chemidoc®.
Purification de I’anticorps monoclonal anti-CEA

L’anticorps monoclonal choisit est un anticorps de souris anti-CEA (CLB 139),
commercialis¢ par Abcam sous forme liquide avec de la BSA pour une meilleure

conservation (http://www.abcam.com/Carcino-Embryonic-Antigen-CEA-antibody-CLB-139-

ab23793.html). Deux cycles successifs de purification sur des colonnes de sépharose-protéine
G (GE Healthcare) ont été réalisés pour séparer I’Ac de la BSA. Toutes les étapes sont
réalisées sous un flux continu généré grace a une pompe péristaltique (flux a environ 0,33 mL
par minute). Les colonnes ont d’abord été équilibrées par trois lavages successifs avec un
tampon PBS 100 mM phosphate, 150 mM NaCl a pH 7,2. Ce tampon ne contient pas de
potassium (ce qui est important pour la quantification du nombre de moles de biotine par
mole d’anticorps). Ensuite I’anticorps a été passé sur la colonne avant que celle-ci ne soit
lavée trois fois avec le méme tampon PBS. L’¢élution des anticorps a été réalisée grace a un
changement de pH, pour cela un tampon 500 mM NaCl et 100 mM glycine—HCI pH 2,7 a été

utilisé.
Biotinylation in vitro des anticorps

La biotinylation des anticorps monoclonaux et des anticorps simple domaine a été réalisée en
utilisant trois agents de biotinylation différents : sulfo-NHS-biotine, sulfo-NHS-LC-biotine et
sulfo-NHS-LCLC-biotine selon le protocole recommandé¢ par le fabricant (Pierce). Ces trois
agents de biotinylation permettent 1’ajout de biotine sur les amines primaires et différent par
I’absence ou la présence d’une ou plusieurs chaines carbonées (LC). L’agent de biotinylation

qui est stocké a -20°C doit étre équilibré a température ambiante avant d’étre ouvert (il
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s’hydrolyse tres facilement). Ensuite une solution a 10 mM de 1’agent de biotinylation est
préparée dans de I’eau ultra pure. Le volume adéquat (calculé selon la formule donnée dans le
protocole commercial) de cette solution d’agent de biotinylation est ajouté a la solution
contenant les anticorps sous agitation pour homogénéiser la réaction qui dure 30 minutes a

température ambiante.

Les biotinylations des anticorps monoclonaux ont été réalisées avec 250 pg d’anticorps par
condition de biotinylation avec des ratios molaires Ac : agent de biotinylation allant de 1 : 10
a1:100. Pour les sdAb, seulement 100 pg étaient utilisés par condition de biotinylation avec

des ratios molaires Ac : agent de biotinylation allant de 1 : 20 a 1 : 50.

L’excés de biotine est enlevé par chromatographie d’exclusion sur des PD SpinTrap™ G-25
(GE Healthcare) selon le protocole commercial. Ces colonnes s’utilisent avec une
centrifugeuse. Tous les cycles sont réalisés a 4°C pendant une minute a 800 g sauf 1’¢lution
qui elle, dure deux minutes. Les colonnes sont d’abord équilibrées avec du tampon PBS 100
mM phosphate, 150 mM NaCl a pH 7,2 sans potassium. Ensuite la solution d’anticorps

biotinylé est appliquée sur la colonne avant d’étre ¢luée avec le méme tampon PBS.
Quantification du nombre de biotines

La quantification du nombre de biotines est réalisée a ’aide du kit « Pierce biotin
quantitation kit » commercialisé par Pierce qui permet de quantifier le nombre de biotines sur
une protéine. Ce kit utilise des complexes HABA (4'-hydroxyazobenzene-2-carboxylic acid)-
avidine qui se dissocient lorsque des molécules de biotines sont en solution. Cette séparation
de ’'HABA de I’avidine induit la perte de la capacité d’absorbance de la lumiere a 500 nm.
La quantification a été réalisée selon le protocole en microplaque proposé par le fabricant.
160 puL de tampon PBS sont placés dans un puits d’une microplaque 96 puits (Nunc). Apres
sa dissolution dans 100 pL d’eau ultra pure, 20 pL du complexe HABA-avidine sont rajoutés
au PBS avant que 1’absorbance a 490 nm soit déterminée sur un lecteur a microplaque Victor
3V 1420-040 (PerkinElmer). 20 pL de I’échantillon biotinylé, ainsi que des contrdles positifs
du kit et des contrdles négatifs (tampon PBS avec et sans méme anticorps non biotinyl¢) sont
ajoutés dans les différents puits. Aprés homogénéisation, I’absorbance a 490 nm est a
nouveau mesurée. Le nombre de moles de biotine pour le nombre de moles d’anticorps
biotinylés est ensuite déterminé grace au «HABA calculator »

(http://www.piercenet.com/haba/).
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Préparation des complexes sdAb biotinylés in vivo avec les conjugués SA-Qdot®

Le couplage des sdAb anti-CEA biotinylés in vivo a des conjugués SA-Qdot“800 a été réalisé
dans un volume minimal (1-5pL) durant 1h a température ambiante, selon les quantités de
sdAb et de conjugués SA-Qdot®800 mis en jeu. Puis cette solution a été diluée dans un
tampon salin PBS 100 mM phosphate, 150 mM NaCl a pH 7,2 pour atteindre un volume final
de 400uL avant d’étre filtré sur membrane au seuil de séparation de 100 kDa (Millipore).
Ensuite ces complexes sont quantifiés par spectroscopie (absorbance des Qdot®800) en
utilisant les coefficients d’extinction molaires donnés par le fabricant a plusieurs longueurs

d’ondes.
Immunomarquage des cellules avec les complexes sdAb-Qd0t®

100 000 cellules MC38 et MC38-CEA ont ét¢é immunomarquées avec les complexes sdAb
anti-CEA-Qdot“800 précédemment préparés durant 1h a 4°C avant d’étre lavées trois fois
avec du tampon PBS 100 mM phosphate, 150 mM NaCl a pH 7,2. Les cellules sont ensuite
fixées au formaldéhyde 0,37% (Sigma).

Préparation des cellules MC38 et MC38-CEA pour la microscopie confocale

Les cellules MC38 et MC38-CEA ont été cultivées sur des lamelles de verres traitées pour la
culture cellulaire avant d’étre fixées au paraformaldéhyde a 3% (Sigma). Puis, ces cellules ont
ét¢ immunomarquées avec des sdAb anti-CEA humain biotinylés in vivo ou in vitro ou des
mAb anti-CEA humain biotinylé in vitro. Ces anticorps biotinylés sont révélés par des
conjugués SA-Qdot™565. Les lamelles sont ensuite fixées 4 des lames porte objets en verre
graice a du milieu de montage Aqua-poly/mount (Polysciences). La détection de la
fluorescence est réalisée sur un microscope confocal LSM 710 NLO (Zeiss) en utilisant un
objectif 63x a immersion (huile). L’excitation des Qdot“800 a été réalisée soit avec un laser
émettant a 488 nm, soit une excitation biphotonique émettant a 740 nm (ce qui correspond a
environ 370 nm dans un systtme monophotonique) a 1’aide d’un laser IR pulsé

CHAMELEON (Coherent).
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Reésultats et discussion
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I) Conjugaison d’anticorps polyclonaux aux quantum dots
1. Kits commercial

a) Présentation des conjugués QD-Ac commerciaux

Beaucoup d’équipes travaillent avec des quantum dots commercialisés par Invitrogen
(Qdot®). Ce fabricant propose une large gamme de Qdot”™ présentant des pics d’émission de
fluorescence allant de 525 4 800 nm. La plupart de ces Qdot™ sont composés de CdSe/ZnS,
exceptés ceux présentant un pic de fluorescence a 705 et 800 nm qui sont des nanocristaux
CdTe/ZnS. De plus, Invitrogen propose plusieurs fonctionnalisation chimique de surface
possible tels que des QDs présentant des groupements amines ou carboxyliques. Ce fabricant
propose aussi des quantum dots conjugués a des biomolécules tels que des anticorps, des
fragments Fab ou encore de la streptavidine. Ces conjugués commerciaux sont suffisamment
utilisés pour que plusieurs équipes caractérisent certaines de leur propriétés tels que le
nombre de molécule fonctionnelles a leur surface ou bien le nombre de sites d’interactions

disponible pour une molécule donnée.

En 2007, Pathak et ses collaborateurs ont publié leurs travaux sur la détermination du nombre
d’anticorps fonctionnel a la surface de conjugués Ac-QD [Pahtak et al., 2007]. Leur étude se
focalise sur deux méthodes : la conjugaison covalente d’anticorps réduits a des QD et
I"utilisation de conjugués streptavidine-Qdot™ pour détecter des anticorps biotinylés. Leurs
résultats démontrent que le nombre d’anticorps fonctionnel est trés faible pour ces deux
approches. En effet, ils déterminent que des conjugués réalisés selon le protocole du kit de
conjugaison Ac-QD fournit par Invitrogen ne possédent que 0,076 +/- 0.014 fragment
d’anticorps fonctionnel a la surface d’un QD, alors que les complexes Ac-QD réalisés grace
au systéeme biotine/streptavidine permet d’avoir 0,6 +/- 0,14 anticorps fonctionnels par QD si
on les utilise de facon équimolaire et 1,3 +/- 0,35 anticorps fonctionnel si on utilise un ratio
molaire Ac: QD de 2 : 1. Ces résultats sont concordants avec une étude réalisée par Zajak et
ses collaborateurs qui compare ’activité de reconnaissance antigénique de ces deux modeles
(conjugaison covalente ou couplage via le systéme biotine/streptavidine) et démontrent que le
systéme biotine/streptavidine permet un meilleur marquage (la sensibilité est environ 25 fois
supérieure) que si les anticorps sont conjugués au quantum dot [Zajac et al., 2007]. Zajac et
ses collaborateurs avaient conjugué des anticorps anti-IL10 (interleukine 10) en utilisant le

protocole de conjugaison fournit pas Invitrogen.
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La fonctionnalité des anticorps présents a la surface des QDs est un parametre clef pour les
capacités de reconnaissance de 1’antigeéne par ces nanosondes fluorescentes. Il est donc tres
important d’améliorer ces conditions de conjugaison des Acs a des QDs. Deux étapes du
protocole de conjugaison peuvent engendrer ce faible nombre d’anticorps fonctionnels. Soit
I’étape de conjugaison via le succinimidyl 4-[ N-maleimidomethyl]cyclohexane-1-carboxylate
(SMCC) présente un trés mauvais rendement, soit 1’étape de réduction des anticorps est trop
forte. Cette seconde hypothése semble plus probable car le protocole préconise une réduction
des anticorps avec 20 mM de Dithiothreitol (DTT), ce qui est une condition réductrice forte.
Idéalement, la réduction des anticorps doit couper les ponts disulfures qui relient les deux
chaines lourdes ensembles mais doit conserver intact celui qui relie la chaine légére a la
chaine lourde. Si ce pont disulfure est réduit, alors le site de reconnaissance de 1’antigéne sera
déstructuré et 1’anticorps perdra sa capacité de reconnaissance antigénique (Figure 18A, page
77). Donc des conditions de réduction de 1’anticorps trop fortes entrainent une conjugaison au

QD de chaines lourdes et de chaines 1égeres isolées et donc non fonctionnelles.
b) Conditions de réduction de I’Ac selon le kit d’Invitrogen

Mes travaux ont porté sur I’optimisation des conditions de préparation de I’anticorps pour
ensuite réaliser des conjugués dont la capacité de détection de la protéine cible sera comparée
a celle de conjugués faits en suivant le protocole d’Invitrogen. Pour cela, un anticorps
polyclonal de chévre anti-IgG de souris a été utilisé. Ce choix d’utiliser un anticorps
polyclonal permet la mise en place de conjugués qui seront utilisés en tant qu’anticorps

secondaire, cas le plus fréquent de conjugués anticorps-fluorochrome.

