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Résumé

Le mélanome est le plus agressif et le plus sévére des cancers cutanés du fait de son fort
potentiel métastatique. Pourtant a ce jour, aucun biomarqueur pour la détection précoce du
mélanome n’est unanimement reconnu.

Notre groupe a récemment démontré que le métabolisme du céramide est fortement altéré
des les premiers stades de la maladie, conduisant a I'augmentation de la production d’un
dérivé du céramide, la sphingosine 1-phosphate (S1P). La S1P est sécrétée par les cellules du
mélanome et a été identifiée comme une molécule majeure du remodelage du
microenvironnement tumoral, qui favorise la progression du cancer. De fagon physiologique,
la S1P circulante se trouve majoritairement sous forme liée aux protéines de haute densité
(HDLs), aux protéines de basse et trés basse densité (LDLs et VLDLs) ainsi qu’a I'albumine. Les
cellules de mélanome pourraient produire de la S1P non liée qui pourrait rendre compte des
effets produits par ce lysosphopholipide sur les cellules du microenvironnement tumoral suite
a sa fixation sur les récepteurs S1PR présents a la surface des cellules stromales.

Ainsi, cette forme libre de S1P pourrait représenter un nouveau biomarqueur pour la
détection précoce du mélanome. Cependant, il n’existe a I'heure actuelle aucun moyen
permettant de la quantifier.

Le but de ce travail interdisciplinaire a été de développer un nouveau capteur basé sur un
polymére a empreintes moléculaires (MIP) dans le but de quantifier la S1P libre dans le sang
de patients atteints de mélanome.

Cette étude a été réalisée entre I'équipe « Ingénierie pour les sciences du vivant (ELiA) » du
Laboratoire d’Analyse et d’Architecture des Systemes (LAAS), et I'équipe « Sphingolipides,
métabolisme, mort cellulaire et progression tumorale » du Centre de Recherche en
Cancérologie de Toulouse (CRCT), en étroite collaboration avec I'équipe « Biomimétisme et
structures bioinspirées » de I’'Université Technologique de Compiégne (UTC).

Dans un premier temps, nous avons synthétisé un nouveau MIP dirigé contre la S1P par une
méthode de thermopolymérisation en masse. Nous avons caractérisé puis optimisé ce MIP en
effectuant des mesures de spectrométrie de masse couplée a la chromatographie en phase
liquide et des mesures de spectroscopie de fluorescence. Le MIP a été comparé a un NIP (Non
Imprinted Polymer) et exposé a des analogues de la S1P afin d’évaluer sa sélectivité.

Dans un second temps, en vue de 'utilisation d’'un MIP en tant que couche sensible d’un futur
capteur et pour anticiper son immobilisation et sa structuration sur le transducteur, nous
avons mis au point un nouveau MIP photopolymérisable en 2D. Ce MIP a d’abord été structuré
en motifs par photolithographie sur des surfaces de silicium puis validé par des mesures de
microscopie de fluorescence. Le MIP a également été structuré sous la forme de couches
minces sur les surfaces actives de capteurs de Microbalance a Cristal de Quartz (QCM) dans le
but de le valider par cette méthode sans marquage.



Enfin, nous avons exploré |'utilisation d'une fibre optique recouverte d'une couche de MIP
photopolymérisé dans le but de détecter, par spectroscopie infrarouge, la liaison de la S1P
avec le MIP a la surface de la fibre.



Abstract

Melanoma is the most aggressive and severe form of cutaneous cancer due to its high
metastatic potential. However, to date, no marker for the early detection of melanoma has
been unanimously accepted. Our group has demonstrated that ceramide metabolism is
strongly altered in melanoma, leading to the overproduction of sphingosine 1-phosphate
(S1P), one of its derivatives. S1P is secreted by melanoma cells and has been identified as a
critical molecule of tumor microenvironment remodeling that supports cancer progression.
Physiologically, circulating S1P is predominantly linked to high density lipoproteins (HDLs), low
and very low density lipoproteins (LDLs and VLDLs), as well as albumin. Melanoma cells
produce unbound S1P that could be responsible for the effects induced by this
lysophospholipid on the tumor microenvironment, as a result of its binding to S1PR receptors
present on the surface of stromal cells.

Thus, secreted tumor S1P could represent a new biomarker for the early detection of
melanoma. However, there are currently no means to quantify it.

The goal of this interdisciplinary work was to develop a new sensor based on a Molecularly
Imprinted Polymer (MIP) in order to quantify unbound S1P present in the blood of melanoma
patients.

This study has been conducted between the “Engineering for Life science Applications (EliA)”
group at the Laboratory for Analysis and Architecture of Systems (LAAS) and the
“Sphingolipids, metabolism, cell death and tumor progression” group at the Cancer Research
Center of Toulouse (CRCT), in strong collaboration with the team “Biomimetism and
Bioinspired Structures” of the University of Technology of Compiegne (UTC).

First, we synthesized a new MIP against S1IP employing a bulk thermopolymerization
approach. The resulting MIP was characterized and optimized by performing both mass
spectrometry and fluorescence spectroscopy measurements. It was compared to a Non
Imprinted Polymer (NIP) and exposed to S1P analogues to assess its selectivity.

Second, in order to use the MIP as the sensitive layer of a future sensor and prepare its
immobilization and structuration onto a transducer, we synthesized a new surface
photopolymerizable MIP. This MIP was first structured by photolithography onto silicon
substrates and validated by fluorescence microscopy measurements. The MIP was also
structured as a thin layer onto Quartz Crystal Microbalance (QCM) chips in order to validate
its binding capacities using this label-free method.

Finally, the use of a MIP-coated optical fiber as an infrared sensor was explored, with the aim
of detecting S1P in blood using Attenuated Total Reflectance (ATR) spectroscopy.
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Chapitre 1 : Contexte et objectifs de la théese

Chapitre 1 : Contexte et objectifs de la these

1.1 Cancer, mélanome et sphingosine 1-phosphate

1.1.1 Propriétés des cellules cancéreuses

Le terme cancer englobe un groupe de maladies qui se caractérisent par une prolifération et
une propagation incontrolées de cellules anormales.

Soumise a des agressions externes de différentes natures, la cellule saine peut subir des
altérations de son ADN qui peuvent conduire au cours du temps a 'apparition de mutations
génétiques. Pour protéger I'organisme, il existe plusieurs systéemes cellulaires permettant de
repérer puis de réparer ces altérations ou bien de déclencher I'autodestruction de la cellule
anormale par apoptose lorsque celles-ci sont trop importantes pour étre réparées.
Cependant, il peut arriver que ces systémes de protection fonctionnent mal ou ne
fonctionnent plus. La cellule anormale peut alors continuer a se diviser malgré la présence
d’altérations génétiques. Si les génes altérés sont impliqués dans la régulation de la
prolifération cellulaire ou de I'apoptose, la cellule peut se multiplier de facon anarchique, ce
qui conduit a la formation d’une tumeur cancéreuse.

Avec le temps, les cellules cancéreuses continuent d’accumuler des mutations génétiques et
acquierent ainsi des nouvelles propriétés qui vont permettre a la tumeur de se développer
localement en détruisant les cellules saines. Les propriétés principales des cellules
cancéreuses sont leur nature immortelle, la perte de leur fonction biologique d’origine, leur
capacité a détourner les ressources locales a leur bénéfice (oxygéne, énergie et facteurs de
croissance) et enfin, leur faculté a empécher les défenses immunitaires de I'organisme a les
combattre (voir figure 1.1).
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Figure 1.1 : Propriétés principales des cellules cancéreuses (d’apreés [1]).

Les cellules cancéreuses finissent par envahir tous les tissus de I'organe d’origine de la tumeur
mettant en péril son fonctionnement, puis par atteindre les tissus des organes voisins. On
parle alors de cancer invasif. Dans ce cas, certaines cellules cancéreuses de la tumeur primaire
deviennent mobiles et circulent a travers les systemes sanguin et lymphatique pour former
des métastases. Les décés par cancer sont en grande majorité causés par les métastases, d’ou
la nécessité de dépister et diagnostiquer au plus tot la maladie, avant sa dissémination dans
I'organisme, afin d’augmenter les chances de guérison [2]-[4].

1.1.2 Le mélanome cutané

1.1.2.1 Généralités sur la peau humaine

1.1.2.1.1 Définition et réles de la peau humaine

Essentielle a la vie, la peau est I'organe le plus lourd et le plus étendu du corps humain. A titre
d’exemple, pour une personne adulte de soixante-dix kilogrammes environ, le poids de la
peau est de prés de quatre kilogrammes et elle s’étend sur une surface de pres de deux metres
carrés, tandis que son épaisseur varie en moyenne de 0,5 a 3 millimétres selon les parties du
corps. Elle recouvre la totalité du corps humain et forme une barriére protectrice contre les
agressions extérieures telles que le soleil, les virus et bactéries ou encore les agents chimiques.
La présence de cellules immunitaires en son sein lui permet de s’adapter continuellement aux
agressions extérieures. Cependant, le pouvoir de protection de la peau est limité. Par exemple,
suite a une exposition trop importante aux rayons ultraviolets, les cellules de la peau peuvent
subir des altérations génétiques qui entrainent I'apparition de cancers de la peau, dont le plus
agressif est le mélanome.
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1.1.2.1.2 Structures de la peau humaine

La peau est constituée de trois couches principales : I’épiderme, le derme et I’'hypoderme (voir
figure 1.2).

Epiderme

Derme

| Hypoderme

Figure 1.2 : Les principales couches de la peau humaine (d’apres [5]).

L'épiderme qui est I'enveloppe externe de la peau s’organise en quatre couches successives
qui sont de l'extérieur vers l'intérieur, la couche cornée, la couche granuleuse, la couche
épineuse et la couche basale. Il est constitué de quatre types de cellules qui sont les
kératinocytes, les mélanocytes, les cellules de Langerhans et les cellules de Merkel (voir figure
1.3). Les mélanocytes sont des cellules d’origine neuro-ectodermique qui se situent au niveau
de la couche basale de I'épiderme. Ils synthétisent dans les mélanosomes la mélanine, un
pigment brun foncé, responsable de la pigmentation de la peau et qui joue un rdle de
protection vis-a-vis des rayons ultraviolets. Lorsque la peau est exposée aux rayons
ultraviolets, les mélanocytes qui sont des cellules en forme d’étoile, présentant des
prolongements cytoplasmiques, appelés dendrites, entrent en contact avec les kératinocytes
pour leur transférer leur mélanosomes (voir figure 1.4). L'épiderme n’étant pas vascularisé il
est dépendant du derme pour se nourrir [6], [7].
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Figure 1.3 : Couches et types cellulaires de I’épiderme (d’apres [6]).

10 pm

Figure 1.4 : Observation au microscope optique d’'un mélanocyte et

des mélanosomes accumulés dans les dendrites (d’aprés [6]).

Le derme qui se situe directement sous I'épiderme est composé de deux couches : le derme
papillaire qui est le plus superficiel et le derme réticulaire, le plus profond. Les principales
cellules du derme sont les fibroblastes, responsables de la production de fibres de collagéne
et de fibres élastiques, a I'origine de la souplesse et de I’élasticité de la peau. Le derme est le
principal tissu de soutien de la peau, responsable de sa solidité. C’est au niveau du derme que
I’on retrouve les principales structures spécialisées de la peau comme les vaisseaux sanguins,

les vaisseaux lymphatiques et les terminaisons nerveuses [8].
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L'hypoderme est situé sous le derme. Il est constitué de cellules graisseuses, les adipocytes.
Cette couche de graisse stocke I'énergie, assure I'isolation pour conserver la chaleur du corps
et protege les organes recouverts [8].

1.1.2.2 Le mélanome : le cancer cutané le plus agressif

1.1.2.2.1 Définition

Le mélanome cutané est une tumeur maligne qui se développe a partir des mélanocytes. Il
représente une minorité des cancers de la peau mais il est le plus grave du fait d’un risque
important de métastases. En effet, il se développe au niveau des couches les plus profondes
de I'épiderme, a proximité du derme, riche en vaisseaux sanguins, ce qui facilite la
dissémination des cellules vers d’autres organes, par le biais de la circulation sanguine, et donc
la formation de métastases. Cependant, lorsqu’il est détecté assez t6t, au tout début de son
développement, le mélanome peut étre éliminé par exérese, d’ou I'importance d’un dépistage
et d’un diagnostic précoce [8].

1.1.2.2.2 Occurrence, facteurs de risque et types de mélanomes cutanés

Le mélanome cutané survient a tout age chez les adultes mais est trés rare chez I'enfant. Il
apparait sur n'importe quelle partie du corps, le plus souvent sur le tronc chez I’homme et sur
les jambes chez la femme. Il se manifeste essentiellement de deux fagcons : soit par I'apparition
d’une tache pigmentée sur la peau saine qui ressemble a un grain de beauté (cas le plus
fréquent), soit par la modification de couleur et de forme d’un grain de beauté préexistant
(voir figure 1.5). Dans plus de 90 % des cas, le mélanome se situe au niveau de la peau (il
apparait plus rarement sur d’autres organes comme la bouche, le nez, les sinus, le rectum,
ainsi que sur les organes génitaux). Comme tous les cancers, le mélanome cutané est le
résultat de différentes causes qui interagissent entre elles. Toutes ne sont pas connues et tous
les mécanismes sous-jacents a I'apparition du mélanome cutané ne sont pas encore établis.
Cependant, on peut lister certains facteurs de risque internes et externes qui augmenteraient
le risque de développer le mélanome cutané. Il s’agit de I'exposition au soleil et aux UVs
artificiels, d’'un certain type de peau (on parle de phototype), d’'un nombre élevé de grains de
beauté et des antécédents personnels ou familiaux de mélanome. On distingue quatre types
principaux de mélanome cutané : le mélanome superficiel extensif, le mélanome de
Dubreuilh, le mélanome acrolentigineux et le mélanome nodulaire [8].
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Figure 1.5 : Photographie d’un grain de beauté ayant évolué en
mélanome [9] .

1.1.2.2.3 Dissémination des cellules du mélanome

Lorsque les cellules cancéreuses apparaissent, elles sont d'abord peu nombreuses et limitées
a la surface de la peau. La plupart des mélanomes cutanés se développent d'abord
horizontalement dans I'épiderme (sauf le mélanome nodulaire qui peut directement se
développer vers les couches profondes de la peau). Tant que la tumeur se situe au sein de
I'épiderme, on parle de mélanome cutané in situ. Si elle est retirée par acte chirurgical a ce
stade, il n'y a pas de risque d'évolution métastatique. Avec le temps et si aucun traitement
n'est effectué, la tumeur progresse en profondeur a travers le derme et I'hypoderme. A partir
du moment ou la tumeur franchit la couche basale et atteint le derme, le cancer devient
invasif. Des cellules cancéreuses peuvent alors se détacher de la tumeur primaire et rejoindre
les vaisseaux sanguins ou les vaisseaux lymphatiques pour aller envahir d'autres parties du
corps. Des cellules cancéreuses peuvent ainsi s'échapper de la tumeur primaire et envahir les
ganglions proches. Les ganglions atteints dépendent de la localisation de la tumeur. Les
cellules cancéreuses peuvent aussi s’installer dans les canaux lymphatiques situés entre la
tumeur primitive et les ganglions les plus proches et former des tumeurs cutanées ou sous
cutanées que I'on appelle alors métastases en transit. Enfin, les cellules cancéreuses peuvent
se propager a d'autres tissus ou organes. On parle de métastases a distance et le mélanome
cutané sera dit métastatique. Les métastases a distance sont le plus fréquemment localisées
sur la peau, dans les ganglions lymphatiques, les poumons, le foie et le cerveau, mais
guasiment tous les organes peuvent étre atteints (voir figure 1.6) [8].

23



Chapitre 1 : Contexte et objectifs de la thése

Epiderme

n— Derme
I
_'—sHypoderme

Propagation a »

|
l Stade 3 : d'autres organes N g
| Propagation : :
| Stade 2 ' auxganglions ;
| I lymphatiques | :
| Tumeuren | 1
Stade 0 : Stade 1 | profondeur : | ‘ :
¥) p
Tumeur | Tumeur en : (sit_l:é'::':lion) | : ' |
confinée a | profondeur | | | | 1
I'épiderme | <1mm ou>4mm | : r |
| (siulcération) | ' \ . '
| | Peau Foie Poumons !
ou=05mm ' '

Figure 1.6 : Les différents stades du mélanome cutané (d’apres [10]).

1.1.2.2.4 Diagnostic et traitement du mélanome cutané

Le diagnostic clinique consiste en I'analyse par le dermatologue de la taille, de la forme, de la
couleur et de I'évolution de la lIésion cutanée (voir figure 1.7).

Asymétrie Bords Couleur Diameétre Evolution

=
>

<6 mm. Pas d'évolution

- ‘

Assymétrique Bords Plusieurs >6 mm Evolution

Mélanome

3 T

ROk couleurs
réguliers

Figure 1.7 : Critéres d’identification du mélanome cutané (d’apres [11]).

Quand un cas de mélanome cutané est suspecté, une exérese de la lésion est effectuée afin
de I'analyser en laboratoire. Un examen anatomopathologique des tissus prélevés permettra
de confirmer le diagnostic [8], [12].
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Malheureusement, cette procédure n’est enclenchée que suite a la découverte d’une lésion
suspecte de la peau par l'individu lui-méme, une personne de son entourage ou par un
professionnel de santé (médecins généralistes, dermatologues). Or, lorsque la Iésion parvient
a étre repérée, le mélanome cutané a souvent déja évolué vers des stades plus agressifs.

Le traitement du cancer est adapté a chaque situation particuliere et le choix d’un traitement
ou d’'une combinaison de traitements dépend de plusieurs facteurs tels que le type de cancer,
son degré d’extension, la présence d’autres maladies, I'age et 'état général de la personne.
Parmi les traitements classiques on retrouve la chirurgie, la chimiothérapie, la radiothérapie,
la curiethérapie et ’hormonothérapie. Des nouveaux traitements contre le cancer sont en
cours de développement, on pourra citer les thérapies ciblées, les immunothérapies, les anti-
angiogeneses et les thérapies géniques [13].

Compte tenu du fait que le mélanome cutané peut évoluer rapidement vers un stade
métastatique, 'accés a un moyen de dépistage plus précoce, avant méme I'apparition d’une
lésion de la peau ou d’autres symptémes, constituerait un avantage et un gain de temps
considérables pour la prise en charge de cette maladie. Dans ce contexte, I'identification puis
la quantification de biomarqueurs du mélanome cutané constituent un enjeu majeur.

1.1.2.2.5 Les biomarqueurs du mélanome cutané

1.1.2.2.5.1 Définition d’un biomarqueur

Dans le domaine de la santé, un biomarqueur est une caractéristique mesurable avec précision
et reproductibilité, utilisée comme indicateur d'une fonction du corps, d'une maladie ou de
I'action d'un traitement [14].

Dans le cas du cancer en général, il existe un grand nombre de biomarqueurs différents. lls
peuvent renseigner sur le risque de développer ultérieurement certains cancers, sur la
présence d’un type de cancer ou bien informer sur la nature et I'agressivité d’'une tumeur ainsi
qgue sur la réponse a un traitement. Durant les différentes phases de la cancérogenese, de
nombreuses molécules peuvent étre sécrétées soit par les cellules cancéreuses ou les cellules
issues du microenvironnement tumoral, soit au travers de phénomeénes tels que la mort
cellulaire, la réaction du systeme immunitaire ou la réponse a I'action de molécules
chimiothérapeutiques. Il peut s’agir de divers types de molécules biologiques comme des
protéines, de peptides, de ’ADN, des micro-ARNs ou des cellules tumorales circulantes. Ces
biomarqueurs peuvent étre retrouvés dans les tissus, les cellules et dans les fluides
biologiques (sang, urine, salive). lls ne sont pas statiques et leur expression varie au cours du
temps en fonction de I'état général du patient, de la progression tumorale et des traitements
suivis.
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1.1.2.2.5.2 Cas du mélanome cutané

Dans le cas du mélanome cutané, peu de biomarqueurs sont aujourd’hui admis et utilisés en
routine. De plus, il n’existe a ce jour aucun biomarqueur employé pour le dépistage du
mélanome cutané non métastatique. Les biomarqueurs sérologiques les plus utilisés
concernent la détection précoce d’une récidive locale ou métastatique. Il s’agit de la protéine
S100 et de la lactate déshydrogénase (LDH). Parmi les biomarqueurs qui ont été étudiés ou
sont en cours d’étude, on peut citer les antigénes associés au mélanome (melanoma inhibiting
activity (MIA), neurone specific enolase (NSE), lipid-bound sialic acid-P (LSA)), des dérivés de
la différenciation mélanocytaire tyrosinase (TYR), de l’angiogenése tumorale (vascular
endothelial growth factor [VEGF], interleukine 8 [IL-8]), des molécules d’adhésion
(intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1), soluble vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-
1)), des métalloprotéases, des cytokines ([IL-6], [IL-10]), des antigenes leucocytaires
(antigénes membranaires HLA de classe 1), ou d’autres difficiles a classer comme le tumour-
associated antigen 90 immune complex (TA-90) et la glycoprotéine YKL-40. Parmi tous ces
biomarqueurs, aucun ne s’est révélé plus efficace que la protéine S100 ou le lactate
déshydrogénase comme facteur pronostique des stades métastatiques et aucun n’a montré
une pertinence clinique pour le dépistage précoce du mélanome cutané, y compris la protéine
S100 et le lactate déshydrogénase [15], [16].

1.2 La sphingosine 1-phosphate (S1P) comme biomarqueur
du mélanome cutané

La S1P est un lysophospholipide de formule chimique C1sH3sNOsP et de poids moléculaire égal
a 379,47 Da qui dérive de la sphingosine. Il s’agit d’'une molécule amphiphile, constituée d’une
téte polaire phosphate hydrophile rattachée a un groupement amine et d’'une longue chaine
carbonée mono-insaturé (présence d’une double liaison carbone-carbone en configuration
trans en C4) hydrophobe. A pH physiologique la S1P sera sous sa forme zwitterionique
(présence de deux groupes de charge opposée) globalement neutre électriquement (voir
figure 1.8) [17]—-[19]. La S1P dérive de la phosphorylation de la sphingosine, a ce titre elle est
aussi qualifiée de sphingolipide.

0 oH
I ~
o NH3

Figure 1.8 : Structure chimique de la S1P.
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1.2.1 Les sphingolipides

C’est en travaillant sur la composition du cerveau en 1884 que J.L.W. Thudichum utilise pour
la premiere fois le préfixe « sphingo », inspiré du Sphinx de la mythologie grecque, pour mettre
en avant les propriétés énigmatiques des constituants lipidiques qu’il rencontre [20]. En effet,
la nature des sphingolipides est longtemps restée mystérieuse du fait de leur grande diversité
de structure, de leur métabolisme complexe mais également a cause des nombreuses
fonctions biologiques qu’ils régulent. Bien plus tard, en 1947, H. Carter étendra I'utilisation du
terme sphingolipides a tous les lipides dérivés de la sphingosine [21]. Les sphingolipides ont
en commun une base sphingoide, qui peut étre saturée (dihydrosphingosine) ou insaturée
(sphingosine), composée de dix-huit atomes de carbone et d’'une fonction aminoalcool. Cette
base peut subir des modifications pour donner d’autres sphingolipides. Par exemple, I'ajout
d’un phosphate sur le groupement hydroxyle en C1 de la sphingosine abouti a la formation de
S1P. Autre exemple, la condensation de la sphingosine par liaison amide avec un acide gras
de longueur variable aboutie a la formation de céramide. Les fonctions biologiques du
céramide dépendent de la nature de la chaine acylée qui le compose et il se situe au centre
du métabolisme des sphingolipides. Il est a I'origine de la formation de sphingolipides plus
complexes. Ainsi, la phosphorylation par une céramide kinase génére du céramide 1-
phosphate (C1P) et la condensation avec une phosphocholine aboutie a la formation de la
sphingomyéline (SM). Enfin, les glycosphingolipides tels que le glucosylcéramide et le
galactosylcéramide proviennent respectivement de I'addition de résidus de glucose et de
galactose sur le céramide (voir figure 1.9) [22], [23]. Comme les autres lipides membranaires,
les sphingolipides sont des molécules amphiphiles ce qui leur permet de diffuser a travers les
membranes biologiques. Ils se retrouvent dans de nombreux organismes tels que les levures,
les insectes, les vers, les poissons et les mammifeéres. Il s’agit d’une classe de lipides largement
distribuée dans les membranes des cellules eucaryotes et on les trouve dans différents
compartiments subcellulaires ou parfois dans les liquides biologiques pour certains d’entre
eux. Bien gu’ils soient répandus, leur proportion est trés variable selon le tissu et le type
cellulaire [24].
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Figure 1.9 : Structure de quelques sphingolipides (d’aprés [24]).

1.2.2 Métabolisme des sphingolipides et de la S1P

La S1P dérive de la sphingosine qui elle-méme est issue du céramide. Le céramide peut étre
généré soit de novo dans le réticulum endoplasmique, soit par une voie de recyclage connue
sous le nom de « cycle de la sphingomyéline ».

La premiere étape de la synthéese de novo de céramide est la condensation entre une sérine
et un palmitoyl-CoA qui débute sur la face cytosolique du réticulum endoplasmique et qui est
catalysée par la sérine palmitoyltransférase. La 3-cétosphinganine ainsi formée va étre réduite
en dihydrosphingosine ou sphinganine par la cétosphinganine réductase, une enzyme NADPH
dépendante. La dihydrocéramide synthase catalyse alors I’acylation de cette sphinganine pour
aboutir a du dihydrocéramide qui sera ensuite oxydé par une désaturase pour générer du
céramide.

Les futures transformations du céramide en sphingolipides plus complexes auront lieu dans
des compartiments cellulaires extérieurs au réticulum endoplasmique, principalement dans
I'appareil de Golgi. Pour cela, le céramide doit pouvoir étre transporté vers ces
compartiments. Cela n’est rendu possible que grace a une protéine cytosolique, la ceramide
transfert protein qui joue le role de transporteur. Une fois dans le Golgi, la sphingomyéline
synthase catalyse le transfert d’'un groupement phosphorylcholine a partir de
phosphatidylcholine sur le céramide, ce qui permet de former de la sphingomyéline qui sera
transportée jusqu’a la membrane plasmique. Son hydrolyse qui génére du céramide et de la
phosphorylcholine grace a des phospholipases spécifiques, les sphingomyélinases, constitue
la deuxieme voie de génération de céramide. Enfin, il se pourrait que des réactions d’hydrolyse
similaires a cette derniére puissent générer du céramide a partir d’autres sphingolipides plus
complexes, notamment les glycosphingolipides [25]. Une fois synthétisé, le céramide peut
subir une déacylation par des céramidases qui sont des enzymes qui catalysent la dégradation
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du céramide en sphingosine. Cette sphingosine peut étre phosphorylée par les sphingosines
kinases situées dans le cytosol ou sur la membrane plasmique et donner de la sphingosine 1-
phosphate. Cette sphingosine 1-phosphate peut étre recyclée en sphingosine sous I'action
d’une S1P phosphatase ou bien étre dégradée dans le RE de facon irréversible par la S1P lyase,
produisant au final un hexadécénal et une phosphoéthanolamine qui serviront a la synthése
des glycérophospholipides (voir figure 1.10) [26]. Ainsi les taux intracellulaires de S1P sont
relativement faibles et variables selon les tissus et ils sont finement régulés par trois types
d’enzymes, les sphingosines kinase (SK1 et SK2), la S1P lyase et les S1P phosphatase (SPP1 et
SPP2) qui orchestrent I’équilibre entre biosynthése et dégradation de la S1P (voir figure 1.11)

[17].
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Figure 1.10 : Métabolisme et localisation subcellulaire des sphingolipides et de la S1P.
Abréviations : CDase céramidase, aCDase CDase acide, nCDase CDase neutre, Cer céramide, CerS
céramide synthase, Des desaturase, DHCer dihydrocéramide, EtP ethanolamine phosphate, FA
fatty acid, GlIcCer glucosylcéramide, GSL glycosphingolipide, Hal hexadecenal,KS
ketosphinganine, KSR KS reductase, Sa sphinganine, Ser L-serine, SK sphingosine kinase, SM
sphingomyéline, SMase sphingomyélinase, aSMase SMase acide, SMS SM synthase, So
spingosine, SPL S1P lyase, SPT sérine-palmitoyltransferase, S1P sphingosine 1-phosphate [27].
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Figure 1.11 : Formation et dégradation de la S1P [17].

1.2.3 Réles biologiques de la S1P

Les sphingolipides ont longtemps été étudiés pour leur rdle structural dans les membranes
cellulaires et la S1P a été considérée comme un simple intermédiaire de détoxification de la
sphingosine. En réalité, il s’agit d’un lipide bioactif et un médiateur lipidique vital, dont le réle
dans de nombreux processus physiologiques et pathologiques a été démontré. Par exemple
on peut citer son implication dans la régulation de la croissance cellulaire, I'angiogenése
vasculaire, la migration lymphocytaire, la réponse inflammatoire, la fibrose et son effet anti-
apoptotique. La S1P agit selon deux modes d’action différents : I'un extracellulaire, par fixation
a des récepteurs présents a la surface cellulaire, I'autre intracellulaire, en tant que second
messager dans la cellule.

1.2.3.1 Action extracellulaire : les récepteurs de la S1P

Une fois sécrétée, la S1P peut se lier a des récepteurs spécifiques a la S1P (S1PRs) en agissant
de facon autocrine ou paracrine. Suite a cette liaison, la S1P active des cascades de
signalisation qui sont impliquées dans de nombreux processus biologiques. Aujourd’hui, cing
récepteurs spécifiques a la S1P (S1PR1-5) sont connus (voir figure 1.12). S’ils présentent tous
une forte affinité pour la S1P (Kg de 2 a 63nM), ils ont des profils d’expression cellulaire
différents et des modes d’action parfois antagonistes en réponse a la S1P. L’effet biologique
observé en réponse a la S1P représente au final la somme de toutes leurs actions. Il s’agit de
récepteurs EDG (Endothelial Differentiation Gene) possédant sept domaines
transmembranaires et couplés a une protéine G. Lors de la liaison avec la S1P, le récepteur
interagit avec une protéine G hétérotrimérique qui se dissocie en sous-unités a-GTP et By qui
sont capables d’activer différents effecteurs cellulaires. Apres leur activation par la S1P, les
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récepteurs sont phosphorylés, ce qui conduit a leur découplage fonctionnel puis a leur

recyclage vers la membrane plasmique [28].
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Figure 1.12 : Les différents récepteurs de la sphingosine 1-phosphate [28].

1.2.3.2 Action intracellulaire : S1P, second messager dans la cellule

Plusieurs observations sont en faveur d’un réle direct de la S1P a I'intérieur de la cellule. Dans
la cellule, elle occupe une place importante dans le métabolisme des sphingolipides puisque
sa dégradation constitue la principale voie de dégradation des bases sphingoides. De plus, la
mise en évidence de son implication dans de nombreux processus physiologiques tels que la
régulation de la croissance cellulaire, la prolifération et I'inhibition de I'apoptose suggere pour
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la S1P un r6le de second messager intracellulaire. Par exemple, des études ont montré que
dans un modele de tumeur intestinale chez des souris déficientes pour la sphingosine kinase
1 ou pour certains récepteurs a la S1P, seules les souris invalidées pour la kinase montraient
une régression tumorale, soulignant I'importance de I'action intracellulaire de la S1P [29].
D’autres travaux ont permis de montrer que la S1P était capable de réguler I'acétylation des
histones en se liant spécifiquement aux histones déacétylases HDAC1 et HDAC2 et en inhibant
leur activité enzymatique. Ces travaux soulignent I'importance de la S1P dans la régulation de
la transcription génique par son une interaction directe avec les HDAC [30]. Une étude a
également montré que la production de S1P a la membrane externe des mitochondries par la
sphingosine kinase 2 facilitait I'oligomérisation du géne pro-apoptotique Bak et un lien direct
entre I’'hexadécénal, qui est un produit de dégradation de la S1P et Bax, un autre membre pro-
apoptotique de la famille de genes Bcl-2 a été démontré [31], [32]. Enfin, dans une autre
étude, il a été découvert que le facteur-2 associé au récepteur du TNF (TRAF2), un acteur clé
dans la signalisation du facteur de transcription NF-kB (nuclear factor-kappa B) impliquée dans
la réponse immunitaire et notamment associée aux facteurs anti-apoptotiques pouvait se lier
directement avec la S1P intracellulaire [30].

1.2.4 Role de la sphingosine 1-phosphate dans le cancer

Les sphingolipides sont étroitement liés a la pathologie tumorale. Dans une cellule saine, il y
a un équilibre dynamique entre la synthese de métabolites sphingolipidiques mitogéniques
(qui incitent a la division cellulaire) et ceux qui au contraire induisent la mort cellulaire. Ainsi,
le céramide et la sphingosine sont reconnus pour étre des métabolites pro-apoptotiques alors
qgue leur homologues phosphorylés ou glycosylés (S1P, C1P, GlcCer) soutiennent la
prolifération et la survie cellulaire ainsi que la chimiorésistance. Pour illustrer cet équilibre
entre les concentrations intracellulaires de céramide et celles de S1P, on évoque souvent le
terme de « rhéostat sphingolipide » (voir figure 1.13).

(¢ L o p ) B __ Degradation
Ceramide <= Sphingosine — products
SR ' 3
* Pro-apoptotic » Anti-apoptotic
¢ Anti-mitogenic - ® Mitogenic
*81P4_5 ligand

3 4 J

Figure 1.13 : Le rhéostat sphingolipidique. Abréviations : SphK sphingosine kinase, SPP S1P phosphatase [17].
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Dans la cellule tumorale, cet équilibre est rompu en faveur d’'une augmentation des taux de
S1P et au détriment de ceux du céramide qui voit sa production diminuer [33]. Plusieurs
études ont démontré que le métabolisme de la S1P est modifié dans le cancer. Ainsi, il a été
décrit des altérations des enzymes de synthése (SK1, SK2) et de dégradation (S1P Lyase, S1P
phosphatases) de la S1P permettant I'accumulation de S1P dans la cellule tumorale [34]. Ces
modifications favorisent la prolifération, la transformation et la migration cellulaire. Dans le
microenvironnement, la S1P induit I'inflammation, la fibrose et 'angiogenése [33]. Plusieurs
travaux ont établi un lien entre des fortes concentrations de S1P dans la tumeur et
I'augmentation de la résistance a I'apoptose induite par chimiothérapie [35]. Il a été montré
également que I'expression des récepteurs a la S1P est augmentée dans les cancers [36]—[38].
Il existe d’ailleurs des thérapies anti-tumorales visant le métabolisme de la S1P avec pour
objectif soit de limiter ou d’empécher la synthése de la S1P, soit d’en bloquer les effets, ou
encore de favoriser et d’accélérer sa dégradation [36], [39]

1.2.5 Rble de la sphingosine 1-phosphate dans le mélanome cutané

Méme si tous les mécanismes moléculaires mis en jeu n’ont pas encore été élucidés, plusieurs
études montrent que la S1P pourrait étre impliquée dans le développement du mélanome
cutané.

En effet, I'injection d’un anticorps monoclonal dirigé contre la S1P a des souris préalablement
greffées avec des cellules de mélanome murin B16-F10 a eu pour conséquence de réduire le
volume et la vascularisation de la tumeur formée [40]. Des résultats similaires ont été
rapportés suite a l'injection intratumorale du sphingolimod (FTY720), un médicament qui est
reconnu pour sa capacité a mimer la S1P et agir comme antagoniste du récepteur S1P1
présent a la surface des cellules de la peau [41].

De plus, des taux intracellulaires de S1P élevés, et a l'inverse, des taux intracellulaires de
céramide diminués semblent impliqués dans I'augmentation de la résistance de lignées de
mélanome humain a I'apoptose [42].

Par ailleurs, I'équipe 4 du CRCT a récemment découvert des nouvelles altérations du
métabolisme du couple céramide/S1P dans les cellules de mélanome humain en comparaison
a des mélanocytes sains. Dans le cas du mélanome, la S1P lyase, responsable de la dégradation
irréversible de la S1P est sous exprimée alors que I’expression de la sphingosine kinase 1, qui
produit la S1P est augmentée. Cette altération a pour effet d’augmenter les niveaux de S1P
dans les cellules du mélanome, ainsi que dans le microenvironnement tumoral par rapport
aux mélanocytes présents dans une peau saine [43], [44].
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1.2.6 Localisation et transport de la S1P

Chez I’'homme, c’est dans le sang que |'on retrouve les plus grandes concentrations de S1P.
Dans le plasma sanguin, la concentration de S1P est comprise entre 0,2 et 1 uM. La S1P
circulerait majoritairement dans le plasma sous une forme liée aux lipoprotéines de haute
densité (55 %) via une liaison non-covalente avec I'apoprotéine M, a I'albumine (35 %) et dans
une moindre mesure aux lipoprotéines de basse et trés basse densité (< 10 %) [45]-[48]. Il
existe aussi une fraction minoritaire de S1P sous forme libre dont la concentration a été
estimée entre 15 et 45 nM dans le sang par Oldstone et al., [49] et a 11,2 nM dans le sérum
et 7,3 nM dans le plasma humain par Murata et al., [50]. Sa quantité pourrait varier en fonction
des conditions physiopathologiques. Par exemple, Sattler et al., ont montré qu’il existe des
différences de propriétés importantes entre la S1P libre et la S1P liée aux lipoprotéines de
haute densité et que la S1P libre avait un impact majeur sur de nombreux effets biologiques
en lien avec les maladies cardiovasculaires [51].

Les taux de cette forme libre de S1P qui est sécrété par les cellules tumorales, et notamment
les cellules du mélanome pourrait étre fortement augmentés au niveau sanguin. Cette S1P
libre pourrait jouer un réle prépondérant dans I'activation des récepteurs de la S1P (S1PRs).
Murata et al., [50] ont notamment émis I'hypothése que la liaison de la S1P avec les
lipoprotéines du sérum ou du plasma pourrait interférer dans la liaison de la S1P avec ses
récepteurs, suggérant I’action particuliere de la S1P libre.

L’hypothése est donc posée que la S1P libre et circulante pourrait étre considérée comme un
biomarqueur du mélanome cutané et que sa quantification pourrait permettre le dépistage
précoce de la maladie.

1.2.7 Méthodes usuelles de quantification de la S1P

Il existe aujourd’hui deux méthodes utilisées en routine pour la quantification de la S1P dans
le sang. Il s’agit de la chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse
(LC-MS) et des tests d'immunoessais.

1.2.7.1 La LC-MS

La LC-MS est une technique de chimie analytique qui combine les capacités de séparation
physique et chimique de la chromatographie en phase liquide avec la faculté de Ia
spectrométrie de masse a séparer des espéces préalablement ionisées selon leur rapport
masse/charge. Plus précisément, la chromatographie en phase liquide repose sur la
séparation d’espéces présentes dans une phase mobile, suite a des interactions physiques ou
chimiques avec le solide divisé (phase stationnaire) qu’elles traversent. La spectrométrie de
masse permet quant a elle de détecter, d'identifier et de quantifier des molécules d’intérét
par mesure de leur masse ainsi que de caractériser leur structure chimique. Le seuil de
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sensibilité de cette technique pour la quantification de la S1P est de 'ordre de 10 nM, soit
environ 20 fois inférieure a la plus faible concentration physiologique dans le sang (entre 200
et 1000 nM) [52] mais elle ne permet pas de distinguer la forme libre de la forme liée. De plus,
les mesures LC-MS nécessitent des équipements lourds et sont souvent réalisées par du
personnel technique qualifié, au sein d’une plateforme dédiée et la préparation des
échantillons a analyser est parfois laborieuse. Ainsi, les mesures de LC-MS prennent beaucoup
de temps, sont couteuses et non adaptées a une application point-of-care car non portative.

1.2.7.2 Les immunoessais

Les immunoessais sont des tests biochimiques qui mesurent la présence ou la concentration
d’une espece dans un échantillon liquide donné. lls reposent sur le principe de reconnaissance
immunologique entre un anticorps et un antigéne. La société Echelon Bioscience® a développé
un kit de détection de la S1P basé sur un anticorps monoclonal murin anti-S1P mis au point
par O’Brien et ses collaborateurs et dont le brevet est exploité par Lpath Inc. [53].
Malheureusement, ces tests sont assez chers, relativement peu stables, utilisables une seule
fois et demandent de suivre un protocole de mise en ceuvre préétabli parfois long et
contraignant. Surtout, les immunoessais ne sont pas spécifiques de la S1P et peuvent aussi
reconnaitre ses analogues structurels comme la dihydrosphingosine 1-phosphate et Ila
Sphingosyl phosphorylcholine [40].
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1.3 Objectif général de la these

Nous venons de voir qu’aucun biomarqueur pour la détection précoce du mélanome n’est
unanimement reconnu et que la forme libre de S1P, sécrétée par les cellules du mélanome
pourrait constituer un nouveau biomarqueur du fait de son role privilégié dans I'activation des
récepteurs a la S1P (S1PRs). Cependant, les méthodes de quantification de S1P actuelles sont
limitées, 'une ne permettant pas de différencier la forme libre de la forme liée et l'autre
n’étant pas sélective.

Dans l'objectif de pallier le manque de méthode de quantification adaptée nous avons
souhaité travailler au développement d’un nouveau capteur. Celui-ci devra étre capable de
distinguer la forme libre de la forme lié et de permettre la quantification sélective de la S1P
d’un poids moléculaire de 380 Da présente dans le plasma sanguin a des concentrations
estimées entre 7,3 et 45 nM. Enfin, les caractéristiques pratiques du capteur (dimension,
portabilité, biocompatibilité) devront étre adaptées a son utilisation dans la quantification de
la S1P en routine clinique.
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1.4 Description d’un capteur et choix du type de biorécepteur

1.4.1 Définition d’un capteur

Un capteur est un outil qui répond a un stimulus physique ou chimique dans le but de produire
un signal de détection mesurable ou de controler une autre opération. Les capteurs sont
rencontrés dans des domaines trés variés et font aujourd’hui partie intégrante de notre vie
guotidienne.

Alors que le développement de capteurs pour des stimuli physiques externes est relativement
simple, cela devient plus compliqué quand les stimuli proviennent d’atomes ou de molécules.
Dans ce dernier cas, on parle alors de capteurs chimiques, biochimiques ou de biocapteurs.
Un biocapteur est défini comme un dispositif de mesure qui utilise une entité biologique
(enzyme, anticorps, antigene cellules, ADN, ARN, etc.) pour détecter et quantifier un analyte
spécifique. L'analyte cible peut étre une espece chimique ou biologique. Le biocapteur est
obtenu par la combinaison d’un biorécepteur (couche sensible) qui assure la reconnaissance
et la liaison de la molécule cible et d’un transducteur (mode de détection) qui transforme le
phénoméne chimique, biologique ou physique observé en signal électrique mesurable. Une
étape de conversion et d’amplification peut aussi étre nécessaire (voir figure 1.14) [54].

- Affinité :
ADN/Aptaméres o
Anticorps ptique
N Cellules Pidzodlectsi
Reconnaissance Batéries [EErmEailE
moléculaire de la cible Tissus J——— Signal
Liaison au biorécepteur mesurable
- Catalytique :
vtiq Electrique
Enzymes
- Biomimétique : Thermique
MIPs
Biorécepteur | Transducteur | Traitement électronique du signal
(Couche sensible) (Conversion/Amplification)

Figure 1.14 : Architecture d’un biocapteur (d’apreés [55]).

Les étapes clés de la mise au point d’un biocapteur sont le choix du biorécepteur, dont
dépendra la sélectivité et la sensibilité du biocapteur et le choix du transducteur qui
conditionne le mode de détection. Ces choix doivent découler de la nature et des propriétés
intrinseques de I'analyte cible et des futures conditions d’utilisation du biocapteur. Dans le
paragraphe suivant, nous analyserons les différents types de biorécepteurs.
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1.4.2 Types de biorécepteurs

Les trois grands types de biorécepteurs sont les récepteurs d’affinité (ADN/aptameéres,
anticorps, cellules, bactéries, tissus), les récepteurs catalytiques (enzymes) et les récepteurs
biomimétiques (polymeres a empreintes moléculaires).

1.4.2.1 Récepteur d’affinité

Les biorécepteurs de ce type sont capables de former des liaisons hautement spécifiques et
stables. Parmi les récepteurs d’affinité, les immunorécepteurs, basés sur le principe de
reconnaissance anticorps/antigéne sont les plus utilisés dans le domaine des biocapteurs. Les
anticorps sont des glycoprotéines produites par le systéeme immunitaire pour lier
spécifiguement les toxines qui attaquent I'organisme vivant (poison, virus, bactéries) et que
I’on appelle les antigénes. Les anticorps sont formés de deux chaines polypeptidiques lourdes
et de deux chaines polypeptidiques |égeres reliées entre elles par un nombre variable de ponts
disulfures qui assurent la flexibilité de la molécule. Ces chaines forment une structure en Y et
sont constituées de domaines immunoglobulines d’environ 110 acides aminés. Chaque chaine
légere est constituée d'un domaine constant et d'un domaine variable. Les chaines lourdes
sont composées d'un fragment variable et de trois ou quatre fragments constants selon
I'isotype. Pour un anticorps donné, les deux chaines lourdes sont identiques, de méme pour
les deux chaines légeres. La partie de reconnaissance se trouve au niveau des chaines légeres
(Fab). Le fragment cristallisable qui constitue la région de la queue de I'anticorps interagit avec
les récepteurs en surface des cellules. Ce fragment ne combine pas avec I'antigéne mais la
présence de groupes carboxyles en terminaison des acides aminés permettent la fixation des
anticorps a des substrats solides comme les transducteurs (voir figure 1.15).

deux sites identiques Cop™ ™y
-~ ™ N de reconnaissance et de , ~

,’ 1 liaison a un déterminant | N
! antigénique
régiont
variable
”

o Fab = Fragment
region antigen-binding
constante

€— chaine lourde

Figure 1.15 : Représention schématique d’un anticorps [52].
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La mise au point d’anticorps dirigés contre une molécule cible est un long processus qui
demande beaucoup de travail. Ceci est d’autant plus vrai pour des molécules ayant un poids
moléculaire inférieur a 400 Da, ce qui est le cas de la sphingosine 1-phosphate. De plus, la
liaison formée est irréversible. De ce fait, les sites de réception peuvent étre saturés et leur
libération nécessitera une acidification du milieu qui aura aussi pour conséquence d’altérer
définitivement I'affinité et la spécificité du récepteur. Les biocapteurs employant des
anticorps ne pourront donc étre utilisés qu’une seule fois.

Dans le cas des récepteurs a ADN ou a aptameres, la reconnaissance est basée sur la formation
d’une liaison hydrogene stable entre deux brins d’acide nucléique. La spécificité des sondes a
acides nucléiques repose sur la capacité de différents nucléotides a former des liaisons
seulement avec un partenaire approprié. L'avantage des ligands d’acide nucléiques est qu'’ils
peuvent étre dénaturés en contrdlant la concentration en ion du solvant pour rompre la
liaison et régénérer les sondes.

Les aptameéres sont des séquences spécifiques d’acides oligonucléiques qui sont capables de
se lier avec une grande affinité et une grande spécificité a des molécules cibles telles que les
protéines. Ce sont des molécules d’ARN et d’ADN (entre 30 et 100 nucléotides) qui sont
sélectionnées in vitro, pour une molécule cible donnée, par le procédé SELEX a partir d’'un
grand nombre de séquences prises au hasard. Leur avantages sont qu’ils sont plus stables,
régénérables et relativement faciles a produire, une fois la séquence définie.

Lorsque des cellules sont utilisées en tant que bioélément, il s’agit majoritairement de
bactéries, d’algues et de levures. Ce type de récepteur est plus robuste que ses composants
pris isolement (enzymes, anticorps, ADN) et s’adapte plus facilement a des modifications de
I'environnement (pH et température). La réponse enregistrée peut provenir d’une
modification du meétabolisme cellulaire, d’altérations membranaires ou encore d’un
changement de |'’expression de certains génes [54], [56].

1.4.2.2 Récepteurs catalytiques

Les récepteurs catalytiques sont basés sur |'utilisation d’enzymes. Une enzyme est une
protéine ayant la capacité de catalyser des réactions spécifiques. Elle est constituée d'une ou
plusieurs chaines polypeptidiques repliées pour former une structure tridimensionnelle
correspondant a leur état natif. La séquence en acides aminés de I'enzyme détermine la
structure de cette derniere, structure qui, a son tour, détermine les propriétés catalytiques de
I'enzyme. Elles sont classées en famille selon le type de réactions catalysée. Les enzymes les
plus utilisées dans les biocapteurs sont les oxydases, les réductases et les hydrolases. Elles
peuvent étre utilisées en tant qu’élément biologique d’un biocapteur pour leur capacité de
liaison spécifique ou pour leur réle dans la transformation catalytique d’espéces en formes
détectables. L'une des difficultés majeures de I'utilisation de ce type de récepteur est de
parvenir a une bonne qualité de contact entre I'enzyme et le transducteur. Ce parametre
fondamental dépend de I'étape d’'immobilisation des enzymes sur le transducteur [54], [56].

39


https://fr.wikipedia.org/wiki/Polypeptide
https://fr.wikipedia.org/wiki/Repliement_des_prot%C3%A9ines
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89tat_natif_%28biochimie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/S%C3%A9quence_biologique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_amin%C3%A9
https://fr.wikipedia.org/wiki/Catalyse

Chapitre 1 : Contexte et objectifs de la théese

1.4.2.3 Récepteurs biomimétiques : les polymeres a empreintes moléculaires

Le développement des biocapteurs rencontre des limitations qui sont majoritairement liés aux
récepteurs biologiques et a leurs propriétés physiques et chimiques, en tout premier lieux a
leur faible stabilité. En effet, tous les éléments présentés précédemment, du fait méme de
leur nature biologique, tolerent mal les effets de I’environnement comme des changements
de température, de pH, I'exposition a des solvants organiques ou a I’eau ce qui peut les rendre
totalement inefficaces et inutilisables. Ainsi, ils devront étre utilisés dans des conditions bien
particuliéres et limitées. Leur stockage pour les maintenir dans de bonnes conditions est
contraignant et leur conservation dans le temps réduite. De plus, la disponibilité faible et le
co(it élevé de certains biorécepteurs (anticorps, enzymes) sont souvent présentés comme des
freins importants a leur utilisation pour la conception d’un biocapteur. Enfin, des difficultés
d’intégration adéquate des molécules biologiques sur les biocapteurs nécessitant la mise au
point d’'une méthode d’immobilisation ont été rapportées [54].

Toutes ces limitations ont conduit au développement des polymeéeres a empreintes
moléculaires (MIP), un matériau biomimétique synthétique, robuste, renouvelable, de faible
colt et capable d’imiter les propriétés d’identification et de liaison des matériaux de
reconnaissance naturel. En plus de leur grande stabilité face a I’environnement (pH,
température, solvant et milieu aqueux), les MIP sont structurables et il sera plus aisé de les
coupler a un transducteur. Enfin, les MIP sont parfaitement adaptés a la détection de
molécules de faible poids moléculaire comme la S1P [57], [58]. Pour toutes ces raisons, nous
avons décidé d’utiliser un MIP en tant que couche sensible pour le capteur que nous
souhaitons développer. Les MIPs sont décrits de fagon détaillée dans les paragraphes suivant.

1.5 Les polymeres a empreintes moléculaires

1.5.1 Historique

C’est en 1931 alors gqu'’il travaille sur la mise au point de matrices de silice poreuses pour des
applications de chromatographie, que M.V. Polyakov découvre l'effet d’impression, c’est-a-
dire la formation d’une empreinte laissée par une molécule dite « template » (en I’occurrence
du benzene, du toluéne ou du xyléne) dans un matériau synthétique (dans son cas, les
particules de silice). Il décrit pour la premiere fois I'effet de reconnaissance moléculaire
sélective de I'empreinte [59]. Quelques années plus tard, il étudie de plus prés ce phénomeéne
de reconnaissance moléculaire sélective et émet I'hypothése que la sélectivité observée
pourrait étre due a des changements de structure de la matrice qui découlent de la nature
chimique de la molécule utilisée [60], [61].

En 1949, F.H. Dickey polymérise des gels de silice en présence d’hélianthine, retire par la suite
I’hélianthine du gel de silice pour libérer les empreintes créées puis expose de nouveau ces
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gels aux différentes especes. Il note une sélectivité du gel augmentée pour I'espece en
présence de laquelle il a été polymérisé et aussi par rapport a un gel de silice polymérisé sans
la présence d’hélianthine [62]. Dans les années qui suivent, les gels de silice a empreintes
moléculaires se développent et donnent lieu a de trés nombreuses applications [63].

En 1972, les groupes de G. Wulff [64] et |.M. Klotz [65] démontrent de maniéere indépendante
gu’il est possible de réaliser des empreintes moléculaires dans des polymeéres organiques. Plus
précisément, alors que I.M. Klotz et son équipe synthétisent des polymeéres réticulés pour
I'adsorption spécifique de I’hélianthine, G. Wulff et A. Sarhan obtiennent un polymeére
macroporeux qui résulte de la copolymérisation d’une molécule template ('acide D-
glycérique), préalablement fonctionnalisée avec des groupements polymérisables, avec un
agent réticulant dans un solvant organique. L’acide D-glycérique extrait par clivage chimique
laisse place a des cavités au sein du polymeére qui sont caractérisées par un arrangement
asymétrique des groupements fonctionnels se révélant complémentaires de la molécule
extraite. Leur polymeére est non seulement capable d’une reconnaissance sélective de I'acide
D-glycérique, mais il peut aussi le différencier d’'un énantiomere, I'acide L-glycérique. De plus,
ils observent une perte d’affinité en cas de gonflement du polymére, mettant en évidence le
role de la géométrie (forme et taille) des sites d’interactions dans le processus de
reconnaissance moléculaire [64].

Une révolution majeure dans I’évolution des polymeéres a empreintes moléculaires a été
I'introduction de I'approche dite « non-covalente » par I'équipe de K. Mosbach au début des
années 80 [66]. Cette méthode consiste en la copolymérisation de monomeéres, dont les
groupements fonctionnels sont susceptibles d’interagir avec la molécule cible via des
interactions non-covalentes, et d’un agent réticulant dans un solvant. La polymérisation
permet de figer au sein du polymeére des sites d’interaction tridimensionnels complémentaires
de la molécule imprimée. Apres extraction de la molécule template avec des solvants, ces sites
assurent la reconnaissance spécifique de la molécule cible, contrairement a un polymere
identique mais non imprimé (NIP pour Non Imprinted Polymer).

Dans les années 90, suite a la publication de plusieurs articles démontrant la possibilité
d’'imprimer une grande diversité de molécules cibles par I'approche non-covalente [67]-[70]
les recherches sur le sujet s’intensifient, en témoigne I'explosion du nombre de publications
dans ce domaine. C'est au tout début de cette période (1993), que Vlatakis et al., [71]
démontre qu’un polymere a empreintes moléculaires peut afficher une sélectivité comparable
a celle des récepteurs biologiques.

Par la suite les MIPs ont surtout été employés en tant que phase solide dans les extractions
pour des applications de séparation. Quelques entreprises proposent des MIPs commerciaux,
c’est le cas de l'entreprise francaise Polyintell [72] fondée en 2004, |'entreprise suédoise
Biotage [73] ou encore de Sigma Aldrich [74]. Une autre application commerciale des MIPs
plus récente se démarque par son domaine d’application, elle concerne la recherche d’explosif
avec le lancement par I’entreprise américaine Wheatley SPI LLC d’un kit portable a base de
MIP pour la détection rapide de résidus d’explosifs. Aujourd’hui les MIPs sont utilisés dans
différents domaines tels que |’environnemental, I'agroalimentaire, la cosmétique et le
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pharmaceutique pour de la détection chimique ou biologique au sein de matrices complexes,
la délivrance de médicaments, les tests d’affinité et la mise au point de capteurs [75]-[77].

1.5.2 Principe général des MIPs

Les polymeres a empreintes moléculaires sont des récepteurs biomimétiques artificiels (on les
appelle parfois anticorps plastiques ou synthétiques) doté d’une capacité de reconnaissance
et de liaison envers une molécule cible. Leur fonctionnement repose sur le principe de
I'impression moléculaire. L'impression moléculaire est basée sur la co-polymérisation activée
par un initiateur au sein d’un solvant porogéne, de monomeres fonctionnels et d’'un agent
réticulant en présence de la molécule cible (ou d’un analogue) qui joue alors le role de
molécule template. La formation de complexes entre la molécule template et les monomeres
fonctionnels, qui ont été choisis pour interagir avec la molécule cible, créée des sites
d’interaction qui se retrouvent figés dans la matiére suite a la polymérisation avec I'agent
réticulant. L'extraction successive de la molécule template piégée dans le polymere révele
alors la présence de cavités tridimensionnelles complémentaires en taille, en forme et en
fonctionnalité chimique de la molécule cible. Ces cavités sont les « empreintes » que la
molécule cible a laissé dans le polymeére, d’ol le nom de polymére a empreintes moléculaires
(voir figure 1.16).

Ce sont ces empreintes qui conferent au polymeére sa faculté de reconnaitre et d’interagir
spécifiguement avec la molécule cible lorsqu’il y sera exposé [71], [78]. Le(s) monomere(s)
fonctionnel(s), I'agent réticulant, le solvant porogene et la technique de polymérisation
utilisée sont choisis et optimisés en fonction de la molécule cible, dans le but d’obtenir la
meilleure sélectivité, la capacité d’absorption maximale et des propriétés physicochimiques
adaptées a I'application envisagée.
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Figure 1.16 : Etapes de la préparation d’un MIP (d’aprés P. Manesiotis).
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L’étape clé dans le processus d’impression moléculaire est la formation d’'un complexe avant
I’étape de polymérisation entre la molécule template et les monomeres fonctionnels. Il existe
trois stratégies distinctes qui se différencient par la nature des interactions qui conduisent a
la formation de ce complexe. |l s’agit de I'approche non-covalente, de I'approche covalente et
de I'approche semi-covalente.

1.5.2.1 L'approche non-covalente

L’approche non-covalente qui découle d’une vision biochimiste de la problématique a été
introduite par Mosbach en 1981 comme nous I'avons vu précédemment [66]. Elle s’inspire du
fait que la majorité des mécanismes biologiques naturels de reconnaissance reposent sur des
interactions faibles non- covalentes. Dans cette méthode, les monomeéres fonctionnels s’auto-
assemblent autour de la molécule template via des interactions faibles de type
électrostatique, hydrogene, de van der Waals, ionique ou hydrophobe. Aprés polymérisation
et extraction de la molécule template, le méme type d’interactions faibles permettra la
reconnaissance de la molécule cible au niveau des empreintes créées.

L’association des monomeres fonctionnels avec la molécule template est gouvernée par un
équilibre d’association/dissociation et les monomeéres fonctionnels doivent normalement étre
ajoutés en exces par rapport au nombre de moles de la molécule template (au moins quatre
fois plus) afin de favoriser la formation du complexe. En conséquence, cet exces de monomere
donne lieu a un nombre de configurations de complexe monomere fonctionnel-molécule
template différent, ce qui conduit a une distribution hétérogene de sites de liaison avec des
constantes d’affinité différentes.

Cela se traduit notamment par la présence aléatoire de sites non totalement imprimés
caractérisés par une complémentarité partielle de la molécule template et responsable
d’interactions non spécifiques (voir figure 1.17).
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Figure 1.17 : Hétérogénéité de la distribution des sites de
reconnaissances d’un MIP synthétisé par la méthode non-
covalente. (A) sites de forte daffinité au niveau de macropores
et (F) de micropores, (B) sites de faible affinité au niveau de
macropores, (C) template piégé dans la matrice polymérique,
(E) sites inaccessibles et (D) sites de plus grande affinité avec
complémentarité de forme [79]

A cause de la faiblesse des liaisons impliquées, I'efficacité d’impression, qui est définie comme
le rapport entre le nombre de sites formés et le nombre de molécules template utilisées pour
la synthese, est relativement faible pour cette méthode. En effet, de la tension s’accumule
dans la matrice polymérique au cours de la polymérisation avec I'agent réticulant et cette
tension est continuellement relachée lors de la dissociation du complexe molécule template-
monomere fonctionnel, dissociation qui est directement liée a la faiblesse des liaisons. Ainsi,
la relaxation de la chaine polymérique conduit a la destruction de sites d’impression avant-
méme qu’ils puissent étre figés par la polymérisation totale. Malgré tout, cette méthode reste
la plus répandue (plus de 90 % des MIPs décrits dans la littérature) notamment du fait de sa
simplicité de mise en ceuvre (pas d’étape de fonctionnalisation de la molécule cible) et aussi
du large choix de monomeres fonctionnels commerciaux disponibles, ce qui augmente le
nombre de molécules cibles imprimables et donc la gamme des domaines d’applications [79].
Un autre avantage de cette méthode est la relative simplicité d’extraction de la molécule
template (en comparaison avec la méthode covalente) aprés polymérisation. En effet les
interactions non-covalentes telles que les interactions hydrogéne peuvent étre « cassées » par
un lavage avec des solutions de différents pH [80].

1.5.2.2 L'approche covalente

L'approche covalente, fruit d’une vision plutot « chimique » a été développée par G. Wulff
[64] et K. J. Shea [81] dans les années 70. Cette approche est basée sur la formation d’un
complexe de pré-polymérisation entre la molécule template et les monomeres fonctionnels
par le biais de liaisons covalentes réversibles. La méthode demande donc de réaliser avant
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toute polymérisation, une synthése chimique assez évoluée dont le but est de greffer de
maniere covalente la molécule template sur un monomere polymérisable. Suite a la
copolymérisation (activé par un initiateur) du complexe ainsi formé en présence d’un agent
réticulant dans un solvant porogéne, la molécule template est extraite par clivage chimique,
révélant des cavités qui exposent les groupements fonctionnels qui permettront Ia
reconnaissance de la molécule cible via des interactions covalentes.