En premier lieu, ’hypothese que les anticorps sont totalement réduits avec les conditions de
réduction du kit a été testée. L’anticorps de chévre anti-IgG de souris a donc été réduit avec
20 mM de DTT, puis deux électrophoreéses (SDS-PAGE) en condition non réductrices ont
permis la mise en évidence du profil de réduction. Les protéines d’un gel ont été colorées au
bleu de Coomassie, tandis que les protéines du second gel ont été transférées sur une
membrane PVDF pour pouvoir réaliser un western blot. Les résultats confirment bien que ces
conditions de réduction sont trop fortes et I’anticorps était totalement réduit (Figure 19-pistes
8 et 9, page 94). Ceci explique le faible nombre d’anticorps fonctionnels présents a la surface
des QDs. Nous avons donc choisit d’optimiser cette étape de réduction des anticorps pour
ensuite conjuguer ces anticorps partiellement réduit 4 des Qdots® en utilisant les conditions de

conjugaison d’Invitrogen (Figure 18B, page 77).
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Figure 19 : Profils de réduction de I’anticorps polyclonal de chévre anti-lgG de souris obtenus
avec différentes concentrations de DTT. Le profil de réduction de I'anticorps polyclonal de chéevre
anti-IgG de souris avec la gamme de concentration de DTT a été déterminé par électrophorese SDS-
PAGE (gel a 12%) coloré au bleu de Coomassie.

c) Conjugaison des Acs aux QDs via des groupements thiol-esters

Le protocole d’Invitrogen utilise un agent de liaison bivalent : le SMCC. Il contient un
groupement N-hydroxysuccinimide qui réagit de fagon stable avec les amines primaires de
pH 7 a 9 et un groupement maleimide qui réagit de fagon stable avec les groupements
fonctionnels sulthydriles de pH 6,5 a 7,5. Ces deux groupements actifs sont séparés par un
bras espaceur qui mesure 0,83 nm. Le SMCC permet donc la conjugaison entre une molécule

qui contient une amine primaire (-NH,) et une autre molécule présentant un groupement
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fonctionnel sulthydrile libre (-SH). Voici la molécule du sulfo-SMCC (molécule SMCC

directement soluble dans les solvants aqueux) :

0
0 N
g
Na0 .0 /
0=$ N 0
0
3 0

Le protocole d’Invitrogen utilise donc des Qdots® qui présentent des amines primaires & leur
surface pour les conjuguer a des fragments d’anticorps qui présenteront des groupements
fonctionnels sulthydriles libres. Cette méthode de conjugaison implique plusieurs contraintes.
Il est nécessaire de faire réagir le SMCC avec les Qdots™ aminés et de retirer 1’excés de
SMCC avant de les mettre en présence des anticorps, sinon des liaisons entre anticorps
peuvent se créer entre les groupements fonctionnels sulfthydriles d’un fragment d’Ac et les
amines primaires d’un autre fragment d’Ac. En effet, les anticorps possédent a la fois des
amines primaires et des ponts disulfures. De plus le groupement fonctionnel sulfhydrile doit
soit étre ajouté chimiquement sur I’Ac, soit provenir de la réduction de pont disulfure. Nous
avons testé ces deux approches : ajout de groupement fonctionnels sulthydriles a la surface

des anticorps ou réduction ménaggée de I’anticorps.

2. Préparation de I’Ac avant sa conjugaison aux QDs
a) Présentation des méthodes choisies
e Réduction des anticorps

La réduction des anticorps est utilisée entre autre pour la conjugaison de fragments
d’anticorps a d’autres molécules tels que des enzymes ou des QDs. Pour que les anticorps
restent fonctionnels, il est nécessaire que les ponts disulfures reliant les chaines 1égeres aux
chaines lourdes restent intacts, seuls les deux ponts disulfures inter-chaines lourdes doivent
étre réduits. Cette méthode doit donc étre calibrée pour éviter la perte de fonction de
reconnaissance antigénique de ’anticorps. Elle permet la conjugaison de deux demi-anticorps

capables de reconnaitre 1’antigéne et qui auront un poids moléculaire d’environ 75 kDa.
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Le DTT est un agent réducteur qui ne présente aucune spécificité quant au pont disulfure qu’il

va réduire. Voici la molécule de DTT :

OH

HS
\)Y\SH

OH

Le 2-mercaptoéthylamine-hydrochlorique (2-MEA) est un agent réducteur plus doux que le
DTT utilisé pour réduire sélectivement les deux ponts disulfures entre les deux chaines

lourdes des anticorps. Voici la molécule de 2-MEA :
HS P S NH4*CI”

Ces différentes conditions de réduction doivent permettre 1’obtention de différentes formes
d’anticorps : I’anticorps intact, I’hémi-anticorps (hétérodimere composé de chaine lourde et
légere) ainsi que probablement des chaines lourdes et légeres dissociées. Le rendement
attendu de ces réductions est qu’une majorité de fragments d’anticorps obtenus soit des hémi-

anticorps (Figure 18B, page 77).

L’exces d’agent réducteur doit étre €liminé par chromatographie d’exclusion avant que les
groupements fonctionnels sulthydriles ne soient bloqués de fagon stable par le N-
Ethylmaleimide (NEM). Le groupement maleimide du NEM va interagir avec le groupement
fonctionnel sulthydrile libre pour former un pont thioester. Ce blocage du groupement
fonctionnel sulfhydrile est irréversible. Il a donc été réalisé uniquement pour I’optimisation
des conditions de réduction de I’Ac, permettant ainsi d’éviter toute formation spontanée de

pont disulfure. Lors de la conjugaison des Ac aux Qdot”, cette étape n’a pas été réalisée.

e Ajout de groupements thiols sur les anticorps

L’ajout de groupements fonctionnels sulthydriles sur un anticorps peut étre réalisé grace au
N-succinimidyl-S-acetyltioacetate (SATA). Ce réactif contient un groupement N-
hydroxysuccinimide (NHS) capable d’interagir avec les amines primaires (-NH;) pour y
accrocher de fagcon covalente un bras espaceur et un groupement fonctionnel sulfhydrile (-

SH) protégé par un groupement acétate (-CH,-COOH). Cette protection permet d’éviter la
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formation spontanée de ponts disulfures et donc I’anticorps auquel on aura rajouté des —SH

pourra étre conservé avant sa conjugaison (Figure 18C, page 77). Voici la molécule du

SATA :
0
0
q\OJVSY
0 0

Cette méthode permet la conjugaison d’anticorps entiers qui possederont donc leur fonction
de reconnaissance antigénique, si le site de reconnaissance de 1’antigéne n’est pas le si¢ge de

I’ajout des groupements thiol.
b) Préparation de I’ Ac afin d’avoir des groupements thiols libres

Trois approches vont étre testées pour avoir des groupements fonctionnels sulfhydriles libres
a la surface des anticorps : (i) la réduction par le DTT, (ii) la réduction par le 2-MEA et (iii)
I’ajout de ces groupements avec le SATA. Les anticorps réduits requierent des étapes de
purification qui seront aussi détaillées. Ensuite I’étape de conjugaison de ces anticorps aux
quantum dots sera réalisée grace au SMCC qui permet de lier de facon covalente les QDs

aminés et les anticorps qui présentent des thiols.
1. Réduction de I’anticorps par le DTT

Le premier paramétre testé pour la réduction de I’anticorps de chévre anti-IgG de souris par le
DTT a été la concentration de DTT a utiliser. Le protocole d’Invitrogen utilise 20 mM tandis
que Pierce préconise entre 1 et 10 mM pour des protéines et entre 0,1 et 1 mM pour des
protéines qui possedent des ponts disulfures fonctionnels. Nous avons donc réalis€¢ une
gamme de concentration de DTT allant de 1 et 20 mM (20 mM étant un controle des
conditions commerciales). Le profil de réduction de I’anticorps a été mis en évidence par
¢lectrophorése (SDS-PAGE) en condition non-réductrices révélée par une coloration des
protéines au bleu de Coomassie. Les résultats démontrent clairement que ces conditions de

réduction sont elle aussi trop fortes (Figure 19, page 94).

Nous avons donc réalisé une gamme plus faible de concentration allant de 0,01 a 0,5 mM de
DTT. Les profils de réduction ont été mis en évidence de la méme fagon par une coloration au

bleu de Coomassie (Figure 20A, page 98) et par western blot grace a un marquage fait avec
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un anticorps de rat anti-IgG de chévre biotinylé détecté par des conjugués streptavidine-
peroxydase (Figure 20B, page 98). Cette gamme de DTT permet d’avoir des profils de
réduction de I’anticorps variés. Les concentrations les plus fortes (1 mM, 0,5 mM et 0,2 mM)
en DTT entrainent une réduction totale de I’anticorps et sont donc a proscrire. A 1’inverse, la
concentration 0,01 mM de DTT ne réduit pas 1’anticorps tandis que 0,025 mM de DTT, réduit
partiellement 1’anticorps mais il semblerait que seule une chaine 1égére soit séparée. Enfin
0,ImM, 0,075 mM et 0,5mM semblent permettre la dissociation des deux chaines lourdes
puisque ces trois conditions permettent 1’apparition d’une bande d’anticorps a 75 kDa. Le
rendement de cette réduction est assez faible. Lorsqu’on observe le gel de haut en bas, on
distingue clairement six bandes issues de la réduction de 1’anticorps. D’aprés leurs poids
moléculaires (PM) respectifs, on peut supposer que I’on a (de PM ¢élevé a PM faible) :
I’anticorps intact (150 kDa), I’anticorps sans une chaine 1égere (125 kDa), I’anticorps sans les
deux chaines légeres (100 kDa), le demi-anticorps (75 kDa), la chaine lourde seule (50 kDa),
la chaine légéere seule (25 kDa).
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Figure 20 : Profils de réduction de I’anticorps polyclonal de chévre anti-lgG de souris obtenus
avec différentes concentrations de DTT. Le profil de réduction de I'anticorps polyclonal de chevre
anti-IgG de souris avec la gamme de concentration de DTT a été déterminé par électrophorése SDS-
PAGE (gel a 10%) coloré au bleu de Coomassie (A) et par western blot révélé avec un marquage
anti-lgG de chévre (B).
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Pour déterminer la nature des fragments d’anticorps observés aprés la réduction, nous avons
réalisé un western blot de ce profil de réduction afin de marquer spécifiquement les chaines
légeres (Figure 21B, page 100), permettant ainsi d’identifier les bandes qui ne correspondent
qu’a des chaines légéres. La comparaison de ce western blot avec celui réalis€¢ avec un
anticorps dirigé contre les IgG de chevre (Figure 21A, page 100) et les chaines légeres
(Figure 21B, page 100) permet de confirmer la nature des bandes (des PM ¢élevés aux PM
faibles) : ’anticorps intact qui est visible sur les deux western blots (150 kDa — bande notée
1), anticorps qui a perdu une chaine 1égere (125kDa - bande notée 2), I’anticorps qui a perdu
ses deux chaines légeres et qui n’est plus visible sur le western blot spécifique des chaine
légeres (100 kDa - bande notée 3), la molécule d’intérét le demi-anticorps (75 kDa - bande
notée 4), la chaine lourde qui disparait sur le western blot spécifique aux chaines légeres (50
kDa - bande notée 5) et enfin la chaine légere seule (25 kDa - bande notée 6). Par contre, une
bande d’environ 37 kDa apparait sur les deux western blots. La nature de cette bande est
inconnue, 1’anticorps polyclonal de chévre étant purifié et commercialisé sans ajout de BSA,

peut-étre résulte-t-elle de la dégradation non spécifique de I’anticorps ?

La réduction de I’anticorps par 0,075 mM de DTT permet d’obtenir deux fragments distincts
capables d’étre conjugué et qui conserve sa fonction de reconnaissance de 1’antigene : le
fragment qui a perdu une chaine légere et le demi-anticorps. L’anticorps intact, lui est bien
fonctionnel mais ne pourra pas étre conjugué car il ne présente pas de groupement fonctionnel

sulthydrile libre.

Des cinétiques de réduction de I’anticorps par le DTT ont été réalisées ainsi que des essais de

changement de température, sans aucune influence notable sur le profil de réduction.
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Figure 21 : Détermination de la nature des bandes du profil de réduction de I’anticorps
polyclonal de chévre anti-lgG de souris obtenues avec différentes concentrations de DTT. Le
profil de réduction de [l'anticorps polyclonal de chévre anti-IgG de souris avec la gamme de
concentration de DTT a été déterminé grace a des western blots révélé avec soit un marquage anti-
IgG de chevre (A), soit un marquage anti-chaine légére de chevre (B). La migration des SDS-PAGE a
été réalisée avec des gels a 10%. La comparaison de ces westerns blot permet de conclure sur la
nature des fragments d’anticorps : I'anticorps entier (i), I'anticorps qui a perdu une chaine légere (ii),
I'anticorps qui a perdu ses deux chaines légeres (iii), 'hémi-anticorps (iv), la chaine lourde seule (v)
et la chaine légére seule (vi).

ii.  Réduction de I’anticorps par le 2-MEA

Le 2-MEA est commercialisé¢ par Pierce comme un agent réducteur qui permet de réduire
préférentiellement les ponts disulfures reliant les deux chaines lourdes. Nous avons donc
réalisé€ une réduction selon les conditions du protocole a savoir 90 minutes de réaction a 37°C
avec 50 mM de 2-MEA. Le profil de réduction a été mis en évidence grace a une coloration
au bleu de Coomassie d’un gel d’¢électrophorese SDA-PAGE ainsi qu’un second gel révélé
par un western blot anti-IgG de chévre (Figure 22 pistes 8, page 101). La réduction de

I’anticorps avec 50 mM de 2-MEA est totale, les conditions réductrices sont donc trop fortes.