L’ajout de la molécule template et de monomeéres fonctionnels en quantité stoechiométrique
permet d’obtenir une bonne homogénéité des sites de reconnaissance, ce qui limite le
nombre de sites de faible affinité responsables d’interactions non spécifiques. De plus, une
meilleure stabilité du complexe de pré-polymérisation est rendu possible grace aux liaisons
covalentes fortes et il en résulte une meilleure efficacité d’impression en comparaison a la
méthode non-covalente.

Cependant, cette approche est moins simple a mettre en ceuvre et requiert des compétences
en chimie pour la formation du complexe de pré-polymérisation. D’autre part, le nombre de
molécules possiblement « imprimables » par cette technique est plus faible puisque qu’il n’est
pas toujours possible de modifier chimiquement toutes les molécules. Enfin, comme les
liaisons covalentes demandent un temps plus long pour s’établir, les cinétiques d’interaction
sont globalement plus faibles que dans le cas de la méthode non-covalente [82].

1.5.2.3 L'approche semi-covalente :

Afin de bénéficier des avantages des deux techniques précédentes (bonne homogénéité des
sites de reconnaissance et bon rendement d’'impression pour la méthode covalente vs
cinétique d’interaction rapide entre la molécule cible et les sites d’interaction pour la méthode
non-covalente) Whitecombe et al., [83] ont développé en 1995 une nouvelle stratégie
d’impression alternative appelée «semi-covalente». Comme dans la méthode covalente, la
formation préalable d’un complexe de pré-polymérisation entre la molécule template et les
monomeres fonctionnels avant la polymérisation se fait par des interactions covalentes mais
par contre, la future reconnaissance moléculaire avec la molécule cible se fait via des
interactions non-covalentes. Cette technique reste néanmoins peu utilisée dans la
communauté des MIPs.

Dans le cadre de ce travail, nous avons choisi de nous concentrer sur I'approche non-
covalente.

1.5.3 ROle des différents constituants

La premiere étape de la synthése d’un MIP par la méthode non-covalente est la mise au point
de la formulation dont la réussite dépend du choix des principaux réactifs qui sont la molécule
template, les monomeres fonctionnels, I'agent réticulant, I'initiateur de polymérisation et le
solvant de mélange. Le choix de la molécule template dépend évidemment de la molécule

45



Chapitre 1 : Contexte et objectifs de la théese

cible et généralement, il sera la molécule cible elle-méme. Il doit aussi étre inerte
chimiquement dans les conditions de la polymérisation (température, irradiation UV, pH) [80].
Cependant, il faut quand méme préciser que pour certaines raisons (prix élevé, rareté voire
indisponibilité, difficultés de manipulation, toxicité, dangerosité, stabilité) la molécule cible
peut étre remplacée par une molécule analogue (au niveau structurel et chimique) lors de la
synthése. On parle alors de molécule «dummy template». Les choix des autres réactifs et du
solvant de polymérisation sont en grande partie dictés par les propriétés de la molécule
template (surtout le choix des monomeéres fonctionnels qui devront étre capables de former
un complexe avec la molécule template) et doivent permettre la solubilisation de tous les
réactifs entre eux. L’application visée du MIP peut également intervenir dans le choix des
différents constituants.

1.5.3.1 Les monomeres fonctionnels

Comme on I'a vu précédemment, la méthode non-covalente débute par la formation d’un
complexe entre la molécule template et les monomeéres fonctionnels qui s’auto-assemblent
par des interactions non-covalentes faibles (électrostatiques, hydrogénes, van der Waals,
ioniques, hydrophobes). La quantité et la qualité des sites de reconnaissance dépendent
directement des mécanismes qui sous-tendent la formation de ce complexe et aussi du degré
de complexion. Les monomeres fonctionnels doivent donc étre choisis en fonction de leur
complémentarité avec les groupements chimiques de la molécule template dans le but
d’obtenir des empreintes avec les meilleures propriétés de reconnaissance possibles [79].
Les propriétés de I'environnement dans lequel aura lieu la formation du complexe (pH,
température) et le temps de réaction, influent directement sur [I'équilibre
association/dissociation, sur la stabilité et la solubilit¢ du complexe et sont donc des
parameétres treés importants a prendre en compte si I’'on veut maximiser I'efficacité de I'effet
d’empreinte [84], [85].

Un seul type de monomeére fonctionnel peut étre utilisé lors de la synthese d’un MIP ou il peut
s’agir de la combinaison de plusieurs types de monomeéres fonctionnels pour cibler différents
groupes chimiques réactifs de la molécule cible et augmenter la sélectivité. Cependant, un
trop grand nombre de types différents de monomeres fonctionnels serait contre-productif et
réduirait la sélectivité [76]. La concentration de monomeére fonctionnel est un paramétre
important a controler. Un exces de monomeéres fonctionnels par rapport a la molécule
template est souvent de mise afin d’augmenter les chances de formation du complexe. En
général, un monomere fonctionnel possede deux groupes fonctionnels. D’un c6té il peut
former les liaisons non-covalentes avec la molécule template et de I'autre c6té il peut interagir
de facon covalente avec I'agent réticulant (voir définition ci-apres) ou d’autres monomeres
[80]. Les monomeéres fonctionnels typiquement utilisés (voir figure 1.18) sont des acides
carboxyliqgues (acide acrylique, acide méthacrylique, acide vinylbenzoique), des acides
sulfoniques (acide sulfonique 2-acrylamido-2-methylpropane) et des espéces
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hétéroaromatiques (vinylpyridine, vinylimidazole) [86]. Des monomeéres non commerciaux
peuvent aussi étre synthétisés sur mesure dans les laboratoires de recherche.

Pour accélérer l'optimisation du choix des monomeéres fonctionnels, des méthodes de
synthése combinatoire associées a un criblage haut-débit et a la modélisation moléculaire
peuvent étre utilisées. Ces méthodes permettent de tester in silico la plus ou moins grande
capacité de monomeres fonctionnels archivés dans une banque de données numérique, a
former un complexe avec la molécule template choisie [79], [87]. Cela permet de réaliser un
premier tri important parmi tous les monomeéres fonctionnels disponibles, voire parfois de
sélectionner le ou les monomeres fonctionnels définitifs, qui devront par la suite étre testés
de maniére expérimentale.
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Figure 1.18 : Différents types de monomeéres fonctionnels [80].
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1.5.3.2 L"agent réticulant

Dans le processus de polymérisation, I'agent réticulant est utilisé pour figer le complexe
molécule template/monoméres fonctionnels dans une matrice polymérique rigide a fort
degré de réticulation. Il assure la stabilité mécanique des empreintes obtenues apres
extraction de la molécule template et donc le maintien de la propriété de reconnaissance
moléculaire. Le ratio entre la quantité d’agent réticulant par rapport a la quantité de
monomeres fonctionnels et la quantité de molécule template doit étre contrélé finement
puisque les propriétés mécaniques du polymere final en dépendent. Ainsi, une quantité trop
faible d’agent réticulant conduira a un polymére mécaniquement instable (trop mou) et les
empreintes ne seront pas maintenues. Au contraire une trop grande quantité d’agent
réticulant conduira a un polymeére trop rigide et a une efficacité d’impression plus faible
(moins de sites par unité de masse). Un polymere trop rigide aura un effet détrimental vis-a-
vis de la diffusion de la molécule cible dans la matrice ce qui conduira a une mauvaise
accessibilité de la molécule cible jusqu’aux empreintes. Le type et la quantité d’agent
réticulant ont donc une incidence directe sur la capacité de liaison et la sélectivité du MIP [76].
De plus, s'il est sous forme liquide, I'ajout de I'agent réticulant peut aider a la solubilisation
du mélange de pré-polymérisation, méme si ce n’est pas la sa fonction premieére.

Un des agents réticulant le plus employé est I'éthylene glycol diméthacrylate (EDMA) qui
contient deux groupements vinyles polymérisables (voir figure 1.19).
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Figure 1.19 : Différents types d’agents réticulants [80].
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1.5.3.4 linitiateur de polymérisation

L'initiateur permet de débuter la réaction de polymérisation en se décomposant en radicaux
libres. Il est ajouté en faible quantité dans le mélange de pré-polymérisation (autour de 1% du
nombre total de moles de doubles liaisons polymérisables). En fonction de sa nature chimique,
sa décomposition en radicaux libres peut se faire par exposition a de I'énergie thermique ou
par exposition aux rayons ultraviolets (parfois les deux méthodes pour le méme initiateur sont
possibles). Le choix de l'initiateur dépendra de I'application souhaitée et des conditions
expérimentales qui lui sont associées. Pour permettre la réaction de polymérisation, le retrait
de I'oxygeéne dissous dans la solution de pré-polymérisation est obligatoire. Cette action peut
étre réalisée en faisant buller la solution avec un gaz inerte comme |'azote ou I’argon [76]. Des
exemples d’initiateurs sont présentés dans la figure 1.20.
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Figure 1.20 : Différents types d’initiateurs [76].

1.5.3.5 Le solvant

La premiere fonction du solvant est de solubiliser tous les réactifs que contient la solution de
pré-polymérisation. Il est aussi a I'origine de la formation d’une porosité dans le polymere (on
parle de solvant porogene) qui est nécessaire a I'extraction de la molécule template et a
I'accés de la molécule cible jusqu’aux empreintes. La nature et la quantité de solvant
déterminent aussi la force des interactions non-covalentes et influencent la morphologie du
polymeére qui affecte directement les performances de reconnaissance. La nature des
interactions non-covalentes mises en jeu impose un choix judicieux du solvant. Par exemple,
le solvant ne doit pas rentrer en compétition avec la molécule template pour sa liaison au
monomere. Lorsque les interactions sont de type hydrogenes, les synthéses sont souvent
réalisées dans des solvants aprotiques (qui ne formeront pas de liaisons hydrogénes avec les
monomeres fonctionnels) et apolaires (qui stabiliseront les liaisons hydrogénes molécule
template/monomeéres fonctionnels). On peut donner I'exemple du toluéne, du
dichlorométhane et du chloroforme.
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Cependant, des solvants peu polaires (acétonitrile, diméthylsulfoxide, diméthylformamide)
sont souvent employés pour améliorer la solubilité des réactifs.

Les solvants protiques et polaires (eau, alcools) sont théoriquement exclus et réaliser un MIP
compatible avec un milieu aqueux est un des défis de la recherche sur les MIP. Il existe
néanmoins des exemples de MIP utilisés dans I'eau mais les interactions sont plutot de type
hydrophobe.

Le choix du solvant peut également étre dicté par I'application. Par exemple, pour la
préparation de MIP sous forme de films minces par la méthode de spin-coating un solvant
faiblement volatile sera nécessaire pour limiter le phénomeéne d’évaporation lors du dépot qui
conduirait a I'absence de porosité au sein du polymere.

Enfin, il est important de rappeler que l'incubation de la molécule cible est généralement
réalisée dans le méme solvant que celui utilisé lors de la synthése afin d’optimiser les
performances d’interaction. Des conditions de solvatation identiques garantiraient une
géométrie et une accessibilité optimale [79], [88], [89].

1.5.4 Types de polymérisation

Parmi tous les types de polymérisation, la polymérisation radicalaire libre est la plus
accessible, la plus simple et la plus flexible a mettre en ceuvre d’un point de vue de la pureté
des réactifs, des conditions expérimentales et du choix des monomeres. C'est une approche
trés attractive qui est compatible avec un large choix de monomeéres portant différents
groupes fonctionnels et tolérant la présence de molécules supplémentaires comme la
molécule template. C'est ce qui en fait le type de polymérisation le plus utilisé dans la
communauté des MIP et que l'on retrouve dans la majorité des publications. La
polymérisation radicalaire libre est une réaction en chaine qui s’opére en trois étapes (voir
figure 1.21) : I'initiation (ou amorcage), la propagation et la terminaison.

-L’amorgage : la polymérisation est initiée par la génération de radicaux libres (Re) en solution
suite a la décomposition d’un initiateur sous l'effet d’une augmentation de I’énergie
thermique, d’un rayonnement UV, ou d’une réaction chimique. Le radical attaque la double
liaison polymérisable d’'un monomere (M), générant un radical intermédiaire (M1e). L'étape
d’amorcage est |'étape limitante de la réaction de polymérisation.

-La propagation : la chaine polymérique se forme par ajouts successifs de monomeres au
niveau du macroradical en croissance (Mne), avec propagation du site réactif. Le résultat de
cette étape est un mélange de chaines polymériques avec un fort poids moléculaire.

-La terminaison : c’est I'étape de désactivation du site actif qui entraine I’arrét de la croissance
de la chaine polymérique. La terminaison peut avoir lieu suite a deux mécanismes principaux
: la recombinaison de deux macroradicaux entre eux (Mne et Mpe) pour former une
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macrochaine (Mn+p) ou la dismutation qui conduit a une double liaison Mn= et a une liaison
C-H a la terminaison de la chaine MH.
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Figure 1.21 : Etapes la polymérisation radicalaire libre [79].
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Cependant, au cours de la polymérisation radicalaire libre, des réactions paralléles avec des
impuretés (oxygene, inhibiteurs) ou des réactions de transfert de chaine (transfert de I'activité
de la chaine en croissance a des molécules du solvant, au polymére ou a la molécule template)
peuvent arréter la croissance polymérique et conduire a des chaines polymériques plus
courtes. Ces réactions avec terminaisons aléatoires et irréversibles empéchent le controle de
la longueur et de I'architecture des chaines polymériques. Le poids moléculaire du polymere
final ne peut pas étre controlé ni méme prédis et I'obtention d’une distribution homogene des
sites de reconnaissance accessibles est rendu impossible. Pour contourner ces limitations,
I'utilisation de techniques de polymérisation controlée (contréle de la croissance et de la
terminaison) est une solution [90].

Il s’agit des polymérisations « contrélées/vivantes radicalaires ». Pour résumer, les
mécanismes de ce type de polymérisation sont proches de ceux de la polymérisation
radicalaire libre, sauf que le radical propagateur est rapidement piégé par un radical persistant
pour former une espéce réactive dormante. Cette réaction est réversible, 'espece dormante
peut de nouveau se décomposer en un radical persistant et un radical propagateur (d’ou
I'appellation de « vivante »). Le radical propagateur s’additionne sur quelques unités
monomériques avant de retourner a I'état dormant. Un équilibre s'établit ainsi entre les
espéces actives et les especes dormantes. Ces méthodes permettent d’obtenir des films
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minces d’architecture et de morphologie controlées permettant d’obtenir une grande
homogénéité et une meilleure accessibilité des sites de reconnaissance [79]. On peut citer a
titre d’exemple la méthode de transfert de chaine réversible par addition-fragmentation
(RAFT) [91] et la polymérisation iniferter (de I'anglais initiator—transfer agent—terminator)
[92].

1.5.5 Méthodes de préparation et formes physiques des MIPs

Les MIP obtenus par polymérisation radicalaire libre sont traditionnellement et
majoritairement préparés sous forme de monolithes par la méthode de « polymérisation en
masse » (avec une faible quantité de solvant). Le polymére monolithique qui en résulte doit
étre broyé et tamisé pour obtenir des particules suffisamment petites (entre 5 et 50 um)
contenant une fraction raisonnable de sites de reconnaissance accessibles. Méme si elle a été
pendant longtemps la seule méthode possible et qu’elle reste encore la plus employée
aujourd’hui, la polymérisation en masse n’est pas bien adaptée a la production d’une grande
guantité de MIP et présente certaines limitations. L'étape de broyage est consommatrice en
temps et conduit généralement a une perte importante de polymeére. Les particules qui en
résultent sont irrégulieres et ont une large distribution en taille et en forme qui les rendent
souvent inutilisables pour certaines applications [93]. De plus, cette méthode demande une
grande quantité de molécule template ce qui peut représenter un probléme lorsqu’elle est
chere et rare. Enfin, selon les études théoriques, leur capacité de reconnaissance et de liaison
sont faibles. A partir du milieu des années 90, afin de dépasser ces limitations, des méthodes
de polymérisation ont vu le jour et ont donné différentes mises en forme des MIPs comme
par exemple des particules de différentes tailles (polymérisation en suspension [94], émulsion
[95], dispersion/précipitation [96], polymérisation a la surface de billes en verre [97]), des
films, des membranes ou des couches (polymérisation in situ a la surface, par a l'intérieur
d’'une colonne de chromatographie ou sur une fibre optique [98]). Des exemples de
différentes mises en forme sont présentés dans la figure 1.22).
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Figure 1.22 : Différentes mises en forme des MIPs. a) format « bulk », b) microbilles, c) microfilaments, d)
membrane poreuse (d’apres [93], [99]).

Ces méthodes assurent de meilleurs rendements de synthése et une plus grande homogénéité
et reproductibilité des sites de reconnaissance. L'accessibilité des sites est améliorée du fait
de I'augmentation du rapport surface sur volume. Les MIP préparés par ces méthodes ont des
capacités de reconnaissance améliorées et des cinétiques d’interaction plus rapides.

Le choix de la forme physique d’un MIP est avant tout dicté par son application future [55],
[76], [88]. Dans 'optique de 'utilisation d’un MIP en tant que couche sensible d’un biocapteur,
de nombreuses méthodes de polymérisation ex situ (MIP synthétisé sous forme de particules
puis déposé sur la surface du transducteur) et de polymérisation in situ (MIP directement
synthétisé en surface transducteur) ont été développés. On peut citer des exemples de
techniques de structuration du MIP a I’échelle micro ou nanométrique telle que la déposition
électrique, la déposition par aiguille, et la structuration optique comme la photolithographie
[82]. Dans ce travail de these, les méthodes de polymérisation en masse et de polymérisation
in situ a la surface de substrats solides ont été utilisées.
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1.5.6 Avantages des MIPs

Comparés aux biorécepteurs naturels, les MIPs sont des récepteurs biomimétiques
synthétiques qui ont une grande stabilité et qui sont trés robustes vis-a-vis des conditions de
température, de pression, de contraintes mécaniques, de solvants et de traitements
chimiques [57]. lls peuvent étre préparés sur-mesure pour un co(t peu élevé et pour une large
gamme de molécules (méme celles qui n’ont pas de récepteurs naturels associés). Une fois
préparés, ils peuvent étre stockés pendant des années dans des conditions ambiantes et ils
sont théoriquement réutilisables a souhait [86]. En termes d’efficacité, la spécificité et
I'affinité de leur reconnaissance moléculaire sont comparables a celles des récepteurs
biologiques naturels sous certaines conditions [71].
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1.6 Objectifs spécifiques

Comme annoncé précédemment nous avons décidé d’utiliser un MIP en tant que couche
sensible pour le développement de notre capteur.

L’objectif du travail de these est donc de synthétiser un nouveau MIP capable de reconnaitre
la forme libre de la S1P et pouvant étre couplé avec le transducteur d’un capteur de facon a
permettre sa quantification sélective dans le plasma sanguin. Cela comprend la mise au point
d’une nouvelle formulation de MIP et le développement de la méthode de polymérisation
associée. Le test des propriétés de reconnaissance et de liaison du MIP pour la S1P ainsi que
I’évaluation de sa sélectivité sont également nécessaires afin de le valider. Une derniére étape
importante est de mettre en place une méthode de structuration du MIP permettant son
immobilisation sur le transducteur d’un capteur.

Pour répondre a ces objectifs spécifiques, dans le chapitre 2, nous avons préparé un nouveau
MIP pour la S1P par une méthode de thermopolymérisation en masse que nous avons
caractérisé et optimisé grace a des mesures de spectrométrie de masse couplée a la
chromatographie en phase liquide et des mesures de spectroscopie de fluorescence. Nous
avons aussi évalué la sélectivité du MIP en I'exposant a des analogues structurels de la S1P,
puis travailler a son optimisation. Dans le chapitre 3, nous avons imaginé a quel type de
capteur pouvait étre associé notre MIP et nous avons développé une technique de
photopolymérisation du MIP en 2D afin d’anticiper sa future immobilisation a la surface du
transducteur de ce capteur. Nous avons d’abord structuré le MIP en motifs par
photolithographie sur des surfaces de silicium avant de le valider par des mesures de
microscopie de fluorescence. Dans un second temps nous I’avons structuré sous la forme de
couches minces sur les surfaces actives de capteurs de Microbalance a Cristal de Quartz (QCM)
dans le but de pouvoir le valider par cette méthode de détection sans marquage. En parallele,
nous avons commencé a réunir le matériel nécessaire a la mise en place du dispositif
expérimental du capteur et a étudier les conditions pratiques de son utilisation.
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Chapitre 2 : Synthese par
thermopolymeérisation d’'un MIP pour la S1P

2.1 Introduction

Comme nous I’'avons vu dans le chapitre 1, les propriétés de reconnaissance moléculaire des
polyméres a empreintes moléculaires, associées a leur stabilité, leur robustesse et leur facilité
de mise en ceuvre en font des matériaux extrémement attractifs en tant que couche sensible
pour le développement de capteurs [57], [100]. lls constituent une alternative sérieuse a
I'utilisation des éléments de reconnaissance biologiques et sont particulierement bien
adaptés a la détection de molécules de faibles poids moléculaire au sein des fluides
biologiques [57], [101]. La majorité des polyméres a empreintes moléculaires sont préparés
par polymérisation radicalaire libre en suivant I'approche non covalente et une technique de
polymérisation en masse [79], [93]. La synthese d’un polymere a empreintes moléculaires et
notamment le choix du monomeére fonctionnel et du solvant de polymérisation dépendent
fortement des propriétés physico-chimiques de la molécule cible [79], [80]. Alors que de
nombreux polymeres a empreintes ont été synthétisés pour une grande variété de molécules
biologiques [76], peu d’exemples de MIPs visant des phospholipides ont été rapportés dans la
littérature. Cela pourrait étre dii a la nature amphiphile de ces molécules qui rend difficile leur
solubilisation et le choix du monomeére fonctionnel, le défi étant de parvenir a complexer une
molécule contenant un domaine hydrophile et un domaine hydrophobe. De plus, la
problématique a la base du développement d’'un capteur impose souvent a I'élément de
reconnaissance d’étre sélectif d’une espéce, or les variations structurelles entre les différentes
molécules d’'une méme famille de phospholipides sont généralement faibles, ce qui rend
difficile la préparation d’un MIP suffisamment sélectif pour I'application envisagée. Enfin,
méme si 'on rencontre de plus en plus d’exemple de MIPs performants dans des milieux
aqueuy, leur utilisation dans des fluides biologiques complexes reste encore aujourd’hui un
défi de taille [102], [103].

En 2008, Pegoraro et al., [104] ont focalisé leur travail sur la possibilité d’adopter un MIP sous
forme de membranes polymériques imprimées avec de la phosphatidylcholine (PC) pour
I’étude I'athérosclérose, une maladie liée au dépot de lipides sur la paroi des artéres (voir
figure 2.1 A). Trois matrices polymériques différentes basées sur la copolymérisation entre
I’éthylene et I'alcool vinylique ont été préparées par la technique d’inversion de phase et avec
trois quantités de PC différentes. Deux des membranes ont démontrées une haute capacité
de liaison pour la PC (78,6 % de la quantité de PC initiale dans la solution test ont été liés) en
comparaison a une membrane controle (15 % de PC liée par le NIP). Les tests de liaisons ont
été réalisés soit dans l'eau, soit dans l|'isopropanol. Des phospholipides similaires, le
phosphatidylinositol (Pl) et la phosphatidyléthanolamine (PE) ont été utilisés pour tester la
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sélectivité des deux membranes et celles-ci ont montré une sélectivité pour PC et non pour Pl
et PE (voir figure 2.1).

A (a) 0 B
N o-L-p1
RQJLO{ oo
0-P-0 T™—CH,
! 3
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lis]] o (c)

bound solute (mg){g) membrane

OH PC PE PI

Figure 2.1 : A) Structures chimiques de la phosphatidylcholine PC (a), de la phosphatidyléthanolamine PE (b) et
du phosphatidylinositol PI (c). B) Quantités liées de PC, PE et Pl au MIP (noir) et au NIP (gris) aprés le test de
sélectivité.

En 2011, Jang et al., [105] ont mis au point une phase solide monolithique a base de MIP pour
la séparation par électrochromatographie capillaire puis la caractérisation de phospholipides
par couplage a la spectrométrie de masse (ESI-MS-MS). Un MIP principalement composé de
S-ketoprofen comme molécule « dummy template », d’acide méthacrylique (donneur de
liaisons hydrogenes de proton et aussi accepteur de liaisons hydrogénes) comme monomere
fonctionnel et d’éthylene glycol diméthacrylate (EDMA) comme agent réticulant a été
synthétisé dans un mélange acétonitrile/isopropanol (9 : 1) et a permis de séparer plusieurs
especes de phospholipides (phosphatidylsérines, phosphatidyléthanolamines,
phosphatidylglycérols, acide phosphatidique et lysophosphatidylglycérols) selon leur
groupement de téte et la longueur de leur chaines carbonées. Les tests ont été réalisés sur
des échantillons d’urine humaine et aucune comparaison avec un NIP n’est évoquée.

En 2014, Narayanaswamy et al., [106] en collaboration avec I'équipe du professeur B.
Sellergren ont mis au point une stratégie pour la capture puis I'analyse par spectrométrie de
masse de certains phospholipides (mono-esters) et pour I'amélioration de la détection des
phosphates de base a longues chaines, dont la S1P. Un MIP sous forme de monolithe
macroporeux dirigé contre la S1P, a été préparé par polymérisation radicalaire (voir figure 2.2
a) puis broyé pour étre directement utilisé pour I'extraction en phase solide de la S1P au sein
d’une matrice complexe provenant d’une extraction par du méthanol de tissus de cerveaux
de souris. La matrice a été enrichie avec des standards lipidiques et contenait naturellement,
en plus de la S1P, d’autres phospholipides (mono et di-ester) ainsi que d’autres lipides non
phosphate. Le MIP a été synthétisé par copolymérisation entre le monomere fonctionnel bis-
imidazolium, connu pour sa capacité a lier spécifiguement les phosphates par des liaisons
hydrogénes (voir figure 2.2 b), et I'agent réticulant éthyléne glycol diméthacrylate, en
présence d’une molécule « dummy template », I'acide phosphatidique a la place de la S1P et
dans un mélange de toluene et de méthanol. La matrice analysée a été chargée sur la phase
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solide a base de MIP dans de l'isopropanol. Un NIP a également été préparé et il a été
démontré que I'efficacité de liaison du NIP était plus importante que celle du MIP. Le NIP a
donc été utilisé pour I'application finale (il est appelé IMP de I'anglais Imidazolium Polymer).
Cette nouvelle phase solide leur a permis de séparer les phosphates mono-esters (ceramide-
1-phosphate, sphingosine-1-phosphate, acide phosphatidique et acide lysophosphatidique),
pourtant en fraction minoritaire (< 5 % de la masse totale des lipides présents), des
phosphates di-esters (phosphatidylcholine, sphingomyéline, lyso-phosphatidylcholine,
phosphatidylglycerol, phosphatidylinositol) plus abondants (> 60 %) et des autres lipides non
phosphate, non reconnus par leur NIP.
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Figure 2.2 : a) Représentation schématique de la synthése de la résine IMP. b) Monomere fonctionnel bis-
imidazolium et interactions avec groupe phosphate par des liaisons hydrogénes.

En 2015, Wang et al., [107] ont mis au point une nouvelle phase solide a base de MIP pour
I'extraction de I'acide lysophosphatidique (LPA) dans le plasma humain. L’acide
octadecylphosphonique (OPA) a été utilisé en tant que « dummy template » (voir figure 2.3
a). Un monomeére sur mesure contenant trois groupes urée a été synthétisé et combiné a des
monomeres classiques (4-VP et MAA) puis mélangé avec le « dummy template » (OPA), I'agent
réticulant (EDMA) et linitiateur (AIBN) pour une polymérisation en masse dans du
chloroforme (voir figure 2.3 b). Les groupes N-H de I'urée sont réputés pour lier le phosphate
par des liaisons hydrogénes et des interactions électrostatiques (voir figure 2.3 c).

Un NIP a également été polymérisé en paralléle. Les cing sous especes principales de LPA ont
pu étre séparées des autres phospholipides nativement présents dans le plasma sanguin et
connus pour interférer lors de la quantification du LPA (phosphatidylcholine et
lysophosphatidylcholine).
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Figure 2.3 : a) Structures des principales sous-espéces de LPA et structure de I’acide octadecylphosphonique. b)
Synthése du monomeére urée (haut), autres monomeéres et agent réticulant employés (bas). c) Modélisation
moléculaire du complexe entre le LPA 18 : 1 et le monomeére urée (structure de minimum d’énergie). Atomes :
Gris = C, blanc = H, rouge = oxygéne, bleu = N et cyan = P.

En mars 2017, Sulc et al., [108] ont utilisé des polyméres imprimés avec des phospholipides
en tant que pieges sélectifs pour une endotoxine (lipopolysaccharide), une toxine située dans
les membranes lipidiques externes de certaines bactéries (Gram) et qui est relarguée lors de
I’étape de fermentation des microorganismes employée par I'industrie pharmaceutique pour
la conception de médicaments et de protéines (voir figure 2.4 a). Une série de monomeéres
urée (figure 2.5) et bis-imidazolium (figure 2.5), ces derniers ayant I'avantage d’étre eau-
compatible ont été évalués comme possibles récepteurs de groupes phosphates. Pour cela les
polyméres ont d’abord été synthétisés avec l'acide phénylphosphonique (PPA), un
phosphonate mimant le groupe phosphate de téte des phospholipides, en tant que molécule
template (voir figure 2.5) et des tests ont été réalisés de fagon a sonder I'affinité des
monomeres, puis du polymeére pour le phosphate.
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Figure 2.4 : a) Structure générale des endotoxins, b) Région Lipide A ciblée de I’endotoxine, c) Acide
phosphatidique comme molécule template.
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Figure 2.5 : Interactions hydrogénes théoriques entre le groupe phosphate de la molecule template et le
monomere 1,3-diarylurea (a) ou le monomeére bis-imidazolium (b). De 1 a 5, monomeres sélectionnés pour la
préparation d’un MIP sélectif pour un groupe phosphate et molécule dummy template (PPA) utilisée pour
prouver 'affinité pour le phosphate des monomeres ou du polymére (c).

Les meilleures combinaisons de monomeéres ont alors sélectionnées et utilisées pour la
synthése d’un MIP pour I'acide phosphatidique (PA) sous sa forme dimérique en tant que
molécule « dummy template » de I’endotoxine (voir figure 2.4 b et c).