Comme pour le DTT, une gamme de concentration de 2-MEA allant de 0,606 mM a 60,6 mM
a ¢té réalisée. Le profil de réduction a été mis en évidence par une coloration au bleu de
Coomassie d’un gel d’électrophorese (Figure 22, page 101). Cette gamme de concentration de

2-MEA permet de voir, comme pour la réduction avec le DTT, plusieurs profils bien distincts.
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Les concentrations les plus fortes en 2-MEA (60,6 mM, 30,3 mM et 15,15 mM) engendrent
une réduction totale de I’anticorps. A I’inverse, 0,606 mM de 2-MEA ne permet pas d’avoir
une réduction de 1’anticorps ou alors elle est tellement faible que I’on ne la détecte pas.
Malgré le faible rendement observable, les concentrations en 2-MEA de 4,545 mM et 6,06
mM semblent intéressantes pour réduire 1’anticorps, elles permettent toutes les deux d’obtenir
une bande visible a 75 kDa qui doit correspondre a I’hémi-anticorps. Le marquage anti-IgG
de chevre réalisé par western blot laisse suggérer que parmi ces deux conditions de réduction,
6,06 mM de 2-MEA semble présenter un meilleur rendement. Elle sera donc choisie pour les

futures réductions de I’anticorps.
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Figure 22 : Profils de réduction de I’anticorps polyclonal de chévre anti-lgG de souris obtenus
avec différentes concentrations de 2-MEA. Le profil de réduction de [l'anticorps polyclonal de
chevre anti-IgG de souris avec la gamme de concentration de 2-MEA a été déterminé par
électrophorése SDS-PAGE (gel a 8%) coloré au bleu de Coomassie (A) et par western blot révélé
avec un marquage anti-IgG de chevre (B). La nature des fragments est la méme qu’avec la réduction
de l'anticorps avec du DTT : l'anticorps entier (i), I'anticorps qui a perdu une chaine légére (ii),
l'anticorps qui a perdu ses deux chaines légéres (iii), 'hémi-anticorps (iv), la chaine lourde seule (v)

et la chaine légere seule (vi).
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La concentration de 2-MEA, qui permet de réduire partiellement 1’anticorps, a été trouvée,
toutefois le rendement est assez faible. En effet, la présence de bandes de forte intensité
correspondantes a la chaine lourde et la chaine 1égere isolées indique que la majorité des
anticorps a été totalement réduit et la bande d’intérét de 75 kDa est assez faiblement
représentée. Cette concentration de 2-MEA (6,06 mM) a donc été utilisée pour la réalisation
d’une cinétique de la réduction de 1’Ac polyclonal de chévre. Les différents temps choisis
pour cette cinétique sont : 0, 2, 5, 15, 30, 60, 90 et 120 minutes (90 minutes étant la condition
proposée dans le protocole commercial). Pour la réalisation de cette gamme, un seul tube a
été utilisé et au moment voulu, un petit volume était prélevé et tout de suite bloqué par le
NEM. Cette méthode permet de limiter des variations expérimentales possibles. Puis, tous les
profils de réduction ont été mis en évidence par électrophorése suivi comme précédemment
d’une coloration des fragments d’anticorps au bleu de Coomassie (Figure 23, page 102). De
fagon surprenante, aucune différence de réduction n’apparait au cours du temps, deux minutes
de réaction semblent suffisantes pour obtenir le méme profil de réduction de 1’Ac obtenu en

suivant le protocole commercial.
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Figure 23 : Profils de réduction de I’anticorps polyclonal de chévre anti-lgG de souris obtenus
durant une cinétique de réduction avec 6,06 mM de 2-MEA. Le profil de réduction de I'anticorps
polyclonal de chevre anti-lgG de souris avec 6,06 mM de 2-MEA au cours du temps a été déterminé
par électrophorese SDS-PAGE (gel a 8%) coloré au bleu de Coomassie.

Des essais de réduction de I’anticorps avec le 2-MEA a différentes températures ont été

réalisés, sans aucune influence sur le profil de réduction.
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Les conditions optimales de réduction de 1’anticorps polyclonal de chévre anti-IgG de souris
par le DTT ou le 2-MEA ont été définies : 30 minutes a température ambiante avec 0,075 mM
de DTT ou 90 minutes a température ambiante avec 6,06 mM de 2-MEA. Ces deux
conditions permettent d’obtenir trois entités supposées fonctionnelles : 1’anticorps intact,
I’anticorps qui a perdu une seule chaine l1égére et le demi-anticorps. Seules les deux derniéres
pourront étre conjuguées au quantum dot car I’Ac intact ne présente pas de groupement
fonctionnel sulfhydrile libre. 11 faut maintenant purifier les entités fonctionnelles de

I’anticorps de toutes celles qui ne le sont pas avant de pouvoir réaliser la conjugaison au QD.

Une étape de purification permettrait d’améliorer la fonctionnalité des fragments d’anticorps
réduits qui seront conjugués au nanocristaux. La meilleure méthode pour purifier les
fragments fonctionnels d’anticorps réduits est d’utiliser une chromatographie d’affinité.
Celle-ci permettra d’isoler toutes les entités d’anticorps fonctionnelles : ’anticorps entier,
I’anticorps qui a perdu une chaine légere ainsi que le demi-anticorps. Cette étape de
purification n’est pas prévue dans le protocole de conjugaison d’Ac au QDs fournit par
Invitrogen, pourtant elle parait essentielle.

Une chromatographie d’affinité a donc été réalisée sur une colonne de « NHS-activated
sepharose 4 fast flow» couplée a des anticorps de souris anti-CD4. La spécificité de
’anticorps de souris importe peu tant que celui-ci n’est pas un anticorps anti-IgG de chévre.
Les anticorps préalablement réduits ont ensuite été passés plusieurs fois au travers de cette
colonne. Les fragments présentant une fonction de reconnaissance de I’anticorps de souris y
sont restés accrochés puis ont été élués. Cette étape de purification a été réalisée pour les deux
conditions de réduction ménagées: 0,075 mM de DTT et 6,06 mM de 2-MEA. Puis,
I’efficacité de la purification a été contrélée par une €lectrophorése SDS-PAGE révélée par
western blot en anti-IgG de cheévre. Ce western blot confirme 1’efficacité de la purification
(Figure 24, page 104). En effet, la grande majorité des chaines lourdes et 1égéres isolées ont

disparues, ainsi que les diméres de chaines lourdes.

104



kDa

-150 - 9 ,- . <— Anticorps intact

-75- -» .. . v €— Hémi-anticorps
o, -50- L e <— Chaine lourde
. 25 - . . <€— Chaine légére
1 2 3 4 5 6

Anticorps réduit avec 20 mM de DTT

Anticorps non réduit

Anticorps réduit avec 6,06 mM de 2-MEA non purifié

Anticorps réduit avec 6,06 mM de 2-MEA aprés purification par affinité
Anticorps réduit avec 0,075 mM de DTT non purifié

Anticorps réduit avec 0,075 mM de DTT apreés purification par affinité

ounkwnNE

Figure 24 : Efficacité de la purification par affinité des fragments fonctionnels de
I’anticorps polyclonal de chévre anti-lgG de souris réduit. Le profil de réduction de
I'anticorps polyclonal de chévre anti-IgG de souris avec 6,06 mM de 2-MEA avant (piste 3) et
apres la purification par affinité (piste 4) est déterminé grace a un western blot anti-IgG de
chévre. Le profil de réduction de I'anticorps polyclonal de chévre anti-IgG de souris avec
0,075 mM de DTT avant (piste 5) et aprés la purification par affinité (piste 6) est déterminé
grace a un western blot anti-IgG de chevre. Les fragments fonctionnels issus de la réduction
de l'anticorps avec 20 mM de DTT n’ont pas été purifiés, car cette réduction est totale et que
les chaines lourdes et légeres ne sont pas fonctionnelles si elles sont isolées, Les migrations
SDS-PAGE ont été réalisées avec des gels a 10%.

iii.  Ajout de groupements fonctionnels sulthydriles

L’ajout de groupement fonctionnels sulfthydriles (-SH) a la surface des anticorps permet de
limiter la perte de fonction de reconnaissance de 1’antigéne en conservant I’intégrité des ponts
disulfures par rapport aux techniques de réduction de I’anticorps. Toutefois, cette méthode lie
de fagon covalente des groupements —SH a des amines primaires présentes sur I’anticorps. Le
site de reconnaissance antigénique peut contenir des amines primaire, il faut donc étre
vigilant quant au nombre de groupements —SH ajouté par anticorps afin de limiter les risques

qu’un de ces groupement soit dans le site de reconnaissance antigénique. La présence d’un tel
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roupement génerait a la fois la reconnaissance de 1’antigéne par 1’anticorps, mais aussi
9

I’orientation de I’anticorps a la surface du QD, une fois la conjugaison a ce dernier réalisée.
e Utilisation de différents ratios molaires Ac : SATA

Il est important d’optimiser les conditions d’ajout de groupement fonctionnels —SH afin de
conserver la fonction de reconnaissance antigénique de ’anticorps. Pour cela différents ratios
molaires Ac: SATAontété utilisés: 1:0;1:2;1:4;1:6;1:8et1:10.Puis le nombre
moyen de groupements fonctionnels sulfhydriles ajouté par anticorps a été déterminé grace a
une méthode de quantification du nombre de —SH libre présent a la surface d’une protéine en
utilisant le réactif d’Ellman (5,5'-dithio-bis-[2-nitrobenzoic acid] ou DTNB). Lorsque ce
réactif réagit avec un groupement fonctionnel sulfhydrile sous la forme —S°, un pont disulfure
se crée et le TNB? est libéré. Ce dernier absorbe la lumiére a 412 nm. Gréce a une courbe
d’¢talonnage qui a été réalisée avec une gamme de concentration de cystéine, on peut
déterminer la concentration des groupements fonctionnels sulthydriles libres en solution et

donc le nombre moyen de —SH présent a la surface de I’anticorps (Figure 25, page 105).
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Figure 25 : Détermination du nombre de groupements fonctionnels sulfhydriles ajoutés a
I'anticorps de chévre anti-lgG de souris en fonction du ratio molaire Ac : SATA utilisé. La
condition notée Ac seul corresponds a l'anticorps qui n’a rien subit, tandis que le ratio molaire 1 : 0
correspond a l'anticorps qui a subi toutes les étapes de la réaction utilisée pour I'ajout de groupement
fonctionnels sulfhydriles mais sans SATA.
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Pour limiter I’impact de la présence de ces groupements fonctionnels —SH sur la fonction de
reconnaissance antigénique de 1’anticorps, il est préférable de se placer dans des conditions
ou il y aura peu de groupements fonctionnels —SH ajoutés par anticorps. L’idéal étant de se
limiter a un voire deux groupements fonctionnels —SH par anticorps. Les ratios molaires Ac :
SATA de 1: 6 et 1: 8 semblent les plus intéressants. Les anticorps auxquels ont été rajouté

des groupements fonctionnels —SH seront notés Ac-SH.
e Détermination de la fonctionnalité de I’ Ac apres rajout de —SH

Des tests de fonctionnalité de I’Ac-SH ainsi obtenus ont ¢té¢ réalisés afin de déterminer
I’influence de 1’ajout de groupements fonctionnels sulfhydriles sur la fonction de
reconnaissance antigénique pour chacun des ratios molaires Ac : SATA testés. Pour cela, un
test ELISA est réalisé : on a incubé pendant une nuit 100 ug d’anticorps de souris anti-CD4
sur une plaque de type MaxiSorp ™. La plaque a ensuite été saturée avec de sérum albumine
bovine (BSA, « bovine serum albumin ») puis les différents Ac-SH de chevre anti-IgG de
souris sont ajoutés. On a ensuite réalisé un marquage avec des anticorps biotinylés de lapin
anti-IgG de chévre qui ont été révélés grace a des conjugués streptavidine-peroxydase. La
lecture de I’activité enzymatique démontre que dans la gamme de ratios molaires Ac : SATA
testés, I’ajout de groupements fonctionnels sulthydriles n’influence peu la fonction de
reconnaissance antigénique de 1’Ac (Figure 26A, page 107). Ce panel représente ’activité
enzymatique en fonction de la quantité d’anticorps traité avec le SATA utilisée. La différence
d’activité enzymatique détectée empéche de bien discerner les différences entre les différents
ratios molaires anticorps : SATA. L’activité enzymatique a donc été rationnalisée par rapport
a celle obtenue par I’anticorps non traité (qui représente le 100%) (Figure 26B, page 107).
Cela permet de mieux discerner les différences d’activité enzymatique. Deux ratios molaires
Ac : SATA ont été choisis pour étre conjugués aux QDs : 1 : 6 et 1 : 10. Le ratio molaire 1 : 6
a été choisi car il ajoute en moyenne un groupement fonctionnel sulfhydrile par Ac, tandis
que le ratio 1 : 10 permet, lui, d’en ajouter entre un et deux. Cela permettra de déterminer si
un seul groupement fonctionnel sulfhydrile présent a la surface de 1’Ac est suffisant pour une

conjugaison efficace au QD.
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Figure 26 : Influence du nombre de groupement —SH ajouté aux anticorps grace au SATA par
ELISA. Le marquage de 100 ug d’anticorps murin anti-CD4 avec les différents anticorps de chévre
anti-IgG de souris (de 0,03 a 10000 ng) traité avec différents ratio molaire Ac : SATA:1:0;1:2;1:
4;1:6;1:8et1:10. Lactivité enzymatique est permise par un marquage des anticorps de chevre
traité au SATA par des anticorps de lapin anti-lgG de chévre biotinylé révélé par des conjugués
streptavidine-peroxydase. La partie A représente l'activité enzymatique en densité optique (D.O.) en
fonction de la quantité d’anticorps traité avec le SATA pour chaque ratio molaire anticorps : SATA. La
partie B représente cette méme activité mais en pourcentage par rapport a 'activité des anticorps non

traités.
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3. Conjugaison et purification des anticorps ainsi préparés aux QDs

La conjugaison de ’anticorps polyclonal de chévre anti-IgG de souris a des Qdots®585 a été
réalisée selon les conditions proposées par Invitrogen. Ces Qdot®585 ont été choisis en
fonction des filtres présents sur le BD FACSCalibur sur le canal FL2 (585/42 nm) (Table 4,
page 87), ce cytométre ayant été utilisé pour détecter nos conjugués Ac-Qdot®. Cing
conjugués différents ont été réalisés (selon les cinq conditions de préparation de 1’anticorps
polyclonal de chevre anti-IgG de souris) :

- Qdot"585 + Ac réduit par 20 mM de DTT

- Qdot"585 + Ac réduit par 0,075 mM de DTT

- Qdot"585 + Ac réduit par 6,06 mM de 2-MEA

- Qdot®585 + Ac-SH avec le ratio molaire Ac : SATA de 1: 6

- Qdot®585 + Ac-SH avec le ratio molaire Ac : SATA de 1 : 10

L’efficacité de la conjugaison de ces différentes préparations d’anticorps a été vérifiée par
¢lectrophorese dans un gel d’agarose 1,5%. Ce gel a ensuite été¢ exposé a des U.V. afin de
déterminer I’emplacement des bandes de Qdots®585. Comme on pouvait s’y attendre, deux
bandes de Qdots®585 sont apparues. La bande de Qdot” qui a migré le plus rapidement
correspond aux Qdots®585 non conjugués, tandis que la seconde bande correspond aux
conjugués Ac-Qdot™585. Puis, le méme gel d’agarose a été coloré dans une solution de bleu
de Coomassie afin de marquer toutes les protéines. Cette coloration fait apparaitre également
plusieurs bandes dont une, commune a toute les conditions de réduction, qui se superpose a
celle identifiée comme des conjugués ; tandis que les autres correspondent a des anticorps
non conjugués plus ou moins réduits selon les conditions de réductions utilisées pour préparer
les anticorps (Figure 27A, page 109). De la méme manicre, un gel d’agarose permet la
détermination d’un profil de conjugaison similaire avec les conjugués Ac-Qdot® réalisés

avec les Ac traités au SATA (Figure 28, page 109)
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Figure 27 : Efficacité de la conjugaison des Ac aux Qdot® et de la purification des conjugués
déterminées par migration dans un gel d’agarose 1,5%. Les conjugués Ac-Qdot®585 ont migré
dans un gel d’agarose afin de déterminer le rendement de la conjugaison avant la purification des
conjugués (A) et aprés (B). Pour chacune de ces parties (A et B), les panels de droite sont des
colorations de I'anticorps au bleu de Coomassie et les panels de gauche sont des clichés de la
fluorescence émise par les Qdot®585 suite & une excitation par lampe U.V. pris avec un chemidoc®.

Conjugués Ac-Qdot® —> i <— Conjugués Ac-Qdot®

<— Qdot® seul

Anticorps seul—>
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1. Qdot®585- Ac-SH avec le ratio molaire Ac : SATA de 1 : 6 (notés Qdot®585-Ac-SH6)

2. Qdot®585- Ac-SH avec le ratio molaire Ac : SATA de 1 : 10 (notés Qdot®585-Ac-SH10)

Figure 28 : Profil des conjugués Ac-Qdot® réalisés avec les anticorps traités au SATA
déterminé par migration dans un gel d’agarose 1,5%. Les conjugués Ac-Qdot®585 ont migré dans
un gel d’agarose afin de déterminer le rendement de la conjugaison. La partie de gauche est une
coloration de I'anticorps au bleu de Coomassie et la partie de droite est un cliché de la fluorescence
émise par les Qdot®585 suite a une excitation par lampe U.V. pris avec un chemidoc®.
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Tous les conjugués ainsi réalisés ont ensuite été¢ purifiés grace a une migration dans un gel
d’agarose 1,5%. Cette purification, simple sur le principe, est assez délicate a réaliser et n’est
pas tres conventionnelle. La migration en gel d’agarose permet de séparer les différentes
especes en présence apres la conjugaison. Dés que la migration est suffisante (lorsque les
bandes sont suffisamment séparées), le gel est 1égérement incisé pour y créer un petit puits.
Ce puits doit étre réalisé juste devant la bande d’intérét correspondante aux conjugués. La
migration est poursuivie jusqu’a ce que ces conjugués soient dans le puits, d’ou ils vont étre

pipetés, I’incision du gel étant I’étape la plus délicate de cette étape de purification.

Nous avons donc obtenu de cette manicre différents conjugués purifiés :
- Qdot"585-Ac réduit par 20 mM de DTT (notés Qdot®585-Ac20)
- Qdot®585-Ac réduit par 0,075 mM de DTT (notés Qdot“585-Ac0,075)
- Qdot®585-Ac réduit par 6,06 mM de 2-MEA (notés Qdot™585-Ac6,06)

Par contre pour les conjugués réalisés avec les Ac-SH, cette étape de purification n’a pas pu
étre réalisée car lors de la migration dans le gel d’agarose, une « trainée » de Qdot™585 est
apparue, ce qui laisse suggérer que le nombre d’Ac par Qdot était vraiment trop variable et
que des agrégats avaient pu se former. Ces conjugués seront donc testés sans avoir été

purifiés (Figure 29, page 111).

Une nouvelle migration dans un gel d’agarose a été réalisée avec ces conjugués purifiés afin
de contrdler I’efficacité de la purification. De méme, le gel a d’abord été exposé¢ a des U.V.
afin de mettre en évidence les Qdot®585 avant d’étre coloré dans une solution de bleu de
Coomassie pour colorer les fragments d’anticorps (Figure 27B, page 109). Les résultats

démontrent que la purification a été efficace.
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1. Qdot®585- Ac-SH avec le ratio molaire
Ac : SATA de 1 : 6 (notés Qdot®585-Ac-
SH6)

2. Qdot®585- Ac-SH avec le ratio molaire
Ac : SATA de 1 : 10 (notés Qdot®585-
Ac-SH10)

Figure 29 : Profil des conjugués Ac-Qdot® réalisés avec les anticorps traités au SATA par
migration dans un gel d’agarose 1,5% aprés I’essai de la purification. Les conjugués Ac-
Qdot®585 ont migré dans un gel d’agarose afin de pouvoir les séparer des autres espéces en
présence, de la méme maniére que les conjugués Ac-Qdot® réalisés avec les Ac réduits. Cliché de la
fluorescence émise par les Qdot®585 suite & une excitation par lampe U.V. pris avec un chemidoc®.

Cette étape de purification est trés importante car il y aurait compétition entre les fragments
d’anticorps libres et les fragments d’anticorps conjugués aux Qdots®585 lors de leur

utilisation pour le marquage de I’antigene.

4. Tests fonctionnels des différents conjugués Ac-Qdot®

La fonctionnalité de ces cing conjugués Ac-Qdot® a été testée par un immunomarquage des
cellules T CD4" du sang d’un sujet sain en utilisant 500 000 cellules mononuclées du sang
périphérique (PBMC) ont été fraichement isolées a 1’aide d’un gradient de Ficoll, puis ces
cellules ont ét¢ marquées avec un anticorps de souris anti-CD4 qui a été détecté grace a des
gammes de concentration de nos différents conjugués Qdot“585-Ac de chévre anti-IgG de
souris. La fluorescence associée aux cellules a ensuite été mesurée par cytométrie en flux. Les
conjugués Ac-Qdot™585 ont été excités avec un laser émettant & 488 nm et le filtre utilisé
dans le canal FL2 posséde une bande passante de 585/42 nm donc toute la fluorescence émise
par les nanocristaux est acquise (Table 4, page 87). Un tel marquage va permettre de mettre
en évidence deux niveaux d’expression de CD4 par les PBMC: I’un correspond aux
lymphocytes T exprimant le CD4 a leur surface et I’autre correspond aux autres cellules qui

ne D’expriment pas. A noter qu’une partiec des monocytes expriment aussi le CD4 a leur
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surface mais ces cellules sont exclues de I’analyse grace a une sélection des cellules par leur
taille et leur granulosité. Ces tests fonctionnels ont été réalisés avec les conjugués avant et

apres 1’étape de purification par migration dans le gel d’agarose a 1,5%.

Lorsque le marquage des cellules est réalisé en utilisant les conjugués non purifiés, on
observe un signal de fluorescence qui est bien spécifique. Les conjugués Qdot®585-Ac20,
malgré le peu d’anticorps fonctionnels qui doivent se trouver a leur surface, permettent un
marquage des cellules avec une intensité de fluorescence de 800 U.A. (unité arbitraire) en
utilisant 1 pg.mL" de conjugués (Figure 30A, page 112). Toutefois, le marquage des cellules
grice aux conjugués réalisés avec des anticorps dont la réduction a été optimisée (les
conjugués Qdot“585-Ac0,075 et les Qdot*585-Ac6,06) présente une sensibilité nettement
meilleure. Ces deux conjugués semblent assez similaires au niveau de leur capacité a marquer
I’anticorps de souris. L’intensité de fluorescence de ces deux marquages est d’environ 2000

U.A. pour 1 pg.mL" de conjugués Ac-Qdot”™ utilisé.
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Figure 30 : Efficacité de la détection de CD4 a Ia surface des cellules en fonction des différents
conjugués Ac-Qdot® par cytométrie en flux. Les cellules ont été immunomarquées avec un
anticorps de souris anti-CD4 qui est détecté par nos différents conjugués quantum dot-anticorps de
cheévre anti-souris avant la purification en gel d’agarose (A) et apres la purification (B).
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Lorsque les mémes marquages sont réalisés avec des conjugués purifiés, on constate que
I’intensité des marquages & 1 pg.mL™" est meilleure (Figure 30B, page 112). Les intensités de
fluorescence détectées sont d’environ 1500 U.A. pour les conjugués Qdot®585-Ac20, et de
10000 pour les deux autres conjugués. L’étape de purification permet donc d’améliorer la

sensibilité du marquage.

Ces marquages démontrent qu’en optimisant les conditions de réduction de 1’anticorps avant
sa conjugaison a des QDs via le SMCC, on augmente la sensibilité du marquage par 6, ce qui

est trés intéressant dans le développement de méthodes a haute sensibilité.

Les marquages de PBMC réalisés avec les différents conjugués Ac-Qdot®585 préparés avec
les Ac traités avec le SATA ne permettent pas de détecter I’antigéne avec une sensibilité
suffisante (Figure 31 page 113). Cette faible sensibilité de détection de I’antigéne est trés
certainement due a la présence d’Ac-SH restés libres qui entrent en compétition avec les Ac
présents sur les Qdot®585. Malgré le nombre contrélé de groupements fonctionnels

sulfhydriles ajoutés aux anticorps, cette stratégie est abandonnée.
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Figure 31 : Test fonctionnel des différents conjugués Qdot®-Ac-SH préparés avec le SATA par
cytométrie en flux. Marquage de CD4 a la surface de cellules par un anticorps de souris anti-CD4
détecte par les conjugués Qdot®-Ac préparés a partir d’anticorps traités au SATA, avec les deux ratios
molaires anticorps : SATAde 1:6et1:10.
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5. Limite de détection de ces différents conjugués

La limite de détection présentée par les trois conjugués Qdot®-Ac de chévre anti-IgG de
souris a été testée par Dot-blot. Pour cela, plusieurs quantité d’anticorps de souris ont été
déposées sur une membrane de type PVDF, puis les différentes membranes ont été incubées
dans une solution contenant un de nos trois conjugués Qdot®™-Ac. Cette méthode simple
permet de déterminer la quantité minimale détectable par les conjugués Qdot®-Ac.
L’émission de fluorescence a ensuite été détectée a I’aide du Chemidoc®. Les résultats
présentés dans la figure 32 (Page 115) permet de déterminer que les conjugués Qdot®-Ac
réalisés avec des réduction ménagées de I’anticorps présentent une limite de détection de 1
ng, ce qui est environ 100 fois meilleur que celle observée pour les conjugués réalisés selon le

protocole commercial (100 ng).

Conjugués Qdot®585-Ac6,06
Conjugués Qdot®585-Ac0,075

Conjugués Qdot®585-Ac20

100ng 50ng 10ng 5ng 1ng 0.1 ng}

Figure 32 : Détermination de la limite de détection des conjugués Qdot®-Ac. Les trois conjugués
réalisés avec des anticorps de chevre anti-IgG de souris réduits ont été utilisés pour détecter une
gamme de quantités d’anticorps de souris anti-CD4 humain.

II) Utilisation conjointe de QD et de sdAb

La suite du travail réalisé porte sur la mise en place de conditions d’utilisation d’anticorps
simple domaines (sdAb) biotinylés détectés par des conjugués streptavidine-QD
commerciaux (SA-Qdot™) pour réaliser des marquages de lignées cellulaires en cytométrie de
flux. Malgré tous les avantages des sdAb et des QDs, trés peu d’études rapportent leur
utilisation conjointes [Zaman et al., 2011, Sukhanova et al., 2011 et Zaman et al., 2009]. Ce
travail a pour but de permettre la détection avec une trés grande sensibilité de I’antigéne. De
ce fait, les marquages immunologiques ont été¢ réalisés en utilisant des gammes de

concentration d’anticorps afin de pouvoir observer I’évolution de la sensibilité¢ de détection de
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I’antigéne lorsque I’anticorps n’est plus en condition saturante. Le caractére innovant de cette

approche est particuliérement intéressant.