Ce MIP a été préparé avec différents I'éthyléne glycol diméthacrylate comme agent réticulant
et dans un mélange de méthanol et de toluéne. La quantité de PA liée par le MIP a été évaluée
dans I'acétonitrile, le méthanol puis le tampon HEPES par trois techniques différentes : la RMN
du 3P, la calorimétrie et des mesures de turbidité. Des pourcentages de liaison significatifs
par rapport a un polymere contrdle (NIP) et variables selon le solvant utilisé lors du test de
liaison ont été observés.

Finalement, Sulc et al., ont abouti a la synthese de deux polymeres capable d’extraire
I’entotoxine d’une solution aqueuse jusqu’a une concentration restante inférieure a la limite
réglementaire en vigueur dans l'industrie pharmaceutique.

En mai 2017, Ten-Doménech et al., [109] ont décrit une méthode d’extraction et de
détermination de certains phospholipides présents dans le gras de lait humain par I'utilisation
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d’un MIP comme matériau absorbant d’une extraction en phase solide et d’'une technique de
chromatographie liquide pour la détection. Le MIP a été synthétisé en utilisant la L-o-
phosphatidylcholine (PC) comme molécule template, |'acide méthacrylique comme
monomere fonctionnel, I'éthyléne glycol diméthacrylate comme agent réticulant et
I'acétonitrile comme solvant de polymérisation. L’acide méthacrylique est connu pour étre a
la fois donneur de liaisons hydrogenes et de protons et accepteur de liaisons hydrogénes ce
qui le rend adapté pour interagir avec les groupes de téte hydrophiles des phospholipides. La
sélectivité du MIP par rapport a d’autres phospholipides différents de la PC a été étudiée. Des
tests d’interaction réalisés dans le mélange chloroforme/méthanol (2 : 1) ont permis de
démontrer une importante affinité et sélectivité du MIP pour la PC et certains autres
phospholipides de structure proche (sphingomyéline et L-o. phosphatidyléthanolamine) en
comparaison aux NIPs associés (voir figure 2.6).
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Figure 2.6 : Représentation des structures de la molécule template (PC), du monomére fonctionnel (MAA) et de
l'agent réticulant utilisés dans le mélange de polymérisation et des phospholipides utilisés pour évaluer la
sélectivité du MIP (PE et SM). Les chaines carbones sont désignées par R1-R5.

Dans les six travaux référencés, des problémes de solubilisation des phospholipides, lors de la
préparation des MIPs, liés a leur nature amphiphile ont été présentés. La technique classique
de préparation des MIPs par polymérisation en masse a été majoritairement employée et
seule une équipe a rapporté une technique de polymérisation différente [104]. Quatre
équipes sur six [106]—[108], [110] ont réalisé leur MIPs a I'aide d’un « dummy template » pour
des raisons économiques ou pour éviter le probléme de bleeding (de I'anglais saignement),
terme imagé, employé pour désigner la libération par le MIP d’une certaine quantité de
molécule template mal extraite (au cours de I'étape d’extraction) pendant la mesure. Ce
probléme a pour conséquence négative de fausser la quantification du nombre de molécules
cibles qui se lient effectivement au MIP pendant la mesure. Sur 'ensemble des travaux, trois
types de monomeres fonctionnels ont été utilisés, il s’agit de I'acide méthacrylique, du bis
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imidazolium et de monomeres a base de groupes urées qui font principalement intervenir des
liaisons hydrogénes et des interactions électrostatiques. Les tests de liaison
polymeére/molécule cible ont majoritairement été réalisés dans des solvants organiques, sauf
pour deux cas oU ils ont été menés dans de I'urine humaine [105] et du plasma sanguin humain
[107]. Dans tous les travaux, le MIP a été utilisé en tant que phase solide dans une méthode
d’extraction et comparé a un NIP, sauf pour I'un d’entre eux ou le NIP n’a pas été évoqué
[105]. Dans deux des cas, Le MIP et le NIP ont présenté des capacités de reconnaissance
similaires pour la molécule cible [106], [107], le NIP a méme été utilisé a la place du MIP dans
I'un d’entre eux [106]. Dans les autres cas, le NIP était aussi capable de lier la molécule cible
mais avec une efficacité significativement moindre. Des tests de sélectivité ont été réalisés et
excepté pour 'un des cas [104], aucun MIP ne s’est révélé sélectifs pour une espéece en
particulier mais seulement pour une famille de phospholipide ou pour un ensemble
d’analogues structurels.

L’objectif du travail présenté dans ce chapitre était de réaliser la synthese et I'optimisation
d’un nouveau MIP pour la reconnaissance spécifique et la quantification de la S1P libre et
circulante, en tant que biomarqueur du mélanome cutané, au sein de fluides biologiques
complexes comme le plasma sanguin. Un MIP-S1P 1 a été préparé par thermopolymérisation
de masse en utilisant tout d’abord la S1P en tant que molécule template et un mélange de
solvants organiques comme solvant de polymérisation. Un monomere fonctionnel a base
d’amidine non substituée, le (4-acrylamidophényl)-(amino)méthaniminium acétate (AB
acétate) a été synthétisé. Ce monomere est capable de former un complexe soluble avec les
acides carboxyliques, et probablement avec d’autres oxyanions tels que les phosphates et les
phosphonates, dans les solvants polaires et affiche des propriétés de reconnaissance
excellentes dans des matrices aqueuses complexes [111], [112].

Dans un premier temps, le pourcentage de liaison de la S1P au MIP-S1P dans du méthanol a
été évalué par deux techniques de mesures, la chromatographie en phase liquide couplée a la
spectrométrie de masse et la spectroscopie de fluorescence. Un « dummy template », I'acide
octadecylphosphonique (OPA) a été employé pour évaluer la stoechiométrie et la force de
I'interaction entre le monomere AB acétate et la molécule template par des mesures de
résonance magnétique nucléaire du 3'P (le phosphonate de I'OPA permettant de mimer le
phosphate de la S1P). Toujours en utilisant I'OPA en tant que molécule « dummy template »
et le AB acétate comme monomere fonctionnel, un nouveau polymeére (MIP-OPA 1) a été
synthétisé dans le but d’optimiser la formulation (choix du solvant de polymérisation) et les
conditions expérimentales du test de liaison du MIP-S1P 1. Les performances de liaison du
MIP-S1P 1 et du MIP-OPA 1 ont été comparées a leur polymeres contréles respectifs (NIP).
Dans un second temps, la sélectivité du MIP-S1P vis-a-vis de la S1P par rapport a un analogue
structurel (céramide 1-phosphate) a été analysée par des mesures de spectroscopie de
fluorescence. Dans le but d’améliorer cette sélectivité, trois stratégies différentes ont été mis
en ceuvre.
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La premiere stratégie a consisté a remplacer le monomeére AB acétate par un monomere
basique, le N,N-diethylaminoethyl méthacrylate (DEAEM), capable de lier le phosphate par
une interaction de type acide-base. L'interaction a été caractérisée par des mesures de
résonance magnétique nucléaire du 3P puis le DEAEM a été employé pour la synthése d’un
MIP-OPA 2.

La seconde stratégie a consisté a ajouter des monomeres fonctionnels hydrophobes en plus
du AB acétate dans la formulation du MIP-S1P 1 et de modifier le solvant utilisé lors du test
de liaison. Les monomeéres fonctionnels N-décyl méthacrylate et butyl méthacrylate ont été
ajoutés tour a tour et les MIP-S1P 3 et MIP-S1P 4 synthétisés.

Enfin, dans la derniére stratégie, la formulation du MIP-S1P 1 a été conservée mais le test de
liaison a été réalisé dans un solvant différent dans le but de favoriser les interactions
spécifiques avec le monomere AB acétate.

2.2 Matériels et méthodes

2.2.1 Réactifs et matériels

Tous les produits chimiques et les solvants utilisés proviennent de chez Sigma-Aldrich® sauf
ceux mentionnés ci-dessous. La sphingosine 1-phosphate (S1P) et la sphingosine 1-phosphate
fluorescéine ont été commandées chez Echelon®. Le céramide 1-phosphate fluorescent C11
TopFluor® (C1P TopFluor) provient de chez Avanti Polar Lipids®. Le monomeére fonctionnel (4-
acrylamidophényl)-(amino)méthaniminium acétate (monomére AB acétate) a été synthétisé
selon la procédure décrite dans les travaux de Nestora et al., Panagiotopoulou et al., [111],
[112]. La synthése est décrite dans la partie Matériels et méthodes. L'initiateur de
polymérisation 2,2’-azobis(2,4-dimethylvaleronitrile) (ABDV) provient de chez DuPont®. Tous
les solvants utilisés pour la chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de
masse ainsi que le réactif triméthylsilyldiazométhane (2 M dans I’hexane) sont de grade LC-
MS et ont été commandés chez Acros Organics®. Le standard interne sphingosine 1-phosphate
(S1P d20:1) et le standard sphingosine 1-phosphate (S1P d18:1) proviennent de chez Avanti
Polar Lipids®. Les structures des différents composés chimiques utilisées dans ce chapitre sont
représentées dans le tableau 2.1.

63



Chapitre 2 : Synthese par thermopolymérisation d’un MIP pour la S1P

Tableau 2.1 : Structure chimique des différents composés utilisés dans ce chapitre.
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2.2.2 Formulations des MIPs

Les formulations des MIPs synthétisés dans ce chapitre sont récapitulées dans le tableau 2.2.

Tableau 2.2 : Formulation détaillée de tous les MIPs préparés dans ce chapitre.
\ Molécule Monomeéres Agent -
Polymeére . , .g Initiateur Solvant
Template fonctionnels réticulant
MIP-S1P 1 S1P AB acétate EDMA ABDV cms::for:?r:ég(gggh)u
(0,013 mmol) (0,013 mmol) (0,26 mmol) (0,0053 mmol) Triéthylamine (90 pL)
MIP-OPA 1 OPA AB acétate EDMA ABDV Méthanol (4000 pL)
(0,05 mmol) (0,05 mmol) (2 mmol) (0,0205 mmol) Triéthylamine (30 pL)
OPA DEAEM EDMA ABDV
MIP-OPA 2 Méth | (4000 pL
(0,05 mmol) (0,1 mmol) (2 mmol) (0,0205 mmol) éthanol ( uL)
S1p AB ac,etate / N-décyl EDMA ABDV Méthanol (900 uL)
MIP-S1P 2 (0,013 mmol) méthacrylate (0,26 mmol) (0,0053 mmol) Chloroforme (130 pL)
’ (0,013/0,013 mmol) ! ! Triéthylamine (90 pL)
AB acétate / N-décyl
MIP-S1P 3 S1P metr:aéi;lﬁi:elétzuwl EDMA ABDV Cms:gfor:(:r:ég(?lggl_)u
(0,013 mmol) ¥ (0,26 mmol) | (0,0053 mmol) H

(0,013/0,013/0.013
mmol)

Triéthylamine (90 pL)

2.2.3 Méthode de polymérisation

Tous les MIPs de ce chapitre ont été préparés par polymérisation radicalaire libre et en

utilisant une méme méthode de thermopolymérisation en masse qui a été élaborée au cours

de deux séjours (4 mois) réalisés au sein de I’équipe du Professeur Karsten Haupt a I'Université
Technologique de Compiégne (GEC / FRE 3580 CNRS).

2.2.3.1 Préparation de la solution de pré-polymeérisation

La solution de pré-polymérisation a été préparée en mélangeant la molécule template, le

monomere fonctionnel, I'agent réticulant et l'initiateur dans un solvant de polymérisation.

Dans un tube en verre (4 mL) muni d’un bouchon avec septum, la molécule template et le

monomere fonctionnel ont d’abord été solubilisés dans le solvant de polymérisation et la
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solution a été vortexée pendant 10 minutes et soniquée pendant 2 minutes. Dix minutes
apres, I'agent réticulant a été ajouté et la solution a été vortexée pendant 30 secondes. En
suivant, l'initiateur a été introduit et la solution de pré-polymérisation a de nouveau été
vortexée pendant 30 secondes. Enfin, I'oxygéne, qui est un inhibiteur de polymérisation, a été
évacué du tube a I'aide d’un flux d’azote (1minute/1mL). Cette opération a été effectuée sur
glace afin de limiter I'évaporation du solvant lors de I'application du flux d’azote. Le tube a été
fermé de facon étanche et conservé au réfrigérateur (4 °C).

2.2.3.2 Méthode de thermopolymérisation en masse

La méthode de thermopolymérisation en masse a été employée. Pour cela, le tube contenant
la solution de pré-polymérisation a été maintenu pendant 12 heures dans un bain d’eau a
température constante (45 °C). Le polymére obtenu a été transféré dans un tube de
centrifugation haute vitesse puis broyé manuellement.

2.2.3.3 Méthode d’extraction de la molécule template

Afin d’extraire la molécule template piégée dans les empreintes, le polymeére a été lavé dans
des bains successifs de méthanol/acide acétique (9 : 1 V/V), de méthanol/ammoniac (100
mM), d’eau et de méthanol (3 x 1 heure pour chacun des bains). A la suite de I'extraction, le
polymeére a été séché sous vide pendant 12 heures puis pesé, de fagcon a pouvoir calculer le
rendement de polymérisation qui équivaut au ratio entre la masse de monomeére et d’agent
réticulant ajoutés dans la solution de pré-polymérisation et la masse de polymere final
obtenue. La poudre de polymere a été stockée au réfrigérateur (4 °C).

2.2.3.3 Méthode de préparation du polymere contrdle NIP (Non Imprinted
Polymer)

La préparation du NIP a été réalisée de maniere identique a celle du MIP mais sans la présence
de la molécule template. Théoriquement, le NIP ne doit donc pas contenir d’empreinte de la
molécule template.

2.2.4 Tests de liaison des MIPs

Afin de caractériser la capacité de reconnaissance et de liaison des polyméres vis-a-vis de la
molécule cible ou bien pour évaluer leur sélectivité, des tests de liaison entre les polymeéres
et la molécule cible ou un analogue structurel de la molécule cible ont été menés. Le principe
d’un test de liaison a consisté a exposer dans un solvant une concentration fixe de molécule
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cible a une gamme de concentrations de polymére pendant un temps d’incubation puis a
mesurer le pourcentage de molécules cibles effectivement liées au polymére pour chaque
concentration.

2.2.4.1 Protocole des tests de liaison

Le protocole utilisé pour les tests de liaison est représenté schématiquement dans la
figure 2.7. Pour réaliser un test de liaison nous avons préparé plusieurs tubes eppendorfs (2
mL) contenant chacun une concentration identique de molécule cible dans un solvant.
Différents volumes d’une suspension mére de polymére ont alors été ajoutés dans chacun des
tubes eppendorfs afin d’exposer la molécule cible a une gamme de concentrations de
polymére. Tous les tubes ont été complétés avec du solvant jusqu’a atteindre un volume final
de 1 mL. Trois tubes supplémentaires contenant la molécule cible a la méme concentration
mais sans polymeére ont fait office de contréles de la concentration initiale de molécule cible.
Trois autres tubes contenant seulement du solvant ont servis de « blanc expérience ». Enfin,
un dernier tube contenant une concentration typique de polymére (valeur au centre de la
gamme de polymere utilisée) mais sans la présence de la molécule cible a permis de s’assurer
gu’il n’y avait pas de relargage au cours de |'expérience, de molécule template mal extraite
(probleme de bleeding évoqué dans le chapitre 1).

A la suite d’'une incubation sous agitation d’une durée de 8 heures, les tubes ont été
centrifugés et le surnageant (800 plL) a été récupéré pour étre analysé. Les molécules cibles
liées au polymeére au cours de I'incubation restent piégées dans le polymére qui précipite au
fond du tube lors de I’étape de centrifugation. L’analyse a donc consisté en la quantification
des molécules cibles restantes dans le surnageant, c’est-a-dire celles qui n’ont pas été liées au
polymeére. Connaissant la concentration initiale de molécule cible on peut ainsi en déduire
indirectement le pourcentage de molécules cibles liées en fonction de la concentration de
polymeére.

Les mesures ont été réalisées soit par chromatographie en phase liquide couplée a la
spectrométrie de masse, soit par spectroscopie de fluorescence en utilisant dans ce dernier
cas des molécules cibles marquées avec un groupement fluorescent.

K S S N S
Centrifugation

Préparation de tubes contenant Ajout de concentrations Récupération des surnageants
une concentration fixe de variables de polymeére Quantification de la molécule cible
molécule cible dans un solvant > restante dans le surnageant

8h d'incubation

(non liée au polymére)
sous agitation

Figure 2.7 : Représentation schématique du protocole du test de liaison.
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2.2.4.2 Techniques d’analyse
2.2.4.2.1 Chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse

2.2.4.2.1.1 Principe général

La Chromatographie en phase Liquide couplée a la Spectrométrie de Masse (LC-MS) est une
technique de chimie analytique quantitative qui combine les capacités de séparation physique
et chimique de la chromatographie en phase liquide avec la faculté de la spectrométrie de
masse a séparer des espéeces préalablement ionisées selon leur rapport masse/charge. Plus
précisément, la chromatographie en phase liquide repose sur la séparation d’espéces
présentes dans une phase mobile, suite a des interactions physiques ou chimiques avec le
solide divisé (phase stationnaire) qu’elles traversent. La spectrométrie de masse permet quant
a elle de détecter, d'identifier et de quantifier des molécules d’intérét par mesure de leur
masse ainsi que de caractériser leur structure chimique. Un spectrométre de masse se
compose de trois parties principales, une source d’ions, ou les ions des espéces a analyser sont
produits en phase gazeuse a partir de leur état solide, liquide ou gazeux, un analyseur, dans
lequel les ions sont accélérés sous un champ électrique ou magnétique puis séparés en
fonction de leur rapport masse/charge, et un détecteur qui compte les ions de différent
rapport masse/charge.

2.2.4.2.1.2 Technique et appareils utilisés

Les mesures ont été réalisées en deux temps sur le plateau MetaToul-Lipidomique de I'Institut
des Maladies Meétaboliques et Cardiovasculaires (I2MC-UMR1048) de Toulouse.
Premieérement, nous avons effectué une extraction lipidique sur chacun des surnageants issus
des tests de liaison. Deuxiemement, les échantillons ont été confiés a I'équipe technique du
plateau de lipidomique pour la mise en ceuvre des étapes de séparation par chromatographie
haute performance en phase liquide (HPLC, de I’anglais High Performance Liquid
Chromatography) et de spectrométrie de masse en mode tandem (MS/MS).

2.2.4.2.1.2.1 Protocole d’extraction lipidique

Apres une centrifugation (10000 RPM - 5 minutes), 500 pL de chaque surnageant ont été
prélevés et transférés dans des tubes eppendorfs. Une quantité de 5 ng de standard interne
S1P d20:1 a été ajouté dans chaque tube. La S1P et le standard interne contenus dans les
échantillons ont été dérivatisés au contact d’une solution de triméthylsilyl diazométhane (50
uL a 2M dans I'hexane), un réactif commun de méthylation, pendant 10 minutes a
température ambiante. Lors de cette étape, les deux groupements hydroxyles (OH) présents
sur la téte phosphate de la S1P sont méthylés, c’est-a-dire remplacés par des groupements
méthyles (OCH3) ce qui a pour conséquence de rendre la molécule plus apolaire et de faciliter
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I'ionisation. La réaction de dérivatisation a été stoppée par I'ajout de 6 plL d’acide acétique.
Les tubes ont alors été vortexés pendant 30 secondes puis centrifugé (15000 RPM - 6 minutes).
Finalement, les surnageants ont été transférés dans des vials en verre avec inserts puis
évaporés sous flux d’azote avant d’étre repris dans 20 puL de méthanol et stocker au
congélateur (-80 °C).

2.2.4.2.1.2.2 Protocole d’analyse HPLC-MS/MS

L'analyse HPLC a été effectuée avec le systéme Agilent 1290 Infinity (Agilent Technologies)
équipé d’un auto-échantillonneur, d’'une pompe binaire et d’un four de colonne. La colonne
analytique Acquity UPLC BEH C8 (Waters) de dimensions 100 x 2,1 mm, 1,7 um était
maintenue a une température de 35 °C. Les deux phases mobiles A et B étaient
respectivement composées d’eau et d’acide formique (99.9:0.1;v/v) et d’acétonitrile et
d’acide formique (99.9:0.1, v/v). Les gradients étaient les suivants : 50 % B a 0 min, 60 % B a 2
min, 60 % B a 3 min, 100% B a 4 min, 100% B a 8,5 min et 50 % B a 9 min. Le débit était de 0,3
mL/min. L’auto-échantillonneur était réglé sur 5 °C et le volume d’injection était de 5 pL. Le
systéme HPLC était couplé au spectrométre de masse Agilent 6460 triple quadrupole (Agilent
Technologies) équipé d’une source d’ionisation par électronébuliseur (electrospray
ionization). L'ionisation a été réalisée en mode positif. Les paramétres de la source d’ionisation
étaient les suivants : température fixée a 300 °C et débit du gaz de nébulisation (azote) de 10
L/min. La température du flux d’azote a contre-courant était de 300 °C et son débit de 12
L/min. La tension du champ électrique d’ionisation était de +4000 V. L’énergie de collision
optimale pour la sphingosine 1-phosphate (d18:1) et la sphingosine 1-phosphate (d20:1)
dérivatisées est de 15 eV. Les analyses ont été réalisées en mode de détection SRM (Selected
Reaction Monitoring) en utilisant de I'azote comme gaz de collision. Finalement, la détection
du pic, l'intégration et les analyses quantitatives ont été réalisées en utilisant le logiciel
MassHunter QqQ Quantitative analysis (Agilent Technologies) et Microsoft Excel.

2.2.4.2.1.2.3 Méthode de calibration par standard interne

La méthode de calibration par standard interne permet la quantification relative de la S1P
dans les échantillons. Cette quantification découle de la normalisation de la réponse de
I'instrument attribuée a la S1P présente dans les échantillons par celle attribuée au standard
interne de référence, ajouté dans chaque échantillon (S1P d20:1) et qui est associée a une
courbe de calibration tracé préalablement. Afin de tracer cette courbe de calibration, une
gamme de dilution avec un standard de S1P (S1P d18:1) qui est I'équivalent de la S1P présente
dans les échantillons a été réalisée dans le méthanol. La méme quantité de S1P d20:1
introduite dans les échantillons lors de I'étape d’extraction lipidique a été ajoutée dans
chaque tube de cette gamme de dilution. De cette fagon, le calcul du ratio entre I'aire du pic
d0 au standard S1P d18:1 et l'aire du pic dG au standard interne S1P d20:1 pour chaque
concentration de la gamme de dilution permet de tracer la courbe de calibration (voir
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figure 2.8). Ainsi, lors d’'une mesure, I'aire du pic correspondant a la quantité de S1P présent
dans I'échantillon sera normalisée par rapport a I'aire du pic correspondant au standard
interne S1P d20:1 et le résultat obtenu sera rapporté a la courbe de calibration pour en
déduire la concentration relative de S1P.

6 y=2477.099593 "% + 7965.631643
1079 Br2 099737833 —
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Figure 2.8 : Courbes de calibration de la quantification de la S1P d18:1 dans le méthanol par LC-MS.

2.2.4.2.2 Spectroscopie de fluorescence
2.2.4.2.2.1 Principe général

La spectroscopie de fluorescence est une technique d’analyse semi-quantitative qui repose
sur le principe physique de fluorescence. En résumé, lorsqu’un photon d’énergie hv, avec h la
constante de Planck (6,62.10734 J.s) et v la fréquence, rencontre une molécule fluorescente,
certains électrons des atomes de la molécule fluorescente sont excités par I'absorption du
photon et sont amenés a un état électronique de plus haute énergie. Lorsque ces électrons
retournent a leur état fondamental de plus basse énergie ils vont émettre un photon de plus

, c s 2 ey s
basse fréquence (ou de plus grande longueur d’onde A sachant que v = S avecc la célérité

de la lumiére dans le vide). Un spectrométre de fluorescence se compose principalement
d’'une source lumineuse, d’'un détecteur et de filtres ou de monochromateurs pour
sélectionner les longueurs d’onde d’excitation et d’émission.

L’'intensité moyenne de fluorescence mesurée dans un échantillon est proportionnelle a la
guantité de molécule fluorescente qu’il contient.

2.2.4.2.2.2 Technique et appareils utilisés

Pour les tests de liaison analysés avec la spectroscopie de fluorescence nous avons employé
des molécules cibles marquées avec un groupement fluorescent et deux appareils différents
ont été utilisés. Il s’agit du spectrofluorimetre Fluorolog® de Horiba Scientific Jobin Yvon® et
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du lecteur de plaques multi-puits Varioskan® Flash de Thermo Scientific®. Le
spectrofluorimétre Fluorolog® dispose d’'une meilleure sensibilité et d’une limite de détection
plus basse, cependant, pour réaliser les mesures, les échantillons doivent étre placés I'un
aprés l'autre dans une cuve en quartz, contrairement au Varioskan® Flash ou tous les
échantillons peuvent étre analysés automatiquement lors d’une seule acquisition.

2.2.4.2.2.2.1 Protocole d’analyse avec le spectrofluorimétre Fluorolog®

Les tests de liaison analysés avec le spectrofluorimétre Fluorolog® ont été réalisés avec de la
S1P fluorescéine en tant que molécule cible a une concentration de 500 nM dans le méthanol.
Chacun des surnageants (500 pL) a été transféré I'un apres I'autre dans une cuve en quartz et
I'intensité de fluorescence a été mesurée avec une longueur d’onde excitation de 487 nm, une
longueur d’onde d’émission de 524 nm (slit de 1,5).

2.2.4.2.2.2.2 Protocole d’analyse avec le Varioskan® Flash

Les tests de liaison analysés avec le Varioskan® Flash ont été réalisés avec de la S1P
fluorescéine en tant que molécule cible a une concentration de 5000 nM dans le méthanol
seul et de 500 nM dans un mélange méthanol/eau (1 : 1 V/V), ou bien avec du C1P TopFluor
(comme analogue structurel de la S1P) pour le test d’évaluation de sélectivité, a une
concentration de 500 nM dans un mélange méthanol/eau (1 : 1 V/V).

Tous les surnageants (500 plL) ont été répartis dans les puits a fonds ronds d’une plaque 48
puits de culture cellulaire. L'excitation a été effectuée par le haut de la plaque (sans couvercle)
et I’émission recueillie en plusieurs points dans un puits est moyennée pour chaque puits. Les
longueurs d’onde d’excitation et d’émission pour la S1P fluorescéine et pour le C1P Topfluor
étaient respectivement de 494 nm/521 nm et de 496 nm/511 nm.

2.2.4.2.2.2.3 Courbes de calibration

La courbe de calibration de la S1P fluorescéine mesurée dans le méthanol avec le
spectrofluorimétre Fluorolog® a été tracée (voir figure 2.9 a). De la méme facon, les courbes
de calibration de la S1P fluorescéine mesurée dans le méthanol ou dans le mélange
méthanol/eau (1 : 1 V/V) (voir figure 2.9 b et c) et du C1P TopFluor mesuré dans le mélange
méthanol/eau (1 : 1 V/V) avec le Varioskan® Flash ont été obtenus (voir figure 2.9 d).
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Figure 2.9 : Courbes de calibration de la quantification de la S1P fluorescéine — dans le méthanol avec le
spectrofluorimétre Fluorolog® (a) et le Varioskan® Flash (b) — dans le mélange méthanol/eau (1 : 1 V/V) avec
le Varioskan® Flash (c) et courbe de calibration de la quantification de la C1P TopFuor® dans le mélange
méthanol/eau (1 : 1 V/V) avec le Varioskan® Flash (d).

2.2.5 Préparation des solutions lipidiques

Les solutions de S1P, de S1P fluorescéine et de C1P TopFluor ont toutes été préparées a partir
des composés sous forme de poudre dans des tubes en verre et les solutions méres ainsi que
les aliquots ont été conservés a I'obscurité au congélateur (-20 °C) pendant moins de 3 mois.

2.2.5.1 Solutions de S1P dans le méthanol ou le mélange méthanol/eau

La limite de solubilisation de la S1P dans le méthanol seul est de 0.3 mg/mL [113]. Pour
solubiliser la poudre dans le méthanol seul, nous avons alternativement vortexé pendant 2
minutes puis soniqué dans un bain a ultrasons pendant 10 minutes jusqu’a obtenir une
solution claire. Des sous-dilutions pour la préparation d’aliquots ont alors été réalisées soit
dans du méthanol seul, soit dans un mélange méthanol/eau (1 : 1 V/V).
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2.2.5.2 Solutions de S1P fluorescéine dans le méthanol et le mélange
méthanol/eau

La limite de solubilisation de la S1P fluorescéine dans le méthanol seul est de 1 mg/mL [114].
Pour solubiliser la poudre dans le méthanol seul un volume de 1 mL de méthanol a été ajouté
aux 50 pg présent dans le tube en plastique d’origine. La solution a été immédiatement
transférée dans un tube en verre puis vortexée pendant 2 minutes a |'obscurité. Des sous-
dilutions pour la préparation d’aliquots ont alors été réalisées soit dans du méthanol seul, soit
dans un mélange méthanol/eau (1:1 V/V).

2.2.5.3 Solutions de C1P TopFluor® dans le méthanol et le mélange
méthanol/eau

La limite de solubilisation du C1P TopFluor dans le méthanol seul n’est pas communiquée par
le fournisseur.

Pour solubiliser la poudre dans le méthanol seul un volume de 1 mL de méthanol a été ajouté
aux 250 pg présent dans le tube en plastique d’origine. La solution a été immédiatement
transférée dans un tube en verre puis vortexée pendant 2 minutes a I'obscurité. Des sous-
dilutions pour la préparation d’aliquots ont alors été réalisées soit dans du méthanol seul, soit
dans un mélange méthanol/eau (1:1 V/V).

2.2.6 Syntheése du monomere (4-
acrylamidophenyl)(amino)methaniminium acetate (AB acétate)

La synthéese a été effectuée en deux étapes (voir figure 2.10). Le (4-
acrylamidophenyl)(amino)méthaniminium chloride a d’abord été synthétisé selon le
protocole décrit par Beyazit et al., [115]. Trente-quatre grammes (0,25 mol) d’acétate de
sodium trihydrate ont été dissout dans 200 mL d’eau et 2 g (9,6 mmol) de 4-
aminobenzamidine dihydrochloride ont été ajouté. La solution a été refroidie jusqu’a une
température inférieure a 5 °C dans un bain de glace et 4 mL (49 mmol) de chlorure d’acryloyle
ont été ajouté goutte a goutte. Apres une attente d’1h pour laisser le temps a la réaction
d’opérer, le pH a été ajusté a 4 avec de I'acide chlorhydrique (37 %) et une précipitation a été
observée. Apreés filtration, le précipité a été récupéré puis dissout dans 100 mL d’eau a 40 °C.
De I'acide chlorhydrique (37 %) a de nouveau été ajouté pour fixer le pH a 1 et le produit a
reposé 12h a 4 °C pour permettre la cristallisation. Les cristaux ont été récupérés par filtration
et séchés dans un four a 50 °C. Pour la synthése du monomére AB acétate, 1 g de (4-
acrylamidophenyl)(amino)méthaniminium chloride précédemment synthétisé a été suspendu
dans 100 mL d’une solution saturée en acétate de sodium et agité pendant 12h. Le produit a
été collecté par filtration, lavé avec de I'eau pour éliminer I'acétate de sodium résiduel puis
séché a 50 °C.
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(4-acrylamidophenyl}(amino)methaniminium acetate
(AB acétate)
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Figure 2.10 : Etapes de la synthése du monomeére fonctionnel AB acétate.