Pour cette étude, nous avons travaillé avec des sdAb anti-antigéne carcino-embryonnaire
(CEA, « carcinoembryonic antigen »). Le marquage immunologique a été réalisé sur deux
lignées cellulaires de souris différentes : MC38 et MC38-CEA. Les cellules MC38 est une
lignée cellulaire murine issue d’un adénocarcinome d’un cancer du célon et n’expriment pas
le CEA a leur surface et sont utilisées en tant que controle négatif. Les cellules MC38-CEA
sont des cellules MC38 transfectées de maniere stable pour exprimer le CEA humain a leur
surface [Robbins et al., 1991]. Le choix de ces cellules a été motivé par 1’opportunité¢ de
travailler sur deux modeles cellulaires faciles a produire et quasiment identiques. Le
marquage immunologique sera donc bien spécifique au CEA, il ne s’agira donc pas d’un
marquage aspécifique dii a une autre molécule exprimée par les cellules. Ces cellules nous ont
¢été gracieusement données par 1’équipe du Pr. Daniel Baty, notre collaborateur a Marseille

tout comme les sdAb anti-CEA (clone 17).
1. Choix de I’utilisation du systeme biotine/streptavidine

La stratégie choisie pour lier des sdAb et des QDs consiste en I'utilisation du systéme
biotine/streptavidine. L’affinité de la streptavidine pour la biotine étant d’environ 10™"° M
[Green, 1990], cela implique que I'utilisation de ce systeme permet de lier de fagon trés
stable, et presque de maniére irréversible, la molécule biotinylée aux conjugués SA-Qdot®.
De plus, I’utilisation de ce systéme est trés souple puisque n’importe quel anticorps peut étre
biotinyl¢ et donc elle peut s’adapter trés facilement a tout autre antigéne étudi¢. De la méme
maniére, les conjugués SA-Qdot® peuvent étre adaptés aux appareils de détection de signal
fluorescent dont on dispose ou ces conjugués peuvent étre réalisés soi-méme si on préfere
utiliser des QD possédant des caractéristiques différentes que ceux synthétisés par Invitrogen.
Ce systeme couramment utilis¢ présente donc de nombreux avantages mais aussi quelques
inconvénients dont le principal réside dans I’augmentation de la taille de la sonde
fluorescente. En effet la présence de plusieurs streptavidines a la surface du QD augmente la
taille de la sonde. Cette augmentation de taille ne perturbe pas trop un marquage de lignées
cellulaire en phase liquide, mais peut vite étre un facteur limitant lors de marquages en
immunohistochimie ou plus simplement en support solide ou 1I’encombrement stérique joue

un role plus important.
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2. Méthodes de biotinylation envisagées

Deux méthodes de biotinylation ont été testées dans notre approche : une biotinylation
chimique des sdAbs par des agents de biotinylation et une biotinylation enzymatique réalisée
par une enzyme lors de la production des sdAb par E. coli. Ces deux approches présentent des

caractéristiques différentes.
a) Biotinylation chimique in vitro

La biotinylation chimique a été réalisée in vitro et permet d’ajouter une ou plusieurs biotines
par sdAb. Pour cela nous avons choisi trois agents de biotinylation différents : le sulfo-NHS-
biotine, le sulfo-NHS-LC-biotine et le sulfo-NHS-LCLC-biotine. Ces trois agents de
biotinylation posseédent un groupement NHS (N-hydroxysuccinimide) qui interagit avec les
amines primaires pour y accrocher un bras espaceur et la biotine. Ils se différentient par la
présence de la chaine carbonée, appelée par le fabricant LC, qui influence la longueur du bras
espaceur reliant ’amine primaire a la biotine. La longueur séparant le sdAb de la biotine peut
avoir un impact sur la capacité de reconnaissance de la biotine par les conjugués SA-Qdot”
lorsque le sdAb biotinylé sera fixé a 1’antigéne cible. L’ajout de biotine sur les amines
primaires est la technique de biotinylation la plus courante. Comme pour 1’ajout de
groupements fonctionnels sulfhydriles sur les anticorps, on peut controler le nombre de
biotines ajoutées en modifiant le ratio molaire sdAb : agent de biotinylation utilisé. Cette
méthode de biotinylation sera appelée biotinylation in vitro. Les formules de ces trois agents

de biotinylation sont présentées ci-dessous :
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La présence du groupement NHS permet de lier de fagon covalente la biotine sur les amines
primaires. Le détail de la réaction entre un anticorps et I’agent de biotinylation sulfo-NHS-

biotine est schématisé dans la Figure 32 (page 117).

‘ Wf\/\JjS pH 7-9 Nwo g
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Sulfo NHS Biotine

Figure 33 : Schéma de la réaction entre les amines primaire de I’anticorps et I’agent de
biotinylation sulfo-NHS-biotine. Les autres agents de biotinylation (sulfo-NHS-LC biotine et sulfo-
NHS-LCLC-biotine) suivent la méme réaction mais possédent une chaine carbonée (LC) présente un

ou deux fois entre le groupement NHS et la biotine. Cette chaine LC sera donc au final entre I'amine
primaire de I'anticorps biotinylé et la biotine.

118



b) Biotinylation enzymatique in vivo

La biotinylation enzymatique des sdAb anti-CEA par I’enzyme BirA a lieu lors de leur
syntheése dans des bactéries E. coli. Ces bactéries ont été transformées pour produire les sdAb
d’intérét mais aussi I’enzyme BirA. Briévement, la s€équence qui code pour le sdAb anti-CEA
clone 17, a ¢ét¢ modifiée pour qu’une séquence polypeptidique spéciale soit présente a
I’extrémité C-terminale du sdAb. Cette séquence ajoutée est spécifique a I’enzyme BirA qui

va y lier la biotine. Cette méthode de biotinylation sera appelée biotinylation in vivo.

Cette méthode permet d’avoir une seule biotine par sdAb, positionnée en C-terminale. La
position de la biotine est optimale pour étre reconnue par les conjugués SA-Qdots que I’on va

utiliser pour détecter les sdAb liés au CEA.

Cette biotinylation a été¢ développée et réalisée par le Docteur Klervi Even-Desrumeaux au
sein de I’équipe du Professeur Daniel Baty et a fait 1’objet d’une publication [Even-

Desrumeaux et al., 2010].
3. Choix du conjugué commercial streptavidine-Qdot®

La fluorescence associée aux cellules MC38 et MC38-CEA marquées successivement par les
sdAb biotinylés puis les conjugués SA-Qdot” a été enregistrée grice a un cytométre en flux
Guava® esaycyte' ™ plus, développé par Millipore. Celui-ci permet de faire I’acquisition de la
fluorescence associée aux cellules qui seront distribuées dans des microplaques 96 puits. Cet
appareil permet, comme le BD FACSCalibur d’exciter les fluorochromes avec un laser
émettant a 488 nm et posséde quatre canaux différents capables de capter un signal
fluorescent, les bandes passantes de ces différents canaux sont présentées dans la table 5
(page 88). Plusieurs marquages immunologiques des cellules MC38 et MC38-CEA ont été
réalisés en utilisant 100 ng de sdAb biotinylés in vitro détectés par différents types de
conjugués commerciaux : des SA-Qdot®525, des SA-Qdot®565 et des SA-Qdot®800. La
sensibilité des trois conditions de marquage a €té comparée afin de déterminer le meilleur
conjugué pour cet appareil (qui excite qu’a 488 nm, ce qui n’est pas du tout optimal pour les
QDs). Théoriquement, les conjugués émettant leur pic de fluorescence a 800 nm doivent
permettre une meilleure sensibilité car ce sont ceux qui absorbent le plus de photons a 488

nm. Les coefficients d’extinction molaire de ces différents SA-Qdot® commercialisés par
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Invitrogen (d’aprés I’appendice 3 de la notice des conjugués SA-Qdot"™) sont répertoriés dans

la table ci-dessous.

350 nm 405 nm 488 nm 532 nm
Qdot®525 710000 360 000 130 000 -
Qdot®565 1 900 000 1100 000 290 000 139 000
Qdot®585 3 500 000 2200000 530 000 305 000
Qdot®800 12 600 000 8 000 000 3 000 000 2000000

Table 6 : Coefficients d’extinction molaires de différents Qdot® en fonction de la longueur
d’onde d’excitation. L'unité est le cm”’.M'. Les données sont fournies par Invitrogen. Les
coefficients d’extinction molaire a 488 nm sont grisés.

Les résultats démontrent clairement que la sensibilit¢ du marquage est nettement meilleure
avec les conjugués SA-Qdot“800 (Figure 33, page 119). La différence de la sensibilité du
marquage du CEA en utilisant ces trois conjugués SA-Qdot” commerciaux est sans doute due
aux coefficients d’extinction molaire. Pour la suite des immunomarquages, les sdAb anti-
CEA biotinylés seront donc détectés grace a des conjugués streptavidine-Qdot® émettant a
800 nm (SA-QD™800). La présence d’un faible signal de fluorescence détecté sur les cellules
en absence d’anticorps permet de constater que la concentration conseillée par Invitrogen
(entre 10 nM et 40 nM) pour ces marquages de ces cellules est trop forte (nous avions utilisé

10 nM de conjugués pour cette expérience).
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Figure 34 : Détermination par cytométrie en flux du meilleur conjugué streptavidine-Qdot® pour
le marquage du CEA. 100 000 cellules MC38 et MC38-CEA ont été marquées avec 100 ng
d’anticorps simple domaine anti-CEA puis avec 1 nM de trois conjugués streptavidine-Qdot® ; SA-
Qdot®525 (A), SA-Qdot®565 (B) et SA-Qdot®800 (C).

4. Détermination de la concentration optimale des conjugués SA-Qdot®800

Une gamme de concentration des conjugués SA-Qdot“800 de 0,02 nM a 10 nM a été réalisée
afin de déterminer la meilleure concentration (celle qui ne présentera pas de fixation non
spécifique) a utiliser sur les cellules MC38 et MC38-CEA. Les conjugués ont été incubés
avec les cellules sans qu’aucun anticorps ne soit présent. Les résultats présentés dans la figure
34A (page 120) démontrent que la meilleure concentration de conjugués SA-Qdot“800 sur les
lignées cellulaires utilisées est 1 nM que les cellules expriment ou non le CEA a leur surface.
Cette concentration de conjugués sera utilisée pour les prochains marquages immunologiques

réalisés sur les lignées cellulaires.

Des marquages des cellules MC38 et MC38-CEA ont ensuite été réalisés afin de controler la
qualité¢ du marquage en utilisant 100 ng d’anticorps simple domaine biotinylé détecté par 1
nM de conjugués SA-Qdot*800. Aucune fluorescence n’est détectable pour les cellules
MC38, qui n’expriment pas le CEA, tandis que les cellules MC38-CEA, qui expriment le
CEA, permettent la détection d’un signal de fluorescence (Figure 34B, page 120). Le
marquage des cellules MC38-CEA permet de constater que toute la population de cellule est
marquée, ce qui est attendu puisque les cellules sont sélectionnées pour co-exprimer le CEA
et le géne de résistance a la généticine. Dans de telles conditions le ratio signal/bruit de fond
(fluorescence détectée pour les cellules MC38-CEA/fluorescence détectée pour les cellules

MC38) est d’environ 40.
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Figure 35 : Détermination par cytométrie de flux de la concentration optimale des conjugués
streptavidine-Qdot®800 a utiliser. (A) Gamme de dilutions des conjugués sur les cellules MC38 et
MC38-CEA (en absence d’anticorps anti-CEA). La fluorescence détectée est donc non spécifique. (B)
Les cellules MC38 et MC38-CEA ont été immunomarquées avec 1ug d’anticorps simple domaine anti-
CEA biotinylés révélés par 1 nM de conjugués streptavidine-Qdot®800. La superposition de la
distribution de la fluorescence est présentée en histogramme (partie de gauche) et en nuage de point
(partie de droite).

5. Optimisation de la biotinylation in vitro
a) Comparaison des différents agents de biotinylation

La premiere étape de ’optimisation de la biotinylation in vitro a consisté a déterminer quel
agent de biotinylation permettait la détection la plus sensible du CEA a la surface des
cellules. Pour cela les sdAb anti-CEA ont été biotinylés parallélement avec trois agents de
biotinylation : le sulfo-NHS-biotine, le sulfo-NHS-LC-biotine et le sulfo-NHS-LCLC-biotine,
en utilisant le protocole conseillé par le fabricant. Les biotinylations ont été réalisées en
utilisant un ratio molaire sdAb : agent de biotinylation de 1 : 20. Puis des gammes de quantité
de ces différents anticorps biotinylés ont été réalisées sur un nombre fixe de cellules MC38 et

MC38-CEA. Cette gamme utilise de 0,01 ng a 100 ng de sdAb biotinylés pour marquer
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100 000 cellules (ce qui correspond a une gamme de concentration de 0,56 fmol a 5,56 pmol).
Les sdAb biotinylés avec le sulfo-NHS-biotine sont annotés sdAb-biotine, ceux biotinylés
avec le sulfo-NHS-LC-biotine sont annotés sdAb-LC-biotine et enfin ceux biotinylés avec le
sulfo-NHS-LCLC-biotine sont annotés sdAb-LCLC-biotine. La comparaison de ces trois
gammes démontre que la présence de la chaine carbonée n’influence que légerement la
capacité d’interaction de la biotine avec les conjugués streptavidine-Qdot®™ (Figure 35, page
121). De plus, ces trois gammes permettent de constater que la quantité minimale de sdAb
biotinylés a utiliser semble étre de 1 ng soit 56 fmol. Pour les futures biotinylation du sdAb

anti-CEA, 1’agent de biotinylation sulfo-NHS-LCLC-biotine sera utilisé.
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Figure 36 : Détermination par cytométrie en flux du meilleur agent de biotinylation des
anticorps simple domaine. L’anticorps simple domaine anti-CEA a été biotinylé chimiquement in
vitro grace a plusieurs agents de biotinylation : sulfo-NHS-biotine, sulfo-NHS-LC-biotine et sulfo-NHS-
LCLC-biotine puis révélés par les conjugués SA-Qdot®800. Les cellules négatives sont la lignée
cellulaire MC38 qui n’expriment pas le CEA, les autres marquages montrés ont été réalisés sur des
cellules qui expriment le CEA (lignée MC38-CEA). Les valeurs sont les moyennes de trois
expériences indépendantes.

b) Nombre de biotines ajoutées par sdAb

Lors de la biotinylation in vitro, le nombre de biotines ajoutées est contrdlable en faisant

varier le ratio molaire sdAb : agent de biotinylation utilisé. La séquence peptidique du sdAb
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anti-CEA (clone 17) a été déterminée et publi¢e [Behar ef al., 2009], si bien que le nombre et

I’emplacement des amines primaires est lui aussi connu (Figure 36, page 122).
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Figure 37 : Séquence peptidique de I'anticorps simple domaine anti-CEA (clone 17). La
numérotation est celle de I'IMGT® (« International immunogenetic information system ») [Lefranc]. La
localisation des régions de charpente (FR1 a FR4) et des régions déterminantes de la
complémentarité (CDR1 a CDR3) sont indiquées. L’'emplacement des quatre lysines (K) est noté en
rouge.

Le sdAb anti-CEA utilisé posséde quatre lysines dont aucune n’est présente dans les régions
déterminantes de complémentarité (CDR). Ceci est trés important car la biotinylation de ce
sdAb a permis 1’ajout de une a cinq biotines (les quatre lysines + I’extrémité N-terminale) et
théoriquement aucune des biotines ajoutées ne devrait pas géner la reconnaissance du CEA
par le sdAb. Toutefois, plusieurs ratios molaires sdAb : agent de biotinylation ont été testés
afin de vérifier que 1’ajout de biotine ne perturbe pas la reconnaissance de 1’antigéne par
I’anticorps. Les ratios molaires sdAb : sulfo-NHS-LCLC-biotine testés sont 1 : 20 ; 1 : 30 et
1 : 50. Le nombre moyen de biotines ajoutées par sdAb a ensuite été déterminé grace a un kit
commercialisé par Pierce. Ce kit utilise un complexe HABA-avidine. L’avidine est comme la
streptavidine, une molécule qui présente une forte affinité pour la biotine. De ce fait, lorsque
les sdAb biotinylés sont ajoutés a la solution de HABA-avidine, 'HABA (acide 4’-
hydroxyazobenzene2-carboxylique) va étre chassé par la biotine. Une fois libre la molécule
HABA perd sa capacité a absorber la lumicre a 500 nm. Ce kit permet donc, grace au suivi de
I’absorbance a 500 nm (avant et apres 1’ajout du sdAb biotinyl¢), de déterminer le nombre de
mole de biotine présent dans 1’échantillon. Le nombre de mole de sdAb ajouté est lui connut,

on peut donc déterminer le nombre de mole de biotine pour le nombre de sdAb et donc le
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nombre moyen de biotine par anticorps. Les ratios molaires sdAb : sulfo-NHS-LCLC-biotine
testés permettent 1’ajout d’environ : 1,6 biotines par sdAb avec le ratio molaire 1: 20 ; 2,6
biotines par sdAb avec le ratio molaire 1 : 30 et 4,1 biotines par sdAb avec le ratio molaire 1 :
50 (Table 7, page 123). Ces résultats sont des nombres moyens de biotines ajoutées par
anticorps. Dans le cas ou 1,2 biotine sont ajoutées par anticorps, la majorité des anticorps
n’auront qu’une seule biotine tandis que d’autres en auront deux (et peut étre une minorité ne

seront pas biotinylés).

Ratio molaires
anticorps : sulfo-NHS-LCLC-biotine

Nombre de biotines ajoutees par sdAb 12 26 41
(clone 17)

Table 7 : Estimation du nombre moyen de biotines ajoutées par anticorps simple domaine anti-
CEA. Plusieurs ratios molaires, anticorps simple domaine : sulfo-NHS-LCLC-biotine ont été utilisés
pour la biotinylation des anticorps simple domaines anti-CEA : 1 : 20 ; 1 : 30 et 1 : 50. le nhombre
moyen de biotine par anticorps simple domaine a été estimé gréce au kit de quantification des
biotines commercialisé par Pierce (« Pierce® biotin quantitation kit ») et calculé grace au « HABA-
calculator » (www.piercenet.com/haba/habacalc.cfm ). Les valeurs sont la moyenne de trois mesures.

La fonctionnalité de ces sdAb différemment biotinylés a été étudiée en cytométrie en flux sur
les lignées cellulaire MC38 et MC38-CEA. Ceci permet a la fois de comparer la conservation
de la fonction de reconnaissance antigénique des sdAb et la capacité des conjugués a
reconnaitre les sdAbs biotinylés fixés au CEA. En effet, les sdAb biotinylés sont de toutes
petites molécules comparé aux conjugués streptavidine-Qdot“800, donc ils peuvent atteindre
et fixer des antigénes difficilement accessible aux conjugués SA-Qdot“800. La comparaison
de ces trois ratios molaires utilisés démontre que le nombre de biotine présent a la surface du
sdAb n’influence pas la sensibilité de la détection (Figure 37, page 124). Ceci laisse suggérer
que le nombre de biotines présentes sur le sdAb ne limite pas la fonction de reconnaissance
antigénique et qu’une seule biotine sur le sdAb est suffisante pour que les conjugués SA-
Qdot®800 se lient au sdAb. Pour la suite, les sdAb seront biotinylés avec un ratio molaire

sdAb : sulfo-NHS-LCLC-biotine de 1 : 50.

125



Efficacité de detection des SdAb biotinylés par des SA-QDsoo en fonction des differents
ratios molaires biotine/SdAb
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Figure 38 : Détermination par cytométrie en flux de I'influence du nombre de biotine ajouté a
I'anticorps simple domaine sur la sensibilité de détection du CEA. Plusieurs ratios molaires,
anticorps simple domaine : sulfo-NHS-LCLC-biotine ont été utilisés pour la biotinylation des anticorps
simple domaines anti-CEA : 1 :20; 1 :30 et 1: 50. La sensibilité¢ de la détection du CEA sur les
cellules MC38 et MC38-CEA a été déterminé par cytométrie en flux. Les cellules négatives sont la
lignée cellulaire MC38 qui n'expriment pas le CEA, les autres marquages montrés ont été réalisés sur
des cellules qui expriment le CEA (lignée MC38-CEA). Les valeurs sont la moyenne de trois
expériences indépendantes. Le nombre moyen de biotine ajoutée par anticorps monoclonal selon les
ratios molaires est indiqué entre crochets.

6. Comparaison fonctionnelle des deux méthodes de biotinylation

Des marquages immunologiques ont été réalisés sur les cellules MC38 et MC38-CEA avec
les sdAb anti-CEA biotinylés soit in vivo, soit in vitro détectés par des conjugués SA-
Qdot“800. Une gamme de concentration des sdAb allant de 0,6 fmol & 5,55 pmol a été
utilisée lors de ces marquages, le but étant de comparer la sensibilit¢ maximale des deux
méthodes mais aussi de mettre en évidence d’éventuelles différences lorsque 1’on n’est pas
dans des conditions saturantes en anticorps. Dans des conditions saturantes en sdAb
biotinylés, on observe que le marquage réalisé avec ceux biotinylés in vivo est plus sensible
que le marquage réalisé avec les sdAb biotinylés in vitro (Figure 38, page 125). En effet, pour
5,55 pmol de sdAb utilisé, I’intensité¢ de fluorescence moyenne du marquage avec les sdAb
biotinylés in vivo est de 150 U.A. alors qu’avec les sdAb biotinylés in vitro, I’intensité de
fluorescence moyenne est de 111 U.A.. Toutefois, cette différence s’amenuise trés rapidement
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lorsque I’on diminue la quantité d’anticorps utilisés pour marquer le CEA a la surface des
cellules. Lorsque la molarit¢ des sdAb biotinylés est faible, les deux méthodes de
biotinylation sont équivalentes et présentent toute les deux un seuil de détection de 0,6 fmol
d’anticorps utilisés. Le signal de fluorescence détecté pour ces valeurs d’anticorps a été défini
comme spécifique dés que la valeur de la moyenne géométrique de 1’intensité de fluorescence
dépasse celle mesurée sans anticorps additionnée de trois fois I’écart type. Les valeurs des
moyennes géométriques de la fluorescence détectée ainsi que I’écart type des conditions sans

anticorps sont données dans la Table 8 (page 126).
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Figure 39 : Comparaison par cytométrie en flux de la sensibilité de la détection du CEA des
anticorps simple domaine anti-CEA biotinylés in vivo ou in vitro. Les cellules MC38 et MC38-
CEA ont été immunomarquées avec des anticorps simple domaine anti-CEA biotinylés in vitro ou in
vivo. Les cellules négatives sont la lignée cellulaire MC38 qui n’expriment pas le CEA, les autres
marquages montrés ont été réalisés sur des cellules qui expriment le CEA (lignée MC38-CEA). Les
valeurs sont la moyenne de onze expériences indépendantes.
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Molarité des

anticorps 5,549 2,775 0,5549 0,2775 0,0555 0,0277 0,0055 0,0028 0,0006 0
(pmol)
3,65
Cellules
, . 3,78 3,96 3,86 3,77 3,88 3,73 3,88 4,05 3,88
negatives
(+/- 0,38)
sdAb-biotine in 6,30 3,76
150,75 148,85 100,53 87,27 42,11 22,52 11,13 9,37
vivo ’ ’ ! ’ ! ’ ’ ’ (+/-1,02) (+/-0,52)
sdAb-biotine in 6,92 3,70
111,28 112,81 102,30 86,79 47,82 41,46 17,30 13,44 !
vitro ! ’ ! ! ! ’ ’ ’ (+/-0,84) (+/-0,78)

Table 8 : Valeurs des moyennes géométriques de l'intensité de fluorescence utilisées pour la
comparaison par cytométrie en flux de la sensibilité de la détection du CEA des anticorps
simple domaine anti-CEA biotinylés in vivo ou in vitro. Les cellules MC38 et MC38-CEA ont été
immunomarquées avec des anticorps simple domaine anti-CEA biotinylés in vitro ou in vivo. Les
cellules négatives sont la lignée cellulaire MC38 qui n’expriment pas le CEA, les autres marquages
ont été réalisés sur des cellules qui expriment le CEA (lignée MC38-CEA). Les valeurs sont la
moyenne de onze expériences indépendantes. L’écart type est noté entre parenthéses pour les
valeurs des marquages sans anticorps car il est utilisé pour déterminer la limite de sensibilité ; ainsi
que pour les seuils de sensibilité déterminés. Les cases grisées correspondent aux limites de
détection pour chaque type de biotinylation déterminée selon nos criteres.

7. Biotinylation in vitro d’un anticorps monoclonal anti-CEA

L’utilisation conjointe d’anticorps simple domaine et de quantum dot est innovante. Seules
trois publications ont été publiées a ce jour [Zaman et al., 2011, Sukhanova et al., 2012 et
Zaman et al., 2009]. La comparaison entre des marquages immunologiques réalisés avec des
sdAb anti-CEA biotinylé in vitro, des sdAb anti-CEA biotinylés in vivo et des anticorps
monoclonaux de souris anti-CEA semble pertinente malgré la différence d’affinité de ces

anticorps pour le CEA et qu’un anticorps monoclonal est divalent.