2.2.7 Etudes par spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléaire

La spectroscopie RMN est une technique quantitative et structurale basée sur le phénomeéne
de résonance magnétique nucléaire (RMN). Les études RMN ont été réalisées avec un
spectrometre Bruker (400 MHz) a 25 °C dans le but d’étudier la stcechiométrie et la force de
I'interaction entre la molécule template et le monomére fonctionnel. Les analyses ont été
effectuées dans le solvant de polymérisation du MIP associé, sauf le chloroforme qui a été
retiré de facon a simplifier 'analyse des résultats et qui n’a a priori pas d’impact direct sur les
interactions template/monomeére fonctionnel. Il a été décidé de suivre la variation du
déplacement chimique de I'atome de phosphore (3!P) présent sur les molécules cibles
utilisées, du fait de sa proximité avec le site d’interaction potentiel entre la molécule cible et
le monomere fonctionnel. La stocechiométrie de I'interaction a été déterminée par la méthode
des variations continues (ou méthode de Job) [116] et les valeurs expérimentales relatives a
la courbe de Job obtenue ont été ajustées par un modéle de régression linéaire [117]. La force
de l'interaction a quant a elle été évaluée suite a une expérience de titrage et a I'ajustement
des données obtenues par un modeéle de régression linéaire [117] qui ont permis d’estimer la
constante de dissociation [118].

Ainsi, pour l'étude de linteraction entre la molécule « dummy template » acide
octadecylphosphonique (OPA, de l'anglais OctadecylPhosphonic Acid) et le monomere
fonctionnel AB acétate I'analyse RMN a été réalisée dans un mélange de méthanol deutéré et
de triéthylamine MeOD/EtsN (10 : 1 V/V). Pour le tracé de la courbe de Job, la variation du
déplacement chimique, possiblement due a I'interaction entre le monomeére AB acétate et le
OPA, de I'atome de phosphore du groupe phosphonate de I’OPA a été suivie en fonction de la
fraction molaire du monomere AB acétate. Une solution contenant I'OPA et le AB acétate a
une concentration totale constante égale a 10 mM a été préparée avec une fraction molaire
de AB acétate variant de 0 a 1 par pas de 0,1. La constante de dissociation a été estimée par
titrage d’une quantité croissante de AB acétate dans une quantité constante de OPA. Une
solution mere de AB acétate a 40 mM a été préparée et ajouté (de 0 a 10 équivalents) a une
concentration fixe de OPA a 2 mM.

De facon similaire, pour I'étude de l'interaction entre la molécule « dummy template » acide
octadecylphosphonique (OPA, de I'anglais OctadecylPhosphonic Acid) et le monomére
fonctionnel N,N-diéthylaminoethyl méthacrylate (DEAEM) I'analyse RMN a été réalisée dans
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le méthanol deutéré (MeOD) seul. Pour le tracé de la courbe de Job, une solution contenant
I’OPA et le DEAEM a une concentration totale constante égale a 10 mM a été préparée avec
une fraction molaire de DEAEM variant de 0 a 1 par pas de 0,1. La constante de dissociation a
été estimée par titrage d’une quantité croissante de DEAEM dans une quantité constante de
OPA. Une solution mére de DEAEM a 40 mM a été préparée et ajouté (de 0 a 10 équivalents)
a une concentration fixe de OPA a 2 mM.

2.3 Résultats et discussion
2.3.1 Synthese et optimisation d’un MIP pour la S1P

2.3.1.1 Synthese d’un nouveau MIP pour la S1P

La premiere étape du travail a été de mettre au point la formulation et la méthode de
polymérisation d’un MIP spécifique de la S1P et utilisable dans des milieux aqueux tel que le
plasma sanguin.

Comme nous I'avons évoqué dans le chapitre 1, le choix de la formulation dépend avant tout
de la molécule cible et des futures conditions d’utilisation du MIP, imposées par |'application
visée (par exemple, I'utilisation du MIP dans le plasma sanguin).

Dans un premier temps nous avons décidé d’utiliser la S1P en tant que molécule template
pour notre MIP.

Compte tenu de sa structure, nous avons recherché un monomere fonctionnel capable
d’interagir avec le groupe phosphate de la S1P, comme particularité par rapport a d’autres
molécules présentes dans le plasma sanguin. De tels monomeéres fonctionnels ont été
identifiés dans la littérature, par exemple ceux présentés dans l'introduction de ce chapitre
(I'acide méthacrylique, le bis imidazolium et les monomeres a base de groupes urées), mais
aussi le N,N’-diéthyl-(4-vinylphenyl)amidine, qui a été synthétisé sur mesure par Wulff et al.,
dans le but de former des complexes par des interactions non covalentes (dans I'acétonitrile
ou le chloroforme) avec plusieurs oxyanions, dont les phosphonates et les phosphates [119]-
[121]. Plutot que d’utiliser un monomere fonctionnel commercial nous avons nous aussi opté
pour la synthese d’'un monomeére a base d’amidine non substituée, le (4-acrylamidophényl)-
(amino)méthaniminium acétate (AB acétate). Ce monomere a été préparé selon le protocole
décrit dans la publication de Beyazit et al., [115] mais sous la forme d’un sel d’acétate (voir
Matériels et méthodes). Il a été démontré que le AB acétate est capable de former un
complexe soluble par des interactions électrostatiques avec les acides carboxyliques, et
probablement avec d’autres oxyanions tels que les phosphates et les phosphonates, dans des
solvants polaires [111], [112]. Le principal avantage du monomeére AB acétate par rapport a
d’autres monomeéres fonctionnel est qu’il dispose de propriétés de reconnaissances
excellentes lorsqu’il est employé dans des matrices aqueuses complexes [111], [112]. Il semble
donc bien adapté a la préparation d’un MIP pour la quantification de la S1P dans le plasma
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sanguin. Le monomere AB acétate a ainsi été ajouté a la formulation de notre MIP en quantités
molaires stoechiométriques avec la molécule template.

Du fait de sa nature amphiphile, la S1P est difficile a solubiliser. Par conséquent, le choix du
solvant de polymérisation a été une étape cruciale. Suite a de nombreux tests de solubilisation
de la S1P dans différentes solutions de pré-polymérisation, nous avons décidé d’utiliser un
mélange de méthanol, de chloroforme et de triéthylamine (10 : 1,44 : 1 V/V/V) en tant que
solvant de polymérisation. La triéthylamine s’est révélée indispensable a la solubilisation de
la S1P dans le mélange de pré-polymérisation et en termes de quantité molaire, cinquante fois
plus de triéthylamine que de monomere fonctionnel AB acétate ont été ajoutés. Il s’agit d’'un
parametre important, puisque comme indiqué dans le chapitre 1, les interactions qui peuvent
s’établir entre le monomeére fonctionnel et les molécules du solvant peuvent avoir un impact
critique sur la structure et |'efficacité des sites d’impressions.

L’éthyléne glycol diméthacrylate (EDMA), un agent réticulant trés classique dans la synthése
des MIPs et qui posséde deux doubles liaisons polymérisable en vis-a-vis a été employé dans
la formulation de notre MIP.

L'initiateur de polymérisation 2,2’-azobis(2,4-dimethylvaleronitrile) (ABDV) a été ajouté au
mélange de pré-polymérisation et le MIP-S1P 1 a été préparé par une méthode classique de
thermopolymérisation en masse (12h a 45 °C) (voir Matériels et méthodes et figure 2.11).

. Molécule Monomeéres Agent .
Polymeére . - Initiateur Solvant
Template fonctionnels réticulant

MIP-S1P 1 S1P AB acétate EDMA ABDV cmfrtgfonﬂfﬁgg L)L)

1 I 1 I 2 I I
(0,013 mmol) (0,013 mmol) (0,26 mmol) (0,0053 mmol) Triéthylamine (90 piL)
S1P AB acétate
ot o Y. . i ON ™o m Méthanol/Chloroforme/Triétylamine
Ton N WS . MIP-S1P 1
EDMA +acétate ABDVA5°C-12h
CHy
" C_-.i - G
I Q CHy

Figure 2.11 : Formulation et voie de polymérisation du MIP-S1P 1.

2.3.1.2 Test de liaison du MIP-S1P 1

Afin d’évaluer les propriétés de reconnaissance du MIP-S1P 1 pour la S1P, deux tests de liaison
tels que présentés dans la partie /1.4 de Matériels et méthodes ont été réalisés.

Les mesures ont été effectuées par Chromatographie en phase Liquide couplée a la
Spectrométrie de Masse (LC-MS) en utilisant la S1P en tant que molécule cible a une
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concentration de 700 nM dans le méthanol et également par spectroscopie de fluorescence
(Varioskan® Flash) en utilisant la S1P fluorescéine en tant que molécule cible a une
concentration de 5000 nM dans le méthanol. Ces concentrations d’incubation ont été
déterminées en fonction des courbes de calibration et de la limite de quantification dans le
méthanol des deux méthodes de mesure (voir Matériels et Méthodes).

Théoriquement, comme le MIP-S1P 1 a été synthétisé avec la S1P en tant que molécule
template, ses empreintes moléculaires devraient étre uniquement complémentaire de la S1P
et non de la S1P fluorescéine. Néanmoins, nous avons fait le choix d’employer la S1P
fluorescéine comme molécule cible de substitution de la S1P pour deux raisons principales.
Premiérement, malgré ses différences de poids moléculaire (double de celui de la S1P), de
taille et de structure (voir figure 2.12) attribuées a la présence du groupement fluorescéine,
nous avons fait I'hypothése qu’elle pourrait étre reconnue par le MIP-S1P 1. En effet, le
groupement fluorescéine est greffé en bout de chaine carbonée et pourrait ne pas perturber
les interactions entre le monomere fonctionnel AB acétate et le groupe phosphate de la S1P
fluorescéine. De plus, il est probable que la S1P fluorescéine soit capable de diffuser a travers
la porosité micrométrique du MIP et de se lier, au moins en partie a certains sites de
reconnaissance bien exposés, sans pour autant que la reconnaissance de forme et de taille
soit totale. Il est possible dans ce dernier cas, que la capacité de liaison du MIP-S1P 1 pour la
S1P fluorescéine soit réduite par rapport a celle pour la S1P.

d
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Figure 2.12 : Structures de la S1P (a) et de la S1P fluorescéine (b).

Deuxiémement, |'utilisation de la S1P fluorescéine en tant que molécule cible nous a permis
de mener des tests de liaison par spectroscopie de fluorescence qui sont beaucoup plus simple
et rapide a mettre en ceuvre que ceux réalisé en LC-MS.

Pour les tests de liaison, les molécules cibles ont été exposées a des concentrations variables
de MIP-S1P 1 (de 0 a 3 mg/mL pour la S1P et de 0 a 4 mg/mL pour la S1P fluorescéine). Il est
souvent recommandé de réaliser le test de liaison dans le méme solvant que celui utilisé lors
de la polymérisation afin de favoriser la réapparition des mémes interactions [122]. Dans
notre cas, ils ont été réalisés dans le méthanol seul. Il s’agit d’'un solvant polaire qui favorise
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les interactions électrostatiques, il est donc parfaitement adapté dans le cadre de I'utilisation
du monomeére AB acétate [111]. Les résultats des deux tests de liaison sont présentés dans la
figure 2.13 a et b.
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Figure 2.13 : Tests de liaison du MIP-S1P 1 pour la S1P (a) et pour la
S1P fluorescéine dans le méthanol (b) (N=2).

Nous pouvons voir que les pourcentages de liaison de la S1P et de la S1P fluorescéine au MIP-
S1P 1 augmentent avec la concentration de MIP-S1P 1 jusqu’a atteindre un palier
correspondant a un pourcentage de liaison d’environ 65 % pour la S1P et 70 % pour la S1P
fluorescéine. Le palier est atteint pour une concentration de MIP-S1P 1 de l'ordre de 1,5
mg/mL pour la S1P et de 1 mg/mL pour la S1P fluorescéine.

Nous observons également une légére diminution du pourcentage de liaison de la S1P pour la
concentration du MIP-S1P 1 égale a 3 mg/mL.
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Il est intéressant de constater que la liaison de S1P fluorescéine au MIP-S1P 1 est similaire a
celle de S1P, malgré les différences structurelles déja évoquées. La légere différence entre les
pourcentages de liaison maximale ne semble pas significative compte tenu des barres
d’erreurs. Si les liaisons observées sont bien dues a des interactions spécifiques ce résultat
pourrait confirmer notre premiére hypothése concernant la liaison possible de la S1P
fluorescéine au MIP-S1P 1.

La différence de concentration de MIP-S1P 1 pour laquelle le palier est atteint pourrait
s’expliquer par le fait que la concentration de S1P fluorescéine (5000 nM) était plus de sept
fois supérieure a celle de S1P (700 nM). Pour une méme concentration de MIP-S1P 1, la
présence d’'un nombre plus important de molécule cible en solution aurait pu augmenter les
chances d’interaction avec les monomeres fonctionnels et donc le pourcentage de liaison.

Si on considére que la diminution du pourcentage de liaison de la S1P pour une concentration
de MIP-S1P 1 égale a 3 mg/mL est significative on peut imaginer qu’elle puisse étre causée par
le probleme de « bleeding » décrit dans le chapitre 1. Il est en effet possible que de la S1P mal
extraite, piégée dans le MIP au moment de sa synthése ait été relarguée en solution au cours
du test de liaison. Cela aurait pu avoir pour conséquence une augmentation de la valeur de
concentration de S1P dans le tube du test de liaison qui ce serait traduite par une diminution
apparent du pourcentage de liaison. Ce phénomeéne est d’autant plus important que la
concentration de polymeére est élevée, une grande concentration de MIP ayant plus de chance
de contenir une plus grande concentration de S1P mal extraite. Un autre avantage de
I"utilisation de la S1P fluorescéine est que les effets du probléme de « bleeding » ne sont pas
directement observés puisque les concentrations de S1P non fluorescente ne sont pas
guantifiées.

2.3.1.3 Evaluation RMN de la stoechiométrie et de la force des interactions

Afin de savoir si les liaisons observées étaient dues a des liaisons spécifiques nous avons
cherché a évaluer les interactions probables entre la molécule template et le monomere
fonctionnel AB acétate.

Pour cela, des études de spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) ont été
utilisées. Pour des raisons économiques nous avons décidé de réaliser ces tests de RMN a
I'aide d’un « dummy template ». Nous avons choisi I’acide octadecylphosphonique (OPA), une
molécule structurellement proche de la S1P (voir figure 2.14) et possédant un groupe
phosphonate dont on a vu qu’il pouvait mimer le groupe phosphate de la S1P [108].

Figure 2.14 : Structures de la S1P (a) et du OPA (b).
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Comme décrit précédemment (voir Matériels et méthodes) les analyses RMN ont été
effectuées dans un mélange de méthanol deutéré et de triéthylamine (10 : 1 V /V) afin de se
placer dans les mémes conditions que lors de la polymérisation. Les variations du déplacement
chimique de I'atome de phosphore (3'P) ont été suivies du fait de sa proximité avec le site
d’interaction potentiel. La stoechiométrie de l'interaction a été déterminée par la méthode
des variations continues (ou méthode de Job) et les valeurs expérimentales ajustées par un
modele de régression linéaire. La force de 'interaction a été évaluée par I'estimation de la
constante de dissociation suite a une expérience de titrage et a I'ajustement des données par
un modele de régression linéaire. Les résultats des tests de RMN sont présentés dans la figure
2.15.
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Figure 2.15 : Résultats des tests RMN - a) Courbe de Job. Les points
correspondent aux valeurs expérimentales, les traits en pointillés aux
composantes du modéle d’ajustement pour les staechiométries 1:1 et 1:2 et le
trait plein a 'ajustement des données expérimentales obtenu par la somme des
deux composantes. b) Courbe de titrage. Les points correspondent aux valeurs
expérimentales et le trait plein a I'ajustement des données.

Nous constatons que la variation du déplacement chimique (Ad) de I'atome de phosphore
(3'P) du groupe phosphonate du OPA en fonction de la fraction molaire de AB acétate est trés
faible (0,025 ppm pour la valeur maximale) ce qui traduit une faible interaction. La
composante de stoechiométrie 1 : 2 prédomine ce qui suggere une interaction d’'une molécule
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de OPA pour deux molécules de AB acétate dans le mélange MeOD/Et3N (10 : 1 V/V). Le titrage
permet d’estimer une constante de dissociation du complexe de stoechiométrie 1 : 2 environ
égale a 3,5.102 M. Cette valeur est trés élevée ce qui confirme que l'interaction est trés faible.
A titre de comparaison, les constantes de dissociation pour les MIPs sont en général de I'ordre
de 1043 1012 M [123]. Cependant, cette constante de dissociation a été estimée alors que les
valeurs ne tendaient pas vers une valeur constante (on parle habituellement de « plateau » et
il traduit le fait qu’a partir d’'une certaine concentration limite, I'ajout de AB acétate n’a plus
d’impact sur le déplacement chimique), et sa valeur doit donc étre nuancée.

Notre hypothése pour expliquer cette faible interaction est que la triéthylamine basique
ajoutée au solvant de polymérisation pourrait interagir via des interactions acide/base avec le
groupe phosphonate du OPA (considéré comme acide) et rentrer ainsi en compétition avec le
monomere AB acétate.

2.3.1.4 Optimisation du MIP-S1P 1 a I'aide d’'une molécule « dummy template »

Afin d’améliorer la force des interactions spécifiques, nous avons souhaité optimiser la
formulation du MIP-S1P 1. Pour les mémes raisons économiques que précédemment nous
avons décidé de synthétiser un MIP avec le OPA en tant que molécule « dummy template »
nous permettant de mener de nombreuses optimisations a moindres colts. Toutes ses
optimisations ne sont pas rapportées dans ce manuscrit mais nous avons choisi de présenter
les optimisations qui concernent la réduction de la quantité de triéthylamine dans le solvant
de polymérisation, ainsi que les conditions expérimentales du test de liaison (concentration
de molécule cible, valeurs de la gamme de concentration de polymére). Comme nous |’'avons
décrit dans l'introduction de ce chapitre, I'utilisation d’'une molécule « dummy template »
pour la synthése d’'un MIP est trés courante [106]-[108], [110]. De plus, le OPA et une autre
molécule contenant un groupe phosphonate (acide phénylphosphonique) ont déja été utilisés
en tant que molécule « dummy template » pour la préparation de MIPs ciblant des lipides
phosphates (acide lysophosphatidique et acide phosphatidique) [107], [108] ce qui nous a
conforté dans notre stratégie.

Le MIP-OPA 1 a donc été synthétisé (voir figure 2.16) dans un mélange
méthanol/triéthylamine (130 : 1 V/V) mais en réduisant considérablement la quantité molaire
de triéthylamine par rapport a la quantité de AB acétate (de cinquante fois a plus que quatre
fois plus que de AB acétate). L'utilisation de I'OPA a la place de la S1P nous a permis de
multiplier par quatre (a ratio molaire constant) toutes les quantités et d’aboutir a une masse
finale de MIP plus importante, rendant possible la réalisation de nombreuses optimisations.
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. Molécule Monomeres Agent .
Polymeére . - Initiateur Solvant
Template fonctionnels réticulant
MIP-OPA 1 OPA AB acétate EDMA ABDV Méthanol (4000 pL)
(0,05 mmol) (0,05 mmol) (1 mmol) (0,0205 mmol) Triéthylamine (30 pL)
OPA AB acétate
,--._.a--H,---,_,.,-a._..---H,--H_,.ﬁ._,--a_,.,-\f_ on ON S Méthanol /Triétylamine
& H b X
" vacirae —"n MIP-OPA 1
EDMA ABDV 45°C-12h
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O
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Figure 2.16 : Formulation et voie de polymérisation du MIP-OPA 1.

Afin d’évaluer les propriétés de reconnaissance du MIP-OPA 1 pour la S1P, un test de liaison
a été réalisés. Les mesures ont été effectuées par spectroscopie de fluorescence
(spectrofluorimétre Fluorolog®) en utilisant la S1P fluorescéine en tant que molécule cible a
une concentration de 500 nM dans le méthanol. L'utilisation du spectrofluorimetre
Fluorolog® (qui possede une limite de quantification plus faible) plutét que du Varioskan®
Flash nous a permis de diviser la concentration de molécule cible par dix (de 5000 a 500 nM).
La S1P fluorescéine a été exposée a des concentrations variables de MIP-OPA 1 réduites (de
0 a 1 mg/mL) et le test de liaison a été réalisé dans le méthanol seul. Les résultats sont
présentés dans la figure 2.17.
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Figure 2.17 : Tests de liaison du MIP-OPA 1 pour la S1P fluorescéine dans le méthanol (N=1).
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Nous pouvons voir que le pourcentage de liaison de la S1P fluorescéine au MIP-OPA 1
augmentent progressivement avec la concentration de MIP-OPA 1 jusqu’a atteindre un palier
correspondant a un pourcentage de liaison d’environ 90 %.

Tout d’abord, il est intéressant de constater que la S1P fluorescéine puisse se lier au MIP-OPA
1. Ce résultat semble montrer que le AB acétate est bien capable de former des liaisons avec
le groupe phosphonate du OPA ce qui tendrait a valider notre stratégie d’utilisation de cette
molécule « dummy template » pour la synthése d’un MIP.

La capacité maximale de liaison a été améliorée de 70 a 90 % par rapport au MIP-S1P. |l est
probable que cette amélioration soit la conséquence de la réduction de la quantité de
triéthylamine lors de la synthése qui aurait pu avoir pour effet d’augmenter le nombre de
molécules d’OPA en état de se lier au monomeére fonctionnel et d’améliorer la densité
d’empreintes moléculaires. L'amélioration de la capacité maximale de liaison peut aussi étre
due a la baisse de la concentration de la S1P fluorescéine et des valeurs de la gamme de
concentration du MIP utilisées lors du test de liaison. Dans le cas du MIP-S1P 1 il est possible
qgue les trop grandes concentrations de molécule cible et de polymeére soient contre-
productives et que les interactions soit limitées par encombrement stérique. Enfin, les
différences entre les résultats obtenus avec le MIP-OPA 1 et le MIP-S1P 1 peuvent provenir du
fait que la molécule template utilisée pour leur préparation est différente.

Nous avons voulu transférer les optimisations réalisées a I'aide du MIP-OPA 1 pour la synthese
d’un nouveau MIP-S1P. Malheureusement, contrairement a I’OPA, la S1P n’était pas soluble
dans un solvant contenant une quantité aussi faible de triéthylamine. Nous avons donc
synthétisé le MIP-S1P 1 en gardant la formulation de base mais nous avons réalisé un nouveau
test de liaison dans les conditions expérimentales optimisées lors du test de liaison du MIP-
OPA 1. En parallele, le polymeére contréle NIP qui ne possede pas d’empreintes de la molécule
template a été synthétisé et employé pour la réalisation du test de liaison.

Les mesures ont été effectuées par spectroscopie de fluorescence (spectrofluorimétre
Fluorolog®) en utilisant la S1P fluorescéine en tant que molécule cible a une concentration de
500 nM dans le méthanol. La S1P fluorescéine a été exposée a des concentrations variables
de MIP-S1P 1 et du NIP associé (de 0 a 1 mg/mL) et les tests de liaison ont été réalisés dans
le méthanol seul. Les résultats sont présentés dans la figure 2.18.
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Figure 2.18 : Tests de liaison du MIP-S1P 1 et du NIP associé pour la S1P
fluorescéine dans le méthanol (N=1).

Nous pouvons voir que le pourcentage de liaison de la S1P fluorescéine au MIP-S1P 1
augmentent progressivement avec la concentration de MIP-S1P 1 jusqu’a atteindre un palier
correspondant a un pourcentage de liaison d’environ 90 %.

De nouveau, la capacité de liaison maximale est améliorée de 70 a 90 %. Cette fois, cette
amélioration ne peut pas étre due a la réduction de la quantité de triéthylamine. Il se pourrait
gue notre hypothese de départ concernant l'effet négatif de la triéthylamine sur les
interactions molécule cible/monomeére fonctionnel AB acétate ne soit pas avérée. Dans ce cas,
I'amélioration de la capacité maximale de liaison semble plutét provenir de la diminution de
la concentration de S1P fluorescéine et de polymere pendant le test de liaison.

Nous constatons que les résultats obtenus avec le NIP sont similaires ce qui relativise
fortement le pouvoir de reconnaissance de forme et de taille habituellement associé au MIPs.
En réalité, la communauté scientifique du domaine des MIPs accorde peu d’attention aux NIPs
tant leur propriété de liaison sont difficiles a prédire. Les NIPs sont généralement considérés
comme capable de former des liaisons non spécifiques avec des analytes de classes variées
tandis que le MIP devrait cibler une molécule ou une famille de molécules de facon trés
spécifique [124]. Cependant ce paradigme a récemment été remis en question [125]. La
nouvelle hypothése suggére que la présence de la molécule template lors de la synthése des
MIPs a uniquement pour conséquence d’augmenter les propriétés de liaison déja existantes
dans les NIPs du fait de la seule présence des monomeéres fonctionnels au sein de la matrice
polymérique. Toutefois dans notre cas la capacité de liaison du NIP parait étre identique a
celle du MIP. Nous avons imaginé plusieurs hypothéses permettant d’expliquer ce résultat.
Premiérement, il est possible que les sites d’impressions ne soient pas totalement formés a
cause d’un probléeme de solubilité de la S1P au cours de la polymérisation. Méme si la S1P
semble soluble dans la solution de pré-polymérisation, il ne peut pas étre exclu qu’elle
précipite au cours de la polymérisation, bien que I'exposition a la chaleur lors de la
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polymérisation devrait limiter ce probleme. Deuxiemement, il se peut que lors de la
polymérisation les conditions physico-chimiques du solvant (type de solvant, pH,
température) entrainent la formation d’agrégats ou de micelles de S1P. Dans ce cas, les
empreintes formées pourraient étre celles d’agrégats ou de micelles et non pas de la molécule
libre. Une perspective importante a ce travail sera de déterminer dans nos conditions
expérimentales la concentration critique micellaire (CMC) de la S1P, c’est-a-dire la
concentration limite a partir de laquelle les molécules en solution s’assemblent naturellement
en micelles puis en agrégats. Cette détermination peut par exemple se faire par des mesures
de spectroscopie par diffusion dynamique de la lumiére (DLS) ou par une méthode de titrage
calorimétrique isotherme (ITC). A titre d’exemple, la CMC de la S1P dans un milieu aqueux est
d’environ 12 uM et les micelles se transforment en agrégats de taille plus importante (de
I'ordre du micromeétre) pour une concentration supérieure a 1 mM [18].

Lors de la préparation du MIP-S1P 1 nous utilisons une concentration de S1P de 2,63 mM (soit
deux cent fois supérieure a la CMC en milieu aqueux) mais dans le mélange
méthanol/chloroforme/triéthylamine pour lequel la CMC doit étre logiguement bien plus
élevée (cela méritera d’étre vérifié). Troisiemement, la formation des sites d’impressions et la
résonnance moléculaire lors du test de liaison sont peut étre rendu difficile par les propriétés
de mobilité et de repliement des chaines carbonées de la S1P. Enfin, il se pourrait que le
probléeme soit d{ au fait que contrairement a la S1P utilisée comme molécule template, la S1P
fluorescéine utilisée molécule cible contient un groupement fluorescent encombrant qui ne
I’empéche pas d’interagir avec le monomeére fonctionnel mais qui ne lui permet pas de se loger
a lI'intérieur d’'une empreinte moléculaire.

Il s’agit d’un probléme courant et dans deux des articles présentés dans I'introduction, des
comportements similaires entre le MIP et le NIP ont aussi été rapporté [106], [107].
Narayanaswamy et al., dont I'objectif initial était la synthése d’un MIP pour I'extraction de la
S1P ont finalement décidé d’employer le NIP associé pour leur application finale.

En conclusion de cette sous partie, nous pouvons dire que le MIP-S1P 1 utilisé dans les
conditions expérimentales optimisées posséde une capacité de liaison maximale d’environ 90
% pour la S1P fluorescéine. Cette capacité de liaison semble surtout dépendre des interactions
entre la molécule cible et le monomeére fonctionnel et non pas d’une reconnaissance de forme
et de taille de la molécule cible grace aux empreintes moléculaires. Pour cette raison, le MIP
est capable de lier la S1P fluorescéine malgré la présence du groupement fluorescent. Si I'on
en croit ces expériences ainsi que celles réalisées avec I'OPA, le MIP-S1P 1 pourrait
probablement lier toutes les molécules contenant un groupe phosphate ou un groupe
phosphonate. Ce dernier point pose la question de la sélectivité du MIP qui est nécessaire a
notre application et qui sera I'objet de la prochaine partie.

En termes de quantité, le MIP-S1P 1 est capable de lier 90 % d’une concentration initiale de
500 nM de S1P fluorescéine. Pour rappel, la concentration de S1P dans le plasma sanguin est
comprise entre 200 et 1000 nM mais elle y circule majoritairement sous une forme liée aux
lipoprotéines de haute densité (55 %), a I'albumine (35 %) et aux lipoprotéines de basse et
trés basse densité (< 10 %) [45]—[48]. La concentration maximale de S1P sous forme libre est
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estimée a 45 nM. L'ordre de grandeur de la capacité de liaison du MIP-S1P parait donc
cohérent par rapport a cette valeur mais il faudra la réévaluer dans le plasma sanguin
contenant de nombreuses autres molécules interférentes.

2.3.2 Evaluation et optimisation de la sélectivité du MIP pour la S1P

2.3.2.1 Evaluation de la sélectivité du MIP-S1P 1

La sélectivité du MIP est extrémement importante dans notre cas puisque I'objectif final est
de quantifier spécifiquement la forme libre de la S1P dans le plasma sanguin qui contient un
nombre importants d’autres molécules biologiques, y compris des analogues structurels de la
S1P (acide lysophosphatidique, sphingosylphosphocholine, sphingosine, sphinganine 1-
phosphate, céramide 1-phosphate, sphingomyeline). La sélectivité du MIP repose sur
I'efficacité du processus de formation des empreintes moléculaires qui dépend
principalement de la stabilité du complexe molécule template/monomere fonctionnel et par
conséquent du type de monomére fonctionnel et de solvant utilisés [126], mais aussi de la
forme, de la taille et des fonctionnalités de la molécule cible [127].

Afin d’évaluer la sélectivité du MIP-S1P 1, nous avons réalisé un test de liaison avec du
céramide 1-phophate fluorescent (C1P TopFluor®) en tant que molécule cible et comparé les
résultats obtenus avec ceux d’un test de liaison identique mais réalisé avec la S1P fluorescéine
comme molécule cible. Nous avons fait le choix d’utiliser le C1P TopFluor® parce qu’il s’agit
d’un analogue structurel proche de la S1P mais qui est constitué de deux chaines carbonée,
contrairement a la S1P qui n’en possede qu’une (voir figure 2.19).

OH

Figure 2.19 : Structures de la S1P (a) et du C1P TopFluor® (b).

Les mesures des deux tests de liaison ont été effectuées par spectroscopie de fluorescence
(spectrofluorimétre Fluorolog®) en utilisant le C1P TopFluor® et la S1P fluorescéine en tant
gue molécules cibles a une concentration de 500 nM dans le méthanol. Les molécules cibles
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ont été exposées a des concentrations variables de MIP-S1P 1 (de 0 a 1 mg/mL) et les tests de
liaison ont été réalisés dans le méthanol seul. Les résultats sont présentés dans la figure 2.20.
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Figure 2.20 : Tests de liaison du MIP-S1P 1 pour le C1P Top fluor
et la S1P fluorescéine dans le méthanol (N=1).

Nous constatons des résultats similaires pour le C1P TopFluor® et la S1P fluorescéine. Le
pourcentage de liaison augmentent progressivement avec la concentration de MIP-S1P 1
jusqu’a atteindre un palier correspondant a un pourcentage de liaison d’environ 95 %. Le
palier est atteint pour une concentration de MIP-S1P 1 de I'ordre de 0,4 mg/mL.

Par rapport aux résultats que I'on a obtenus précédemment et qui tendaient a démontrer que
les liaisons observées pour le MIP-S1P 1 dépendaient majoritairement de I'interaction de la
molécule cible avec le monomere fonctionnel, ce résultat n’est pas surprenant. Du fait des
différences importantes dans la structure du C1P TopFluor® (deux chaines carbonées et un
groupement fluorescent) ce résultat semble bien confirmer que les empreintes moléculaires
ne sont pas totalement formées et qu’elles ne sont pas suffisamment spécifiques de la S1P ou
bien qu’elles ne sont pas accessibles voire inexistantes. Avec un MIP-S1P aussi peu sélectif, il
sera probablement impossible de reconnaitre spécifiguement la S1P libre dans le plasma
sanguin. Nous avons donc cherché a augmenter la sélectivité du MIP-S1P et nous avons pour
cela suivi trois stratégies indépendantes dont le but était d’améliorer le processus de
formation des empreintes et de favoriser les interactions spécifiques au cours du test de
liaison.
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2.3.2.2 Optimisation de la sélectivité du MIP par différentes stratégies

2.3.2.2.1 Optimisation de la sélectivité par I'utilisation d’un nouveau monomeére
fonctionnel

Nous avons vu précédemment que la sélectivité repose sur I'efficacité du processus de la
formation des empreintes moléculaires qui dépend surtout de la solubilisation de la molécule
template dans la solution de pré-polymérisation et de la stabilité du complexe
template/monomere fonctionnel. La solubilisation de la molécule template est directement
liée au choix du solvant de polymérisation tandis que la stabilité du complexe
template/monomeére fonctionnel est fonction de la force d’interaction existante entre les
deux molécules. Or, nous avons montré précédemment par des analyses RMN que la force
d’interaction en question était tres faible dans le cas du monomeére AB acétate et la question
d’un éventuel probléme posé par la présence en excés de triéthylamine dans la solution de
polymérisation reste d’actualité, méme si les résultats du MIP-S1P 1 optimisé semblent
prouver le contraire. Nous avons alors entrepris de remplacer le monomére AB acétate par un
nouveau monomere fonctionnel et d’améliorer les conditions de solubilisation de la molécule
template. Dans nos recherches d’un nouveau monomere fonctionnel, nous avons identifié le
monomere basique N,N-diéthylaminoéthyl méthacrylate (DEAEM) capable de former des
liaisons acide/base avec les groupements phosphates acides et présentant Iintérét
supplémentaire de pouvoir probablement remplacer la triéthylamine dans son réle d’aide a la
solubilisation.

Avant d’utiliser le DEAEM pour la préparation d’'un MIP nous avons cherché a évaluer les
interactions probables entre la molécule template et ce monomere fonctionnel.

Pour cela, des études de spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) ont été
utilisées. Pour des raisons économiques nous avons décidé comme précédemment de réaliser
ces tests de RMN a I'aide de I'OPA. Les analyses RMN ont été effectuées dans du méthanol
deutéré seul et les variations du déplacement chimique de I'atome de phosphore (3!P) ont été
suivies. Les résultats des tests de RMN sont présentés dans la figure 2.21.
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Figure 2.21 : Résultats des tests RMN - a) Courbe de Job. Les points
correspondent aux valeurs expérimentales, les traits en pointillés aux
composantes du modéle d’ajustement pour les stcechiométries 1:1 et 2:1 et
le trait plein a I'ajustement des données expérimentales obtenu par la
somme des deux composantes. b) Courbe de titrage. Les points
correspondent aux valeurs expérimentales et le trait plein a I'ajustement
des données.

Nous constatons que la variation du déplacement chimique (Ad) de I'atome de phosphore
(3'P) du groupe phosphonate du OPA en fonction de la fraction molaire de DEAEM est
importante (3,5 ppm pour la valeur maximale) ce qui traduit une interaction forte. La
composante de stoechiométrie 1 : 1 semble prédominer ce qui suggére une interaction d’une
molécule de OPA pour une molécule de DEAEM dans le méthanol deutéré seul, bien que la
composante 2 : 1 traduisant une interaction de deux molécules de OPA pour une molécule de
DEAEM n’est pas négligeable. Le titrage permet d’estimer une constante de dissociation du
complexe de stoechiométrie 1 : 1 environ égale 3 1.10® M ce qui confirme la forte interaction.
Il s’agit d’une valeur typique pour un MIP [123].

Le MIP-OPA 2 a donc été synthétisé (voir figure 2.22) dans le méthanol seul et en ajoutant
une quantité molaire de DEAEM doublée par rapport a 'OPA.
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N Molécule Monomeéres Agent ...
Polymeére . - Initiateur Solvant
Template fonctionnels réticulant
OPA DEAEM EDMA ABDV
MIP-OPA 2 Méth | (4 L
0 (0,05 mmol) (0,1 mmol) (1 mmol) (0,0205 mmol) éthanol (4000 )
OPA DEAEM
F UI CHy -
A~ LY ) o Méthanol
oH CH; I MIP-OPA 2
EDMA ABDV 45°C-12h
EH., O
ol O g
o] CH,

Figure 2.22 : Formulation et voie de polymérisation du MIP-OPA 2.

Afin d’évaluer les capacités de liaison et la sélectivité du MIP-OPA 2, nous avons réalisé un test
de liaison avec du céramide 1-phophate fluorescent (C1P TopFluor®) en tant que molécule
cible et comparé les résultats obtenus avec ceux d’un test de liaison identique mais réalisé
avec la S1P fluorescéine comme molécule cible. Les mesures des deux tests de liaison ont été
effectuées par spectroscopie de fluorescence (spectrofluorimétre Fluorolog®) en utilisant le
C1P TopFluor® et la S1P fluorescéine en tant que molécules cibles a une concentration de 500
nM dans le méthanol. Les molécules cibles ont été exposées a des concentrations variables
de MIP-OPA 2 (de 0 a 1 mg/mL) et les tests de liaison ont été réalisés dans le méthanol seul.
Les résultats sont présentés dans la figure 2.23.
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Figure 2.23 : Tests de liaison du MIP-OPA 2 pour le C1P Top fluor et la S1P
fluorescéine dans le méthanol (N=3).
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Nous constatons qu’une fois de plus les pourcentages de liaison augmentent progressivement
avec la concentration de MIP-OPA 2. Cette fois-ci, le palier ne semble pas atteint et les
résultats du C1P TopFluor® sont différents de ceux de la S1P fluorescéine. Le pourcentage de
liaison maximale pour le C1P TopFluor® est proche de 70 % alors que celui de la S1P
fluorescéine est d’environ 40 %.

Le fait que le palier ne soit pas atteint pour la méme gamme de polymeére que celle utilisée
dans le test de liaison du MIP-S1P 1 pourrait traduire le fait que la cinétique d’interaction avec
ce monomere ou bien la répartition des sites spécifiques dans la matrice polymérique sont
différentes.

Bien que les barres d’erreurs soient importantes, la différence de liaison de C1P TopFluor® et
de S1P fluorescéine pourrait bien étre significative. Malheureusement, le MIP-OPA 2 semble
reconnaitre de maniere plus spécifique le C1P TopFluor® plutét que la S1P fluorescéine. Il
aurait été intéressant de continuer a augmenter la concentration de MIP-OPA 2 pour voir a
partir de quand le palier et atteint et si la tendance observée se maintient. Compte tenu du
résultat, nous n’avons pas synthétisé de MIP-S1P avec le monomere DEAEM.

2.3.2.2.2 Optimisation de la sélectivité par la combinaison de plusieurs monomeres
fonctionnels

Une autre voie pour augmenter la stabilité du complexe molécule template/monomere
fonctionnel et donc la sélectivité du MIP consiste a combiner lors de |'étape de polymérisation
différents monomeres fonctionnel pour cibler différentes régions de la molécule template et
d’augmenter ainsi la fidélité des empreintes [76].

Dans le but de cibler la chaine carbonée hydrophobe de la S1P nous avons décidé d’utiliser
des monomeéres hydrophobes. Deux monomeéres fonctionnels hydrophobes ont été identifiés
comme des candidats potentiels, il s’agit du N-décyl méthacrylate et du butyl méthacrylate

a o

NP NP AL
b
O

HEC“%OMCHg

CHj

(voir figure 2.24).

Figure 24 : Structures du N-décyl méthacrylate (a)
et du butyl méthacrylate (b)
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Les polymeres MIP-S1P 2 et MIP-S1P 3 ont été préparés a partir de la formulation du MIP-S1P

1 mais en ajoutant d’abord l'un puis l'autre monomére fonctionnel en quantité

stoechiométrique avec la molécule template (voir figure 2.25).

N Molécule Monomeéres Agent ...
Polymeére . - Initiateur Solvant
Template fonctionnels réticulant
s1p AB acétate / N-décyl EDMA ABDV Méthanol (900 pL)
MIP-S1P 2 (0,013 mmol) méthacrylate (0,26 mmol) | (0,0053 mmol) Chloroforme (130 pL)
! (0,013/0,013 mmol) ! ! Triéthylamine (90 pL)
AB acétate / N-décyl
s1p metha{crylate / Butyl EDMA ABDV Méthanol (900 pL)
MIP-S1P 3 (0,013 mmol) méthacrylate (0,26 mmol) | (0,0053 mmol) Chloroforme (130 pL)
! (0,013/0,013/0.013 ! ! Triéthylamine (90 pL)
mmol)
s51P AB acétate
oH o +acétate
o . A M Méthanol/Chloroforme/Triétylamine
Che K, WS ey —_— MIP-S1P 2
EDMA N-décyl méthacrylate ABDV 45°C-12h
EH_. O
Mo O g g CH o, M.
[+ CH; e
s51P AB acétate
2 4 . _f; i.tit._a}ti_‘w Méthanol/Chloroforme/Triétylamine
) n:'n-i M H oy .'*l"': E—— MIP'S 1P 3
EDMA N-décyl méthacrylate N-butyl méthacrylate ABDV 45°C-12h
CHy o o
ch_-:l..b,o,_, o --.__\_.._Cv-i L= II'C"-"-""—"l:l"-"‘-"'ﬁ"l:lI-,
Q CH, 't CHy

Figure 2.25 : Formulation et voie de polymérisation des MIP-S1P 2 et MIP-S1P 3.

Afin d’évaluer les capacités de liaison et la sélectivité du MIP-S1P 2 et du MIP-S1P 3, nous
avons réalisé pour chacun des deux MIPs un test de liaison avec du céramide 1-phophate
fluorescent (C1P TopFluor®) en tant que molécule cible et comparé les résultats obtenus avec
ceux un test de liaison identique mais réalisé avec la S1P fluorescéine comme molécule cible.
Les tests de liaison ont été réalisés dans un mélange méthanol/eau (1 : 1 V/V) dans le but de
stimuler les interactions hydrophobes. L'introduction de I'eau dans le méthanol a aussi eu
pour conséquence d’augmenter le niveau d’intensité de fluorescence de la fluorescéine et
nous avons pu effectuer des mesures de spectroscopie de fluorescence plus rapidement en
utilisant le Varioskan® Flash. Le C1P TopFluor® et la S1P fluorescéine en tant que molécules
cibles a une concentration de 500 nM dans le mélange méthanol/eau (1 : 1 V/V) ont été



Chapitre 2 : Synthese par thermopolymérisation d’un MIP pour la S1P

exposées a des concentrations variables de MIP-S1P 2 et MIP-S1P 3 (de 0 a 1 mg/mL). Les
résultats des deux tests de liaison sont présentés dans la figure 2.26.
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Figure 2.26 : Tests de liaison du MIP-S1P 2 (a) et du MIP-S1P 3 (b) pour le
C1P Top fluor et la S1P fluorescéine dans le mélange méthanol/eau
(N=1).

Nous voyons que dans les deux cas (figure 2.26 a et b) les pourcentages de liaison augmentent
progressivement avec la concentration des MIP-S1P 2 et MIP-S1P 3.

Pour le MIP-S1P 2, la capacité de liaison maximale atteint une valeur d’environ 95 % pour le
C1P TopFluor® et une valeur proche de 60 % pour la S1P fluorescéine. Pour cette derniére, le
plateau de semble pas atteint. On constate donc que I'introduction du monomére hydrophobe
N-décyl méthacrylate dans la formulation du MIP-S1P 1 a modifié les propriétés de liaison du
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MIP pour la S1P fluorescéine en faisant baisser la capacité de liaison maximale. La cinétique
de liaison semble étre différente entre les deux molécules cible.

Pour le MIP-S1P 3, la capacité de liaison maximale atteint une valeur d’environ 90 % pour le
C1P TopFluor® et la S1P fluorescéine mais la cinétique de liaison semble plus lente dans le cas
de la S1P fluorescéine. La présence des deux monomeres hydrophobes ne semble en aucun
cas améliorer la sélectivité du MIP. Il est étrange de constater que I’'ajout du monomeére butyl
méthacrylate a la formulation contenant déja le monomere AB acétate et le premier
monomere hydrophobe conduise a retrouver une liaison maximale proche de 90 %. Il serait
nécessaire de répéter plusieurs fois ces expériences afin de pouvoir en tirer une conclusion
plus claire mais globalement, il semblerait que I'ajout d’'un ou des deux monomeres
hydrophobes a la formulation du MIP-S1P 1 ne soit pas la bonne méthode pour augmenter sa
sélectivité. L'ajout de monomeres hydrophobes supplémentaires n’aurait pas eu de sens
sachant que le cumul d’un nombre trop important de monoméres fonctionnels peut étre
contre-productif en ce qui concerne la sélectivité du MIP [76].

2.3.2.2.3 Optimisation de la sélectivité par la modification du solvant du test de liaison

La derniere méthode que I'on a employée pour tenter d’améliorer la sélectivité du MIP-S1P 1
a consisté a modifier le solvant de test de liaison de maniere a favoriser les interactions
spécifiques entre la molécule cible et les monomeres fonctionnels par rapport a de possibles
interactions non spécifiques. Sachant que le monomere AB acétate peut lier les groupes
phosphates par des interactions électrostatiques, nous avons essayé de réaliser le test de
liaison du MIP-S1P 1 dans un mélange méthanol/eau (1 : 1 V/V) en espérant que
I"'augmentation de la polarité du milieu favoriserai les interactions électrostatiques et donc les
interactions spécifiques par rapport a des interactions non spécifiques potentielles,
conduisant a une meilleure sélectivité.

Afin d’évaluer les propriétés de liaison et la sélectivité du MIP-S1P 1 dans ces nouvelles
conditions, le test de liaison a été réalisé avec le C1P TopFluor® et avec la S1P fluorescéine en
tant que molécules cibles a une concentration de 500 nM dans le mélange méthanol/eau (1 :
1V/V). Les molécules cibles ont été exposées a des concentrations variables de MIP-S1P 1 (de
0 a1 mg/mL). Les résultats du test de liaison sont présentés dans la figure 2.27.
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Figure 2.27 : Tests de liaison du MIP-S1P 1 pour le C1P Top fluor et la S1P
fluorescéine dans le mélange méthanol/eau (N=1).

Nous observons cette fois une meilleure tendance. Les pourcentages de liaison augmentent
progressivement avec la concentration de MIP-S1P 1 pour la C1P TopFluor® et pour la S1P
fluorescéine. Pour la premiéere fois, la capacité maximale de liaison est plus importante pour
la S1P fluorescéine (90 %) par rapport au C1P TopFluor® (60 %). Il faudrait répéter I'expérience
plusieurs fois avant d’en tirer une conclusion, mais il se pourrait que grace a I'ajout d’un
volume d’eau dans la solution du test de liaison les interactions spécifiques prennent le dessus
sur les interactions non spécifiques.

2.4 Conclusions et perspectives

Dans ce chapitre nous avons synthétisé un MIP-S1P a base de monomere AB acétate capable
de lier la S1P fluorescéine dans le méthanol ou le mélange méthanol/eau (1 : 1 V/V) avec une
valeur de capacité de liaison maximale de 90 %. Cette capacité de liaison importante semble
uniguement liée aux interactions de la molécule cible avec le monomére AB acétate et non a
une reconnaissance de forme et de taille de la molécule par des empreintes moléculaire. En
effet, la présence du groupement fluorescent sur la S1P fluorescéine ne 'empéche pas de se
lier a un MIP-S1P pourtant préparé avec la S1P non fluorescente. De plus, les résultats aux
tests de liaison obtenus pour le NIP sont similaires. La conséquence est que le MIP-S1P n’est
pas suffisamment spécifique de la S1IP comme nous I'avons montré dans un test de sélectivité.
Le MIP est par exemple capable de lier le C1P TopFluor® un analogue fluorescent de la S1P qui
possede pourtant une différence majeure dans sa structure, a savoir la présence de non pas
eu mais deux chaines carbonées. Cette sélectivité n’est pas suffisante dans le but de quantifier
spécifiguement la S1P dans le plasma sanguin et les molécules contenant au minimum un
groupe phosphates ou phosphonate devraient aussi étre reconnues. Le remplacement du
monomere AB acétate par le monomere basique DEAEM qui a I'avantage de rendre plus facile
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la solubilisation de la molécule template n’a pas suffi a augmenter la sélectivité, tout comme
I'ajout cumulé de monomeres hydrophobe dans la formulation du MIP. L'introduction d’un
volume d’eau dans le méthanol au moment du test de liaison a permis d’améliorer
partiellement la sélectivité, néanmoins ce résultat reste a confirmer, et des nouvelles
expériences devront étre menées pour s’assurer que les liaisons observées sont bien
spécifiques.

Comme perspectives, il sera intéressant de tester la sélectivité du MIP avec d’autres analogues
structurels de la S1P et de réaliser les tests de liaison dans un milieu aqueux puis directement
dans le plasma sanguin. Il serait mieux de réaliser les mesures par un moyen sans marquage
(LC-MS par exemple) pour que les interactions ne soient pas perturbées par la présence d’un
groupe fluorescent ou que ce dernier conduise a des interactions non spécifiques.
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Chapitre 3 Méthodes de photopolymérisation
d’un MIP en surface pour le développement
d’un capteur permettant la quantification de la
S1P dans un fluide biologique

3.1 Introduction

Comme nous |'avons vu dans le chapitre 1, les avantages des MIPs en font des matériaux de
choix pour remplacer les molécules biologiques en tant que couche sensible dans les
biocapteurs [128]-[130]. Si les techniques de polymérisation classiques, telle que la
polymérisation en masse, employée dans le chapitre 2, restent les plus simples a mettre en
ceuvre et donc les plus utilisées, elles ne sont pas les plus adaptées au couplage du MIP avec
le transducteur d’un capteur. Depuis une trentaine d’années, des méthodes de polymérisation
alternatives se sont développées et ont abouti a la préparation de MIPs de différentes formes
(billes, membranes, couches) et a leur utilisation dans la préparation de capteurs [93], [101].
Une des étapes clés dans le développement d’un capteur a base de MIP est de trouver le
moyen approprié d’associer le polymére avec le transducteur. Le MIP peut étre synthétisé in
situ a la surface du transducteur ou alors celle-ci peut étre recouverte d’un MIP préformé. La
polymérisation in situ peut étre réalisée par ou suite a des techniques de dépbt classiques,
comme par exemple le « spin coating », le « spray coating » ou le « dip coating » qui
permettent entre autre d’appliquer des films d’épaisseur contrdlée de solution de pré-
polymérisation a la surface du transducteur [98], [131], [132]. Dans le cas de la polymérisation
radicalaire, les dépo6ts doivent étre réalisés sous atmosphére privée d’oxygene afin d’éviter
I'effet de piégeage des radicaux, inhibiteur de polymérisation. Un moyen trés simple d’y
parvenir consiste a emprisonner la solution de pré-polymérisation entre deux surfaces plates,
par exemple celle du transducteur et celle d’une lamelle de microscope en verre puis d’initier
la polymérisation [57], [133], [134].

Dans cette partie, nous avons souhaité polymériser un MIP a la surface d’une fibre optique
(ou fil de verre) dans I'idée de réaliser la quantification de la S1P directement au sein d’un
fluide biologique par des mesures de spectroscopie infrarouge par onde évanescente. Le
dispositif expérimental que nous avons envisagé est représenté sur la figure 3.1. Cette
technique de mesure couramment appelée FEWS, de l'anglais Fiber Evanescent Wave
Spectroscopy est basée sur le principe de la réflexion totale atténuée des rayons infrarouges
sur les parois internes de la fibre optique qui donne naissance a une onde évanescente capable
de s’échapper de quelques micrometres hors de la fibre et d’interagir avec un échantillon. Elle
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présente |'avantage de pouvoir déporter le signal infrarouge d’un spectromeétre vers le lieu
de I'analyse permettant ainsi des analyses in-situ et en temps réel [135], [136]. Dans cet
objectif, plusieurs étapes ont été réalisées.

Dans un premier temps, la formulation du MIP-S1P 1 décrite dans le chapitre 2 a été optimisée
de facon a le rendre photosensible et une méthode de photopolymérisation a la surface
d’échantillons de silicium a été développée. Le couplage de cette méthode de polymérisation
a une technique de photolithographie a permis de structurer le MIP-S1P en motifs afin de le
valider par des mesures de microscopie de fluorescence. En paralléle, le MIP-S1P a pu étre
photopolymérisé sous forme de couches minces a la surface d’un capteur de Microbalance a
Cristal de Quartz (QCM) pour permettre sa validation par une méthode sans marquage.

Dans un second temps, nous avons exploré |'utilisation d'une fibre optique recouverte d'une
couche de MIP-S1P dans le but de quantifier la S1P dans un fluide biologique par des mesures
de spectroscopie infrarouge par onde évanescente a la surface de la fibre. Des résultats
préliminaires sont présentés dans la derniére partie.

Fil de verre
A '/\
e | \ _—
Source [ ) i Z n } Détecteur
infrarouge | infrarouge
(6" | | \J 5" |
Echantillon
biologique
Contenant

Echantillon
biologique

Onde évanescente Fine couche
de MIP
V) _\_/_\\,\l
( ~y <‘ =
I B 2 8| D Liaison de la S1P au
o

site de reconnaissance

Rayon
infrarouge Fil de verre
incident

Figure 3.1 : Représentation schématique du capteur envisagé.
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3.2 Méthode de photopolymérisation du MIP en surface et
validation par des techniques avec et sans marquage

Contrairement aux autres modes de polymérisation (thermique, électrochimique, etc.) la
photopolymérisation a pour avantages de présenter un temps de réaction tres rapide et de
pouvoir étre employée a température ambiante et méme en dessous. Or, il a déja été
démontré que lorsque la polymérisation se fait a basse température, la formation du
complexe molécule template/monomeére fonctionnel par des interactions non covalentes est
plus efficace, conduisant a de meilleures capacités de liaison. D’autres avantages de la
polymérisation par la lumiére sont que de nombreuses formes de MIPs différentes sont
accessibles et qu’elle permet un contrdle spatial précis de la zone d’irradiation ainsi que des
cinétiques de polymérisation. Ainsi, des MIPs sous la forme de fines couches ou de motifs
variés ont pu étre photostructurés a la surface de nombreux transducteurs, grace a I'utilisation
de méthodes optiques classiques ou plus originales (photolithographie, polymérisation a
faisceau laser focalisé, lithographie optique assistée par champs proche, etc.), y compris a
I’échelle micro et nanométrique [82], [137]—-[142]. Si 'on ajoute a cela que de nombreux
photoinitiateurs sont commercialement disponibles [138], on ne s’étonnera pas du succés que
rencontre la photopolymérisation dans le contexte du développement de capteurs.

Dans cette partie nous présentons une méthode de photopolymérisation du MIP-S1P dont la
formulation, mise au point dans le chapitre précedent, a préalablement été rendu
photosensible par I'ajout d’'un photoinitiateur commercial.

Dans un premier temps, le MIP-S1P a été structuré par photolithographie en motifs
millimétriques sur des échantillons en silicium afin de le valider par des mesures de
microscopie de fluorescence. L’homogénéité des dépots de MIP a été évaluée par microscopie
optique.

Dans un second temps, nous avons souhaité réaliser la validation du MIP-S1P par une méthode
sans marquage et c’est la raison pour laquelle nous I'avons photopolymérisé a la surface de
capteurs de QCM. La couche de MIP a été caractérisée par des mesures de hauteur en
Microscopie a Force Atomique (AFM).

Enfin, afin d’améliorer I’'homogénéité de la couche de MIP et de pouvoir contréler finement
son épaisseur des méthodes de polymérisation radicalaire controlée (CRP) ont été utilisées.

3.2.1 Matériels et méthodes

3.2.1.1 Réactifs et matériels

Tous les produits chimiques et les solvants utilisés proviennent de chez Sigma-Aldrich® sauf
ceux mentionnés ci-dessous. La sphingosine 1-phosphate (S1P) et la sphingosine 1-phosphate
fluorescéine (S1P fluorescéine) ont été commandées chez Echelon®. Nous avons synthétisé le
monomere fonctionnel (4-acrylamidophenyl)(amino)méthaniminium acétate (AB) selon la
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procédure décrite dans I'article de Nestora S. et al., [111] et rappelée dans le chapitre 2.
L'initiateur de polymérisation irgacure® 2959 provient de chez Cyba® Specialty Chemical Inc.
Les structures des différents composés chimiques utilisées dans ce chapitre sont représentées
dans le tableau 3.1.

Tableau 3.1 : Structure chimique des différents composés utilisés dans ce chapitre.

Composé Utilisation Structure
OH
Template o o
SlP M I' I bI HO_E_O/\l/\/\/\/\//\/\/\/\
olécule cible Sn N,
O
Monomere NP NH
AB . N—< >—/<
fonctionnel H NH,
CH 0
EDMA Agent H c)ﬁjfo\/\okfo”z
7, 2/
réticulant 5 CHy
o
Irgacure® _
g2959 Photoinitiateur OH/\C);@_H»OH
, Solvant de A
Méthanol L H-C-0-H
polymérisation b
Cl
Solvant de |
Chloroforme H—r‘:—CI

polymérisation

. . Solvant de (CHs
Triéthylamine e
polymérisation HsC_N._CHa
OCH, o
MAPTMS Organosilane HSCO_wS'_\/\o’kaHQ
OCH;
CH,
cl
. FFFFFFFF Si-cl
FTDS Organosilane F } R (':Il
FFFFFFFF

S1pP Molécule cible
fluorescéine fluorescente

Molécule cible

Fluorescéine A
de controle
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3.2.1.2 Formulation du polymeére a empreintes moléculaires

La formulation du MIP-S1P synthétisé dans ce chapitre est la méme que celle du MIP-S1P 1
présentée dans le chapitre 2, seul I'initiateur a été modifié. La formulation est rappelée dans
le tableau 3.3.

Tableau 3.3 : Formulation détaillée du MIP-S1P préparé dans ce chapitre.

| Molécule Monomeéres Agent ...
Polymeére . - Initiateur Solvant
Template fonctionnels réticulant
MIP-S1P 1 S1P AB acétate EDMA Irgacure® 2959 Cmﬁ:?onr?riég(gggti)u
(0,013 mmol) (0,013 mmol) (0,26 mmol) | (0,0053 mmol) Triéthylamine (90 L)

3.2.1.3 Méthode de polymérisation

3.2.1.3.1 Préparation de la solution de pré-polymérisation

La solution de pré-polymérisation a été préparée en mélangeant la molécule template, le
monomere fonctionnel, I'agent réticulant et I'initiateur dans un solvant de polymérisation. Les
choix du type et de la quantité du photoinitiateur ont fait I'objet d’une optimisation. Dans un
tube en verre (4 mL) muni d’un bouchon avec septum, la molécule template et le monomeére
fonctionnel ont d’abord été solubilisés dans le solvant de polymérisation et la solution a été
vortexée pendant 10 minutes et soniquée pendant 2 minutes. Dix minutes apres, I'agent
réticulant a été ajouté et la solution a été vortexée pendant 30 secondes. En suivant,
I'initiateur a été introduit et la solution de pré-polymérisation a de nouveau été vortexée
pendant 30 secondes. Enfin, I'oxygene, qui est un inhibiteur de polymérisation, a été évacué
du tube a I'aide d’un flux d’azote (1minute/1mL). Cette opération a été effectuée sur glace
afin de limiter I’évaporation du solvant lors de I'application du flux d’azote. Le tube a été fermé
de facon étanche et conservé au réfrigérateur (4 °C).

3.2.1.3.2 Méthode de photopolymérisation en surface

Une seule et méme méthode de photopolymérisation a été employée pour polymériser le MIP
sur des échantillons en silicium et sur des capteurs de QCM. Pour plus de clarté, dans la suite
de I'exposé, le terme « substrats » sera utilisé pour désigner les échantillons en silicium et les
capteurs de QCM.