L’anticorps monoclonal (mAc) de souris anti-CEA (CLB 139) est commercialisé en solution
supplémenté avec de la BSA. Il a di étre purifié¢ sur une colonne de protéine-G avant d’étre
biotinylé pour éliminer toute trace de BSA qui contient des amines primaires et perturberait la
réaction de biotinylation. La qualit¢ de la purification a été contrélée a chaque fois par
¢lectrophorése SDS-PAGE pour comparer le contenu protéique de la solution avant et apres

purification. L’affinité de cet anticorps pour le CEA n’a pas été déterminée. Le sdAb anti-

CEA a, quant a lui, une affinité de 8,3 nM et est monovalent [Behar et al., 2009]. Avant de
128



pouvoir comparer les marquages réalisés avec ces trois anticorps biotinylés différents, la

biotinylation in vitro du mAc a été optimisée.
a) Comparaison des différents agents de biotinylation

Les mémes agents de biotinylation ont été utilis€és pour biotinyler le mAc que ceux utilisés
pour biotinyler le sdAb. La premiére étape de I’optimisation de la biotinylation du mAc a été
de déterminer si la longueur du bras espaceur influence la fonction de reconnaissance
antigénique de I’Ac. La comparaison de la sensibilit¢ de la détection du CEA par les Acs
monoclonaux biotinylés avec les trois agents de biotinylation révélés par des conjugués SA-
Qdot™800 a été réalisée sur des cellules MC38 et MC38-CEA avec une gamme de quantité
d’Ac biotinylé. Les résultats démontrent que ni la présence et ni la longueur de la chaine LC
n’influence pas la sensibilité¢ de la détection du CEA (Figure 39 page 128). Donc 1’agent de
biotinylation retenu est le sulfo-NHS-LCLC-biotine qui nous a déja servi a biotinyler le sdAb
anti-CEA.
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Figure 40 : Détermination par cytométrie en flux du meilleur agent de biotinylation des
anticorps monoclonaux. L’anticorps monoclonal anti-CEA a été biotinylé chimiquement in vitro
grace a plusieurs agents de biotinylation : sulfo-NHS-biotine, sulfo-NHS-LC-biotine et sulfo-NHS-
LCLC-biotine puis révélés par les conjugués SA-Qdot®800. Les cellules négatives sont la lignée
cellulaire MC38 qui n’expriment pas le CEA, les autres marquages montrés ont été réalisés sur des
cellules qui expriment le CEA (lignée MC38-CEA). Les valeurs sont les moyennes de trois
expériences indépendantes.

b) Nombre de biotine par mAc

Pour I’ Ac monoclonal anti-CEA, la séquence peptidique est inconnue donc on ne connait ni le
nombre, ni ’emplacement des amines primaires a la différence du sdAb précédemment
utilisé. Les amines primaires peuvent étre présentes dans les domaines variables des chaines
lourdes et légeres. Bien qu’un anticorps conventionnel (de type IgG) soit divalent, 1’ajout
d’une biotine sur un site de reconnaissance antigénique limite cette fonction de I’anticorps. Le
nombre de biotine ajouté a un Ac monoclonal est donc un paramétre important qui doit étre
contrdlé. Plusieurs ratios molaires mAc : sulfo-NHS-LCLC-biotine ont donc été testés pour la
biotinylation de 1’Ac monoclonal anti-CEA : 1: 10; 1: 20; 1:30; 1:50 et 1: 100. Puis
comme pour les sdAb biotinylés, le nombre de biotine par anticorps a été déterminé a 1’aide

du kit de quantification des biotines utilisant le complexe HABA-avidine (Table 9, page 129).
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Cette quantification démontre que le nombre moyen de biotines sur I’Ac monoclonal varie
beaucoup en fonction du ratio molaire Ac : sulfo-NHS-LCLC-biotine utilisé. Par exemple,
pour un ratio molaire mAc : sulfo-NHS-LCLC-biotine de 1 : 100, on incorpore onze biotines
par anticorps, ce qui est trés important. Comme pour les sdAb, ces valeurs sont arrondies et

reflétent 1’état de biotinylation moyen de 1’anticorps.

Ratio molaires . . . . .
anticorps : sulfo-NHS-LCLC-biotine 1:10 1:20 1:30 1:50 1:100

Nombre de biotines ajoutées par mAb

(CLB-139) 3,9 5,2 6,3 7,6 11,3

Table 9 : Estimation du nombre moyen de biotines ajoutées par anticorps monoclonal anti-
CEA. Plusieurs ratios molaires, anticorps monoclonal : sulfo-NHS-LCLC-biotine ont été utilisés pour la
biotinylation des anticorps monoclonaux anti-CEA : 1: 10;1:20; 1:30; 1: 50 et 1: 100. le nombre
moyen de biotine par anticorps monoclonal a été estimé grace au kit de quantification des biotines
commercialisé par Pierce (« Pierce® biotin quantitation kit ») et calculé gréce au « HABA-calculator »
(www.piercenet.com/haba/habacalc.cfm ). Les valeurs sont la moyenne de trois mesures.

La conservation de la fonction de reconnaissance antigénique de ces anticorps biotinylés in
vitro a été testée grace a un marquage immunologique du CEA sur les lignées cellulaire
MC38 et MC38-CEA. Ce marquage immunologique a été réalisé avec une gamme de quantité
d’Acs monoclonaux biotinylés détectés par des conjugués SA-Qdot®800. Les résultats
démontrent que le nombre de biotine par anticorps monoclonal influence assez fortement la
sensibilité de la détection. En effet, plus le nombre de biotine par anticorps est important, plus
la sensibilité de la détection du CEA est grande. Ce résultat contraste avec celui obtenu pour
les sdAb biotinylés. Malgré le fait que 1’augmentation du nombre de biotine par anticorps
augmente la probabilité que des biotines bloquent le site de reconnaissance de 1’antigene,
cette augmentation du nombre de biotine par Ac semble favoriser la reconnaissance de la
biotine par les conjugués streptavidine-Qdot®800 (Figure 40, page 130). Par contre, la
quantité d’anticorps monoclonal biotinylé nécessaire pour avoir un signal spécifique est assez
¢levée : 67 fmol pour tous les ratios molaires testés lors de la biotinylation excepté pour le
ratio molaire 1: 100 ou 33 fmol sont suffisants. Comme précédemment, le signal de
fluorescence détecté pour ces valeurs d’anticorps a été défini comme spécifique dés que la

valeur de la moyenne géométrique de I’intensité de fluorescence dépasse celle mesurée sans
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anticorps additionnée de trois fois 1’écart type. Les valeurs des moyennes géométriques de la
fluorescence détectée ainsi que I’écart type des conditions sans anticorps sont données dans le

Table 10 (page 131).
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Figure 41 : Détermination par cytométrie en flux de I'influence du nombre de biotines ajoutées
a lanticorps monoclonal sur la sensibilité de détection du CEA. Plusieurs ratios molaires
anticorps monoclonal : sulfo-NHS-LCLC-biotine ont été utilisés pour la biotinylation des anticorps
monoclonaux anti-CEA : 1:10;1:20;1:30;1:50et1:100. La sensibilité de la détection du CEA
sur les cellules MC38 et MC38-CEA a été déterminé par cytomeétrie en flux. Les cellules négatives
sont la lignée cellulaire MC38 qui n’expriment pas le CEA, les autres marquages montrés ont été
réalisés sur des cellules qui expriment le CEA (lignée MC38-CEA). Les valeurs sont la moyenne de
trois expériences indépendantes. Le nombre moyen de biotines ajoutées par anticorps monoclonal
selon les ratios molaires est indiqué entre crochet.
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Quantité d’anticorps

TR 0,666 0,333 0,133 0,067 0,033 0,013 0,006 0,003 0,001
monoclonaux utilisée (pmol)

Cellules négatives 349 349 343 345 342 348 351 344 (+f’ggz)
Soigﬁ:ﬁt p(:r ;:t::lrps 1707 1073 580 /51“1 o 399 376 363 381 f’gg .
Sdgéb;i;z: p( :r ;jslrps 799 267 919 |, f’g’gg) 497 412 38t a2 f”g}g)
Sonn;ﬁ:ﬁi;i p( :r ;jzlrps 063 2277 981 |, f’f%s) 500 412 380 367 f’g,%s)
Soitr:ib[;i:i;zz p(:r ;Zilrps 5552 3133 1378, f’f,szs) 574 45 413 387 f’g,%s)
SOI:’:\::Z:ZSSW :nifirps 075 6215 2028 1248 |, f*8,77 gy 515 4s6 404 f’g,%s)

Table 10 : Valeurs des moyennes géométriques de l’intensité de fluorescence utilisées pour la
comparaison par cytométrie en flux linfluence du nombre de biotine ajouté a I’anticorps
monoclonal sur la sensibilité de détection du CEA. Plusieurs ratios molaires anticorps monoclonal
: sulfo-NHS-LCLC-biotine ont été utilisés pour la biotinylation des anticorps monoclonaux anti-CEA :
1:10;1:20;1:30et1:50et1:100. La sensibilité de la détection du CEA sur les cellules MC38
et MC38-CEA a été déterminé par cytométrie en flux. Les cellules négatives sont la lignée cellulaire
MC38 qui n’expriment pas le CEA, les autres marquages montrés ont été réalisés sur des cellules qui
expriment le CEA (lignée MC38-CEA). Les valeurs sont la moyenne de trois expériences
indépendantes. L’écart type est noté entre parenthéses pour les valeurs des marquages sans
anticorps car il est utilisé pour déterminer la limite de sensibilité ; ainsi que pour les seuils de
sensibilité déterminés. Les cases grisées correspondent aux limites de détection pour chaque type de
biotinylation déterminée selon nos critéres.

8. Comparaison de la fonctionnalité des différents anticorps biotinylés.
La sensibilité de détection de 1’anticorps monoclonal anti-CEA biotinylé a été comparée a
celle obtenue avec les sdAb biotinylés in vivo ou in vitro. Pour cela, les meilleures conditions
de biotinylation préalablement établies (en termes de sensibilité de détection du CEA) ont été
utilisées :

- Le sdAb anti-CEA biotinylé in vivo

- Le sdAb anti-CEA biotinylé in vitro avec le sulfo-NHS-LCLC-biotine en

utilisant un ratio molaire de 1 : 50.
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- Le mAc anti-CEA biotinylé in vitro avec le sulfo-NHS-LCLC-biotine en
utilisant un ratio molaire de 1 : 100.

Les gammes de quantité d’anticorps mis en jeu différent selon le type d’anticorps biotinylé
utilisé : de 0,6 fmol a 0.555 pmol pour les sdAb et de 0.667 fmol a 0.667 pmol pour les mAb.
Le marquage du CEA sur les cellules MC38-CEA est environ cinquante fois plus sensible
avec les sdAb anti-CEA biotinylés qu’avec 1’anticorps monoclonal anti-CEA biotinylé
(Figure 41, page 132). En effet, la quantit¢ minimale d’anticorps nécessaire pour pouvoir
détecter un marquage spécifique est de 0,6 fmol pour les sdAb anti-CEA (indépendamment
de la méthode de biotinylation) alors qu’il faut 33 fmol d’anticorps monoclonal anti-CEA
biotinylé. Comme précédemment, le signal de fluorescence détecté pour ces valeurs
d’anticorps a été¢ défini comme spécifique deés que la valeur de la moyenne géométrique de
I’intensité de fluorescence dépasse celle mesurée sans anticorps additionnée de trois fois
I’écart type. Les valeurs des moyennes géométriques de la fluorescence détectée ainsi que

I’écart type des conditions sans anticorps sont données dans le Table 11 (page 133).
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Figure 42 : Comparaison par cytométrie en flux de la sensibilité de la détection de CEA en
utilisant différents anticorps biotinylés. Les cellules MC38 et MC38-CEA ont été immunomarquées
avec soit les anticorps monoclonaux biotinylés in vitro, soit les anticorps simple domaine biotinylés in
vitro, soit les anticorps simple domaine biotinylés in vivo. Les cellules négatives sont la lignée
cellulaire MC38 qui n’expriment pas le CEA, les autres marquages montrés ont été réalisés sur des
cellules qui expriment le CEA (lignée MC38-CEA). Les valeurs sont la moyenne de neuf expériences
indépendantes.
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Molarité des anticorps

X . 0,5549 0,2775 0,0555 0,0277 0,0055 0,0028 0,0006 0
simple domaine (pmol)
Cellules négatives 3,86 3,77 3,88 3,73 3,88 4,05 3,88 3,65
g : . : . . : ) (+/-0,38)
6,30 .
sdAb-biotine in vivo 100,53 87,27 42,11 22,52 11,13 9,37 3,76

(+/- 1,02) (+/-0,52)

6,92 3,70

sdAb-biotine in vitro 102,30 86,79 47,82 41,46 17,30 13,44 (+/- 0,84) (+/-0,78)

Molarité des anticorps

0,66667 0,33333 0,06667 0,03333 0,00667 0,00333 0,00067 0
monoclonaux (pmol)
Cellules négatives 3,57 3,48 3,47 3,40 3,46 3,51 3,48 3,22
g ) , , ) , , ) (+/-0,15)
mAc-biotine in vitro 98,88 71,82 17,45 9,91 5,26 4,93 4,14 4
’ ’ ’ (+/-2,20) ’ ' ’ (+/-0,78)

Table 11 : Valeurs des moyennes géométriques de l'intensité de fluorescence utilisées pour la
comparaison par cytométrie en flux de la sensibilité de la détection du CEA des différents
anticorps biotinylés. Les cellules MC38 et MC38-CEA ont été immunomarquées avec soit les
anticorps simple domaine biotinylés in vitro, soit les anticorps simple domaine biotinylés in vivo (panel
du haut), soit les anticorps monoclonaux biotinylés in vitro (panel du bas). Les gammes d’anticorps
utilisées difféerent selon la nature de I'anticorps. Les cellules négatives sont la lignée cellulaire MC38
qui n‘expriment pas le CEA, les autres marquages montrés ont été réalisés sur des cellules qui
expriment le CEA (lignée MC38-CEA). Les valeurs sont la moyenne de neuf expériences
indépendantes. L’écart type est noté entre parentheses pour les valeurs des marquages sans
anticorps car il est utilisé pour déterminer la limite de sensibilité ; ainsi que pour les seuils de
sensibilité déterminés. Les cases grisées correspondent aux limites de détection pour chaque type de
biotinylation déterminée selon nos critéres.
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Conclusion et perspectives
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Durant ma these j’ai développé deux méthodes de conjugaison d’anticorps a des nanocristaux
semi-conducteurs qui permettent d’améliorer la sensibilité de détection de ces bionanosondes

anticorps-quantum dots.

La premiére méthode de conjugaison est une amélioration du protocole de conjugaison
d’anticorps aux quantum dot proposé par le principal fabricant de quantum dots. Le principal
défaut de ce protocole commercial est 1’étape de réduction des anticorps avant leur
conjugaison aux QDs. Le travail réalis¢ démontre que ces conditions de réductions sont trop
fortes et définit que les réductions de ’anticorps réalisées avec soit 0,075 mM de DTT, soit
6,06 mM de 2-MEA permettent d’améliorer la sensibilité¢ de détection de la protéine cible. Ce
travail permet aussi de mettre en évidence ’intérét de purifier les anticorps fonctionnels suite
a la réduction et de purifier les conjugués anticorps-quantum dots a 1’aide d’un gel d’agarose
a 1,5%. La sensibilité de ces nouveaux conjugués est environ six fois supérieure a celle

observée en utilisant le protocole du fabricant.