Dans le cas des échantillons en silicium, la méthode de polymérisation a été couplée a une
technique de photolithographie permettant de structurer le MIP en motifs millimétriques et
de faciliter sa future validation par microscopie de fluorescence. Dans le cas des capteurs de
QCM, la photopolymérisation a été effectuée sur I'ensemble de la surface (polymérisation
« pleine plaque »), sans employer de technique de photolithographie.
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3.2.1.3.2.1 Préparation des substrats

Des échantillons en silicium (15 mm x 15 mm) ont été préalablement découpés dans un wafer
standard en silicium de diamétre 100 mm, d’orientation (100), de type P (10% atomes/cm?3) et
d’épaisseur 500 um. Les capteurs de QCM de diametre 14 mm, d’épaisseur 0,3 mm, de coupe
AT, de fréquence propre de résonnance environ égale a 4,95 MHz +/- 50 kHz et munis d’une
électrode recouverte d’'une couche de silicium d’épaisseur comprise entre 40 nm et 1 um ont
été commandés chez Biolin Scientific (Q-Sense). Pour permettre I'accroche covalente du
polymeére a la surface des substrats, nous avons réalisé une silanisation de surface en utilisant
le 3-(triméthoxysilyl)propyl méthacrylate (MAPTMS). Cet organosilane est immobilisé sur la
surface via la formation de liaisons covalentes O-Si-O entre les groupements méthoxy (OCHs)
présents a l'une de ses extrémités et les groupements hydroxyles (OH) présents a la surface
des substrats en silicium. La présence du groupe méthacrylate polymérisable a I'autre
extrémité du MAPTMS permettra son accroche au polymeére. Suite a un ringage rapide dans
I'acétone, I'éthanol puis I'eau, les substrats ont été immergés dans un bain piranha
(H202:H2S04, 1:1 v/v, 5 min), rincés a I'’eau DI et séchés a I'azote avant une activation de
surface par plasma oxygéne (PVA TePla 300, 1000 ml/min (02), 800 W, 5 min) afin de les
rendre plus hydrophiles et de former des groupements hydroxyles (OH) en surface. Pour les
capteurs de QCM, I'étape du bain piranha a été écartée afin d’éviter leur détérioration. Les
substrats ainsi activés ont été directement plongés dans une solution a 1 % en volume de 3-
(triméthoxysilyl)propyl méthacrylate dans du toluéne anhydre, comportant 0,1 % en volume
de triéthylamine déshydratée a I’hydroxyde de sodium. Aprés 12 heures d’incubation, ils ont
été activement rincés dans des bains successifs de toluene, d’acétone et d’éthanol pendant 5
minutes sous ultra-sons, puis séchés sur une plaque chauffante a 150°C pendant 30 minutes.

3.2.1.3.2.2 Protocoles de photopolymérisation en surface

Les protocoles de photopolymérisation suivis pour les échantillons de silicium et pour les
capteurs de QCM sont schématisés sur la figure 3.2 a.

Immédiatement apres I'étape de silanisation, une goutte de solution de pré-polymérisation
(dont le volume a été fixé a 10 pL apres optimisation) a été déposée sur la surface des substrats
et étalée grace ala superposition d’une lamelle de verre de microscope (20 x 20 mm, épaisseur
0.13 mm). La lamelle de verre a aussi permis de limiter la contamination par I'oxygene au
cours de la polymérisation.

Dans le cas des échantillons de silicium, un morceau de métal (15 x 15 mm, épaisseur 1 mm)
percé de trous (huit trous de diamétre 1,5 mm) a été positionné par-dessus la lamelle de verre
en tant que masque de photolithographie (voir figure 3.2 b). Le masque n’a pas été utilisé pour
les capteurs de QCM. Suite a I'optimisation concernant le type de lampe, sa puissance et le
temps d’insolation a utiliser, la polymérisation a finalement été effectuée par exposition aux
ultraviolets (UVs) pendant 10 minutes (Lampe UV Fisher Bioblock Scientifc, 230V AC 50 - Vilber
T6-L : 365nm, 6W). Aprés polymérisation, les échantillons ont été immergés dans deux bains
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successifs d’acétone et d’éthanol pendant 2 minutes afin de retirer la lamelle de verre et de
dissoudre les parties non polymérisées. Dans le but de faciliter le retrait de la lamelle de verre,
une monocouche auto-assemblée (SAM de I'anglais Self-Assembled Monolayer) de
perfluorodecyltrichlorosilane (FTDS), un organosilane, a été préalablement greffée a sa
surface en phase gazeuse, ce qui permet de la rendre hydrophobe et antiadhésive vis-a-vis du
polymeére.

Dans le cas des échantillons de silicium, la solution de pré-polymérisation se comporte comme
une résine de polarité négative et polymérise au niveau des ouvertures du masque. A la fin du
protocole de polymérisation huit spots de polymeére d’'un diameétre d’environ 1.5 mm sont
obtenus (voir figure 3.2 c).

Pour les capteurs de QCM, la solution polymérise sur I'ensemble de la surface exposée aux
UVs (voir figure 3.2 d).

Les mémes étapes ont été reproduites avec la solution de pré-polymérisation du NIP.
Cependant, pour des raisons encore indéterminées, aucune polymérisation du NIP a la surface
des substrats n’a pu étre obtenue.

MAPTMS MAPTMS
£ L % BT Tt
o o o o o} (o}
o’\? o’\cl’ o‘\? o'\? c’\? o’\?
Echantillon Si Capteur QCM

| |

Masque métallique
O ..
Lamel

Lamelle de verre
e Solution de pré-polymerisation (10 pL)
Echantillon Si Capteur QCM
m_m _m _m_m_m_ SpotsdeMIP Fine couche de MIP I
Echantillon Si Capteur QCM

Figure 3.2 : a) Etapes du processus de polymérisation. Etape 1 : Silanisation au MAPTMS de I’échantillon de
silicium. Etape 2 : Polymérisation par photolithographie a travers un masque métallique percé de trous et une
lamelle de verre d’une goutte de solution de pré-polymérisation. Etape 3 : Retrait du masque métallique, de la
lamelle de verre et des parties non polymérisées pour 'obtention des spots de MIP. b) Photographie du masque
métallique percé de trous. c) Photographie de I’échantillon de silicium et des spots de MIP (un spot est indiqué
par la fleche). d) Photographie du capteur de QCM recouvert de la couche de MIP.
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3.2.1.3.3 Procédure d’extraction de la molécule template

Afin d’extraire la molécule template piégée dans les empreintes du MIP, les substrats ont été
rincés dans des bains successifs de méthanol/acide acétique (9 : 1 V/V), de
méthanol/ammoniac (100 mM), d’eau et de méthanol (3 x 1h pour chaque bain), puis séchés
avec un flux d’azote.

3.2.1.4 Méthodes de caractérisation des dépdts de polymere a la surface des
substrats

3.2.1.4.1 Echantillons de silicium

L’homogénéité des spots de MIP a été évaluée en microscopie optique avec un microscope
Olympus BX51TF droit équipé d’une source de lumiéere blanche halogene, d’un objectif x5
(Olympus) et muni d’'une caméra EMCCD (Andor). Les images ont été acquises via le logiciel
Andor Solis et traitées avec le logiciel Imagel.

3.2.1.4.2 Capteurs de QCM

Pour caractériser la morphologie de la couche de MIP déposée a la surface des capteurs de
QCM nous avons réalisé des images de hauteur par Microscopie a Force Atomique (AFM de
I’'anglais Atomic Force Microscopy). L’AFM est un type de microscopie a sonde locale de trés
haute résolution. Elle permet d'analyser une surface point par point grace a un balayage par
une sonde constituée d’'une pointe fine, ce qui permet de s’affranchir du probléme de
diffraction qui limite la résolution des microscopes optiques et d’imager sur une gamme allant
de la dizaine de micrométre jusqu’au dixieme de nanometre. La micropointe, extrémement
fine (diamétre nanométrique) est positionnée a l'extrémité d'un microlevier flexible de
constante de raideur connue. Le principe physique repose sur la mesure de l'interaction
attractive ou répulsive entre les atomes de la pointe et les atomes a la surface de I’échantillon.
Quand la pointe est proche de la surface, les forces d’interactions entre la pointe et
I’échantillon entrainent une déviation du levier suivant la loi de Hooke.

L’analyse de la déviation du levier, réalisée via la mesure au niveau d’une photodiode quatre
guadrants de la déflexion d’un spot laser issu de la réflexion d’un rayon laser a la surface du
levier, permet de retracer le parcours exact de la pointe et d’imager la topographie de la
surface.

Les mesures peuvent étre réalisées en mode contact ou en mode tapping. Le mode tapping
consiste a faire vibrer le microlevier a sa fréquence propre de résonance avec une certaine
amplitude. Quand la pointe interagit avec la surface, I'amplitude d’oscillation du levier varie.
La mesure de cette variation permet d’accéder a la topographie Un rétrocontréle est effectué
tout au long de la mesure via la déflexion du spot laser afin d’ajuster la hauteur de I’échantillon
grace a un tube piézoélectrique (voir figure 3.3).
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Nous avons utilisé I’AFM Dimension Icon de Bruker Inc. en mode tapping. Les images ont été
acquises avec le logiciel Icon et traitées avec le logiciel libre Gwiddion.

Cadrant de Laser

photodiodes

Microlevier

Surface . 2
Micropointe

ube piézoélectrique

Figure 3.3 : Principe de la microscopie a force atomique (AFM).

3.2.1.5 Protocoles des tests de liaison

Afin d’évaluer la capacité de reconnaissance du MIP-S1P pour la S1P, des tests de liaison ont
été menés a 'aide d’une technique de mesure avec marquage, la microscopie optique de
fluorescence grace aux échantillons en silicium et par I'utilisation d’une technique sans
marquage, la Microbalance a Cristal de Quartz a I'aide des capteurs de QCM. Le protocole
détaillé de chacun de ces tests de liaison est présenté dans les paragraphes suivants.

3.2.1.5.1 Test de liaison par microscopie optique de fluorescence

Pour ce test de liaison la S1P fluorescéine a été employée en tant que molécule cible.

Un échantillon en silicium avec les spots de MIP a été immergé dans une solution contenant
de la S1P fluorescéine a 1,3 uM dans du méthanol pendant 12h, rincé brievement avec de
I'acétone et de I'éthanol pour éliminer les liaisons non spécifiques, avant de subir une nouvelle
procédure d’extraction. Ce cycle de trois étapes a été répété deux fois pour un seul et méme
échantillon.

Aprés chaque étape des deux cycles, des images de microscopie optique de fluorescence de
chaque spot de MIP ont été obtenues avec un microscope Olympus BX51TF droit équipé d’une
Lampe a vapeur de mercure X-cite série 120 Q, d’un objectif x10 (Olympus), d’un cube-filtre
de longueurs d’onde (ex : 370 nm/ em : 470 nm) et muni d’'une caméra EMCCD (Andor).
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Les images brutes au format Andor ont été converties au format TIFF (16 bits en niveaux de
gris) et la quantification de l'intensité moyenne de fluorescence de chaque spot puis de
I'intensité moyenne de I’échantillon ont été réalisés avec le logiciel Imagel.

En parallele, les méme cycles ont été reproduits avec un autre échantillon semblable mais en
remplagant la S1P fluorescéine par de la fluorescéine seule a la méme concentration (1,3 uM)
et dans le méme solvant en tant controle.

3.2.1.5.2 Test de liaison par Microbalance a Cristal de Quartz
3.2.1.5.2.1 Présentation de la Microbalance a Cristal de Quartz

3.2.1.5.2.1.1 Principe de mesure

La Microbalance a Cristal de Quartz (QCM de I'anglais Quartz Crystal Microbalance) est un
outil de détection sans marquage tres sensible permettant la mesure en temps réel de tres
faibles variations de masse (de I'ordre de 10 pg/cm?).

Le principe de mesure est basé sur les propriétés piézo-électriques d’une lame de quartz

placée entre deux électrodes. Lorsqu’on lui appligue un champ électrique (F?)
convenablement orienté, la lame de quartz subie une déformation élastique. Le mode de
vibration en cisaillement d’épaisseur est le plus souvent employé. Si le champ électrique
appliqué est alternatif et fixé a une fréquence appropriée (qui dépend de la géométrie et des
propriétés intrinséques du quartz), la lame de quartz se met a vibrer dans un mode de
résonance mécanique. L'amplitude maximale de vibration (Amax) sera obtenue pour un champ
électrique alternatif de fréquence f,, appelée fréquence de résonance du quartz et qui dépend
des propriétés du matériau (coupe, épaisseur, masse volumique, module d’élasticité, etc.).
Lorsqu’une masse est ajoutée sur la surface du capteur, la fréquence de résonance change et
cette variation est liée a la variation de masse.

Plus précisément la mesure s’effectue en trois étapes. En premier lieu, une source d’excitation
extérieure (pulse) permet de mettre le résonateur en oscillations. L’excitation externe est
alors supprimée et le systeme, écarté de son état d’équilibre va tenter d’y retourner a travers
une série d’oscillations propre (ou libres) a la fréquence propre (ou de résonance) du systeme.
A cause de I'amortissement, la décroissance de I'amplitude de vibration du résonateur est
exponentielle. Plusieurs centaines de pics d’excitation par seconde sont ainsi effectués. Enfin,
les valeurs de la fréquence de résonance fyet de la dissipation D (qui traduit I'amortissement)
peuvent étre déduites de cette décroissance.

3.2.1.5.2.1.2 Mise en équation du phénomeéne et modeles physiques

La mise en résonance du quartz est due a la génération dans le matériau d’ondes mécaniques
stationnaires (superposition de deux ondes mécaniques progressives de méme fréquence se
déplagant en sens inverse qui interferent constructivement). Ce phénomene se produit
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lorsque I’épaisseur du quartz soumis a des oscillations devient égale a un multiple impair de
la demi-longueur d’onde induite par I’excitation, d’olu on écrit :

f=nt=nfo ()
ou f est une fréquence de vibration harmonique, n un nombre impair correspondant au
nombre de mode (n=1 pour le mode fondamental, n=3 pour I'harmonique 3, etc.), v, la vitesse
de propagation du son dans le quartz (= 3340 m/s), e, |'épaisseur du quartz et f; la fréquence
de résonance.

La masse du quartz par unité de surface m, étant donnée par :
Mg = Pqq (2)
ou p, est la densité volumique du quartz.

En insérant (1) dans (2) et en différentiant (1) on obtient :

df =— L.dam, (3

Mmgq

Finalement, connaissant la variation de la fréquence de résonance on peut remonter a la
variation de masse a la surface du quartz en utilisant par exemple la relation établie par
Sauerbrey :

2
Af = — L am=-n2" Am=—-nlam (4)
€qPq VqPq ¢

ol n est le nombre de mode, connu, et C une constante égale a 17,7 ng/(cm?.Hz) pour un
quartz de coupe AT.

Cependant, il faut savoir que seule une variation de masse peut étre déterminée et non pas la
masse absolue d’analyte déposée a la surface du fait de la présence de molécules de solvant
piégées a la surface qui participe a la variation de masse.

D’autre part, le modele de Sauerbrey n’est applicable que dans le cadre de certaines limites
de validité. Premiérement, le film de molécule adsorbé doit étre suffisamment fin, de sorte
gue la variation de masse a mesurer soit inférieure a la masse de la lame de quartz.
Deuxiémement, le film doit étre rigidement adsorbé a la surface et de maniere homogene
pour qu’il puisse vibrer a la méme fréquence que le quartz. En pratique, ces limites de validité
reviennent a se placer dans le cas ol I'amortissement est négligeable et elles se traduisent par
un rapport Af/AD < 20 et/ou une convergence des harmoniques vers la méme valeur
(Aftn=1) = Aftn=3)/3 = Afn=5)/5 = etc.). Si ces conditions de validit¢ ne sont pas
respectées, il conviendra de choisir un autre modele plus complexe (Voigt, Maxwell, etc.).
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En plus de la variation de la fréquence de résonance, la variation du facteur de dissipation D
est aussi enregistrée lors d’'une mesure. Ce facteur de dissipation est lié aux pertes d’énergie
du systéme pendant un cycle complet de vibrations. Il correspond a I'inverse du facteur de
qualité Q qui caractérise la largeur du pic de résonance et qui est égal au rapport entre la
fréquence de résonance f; (pour laquelle 'amplitude des oscillations est maximale) et la
bande passante Af (c’est-a-dire la différence des fréquences de résonance a mi-hauteur du
pic, la ou I'amplitude des oscillations est égale 'amplitude maximale divisée par racine de
deux). Le facteur de qualité traduit mathématiquement le rapport entre I'énergie totale
stockée par le systéme et I'énergie dissipée par les oscillations.

La mesure du facteur de dissipation permet d’étre renseigné sur d’autres propriétés de la
couche déposée comme sa viscosité ou encore son élasticité.

Energie dissipée par oscillation ) ( )

D=

(_ 2. Energie totale stockée par le systeme

1
Q

Avec Q = Af—; et Af = f2 — f1tel que A(f2) = A(f1) = A"‘Tx

3.2.1.5.2.2 Protocole expérimental du test de liaison par QCM

Le systéme utilisé est le QCM-D Q-Sense E4. Il dispose de quatre chambres de réaction
indépendantes qui permettent de réaliser des mesures sur quatre capteurs en paralléle, d’'une
pompe péristaltique de début réglable qui rend possible les mesures en milieu liquide en
mode statique et dynamique et d’un module d’électrochimie connecté a un ordinateur (voir
figure 3.4). Le logiciel Qsoft permet I'acquisition des données et le choix des parametres
expérimentaux tandis que le logiciel QTools est utilisé pour I'analyse des données.

Deux expériences indépendantes ont été réalisées.

L'une (expérience n°1) avait pour but de comparer la liaison de la S1P (solubilisée dans un
mélange eau /BSA) a la surface d’un capteur de QCM recouvert de MIP-S1P par rapport a sa
liaison sur un capteur de QCM vierge.

L'autre expérience (expérience n°2) avait pour objectif de comparer la variation de fréquence
de résonance de deux capteurs de QCM recouvert du méme MIP-S1P au passage d’une
solution d’eau/BSA dans un cas et d’une solution de S1P (solubilisée dans un mélange eau
/BSA). Les mémes concentrations de BSA ont été utilisées dans ces deux cas. En partant des
variations de fréquence de résonance au cours du temps attribuées a la liaison de la S1P sur
le MIP, nous avons estimé la variation de masse en utilisant le modele de Sauerbrey. Enfin,
en exploitant les données de la variation de la dissipation au cours du temps nous avons
analysé qualitativement les cinétiques de liaison et I'évolution de la rigidité de la couche
déposée a la surface.

109



Chapitre 3 : Méthodes de photopolymérisation d’un MIP en surface

Module
d’électrochimie

|

Pompe
péristaltique

/

y

Chambres de réactions

Capteur
Surface active
Electrode recouverte Emplacement du
de silicium 7 capteur
N b
. Nex .
a - SN S
P B VAR
S \ S e
&Y >
] D 2 !
| | \-
Electrode face inférieure Electrode de contact i

Figure 3.4 : Détails du systeme QCM-D utilisé.

= Expériencen®l:

Deux capteurs de QCM, I'un vierge et 'autre recouvert de la couche de MIP-S1P ont été
introduit dans les chambres de mesure.

Un test de mise en oscillation des quartz (en air puis dans I'eau) permet de s’assurer de leur
viabilité par comparaison des fréquences de résonances obtenues pour chaque harmonique
avec des valeurs de références. Le flux d’eau (100 pL/min) a été maintenu jusqu’a la
stabilisation de la variation de fréquence de résonance dans le temps. Chacun des flux imposés
par la suite ont été maintenus jusqu’a la stabilisation de Af dans le temps.

Les deux capteurs de QCM ont été exposés au passage d’un flux d’eau (100 pL/min) contenant
de la BSA (60 uM), puis a un flux d’eau (100 uL/min) seule et enfin a un flux (30 uL/min) de
S1P (3500 nM) dans une solution d’eau contenant de la BSA (60 uM). Apres la stabilisation de
Af dans le temps, le flux a été stoppé pour une incubation en mode statique pendant 1h.
Suite a la période d’incubation les capteurs ont été rincés a I'eau (300 puL/min) jusqu’a une
nouvelle stabilisation de Af dans le temps.

= Expérience n®2:

Deux capteurs de QCM, tous deux recouverts d’'une couche du méme MIP-S1P ont été
introduit dans les chambres de mesures. Le test de de viabilité a été effectué (en air puis dans
I'eau) et le flux d’eau (100 pL/min) maintenu jusqu’a la stabilisation de la variation de
fréquence de résonance (Af) dans le temps. Chacun des flux imposés par la suite ont été
maintenus jusqu’a la stabilisation de Af dans le temps.

L'un des capteurs a été exposé a un flux d’eau (100 puL/min) contenant de la BSA (60 uM).
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Parallelement, I'autre capteur a été exposé a un flux (30 uL/min) de S1P (700 uM) dans une
solution d’eau contenant de la BSA (60 uM).

Apres la stabilisation de Af dans le temps, les flux ont été stoppés pour une incubation en
mode statique pendant 1h.

Suite a la période d’incubation les capteurs ont été rincés a I'eau (300 uL/min) jusqu’a une
nouvelle stabilisation de Af dans le temps.

3.2.1.6 Préparation des solutions lipidiques

Les solutions de S1P et de S1P fluorescéine ont été préparées a partir des composés sous
forme de poudre dans des tubes en verre et les solutions méres ainsi que les aliquots ont été
conservés a I'obscurité au congélateur (-20 °C) pendant moins de 3 mois.

3.2.1.6.1 Solutions de S1P

3.2.1.6.1.1 Dans le méthanol

La limite de solubilisation de la S1P dans le méthanol est de 0.3 mg/mL [113]. Pour solubiliser
la poudre de S1P dans le méthanol, nous avons alternativement vortexé pendant 2 minutes
puis soniqué dans un bain a ultrasons pendant 10 minutes jusqu’a obtenir une solution claire.
Des sous-dilutions ont été réalisées pour la préparation d’aliquots.

3.2.1.6.1.2 Dans une solution eau/albumine de sérum bovin (BSA)

Comme décrit dans le chapitre 1, la S1P se lie naturellement a l'albumine pour étre
transportée dans le plasma sanguin [45]. L'utilisation d’albumine de sérum bovin (BSA, de
I’'anglais Bovine Serum Albumine) permet la solubilisation de la S1P dans I’eau. Nous avons
utilisé de la BSA fatty-acid free, c’est-a-dire ne contenant pas un autre acide gras déja lié. Une
solution mére de S1P dans de I’eau contenant de la BSA (60 uM) a été préparée. Pour cela, la
poudre de S1P a d’abord été dissoute dans du méthanol (> 0.3 mg/mL) et des aliquots ont été
préparés. Le méthanol a été évaporé avec un flux d’azote ce qui permet le dép6t d’un film de
S1P sur les parois du tube en verre. La S1P ainsi déposée a été reprise dans la solution eau/BSA
puis la solution a été chauffée a 37 °C puis vortexé pendant 30 minutes pour faciliter la
solubilisation.

3.2.1.6.2 Solutions de S1P fluorescéine dans le méthanol

La limite de solubilisation de la S1P fluorescéine dans le méthanol est de 1 mg/mL [114].
Un volume de 1 mL de méthanol a été ajouté aux 50 pg de S1P fluorescéine présent dans le
tube en plastique d’origine. La solution a été immédiatement transférée dans un tube en verre

111



Chapitre 3 : Méthodes de photopolymérisation d’un MIP en surface

puis vortexée pendant 2 minutes a I'obscurité. Des sous-dilutions ont été réalisées pour la
préparation d’aliquots.

3.2.1.7 Méthodes de polymérisation radicalaire contrélée

Deux méthodes de polymérisation radicalaire contrélée ont été mise en ceuvre dans le but
d’améliorer I’'homogénéité de la couche de MIP et de contréler son épaisseur. La premiére
méthode a consisté a greffer le sodium diéthyldithiocarbamate par exposition aux UVs sur une
surface de silicium modifiée avec I'organosilane p-(chlorométhyl)phényl triméthoxysilane, a
réaliser la synthese in situ de l'iniferter (de I'anglais initiator—transfer agent—terminator)
dithiocarbamate puis de polymériser le MIP en surface par une nouvelle exposition aux UVs.
La seconde méthode a eu pour but de greffer directement I'iniferter commercial BDC sur une
surface de silicium modifiée au MAPTMS par exposition aux UVs puis a réaliser la
photopolymérisation du MIP. Dans les deux cas la formulation du MIP-S1P 1 a été utilisée mais
sans la présence de l'initiateur.

3.2.1.7.1 Synthese in situ de l'iniferter dithiocarbamate

Les substrats ont été rincés a I’'acétone, I'éthanol, I'’eau, séchés sous azote puis activés par UV-
ozone pendant 1h. lls ont été placés dans une solution de p-(chlorométhyl)phényl
triméthoxysilane (2.7 mmol) dans du dry THF sous agitation, chauffés a 60 °C pendant 48h,
puis rincés avec du THF et séchés a 40 °C pendant une nuit. Ils ont été placés dans du CCl4 et
une solution de hexaméthyl disilazane (2.51 mmol) a été ajoutée pour une incubation sous
agitation de 4 h a température ambiante. Les substrats ont été rincés avec du CH2CI2 et séchés
a 40 °C sous vide pendant une nuit. lls ont été placés dans une solution de dry THF et du
sodium diéthyldithiocarbamate (0.27 mmol) préparé dans du dry THF (2mL) a été ajouté
goutte a goutte pour une incubation sous agitation pendant 4 h. lls ont été exposés aux UVs
sous agitation durant 24h. lls ont été rincés avec du THF puis séchés a 40 °C sous vide pendant
une nuit. Les substrats ont enfin été immergés dans la solution de pré-polymérisation du MIP-
S1P 1 (sans 'initiateur) privée d’oxygéne et exposés aux UVs (3mW/cm?) pendant 48 h.

3.2.1.7.2 Greffage de l'iniferter BDC

Les substrats modifiés au MAPTMS ont été immergés dans une solution de N,N'-
diéthyldithiocarbamic acid benzyl ester (iniferter BDC) a 1 mM dans l'acétonitrile privé
d’oxygene et exposés aux UVs (Lampe UV Fisher Bioblock Scientifc, 230V AC 50 - Vilber T6-L :
365nm, 6W) pendant 6h sous agitation. Ils ont été retirés de la solution et directement placés
dans la solution de pré-polymérisation du MIP-S1P 1 (sans l'initiateur) privée d’oxygene et
exposés aux UVs (365nm, 6W) sous agitation pendant 90 h.
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3.2.2 Résultats et discussion

Afin d’évaluer la capacité de reconnaissance du MIP pour la S1P, des tests de liaison ont été
effectués par microscopie optique de fluorescence avec les échantillons en silicium recouvert
des spots de MIP et par Microbalance a Cristal de Quartz (QCM) dont les capteurs ont été
recouvert d’une fine couche de MIP. Le protocole détaillé de chacun de ces deux tests de
liaison est présenté dans la partie Matériels et méthodes. Avant de réaliser les tests de liaison,
nous avons souhaité caractériser les couches de MIP déposées a la surface des substrats. Cette
caractérisation a été effectuée en microscopie optique pour les échantillons de silicium et en
Microscopie a Force Atomique (AFM) pour les capteurs de QCM. Les résultats de cette
caractérisation et aux tests de liaison obtenus avec les deux types de substrats sont présentés
tour a tour dans les paragraphes suivant.

3.2.2.1 Echantillons de silicium

3.2.2.1.1 Caractérisation des spots de MIP par microscopie optique

Comme expliqué dans la partie Matériels et méthodes, des spots de MIP d’'un diameétre
d’environ 1,5 mm ont été obtenus a la surface d’échantillons de silicium (15 x 15 mm) par la
méthode de photopolymérisation couplée a une technique de photolithographie a travers un
masque opaque. Afin de vérifier I'accroche du polymére a la surface et de caractériser
I'homogénéité des spots de MIP nous avons réalisé une analyse par microscopie optique,
immédiatement apres |'étape d’extraction de la molécule template. Des exemples
représentatifs des résultats obtenus pour les spots de MIP de différents échantillons ont été
regroupés sur la figure 3.5.
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Figure 3.5 : Images de microscopie optique (x5) de différents spots de MIP provenant de
différents échantillons et obtenues immédiatement apres I'étape d’extraction de la molécule
template.

La premiere chose que I'on peut constater est que le dépot de polymere est toujours présent
apres |'étape d’extraction de la molécule template. Ce résultat semble prouver |'efficacité du
protocole de silanisation pour I'accroche covalente du MIP a la surface (voir Matériels et
meéthodes).

Par contre, I'homogénéité des dépots est trés variable selon les échantillons et parfois pour
un méme spot (voir figure 3.5 c). Ces variations pourraient étre dues a des différences de
placement et d’orientation des échantillons sous la lampe UV ou a l'inclinaison aléatoire de Ia
lamelle de verre et du masque appliqués manuellement sur la goutte de solution de pré-
polymérisation.

Pour I'un des spots, la surface de dép6t parait plus importante et son bord n’est pas bien défini
(figure 3.5 b). Ces caractéristiques pourraient étre la conséquence d’effets de diffraction de la
lumiére plus importants au niveau du trou correspondant a ce spot ou d’un temps d’insolation
plus important.

Sur les figures 3.5 a et c on constate ce méme effet de diffraction mais de facon plus réduite.
Dans le cas du spot figure 3.5 ¢, le dépot semble plus épais au centre et en périphérie ou le
polymeére forme comme un anneau. Ce profil pourrait provenir d’'une pression de contact trop
importante entre I'’échantillon et la lamelle de verre qui aurait pu chasser une partie de la
solution de pré-polymérisation vers la périphérie.
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Enfin, sur la figure 3.5 d on peut voir que I'épaisseur du dépobt est moins importante et que le
spot n’est pas totalement formé. Cela pourrait étre le résultat d’une puissance ou d’un temps
d’exposition insuffisant, d’'un étalement de la solution de pré-polymérisation plus important
a ce niveau, ou encore d’une accroche d’une partie du polymeére sur la lamelle de verre.

L'inhomogénéité observée est inhérente a la méthode de photopolymérisation employée.
Afin d’améliorer ces résultats, nous avons essayé d’étaler la solution de pré-polymérisation
par « spin-coating » et de réaliser I'étape de photolithographie en mode contact ou de
proximité sur un équipement standard de photolithographie, a travers un masque classique
en quartz ou un masque souple imprimé avec de l'encre. Malheureusement, aucune
polymérisation n’a pu étre obtenue par ces méthodes. || semble que la viscosité de la solution
de pré-polymérisation en I’état n’est pas bien adaptée a la méthode de « spin-coating » et que
la présence d’oxygene, inhibiteur de polymérisation est un facteur limitant important. Il serait
intéressant de répéter ces tests sous atmosphere contrélée, par exemple en boite a gants.
Malgré cette inhomogénéité le test de liaison a été réalisé et afin de limiter I'impact de la
différence d’épaisseur sur les résultats, les échantillons contenant les spots les plus similaires
possibles ont été utilisés.

3.2.2.1.2 Test de liaison par microscopie optique de fluorescence

Apres I'étape d’extraction de la molécule template, I'’échantillon a été immergé dans une
solution contenant de la S1P fluorescéine a 1,3 uM dans du méthanol pendant 12h, rincé
brievement avec de I'acétone et de I'éthanol pour éliminer les liaisons non spécifiques, avant
de subir une nouvelle procédure d’extraction. Ce cycle de trois étapes a été répété deux fois
pour un seul et méme échantillon. Des images de microscopie optique de fluorescence de
chaque spot ont été obtenues a la suite de chaque étape. En paralléle, les méme cycles ont
été reproduits sur un autre échantillon mais en remplacant la S1P fluorescéine par de la
fluorescéine seule a la méme concentration (1,3 M) et dans le méme solvant en tant que
contréle.