La seconde méthode développée est plus innovante puisqu’elle associe des anticorps simple
domaine a des quantum dots. Le couplage de ces anticorps simple domaine aux quantum dots
a été réalisé grace au systéme biotine/streptavidine. Deux méthodes de biotinylation ont été
utilisées : une biotinylation chimique réalisée in vitro et une biotinylation enzymatique
réalisée in vivo. La biotinylation in vivo permet d’avoir une seule biotine idéalement
positionnée a D’extrémité C-terminale. La biotinylation in vitro nécessite un peu plus
d’optimisation. Ces deux méthodes de biotinylation ont une limite de détection similaire : 0,6
fmol d’anticorps biotinylés est nécessaires pour détecter de fagon spécifique le CEA a la
surface de cellules transfectées. Par contre les sdAb biotinylés in vivo permettent une
détection du CEA plus sensible que ceux biotinylés in vitro lorsqu’on les utilise dans des
conditions saturantes. De plus, la sensibilit¢ de détection du CEA en utilisant ces anticorps
simple domaine biotinylés a été comparée a celle obtenue en utilisant un anticorps
monoclonal biotinylé. Cette comparaison démontre que la limite de détection du CEA par des
anticorps simple domaine biotinylés (0,6 fmol d’anticorps est nécessaires) est environ
cinquante fois meilleure que celle des anticorps monoclonaux biotinylés (33 fmol d’anticorps

sont nécessaires).

Ce travail s’inscrit dans un projet visant a I’établissement d’une plateforme diagnostique
utilisant des nanoparticules fluorescentes permettant la détection multiparamétrique des

cellules tumorales chez des patientes atteintes de cancer du sein. Le développement de
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quantum dots biofonctionnalisés avec des anticorps spécifiques de ces biomarqueurs en
utilisant ces méthodes de conjugaison présente donc un fort potentiel pour la détection
précoce de CTC dans le sang ou de CTD dans la moelle osseuse. Les anticorps simple
domaine semblent permettre de repousser la limite de détection mais ces anticorps sont moins
communs et a I’heure actuelle le choix de cibles antigénique est assez restreint. Ce travail
représente une étape importante pour établir une telle plateforme. Les techniques développées
pour [’utilisation de quantum dots biofonctionnalisés avec des anticorps permettent une
amélioration de la sensibilité de détection de la molécule cible. Dans le futur, il faut appliquer
ces méthodes en utilisant des anticorps qui permettent de détecter des biomarqueurs du cancer
du sein. Dans ce sens, plusieurs protéines sont intéressantes : HER2, Ki-67 et les récepteurs
hormonaux a la progestérone et aux cestrogénes [Jotwani et al., 2009]. HER2 est une
molécule transmembranaire surexprimée chez 25 a 30% des patientes atteintes du cancer du
sein, son pronostic clinique est généralement mauvais car il est associé¢ aux formes de cancer
les plus agressives. Ki-67 qui est une protéine nucléaire associée a la prolifération cellulaire
qui permet de suivre la fraction de cellules en croissance au sein d'une population. Les
récepteurs hormonaux aux cestrogénes et a la progestérone sont des protéines nucléaires et
représentent les meilleurs éléments prédictifs sur 1’efficacité de 1’hormonothérapie. Environ
75 a 80% des cancers du sein présentent une expression des récepteur hormonaux dont 5 a
10% co-expriment HER2. Le choix de ces biomarqueurs tumoraux est fondamental, car le
niveau d’expression de HER2 et des récepteurs hormonaux déterminent le pronostic clinique
de la maladie et permettent la mise en place de stratégies de traitements adéquates. De plus, la
détermination de leur niveau d’expression est réalisée en immunohistochimie. L’absence de
ces trois biomarqueurs tumoraux est un signe que la tumeur est relativement agressive et est
considéré comme de mauvais pronostic clinique par absence de traitement adapté [Dawson et
al., 2009]. Aussi, la recherche d’autres spécificités antigéniques d’expression membranaire
est nécessaire. Les marquages en immunohistochimie et sur des cellules en suspension n’ont
pas les mémes contraintes. En effet, ces derniéres doivent étre perméabilisées pour que les
anticorps puissent atteindre les antigénes intracellulaires, ce qui est difficilement réalisable a
grande échelle avec du sang. Le CEA pourrait ainsi devenir trés intéressant pour la détection
du cancer du sein grace aux anticorps simple domaine anti-CEA qui sont réellement
spécifiques au CEA, contrairement aux anticorps monoclonaux anti-CEA qui reconnaissent
aussi d’autres antigenes présents dans le sang et qui ne sont pas spécifiques des cellules

tumorales circulantes [Behar et al., 2007].
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Il faudrait donc adapter le choix de [Danticorps (et donc de la méthode de
biofonctionnalisation des quantum dots) en fonction de 1’antigéne choisi. Récemment,
I’équipe du Docteur Daniel Baty a isolé et produit un anticorps simple domaine anti-HER2
[Even-Desrumeaux et al., 2012]. Il serait donc trés intéressant de biotinyler in vivo cet
anticorps simple domaine et d’analyser la sensibilit¢ de la détection d’un marquage
immunologique anti-HER2 en utilisant des conjugués streptavidine-quantum dots.
L’optimisation des méthodes de biotinylation in vitro est nécessaire avant de comparer la
sensibilité de la détection de HER2 a la surface de cellules en cytométrie en flux en utilisant
ces sdAb biotinylés selon différentes approches ainsi qu’avec des anticorps monoclonaux
actuellement utilisés. Ceci permettra de valider la méthode de détection de HER2 qui soit la

plus sensible.

L’utilisation d’un panel d’anticorps biotinylés marqués par différents conjugués streptavidine-
Qdot"™ implique que le couplage des anticorps avec des QDs soit réalisé au préalable du
marquage des cellules. En effet, I’interaction biotine-streptavidine est spécifique mais elle se
fait de la méme fagon entre n’importe quel anticorps biotinylé et n’importe quel conjugué
streptavidine-QD ; toutefois, lorsque cette interaction est réalisée, elle est trés stable dans des
conditions physiologiques. Il est donc tout a fait possible d’utiliser par exemple les sdAb anti-
CEA et le sdAb anti-HER2 tous deux biotinylés et de les coupler séparément a des conjugués
streptavidine-Qdot“800 et streptavidine-Qdot®565 pour détecter de facon simultanée le
niveau d’expression de CEA et de HER2 par des cellules. Des essais préliminaires montrent
la faisabilité de cette approche ainsi que I’'importance de la séparation des sdAb libres des
complexes sdAb-QD. Par exemple, un tel couplage de sdAb anti-CEA biotinylé€s in vivo avec
des conjugués SA-Qdot“800 a été réalisé selon différentes quantités de sdAb (de 0,02 a 1000
ng) couplés a différentes concentrations de conjugués SA-Qdot®800 (de 2 nM a 2 pM)
permettant d’optimiser les quantités a utiliser pour avoir le meilleur marquage. Avant
utilisation, chaque couplage est purifié sur une unité de filtration au seuil de 100 kDa afin
d’¢éliminer la majorité¢ de sdAb non couplés. Les résultats démontrent assez clairement que les
meilleures conditions sont un couplage de 100 ng de sdAb anti-CEA biotinylé in vivo a des
conjugué a 2 mM de SA-Qdot®800 (Figure 42, page 138). De plus, ces résultats démontrent
qu’une trop grande quantité de sdAb diminue fortement la capacité des complexes a détecter
le CEA. Ceci est tres certainement dii a la présence de sdAb non couplés qui entrent en
compétition avec les complexes sdAb-QDs malgré la purification préalable des complexes

par filtration. Ces résultats préliminaires seront utiles pour I’établissement de conditions
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adéquates pour des marquages multiplexés dirigés contre plusieurs biomarqueurs en utilisant
le systeme biotine/streptavidine. Toutefois, il faudra s’assurer que ces complexes sdAb-QDs
soient stables. En effet, il ne faut pas que ce complexe se dissocie et que le sdAb anti-CEA
biotinylé soit reconnu par des conjugués streptavidine-Qdot”™ associés a un autre anticorps.
Ceci pourra étre testé par des essais de chasse du conjugués SA-Qdot®800 couplé au sdAb

anti-CEA biotinylé par d’autres conjugués SA-Qdot”.
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Figure 43 : Sensibilité de la détection du CEA selon les quantités de sdAb anti-CEA biotinylés
in vivo et des conjugués SA-Qdot®800 utilisés pour le couplage des conjugués sdAb-Qdot®
préalable a la réaction de marquage des cellules par cytométrie de flux. Les cellules négatives
sont la lignée cellulaire MC38 qui n'exprime pas le CEA, les autres marquages sont réalisés avec la
lignée cellulaire MC38-CEA.

Comme déja évoqué dans l’introduction, la plupart des systetmes de détection de la
fluorescence utilisés dans les laboratoires biologiques sont optimisés pour exciter
correctement les fluorochromes organiques et ne sont pas adaptés a 'utilisation de quantum
dots comme fluorochromes. Ceci remet en cause leur utilisation pour leur brillance élevée. En
effet, en utilisant les cytométre décrits (BD FACSCalibur® et Guava® Easycyte'™ plus), le

ratio signal/bruit de fond était plus élevée en utilisant la phycoérythrine (PE) qu’en utilisant
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les quantum dots. La raison principale est que ces appareils ne sont équipés que d’un seul
laser d’excitation qui émet a 488 nm, longueur d’onde a laquelle la PE est excitée a 53% de
son maximum, tandis que les Qdot“800 ne le sont qu’a 16% de leur maximum (données
d’Invitrogen). Si le rendement quantique des quantum dots est plus faible que celui de la PE,
le coefficient d’extinction molaire des QD est nettement plus important. Si on les excite mal,
on perd I’avantage d’utiliser des quantum dots. Ce probléme majeur peut étre illustré par
exemple en microscopie confocale ou I’excitation des fluorochromes peut étre réalisée soit
avec un laser émettant a 488 nm, soit un systéme d’excitation bi-photonique avec des
« pulse » de photons a 740 nm (ce qui représente une excitation d’environ 370nm en se
placant dans un systéme monophotonique). La brillance obtenue avec une méme cellule
immunomarquée selon le mode d’excitation des Qdot peut étre facilement comparée. Un
marquage de lignée cellulaire MC38-CEA avec des sdAb anti-CEA biotinylés révélés avec
des conjugués SA-Qdot®565 a été excité avec les deux sources d’excitation disponibles. Les
résultats démontrent clairement que le systéme d’excitation bi-photonique permet une
meilleure détection des quantum dots et permet de mieux profiter de leur brillance ¢élevée
(Figure 43, page 140). Les QDs absorbent fortement dans les U.V., la table 6 (page 118)

répertorie les coefficients d’extinction molaires de plusieurs Qdot®.

Il est donc nécessaire de faire évoluer les systemes d’excitation et de détection si on veut
développer des plateformes trés sensibles de diagnostic moléculaires précoce des cellules

tumorales en utilisant des conjugués anticorps-quantum dots.
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Figure 44 : Mise en évidence de I'importance de la source d’excitation pour un marquage haute
sensibilité par immunohistochimie analysée en microscopie confocale. Marquage de cellules
MC39-CEA par différents anticorps anti-CEA biotinylés révélés par des conjugués SA-Qdot®565.
L’image en haut a gauche des deux parties montre I'absence de bruit de fond di aux marquage non
spécifique des conjugués SA-Qdot®565 sur les cellules MC38-CEA en absence d’anticorps anti-CEA
biotinylé.

Le travail réalisé peut aussi étre étendu a d’autres domaines dont le suivi de particules
uniques. La biotinylation in vivo des anticorps simple domaine est trés intéressante pour les
analyses fondées sur le suivi individuel des quantum dots. En effet, cette méthode de
biotinylation permet d’avoir un controle parfait du nombre et de I’emplacement de biotine
rajouté par ’enzyme BirA sur I’anticorps. Cette approche permet donc d’avoir un meilleur
contrdle de la valence entre la molécule cible étudiée et le quantum dot en plus de s’assurer
de la bonne orientation de I’anticorps sur le quantum dot. Le suivi de particule unique est une
technique qui permet, grace a la sensibilité de détection offerte par les quantum dot, de suivre
les déplacements moléculaires a 1’échelle d’une seule cellule. Le suivi d’une seule molécule
grace au suivi individuel d’un seul quantum dot n’est possible que si la valence entre la
molécule d’intérét et le quantum dot est unique. En effet, si un quantum dot posséde a sa
surface une IgG fonctionnelle, divalente, qui a reconnu et fixé deux molécules cibles
différentes, alors leurs mouvements seront entravés 1'une a l'autre via la présence de

I’anticorps. Du fait que les conjugués streptavidine-QD possédent plusieurs streptavidine a

142



leur surface, des molécules de biotines seules seront utilisées pour saturer des sites de
reconnaissance de la streptavidine et permettent de n’avoir en moyenne qu’un seul anticorps
par QD. La monovalence des anticorps simple domaine ainsi que la présence d’une seule
biotine par anticorps permet donc de mieux maitriser la valence globale du complexe protéine

¢tudiée-anticorps-quantum dot.
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