Comme dans le chapitre 2, nous avons fait I’hypothése que la S1P fluorescéine serait capable,
malgré la présence du groupement fluorescent de diffuser a travers les pores micrométriques
de la matrice polymérique et de se fixer au moins en partie aux sites de reconnaissance
accessibles, proches de la surface. Cette hypothése pourrait étre d’autant plus valable dans ce
cas de structuration du MIP en surface, de par la réduction de I'épaisseur de la matrice
polymérique et I'amélioration d’accessibilité jusqu’aux empreintes qu’elle entraine.

Les résultats obtenus pour ce test de liaison sont présentés dans la figure 3.6.
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Figure 3.6 : Moyenne de l'intensité de fluorescence sur huit spots de MIP d’un échantillon exposé a 1,3 uM de
S1P fluorescéine dans du méthanol pendant 12h (non hachuré) aprés lincubation avec la molécule
fluorescente, apres le bref ringage a I’acétone et a I’éthanol et apres I'extraction de la molécule cible pour deux
cycles distincts répétés avec le méme échantillon. Moyenne de l'intensité de fluorescence des huit spots de MIP
d’un échantillon exposé a 1,3 uM de fluorescéine seule en tant que contréle dans du méthanol pendant 12h
(hachuré) apreés lincubation avec la molécule fluorescente et apres le bref rincage a I'acétone et a I’éthanol
pour le premier cycle (n=8, N=1).

Pour les échantillons incubés dans la S1P fluorescéine nous pouvons constater que les
intensités de fluorescence mesurées apres l'incubation et aprés le rincage a I'acétone et a
I’éthanol sont similaires. Ce résultat semble démontrer que le MIP est capable de lier la S1P
fluorescéine, ce qui confirme notre premiére hypothése et que les interactions entre le
polymeére et la molécule cible sont spécifiques. Dans le cas contraire, il est probable que
I'intensité de fluorescence mesurée aurait chuté suite au rincage a I'acétone et a I’éthanol.
Apres I'extraction de la molécule cible, nous pouvons voir que l'intensité de fluorescence
diminue significativement, ce qui semble indiquer que la procédure d’extraction est efficace
et que la majorité des molécules de S1P fluorescéine sont extraites de la matrice polymérique.
Des résultats identiques sont obtenus lors d’un second cycle suggérant que les sites de
reconnaissances du MIP ont été régénérés et qu’ils sont de nouveau accessibles.

Concernant, les échantillons incubés dans la fluorescéine seule, nous voyons que l'intensité
de fluorescence chute de fagon significative a la suite du ringage a I'acétone et a I'éthanol. Il
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aurait été intéressant de réaliser la méme expérience avec le NIP exposé a la S1P fluorescéine
pour un autre controle, malheureusement, comme indiqué dans la partie 3.2.1.3, avec la
solution de pré-polymérisation du NIP, aucune polymérisation n’a pu étre obtenue.
L'intensité de fluorescence observée aprés I'étape d’incubation semble donc due a des liaisons
non spécifiques entre le MIP et la fluorescéine. Ce résultat pourrait confirmer les propriétés
de reconnaissance spécifique du MIP vis-a-vis de la S1P fluorescéine.

3.2.2.1.3 Conclusions et perspectives

Les résultats du test de liaison par microscopie de fluorescence suggerent que le MIP-S1P est
doté de propriétés de reconnaissance vis-a-vis de la S1P et par rapport a la fluorescéine seule
en tant que controle. Les liaisons observées semblent spécifiques et sont probablement le
résultat des interactions entre le monomere fonctionnel AB acétate et le groupe phosphate
de la S1P fluorescéine et peut étre en partie, d’'une reconnaissance de forme.

Pour pouvoir confirmer ces résultats, il faudra réaliser des nouveaux tests de liaison avec un
nombre plus important d’échantillons et surtout avec des spots de MIP d’épaisseur
homogene. La méthode de photolithographie devra étre améliorée dans le but de pouvoir
controler la taille et I'épaisseur des dépobts de polymere.

La concentration d’incubation de S1P fluorescéine utilisée pour ce test de liaison est dans la
limite supérieure (1,3 uM) des concentrations de S1P présentes dans le plasma sanguin (0,2 a
1 uM) et il sera important de réaliser le test avec une concentration inférieure, surtout si
I’objectif est de quantifier la forme libre de la S1P dont la concentration est encore plus faible
(estimation de 7,3 a 45 nM).

L'utilisation de la S1P fluorescéine est utile d’un point de vue pratique, mais la présence du
groupement fluorescéine pourrait avoir un impact non négligeable sur les propriétés de
reconnaissance. Il sera donc nécessaire de réaliser le test de liaison avec la S1P non
fluorescente et pour cela un moyen de détection sans marquage devra étre utilisé. On peut
aussi envisager de mener des tests de compétition entre la S1P et la S1P fluorescéine toujours
par des mesures de fluorescence. Des tests de liaison avec des analogues structurels de la S1P
pourront étre réalisés afin d’évaluer la sélectivité du MIP pour la S1P et de valider ses
propriétés de reconnaissance de forme et de taille. Ces tests devront étre a terme effectués
dans des milieux aqueux puis dans le plasma sanguin.

3.2.2.2 Capteurs de microbalance a cristal de quartz

3.2.2.2.1 Caractérisation des couches de MIP par microscopie a force atomique

Comme décris dans la partie Matériels et méthodes, des fines couches de MIP ont été
déposées a la surface des capteurs de Microbalance a Cristal de Quartz (QCM). Afin de vérifier
I'accroche du polymeére a la surface et de caractériser la morphologie de la couche de
polymére nous avons réalisé une analyse par Microscopie a Force Atomique (AFM)
immédiatement apres I'étape d’extraction de la molécule template. La surface d’un capteur
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de QCM recouverte de MIP a été comparée a la surface d’un capteur de QCM vierge. Les
résultats obtenus sont présentés figure 3.7.
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Figure 3.7 : Images AFM de hauteur de la surface d’un capteur de QCM vierge a différentes échelles (a, b, c) et
de la surface d’un capteur de QCM recouvert de MIP (a’, b’, ¢’) avec leur représentations en 3D associées.

Concernant le capteur de QCM vierge, nous constatons que la surface n’est pas totalement
plane et on observe comme des grains d’un diametre d’environ 40 nm. D’apreés la littérature,
il s’agit d’'une morphologie déja observée pour les capteurs de QCM en SiO; [143]-[145].

Pour le capteur de QCM recouvert de la couche de polymere on peut voir que la morphologie
est compléetement différente et caractéristique d’'un MIP. Il s’agit d’une matrice polymérique
poreuse constituée d’agrégats de particules a différentes échelles. Sur la figure 3.7 a’ on
observe des particules d’'un diamétre de 50 a 100 um et des pores d’une taille de 100 a 400
pum. Sur la figure 3.7 b’ et ¢’ on s’apercoit que les particules observées sont en fait des agrégats
de particules de diamétre plus faible (environ 12 nm). Ces résultats confirment bien I'accroche
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de la couche de MIP a la surface du capteur de QCM et permettent de vérifier que la couche
de MIP a bien une structure poreuse caractéristique. Les représentations en 3D montrent que
la topographie de la surface du capteur de QCM recouvert de la couche de MIP différente de
celle de la surface du capteur vierge (voir figures 3.7 a et a’). Il est difficile de mesurer
précisément I'épaisseur moyenne de la couche de MIP par cette méthode d’observation mais
on peut néanmoins faire I’'hypothése qu’elle est de I'ordre de 50 nanomeétres.

3.2.2.2.2 Test de liaison par microbalance a cristal de quartz

Les détails des deux expériences différentes qui ont été réalisées sont présentés dans la partie
Matériels et méthodes. Dans ces deux expériences, la S1P a été solubilisée dans un mélange
eau/BSA. En effet, nous voulions nous rapprocher des conditions d’utilisation finale de notre
MIP en menant les tests de liaison dans un milieu aqueux. Or, la procédure classique de
solubilisation de la S1P dans un tel milieu, comme par exemple les milieux de culture cellulaire,
impose I'utilisation de la BSA. Ce protocole s’inspire de la liaison qui se forme naturellement
entre I'albumine et la S1P et qui permet le transport de cette derniére dans le plasma sanguin
[45]. D’autres expériences de QCM ont été réalisées avec la S1P dans le méthanol mais n’ont
pas abouti.

= Expériencen’l:

Dans I'expérience n°1, la liaison de la S1P a la surface d’un capteur de QCM recouvert de MIP
(capteur 1) a été comparée aux résultats obtenus avec un capteur vierge (capteur 2). Pour cela
les deux capteurs de QCM ont été exposés au passage d’un flux de solution eau/BSA (60 uM)
puis a un flux d’eau seule et enfin a un flux de S1P (3500 nM) dans une solution eau/BSA (60
KUM) pour une incubation en mode statique pendant une heure. Les capteurs ont finalement
été rincés a I'eau. Les résultats, représentant les variations de la fréquence de résonance en
fonction du temps, obtenus lors de cette expérience sont représentés dans la figure 3.8.
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Figure 3.8 : Variations de la fréquence fondamentale des capteurs de QCM en fonction du temps.

Sachant que la BSA a un poids moléculaire presque 200 fois supérieur a celui de la S1P, son
utilisation dans la méthode de solubilisation pose question lorsque I'on souhaite observer la
liaison de la S1P au MIP par des variations de fréquence qui traduisent des variations de
masse. Dans un raisonnement proche a celui suivi dans le cas de la S1P fluorescéine nous
avons fait I’hypothése que le complexe S1P-BSA pourrait se lier seulement aux sites de
reconnaissance exposés en surface. Contrairement au cas de la S1P fluorescéine, il est certain
gue du fait de sa taille importante, le complexe S1P-BSA ne pourra pas diffuser a travers la
porosité micrométrique de la matrice polymérique pour venir se loger dans des sites de
reconnaissances non exposés en surface. En admettant que cette hypothése soit valable, il
nous fallait trouver un moyen de s’affranchir au maximum des variations de fréquence
provoquées par la BSA de maniere a pouvoir déterminer celle dues seulement a la S1P. L'idée
gue nous avons eue a été de saturer les surfaces par la BSA avant de procéder au passage et
a l'incubation avec la solution contenant le complexe S1P-BSA. Pour ce faire, nous avons
appliqué un flux de solution eau/BSA avant de rincer les surfaces avec de 'eau pour retirer les
molécules de BSA déposées mais non liées. Nous pouvons voir sur la figure 3.8 que le passage
de la solution eau/BSA sur les capteurs fait chuter la fréquence de résonance, ce qui traduit
I'adsorption des molécules de BSA a la surface. Lorsque les capteurs sont rincés a I'eau on
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constate une légere remonté de la fréquence de résonance qui correspond a la désorption
d’une partie des molécules de BSA. La variation de fréquence de résonance est mesurée entre
la valeur de fréquence avant le passage de la solution eau/BSA et la valeur de fréquence apres
le ringage a I'’eau et on peut voir qu’elle est plus importante pour le capteur 1 (50 Hz) que pour
le capteur 2 (15 Hz). Ce résultat semble indiquer que la BSA s’adsorbe de fagon plus
importante au MIP qu’a la surface de silicium vierge.

Lorsque I'on applique le flux la solution de S1P a 3500 nM dans le mélange eau/BSA, une
nouvelle chute de fréquence mais beaucoup plus réduite est observée. Cette réduction
pourrait signifier que les surfaces avaient bien été saturées en BSA et que peu de nouvelles
molécules de BSA étaient en mesure de s’adsorber. Aprés une heure d’incubation, un ringage
al’eau a été effectué et les variations de fréquences ont été mesurées pour les deux capteurs.
Nous constatons que la variation de fréquence du capteur 1 (17 Hz) est plus importante que
celle du capteur 2 (4,8 Hz). Si 'on considere qu’aucune nouvelle molécule de BSA n’a été
nouvellement liée a la surface alors les variations de fréquence observées pourraient étre la
conséquence de |'adsorption de la S1P a la surface des capteurs. Si tel est le cas, la valeur de
variation de fréquence plus importante observée pour le capteur 1 pourrait démontrer les
capacités de reconnaissance spécifique du MIP pour la S1P. De plus, les coefficients directeurs
associés aux courbes au niveau de la chute de fréquence correspondante au passage de la
solution de S1P sont différentes entres les deux capteurs (P2’ et P2) sont différents ce qui
pourrait traduire une cinétique d’interaction différente. Ce résultat pourrait appuyer
I’hypothese de la liaison privilégiée de la S1P avec le MIP.

Basée sur de nombreuses hypotheses qu’il reste a vérifier, I'expérience n°1 nous a permis de
montrer qu’il y aurait bien une capacité de reconnaissance du MIP pour la S1P. Il aurait été
trés intéressant de comparer le MIP avec un NIP plutdt qu’avec une surface vierge mais
malheureusement, nous n’avons pas réussi a préparer le NIP par la méthode de
photopolymérisation. L’inconvénient de I'expérience n°1 est qu’elle ne permet pas de
connaitre la part relative des interactions spécifiques et non spécifiques dans les variations de
fréquences observées, il n’est donc pas possible d’estimer la masse de S1P liée aux sites de
reconnaissance du MIP. Une option aurait pu étre de considérer que la variation de fréquence
du capteur 2 correspondait en totalité a des interactions non spécifiques de S1P avec la
surface et de soustraire la valeur de cette variation de fréquence a celle obtenue avec le quartz
recouvert de MIP, dans I'espoir de déterminer la variation de fréquence qui correspondrait en
totalité a des interactions spécifiques de la S1P avec le MIP. Mais, comme les surfaces du
capteur 1 et du capteur 2 ne sont pas identiques, il est fortement probable que les interactions
non spécifiques entre les deux ne soient pas les mémes. Nous avons donc préféré concentrer
nos efforts sur la mise en place d’'un deuxiéme type d’expérience.
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= Expérience n®2:

Dans I'expérience n°2, deux capteurs de QCM, tous deux recouverts d’'une couche du méme
MIP-S1P ont été testés. L'un des capteurs (capteur 2) a été exposé a un flux de la solution
eau/BSA (60 uM) et I'autre (capteur 1) a un flux de solution de S1P (700 uM) dans le mélange
eau/BSA (60 uM). En admettant que la BSA s’adsorbe a la surface de fagon identique pour les
deux couches de MIP et que le complexe S1P-BSA est capable de se lier avec les sites de
reconnaissance exposés en surface, ce protocole nous permettrait de déterminer la part de
variation de fréquence uniquement provoquée par la liaison de la S1P avec le MIP. Les
résultats de cette expérience sont représentés dans la figure 3.9.
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Figure 3.9 : Variations de la fréquence fondamentale des capteurs de QCM en fonction du temps.

Nous constatons apres rincage que la variation de fréquence du capteur 1 (50 Hz) est plus
importante que celle du capteur 2 (37 Hz). Si I'on admet que les hypothéses précédentes sont
valables, la différence entre ces deux variations, d’'une valeur de 13 Hz pourrait correspondre
a la liaison spécifique de la S1P avec les sites de reconnaissance du MIP.
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En utilisant la relation établie par Sauerbrey qui relie la variation de masse a la variation de
fréquence (voir Matériels et méthodes), on peut estimer la variation de masse liée par le MIP
au cours du test de liaison. Comme on I'a rappelé dans la partie Matériels et méthodes, il ne
sera pas possible de déterminer précisément la masse absolue de S1P liée par le MIP du fait
de la présence des molécules d’eau également piégées a la surface mais on pourra estimer
une valeur approximative.

Apres avoir vérifié que I'on se trouvait bien dans des conditions de validité d’utilisation du
modele de Sauerbrey, nous avons calculé la variation de masse par unité de surface
correspondante a chaque variation de fréquence mesurée et I'avons tracé en fonction du
temps (voir figure 3.10).

H oi iHZO/BSA (60 uM)
isw (700 uM) dans H,0 / BSA (60 M)

[ERN
a
o
T
1

33 ng/cm®
100

Période

Am / unité de surface (ng/cm?)

50 d'incubation .
Qﬁartz 1:MIP| ]
— Quartz 2 : MIP
O 1 L ; L 1 L ‘I L 1
0 30 60 90 120 150
Temps (min)

Figure 3.10 : Variations de masse adsorbée par unité de surface des capteurs de QCM en fonction du temps.

Nous obtenons une variation de masse par unité de surface qui pourrait étre due a la liaison
de la S1P avec le MIP d’environ 33 ng/cm?. Sachant que la surface active du capteur de quartz
est de 1,54 cm?, la masse de S1P liée au MIP serait d’environ 50 ng ce qui correspond a 0,131
nmoles. Etant donné que I'on a appliqué un flux de solution de S1P (700 uM) a un débit de 30
uL/minutes pendant environ 45 minutes, le MIP a été exposé a une quantité totale de 0,945
nmoles de S1P. Le MIP a donc été capable de lier environ 14 % de la quantité de S1P a laquelle
il a été exposé. Comme la variation de fréquence est aussi due a la présence des molécules
d’eau, ce pourcentage de liaison est probablement surévalué. La capacité de liaison du MIP
dans ces conditions semble donc assez faible.
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En plus de la variation de la fréquence de résonance, la variation du facteur de dissipation D
a aussi été enregistrée lors de I'expérience n°2 (voir Matériels et méthodes). |l a été démontré
gue son traitement en complément de celui de la variation de fréquence de résonance permet
I’'analyse qualitative de la rigidité de la couche déposée et de la cinétique des interactions
[146], [147]. Une des maniéres d’exploiter cette donnée consiste en la représentation sur le
méme graphe de la variation de dissipation en fonction de la variation de fréquence. Dans
cette représentation, comme la perte d’énergie est proportionnelle a la quantité de matériel
déposé ala surface, une ligne droite caractérisée par un changement vers les valeurs négatives
de fréquence et un changement vers les valeurs positives de dissipation [-f, +D] correspond a
la déposition d’'une couche homogene. Inversement, une ligne droite caractérisée par un
changement vers les valeurs positives de fréquence et un changement vers les valeurs
négatives de dissipation [+f, -D] révele une perte de matiere (voir figure 3.11).
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Figure 3.11 : Schéma d’interprétation de la représentation de AD en fonction de Af.

Toutes déviations par rapport a la ligne droite ou changement de direction sont causés par un
changement de masse et des propriétés viscoélastiques de la couche. De plus, comme les
données sont acquises par intervalles de temps régulier, deux points successifs rapprochés
traduisent un processus lent alors que deux points successifs éloignés traduisent un processus
rapide et on peut ainsi en déduire la cinétique du phénomene en question [146]-[148]. Ces
représentations ont été tracées pour les deux capteurs (voir figure 3.12).
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Figure 3.12 : Courbes de AD en fonction de Af pour le capteur recouvert de MIP non exposé a la S1P (a) et
pour le capteur recouvert de MIP exposé a la S1P au cours de I’expérience n°2.

Les courbes obtenues peuvent étre divisées en trois phases distinctes (1, 2 et 3) et les profils
obtenus ne sont pas identiques pour les deux capteurs ce qui traduit des différences dans les
interactions et les propriétés viscoélastiques de la couche déposée.

La phase 1 correspond au passage de |’eau sur la surface, la phase 2 au passage de la solution
de S1P dans le mélange eau/BSA et la phase 3 au ringage a I'eau.

La phase 1 est similaire pour les deux capteurs et la direction et le sens de la fleche [-f, +D]
indiguent une augmentation de la masse a la surface et une plus grande perte d’énergie par
dissipation, donc une diminution de la rigidité de la couche. Ces variations pourraient
s’interpréter comme étant le résultat de I'adsorption des molécules d’eau a la surface.

Pour le capteur 2, la direction et le sens de la fleche [-f, +D] indiquent de nouveau une
augmentation de la masse a la surface et une diminution de la rigidité de la couche. Ces
variations pourraient s’interpréter comme étant le résultat de I'adsorption des molécules
d’eau et de BSA a la surface.

Pour le capteur 1, la phase 2 peut étre décomposée en trois parties (2a, 2b, 2c). La phase 2a
est caractérisée par une direction de type [-f, +D] qui traduit une augmentation de la masse a
la surface et une diminution de la rigidité de la couche et pourrait s’interpréter comme étant
le résultat de I'adsorption des molécules d’eau, de S1P et de BSA a la surface. La phase 2b est
caractérisée par une direction de type [-f, -D] qui traduit une augmentation de la masse a la
surface et une augmentation de la rigidité de la couche. L'augmentation de la rigidité de la
couche pourrait s’expliquer par la fixation des molécules de S1P dans les empreintes
moléculaires du MIP qui pourrait avoir pour conséquence de rigidifier la matrice. La phase 2c
est caractérisée par une direction de type [-f, +D] qui traduit une augmentation de la masse a
la surface et une diminution de la rigidité de la couche. La compréhension de ce dernier
résultat n’est pas encore claire.

Pour les deux capteurs, on peut constater que la cinétique du processus correspondant a la
phase 2 est rapide puis ralentit pour devenir constante jusqu’a la phase 3. Il est possible que
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I’'adsorption des molécules soit rapide au début de I'instauration du flux puis ralentisse du fait
d’une saturation de la surface. La partie constante de la cinétique de la phase 2 correspond a
I'incubation pendant laquelle le flux est stoppé. La phase 3 est caractérisée par une direction
de type [+f, -D] qui traduit une diminution de la masse a la surface et une augmentation de la
rigidité de la couche qui correspondraient a la désorption des molécules de BSA et
possiblement de S1P lors du ringage a |'eau.

3.2.2.2.3 Conclusions et perspectives

L'utilisation de la microbalance a cristal de quartz pour la réalisation du test de liaison nous a
permis de démontrer par une technique sans marquage les propriétés de reconnaissance du
MIP-S1P pour la S1P. La S1P semble se lier préférentiellement sur une surface de silicium
recouverte de MIP plutét que sur une surface de silicium vierge (expérience n°l) et
I’hypothése de I'instauration de liaisons spécifiques entre la S1P et le MIP pourrait étre validée
par les résultats de I'expérience 2. Le pourcentage de liaison de la S1P au MIP serait inférieur
a 14 %. Cette faible valeur en comparaison a celle obtenus avec le MIP-S1P de la partie 2
pourrait s’expliquer par le fait que le nombre de sites de reconnaissance est diminué dans le
cas d’une structuration en surface.

Cependant, l'utilisation de la BSA pour la solubilisation de la S1P pose un probleme
d’interprétation. En effet, nous avons analysé les résultats en faisant I’"hypothese que la BSA
n’empécherait pas la S1P de se lier, au moins en partie aux empreintes du MIP et cela reste a
démontrer. De plus nous avons considéré qu’il était possible de distinguer la part de la S1P et
celle de la BSA dans les variations de fréquences observées mais nous ne pouvons pas en avoir
la preuve formelle. Pour pouvoir confirmer ces résultats, il faudra réaliser des nouveaux tests
de liaison avec une méthode de solubilisation permettant de s’affranchir de la BSA. Il sera
aussi nécessaire de tester la sélectivité du MIP avec des analogues structurels.

3.2.2.3 Utilisation de la polymérisation radicalaire controlée pour I'optimisation
de 'homogénéité de la couche de MIP

Comme on I'a vu précédemment, I'inhomogénéité des dépots de MIP peut poser probléme
dans l'interprétation des résultats.

Afin d’améliorer 'homogénéité de la couche de MIP et de pouvoir controler finement son
épaisseur, nous avons mis en ceuvre des méthodes de polymérisation radicalaire contrélée
(CRP) de type polymérisation initiée par iniferter en utilisant un iniferter a base de
diéthyldithiocarbamate [92], [138]. Cette polymérisation est dite « pseudo-vivante » dans le
sens ol l'iniferter, contrairement aux autres photoinitiateurs classiques, se décompose sous
UVs en deux radicaux, dont I'un est capable d’activer la polymérisation et I'autre est stable
mais capable de terminer la croissance de la chaine polymérique par recombinaison lors de
I'arrét de la lampe UV. Lorsque la lampe UV est de nouveau mise en marche, la polymérisation
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reprend. Cette propriété permet de contréler I'épaisseur de la couche par la maitrise du temps
d’exposition aux UVs.

Dans une premiere expérience, nous avons essayé de greffer le sodium
diéthyldithiocarbamate a la surface du silicium via un organosilane par exposition aux UVs, de
synthétiser in situ 'iniferter dithiocarbamate puis de polymériser le MIP a la surface par une
nouvelle exposition aux UVs [149]. Malheureusement, aucune polymérisation n’a été
obtenue. Aprés vérification par analyse d’énergie dispersive de rayons X (EDX) au Microscope
Electronique a Balayage (MEB), il semble que l'iniferter ne soit pas présent avant I'étape de
polymérisation. Ceci pourrait étre la conséquence d’un temps d’exposition trop court lors de
la premiére exposition.

Dans une seconde expérience, nous avons directement greffé I'initiateur BDC a la surface de
silicium modifiée au MAPTMS par exposition aux UVs puis procédé a la polymérisation du MIP
par une nouvelle exposition aux UVs [150] [151]. Une couche de MIP plus homogene a été
obtenue et caractérisée par microscopie a force atomique en mode contact (voir figure 3.13).
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Figure 3.13 : Images AFM en mode contact a différentes échelles de la couche de MIP obtenue par
polymérisation radicalaire contrélée. Les variations de couleurs sur les images de déflexion latérale traduisent
des différences de matériaux.

128



Chapitre 3 : Méthodes de photopolymérisation d’un MIP en surface

La couche de MIP obtenue est de I'ordre de la centaine de nanometre et la morphologie
observée est caractéristique. Malheureusement, la couche n’a pas résisté aux solvants utilisés
dans le protocole d’extraction de la molécule template, laissant présager une mauvaise
accroche du polymére au MAPTMS. Pour remédier a ce probléme, des tests préliminaires
réalisés par I'équipe du Professeur Karsten Haupt a I'UTC ont mené a la synthése d’un
oligomere fonctionnel a base d’iniferter BDC et de 5 a 10 unités de glycidyl méthacrylate,
directement « cliquable » sur des surfaces de silicium modifiées a I’APTES ((3-
Aminopropyl)triéthoxysilane) comme représenté sur la figure 3.14. Cette solution n’a pas
encore pu étre testée avec notre MIP.
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Figure 3.14 : Représentation de I’'oligomére fonctionnel a base d’iniferter BDC avant (gauche) et aprés sa liaison
avec I’APTES (droite).
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3.3 Développement d’un capteur pour la quantification de la
S1P dans un fluide biologique

Pour répondre a I'objectif de la thése, nous avons souhaité polymériser un MIP a la surface
d’une fibre optique dans I'idée de réaliser la quantification de la S1P directement au sein d’un
fluide biologique par des mesures de spectroscopie infrarouge par onde évanescente (Fiber
Evanescent Wave Spectroscopy FEWS). Pour cela nous avons d’abord développé une
technique de polymérisation de surface et le MIP-S1P obtenu a été testé par différentes
méthodes qui ont été présentées dans la premiere partie de ce chapitre.

Dans cette derniére partie, nous présentons une étude bibliographique concernant la
méthode de spectroscopie infrarouge par onde évanescente a la surface d’une fibre optique
avant de s’intéresser aux résultats préliminaires qui ont été obtenus.

3.3.1 Spectroscopie infrarouge par onde évanescente a la surface
d’une fibre optique (FEWS)

3.3.1.1 Spectroscopie dans I'infrarouge moyen

La spectroscopie dans 'infrarouge moyen (2,5 um < A < 25 pm ou 4000 cm™* > ¢ = % >400 cm’

Lavec A et o respectivement la longueur d’onde et le nombre d’onde) est un outil trés puissant
pour I'analyse qualitative et quantitative de composés en phase gazeuse, liquide ou solide
[152], [153].

Des molécules différentes possedent des combinaisons de groupes vibrationnels différentes
ce qui rend leur spectre d’absorption dans l'infrarouge moyen caractéristique. Ainsi, au sein
d’'un mélange d’espéces différentes, ces spectres peuvent étre utilisés pour I'identification et
I’étude d’une molécule en particulier.

Cette technique a déja eu un énorme impact dans le domaine de la biologie et plus
particulierement de la médecine en permettant notamment ['identification puis la
guantification d’espéces dans des fluides biologiques complexes [154], [155]. Il s’agit d’une
technique sans marquage qui contrairement aux techniques basées sur les ultraviolets ou les
rayons X couramment utilisées en biochimie et en médecine, présente I'avantage d’étre non
destructive et peut potentiellement étre utilisée in vivo.

Cependant, les molécules d’eau possédent une forte absorption dans l'infrarouge moyen et
leur présence au sein de I’échantillon ou dans son environnement proche perturbe I'analyse,
rendant les mesures difficiles a réaliser dans les milieux aqueux [156]. C’est la raison pour
laquelle les mesures standards d’absorption dans I'infrarouge moyen sont effectuées sur des
tranches d’échantillons trés fines (entre 10 et 100 um d’épaisseur) préalablement séchées
puis placées a I'intérieur du spectrometre. Malheureusement il n’est pas toujours possible de
préparer ainsi les échantillons et ce protocole n’est pas adapté a lidentification puis la
guantification d’especes au sein d’une solution biologique.
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L'une des méthodes proposée pour surmonter cette difficulté est la spectroscopie par
réflexion totale atténuée (spectroscopie ATR, de I'anglais Attenuated Total Reflection), parfois
appelée spectroscopie par onde évanescente (EWS de I'anglais Evanescent Wave
Spectroscopy) [157]-[159].

3.3.1.2 Spectroscopie par réflexion totale atténuée

Dans ce type de spectroscopie, I'absorption a lieu a l'interface entre I'échantillon et un
élément sensible transparent, plutét qu’au travers d’un échantillon tres fin.

Afin de comprendre la spectroscopie ATR, considérons la propagation d’un faisceau de
lumiere dans un guide d’onde d’indice de réfraction ni placé dans un milieu d’indice de
réfraction n; plus faible (voir figure 3.15 ci-dessous). Lorsque le faisceau incident R; atteint
I'interface entre les deux milieux (appelée dioptre), il donne en général naissance a un rayon
réfléchi Rr et a un rayon transmis R: (ou réfracté), qui seront situés dans le plan d’incidence
défini par le rayon incident et la normale locale au dioptre. Le rayon réfléchi R, est symétrique
au rayon incident R; par rapport a la normale (8'; = 6,) et I'angle de réfraction 6, est relié a
I’angle d’incidence 0, par la loi de Snell-Descartes :

n, sinf@; = n, sin 6, (6)

Comme n,; > n,, le rayon transmis s’écarte de la normale (voir figure 3.15 a). Lorsque I’angle
d’incidence 6 est supérieur ou égal a I'angle de réfraction limite donné par :

6, = arcsin 3, (7)
ng

la réflexion est dite totale et le rayon réfracté n’existe pas (voir figure 3.15 b). Le faisceau
lumineux se propage alors dans le guide d’onde par une série de réflexions totales internes a
I'interface. L'interférence entre I'onde incidente et 'onde réfléchie donne naissance a une
onde stationnaire dans le guide d’onde perpendiculairement a l'interface et a un champ
évanescent dans le milieu d’indice n; (voir figure 3.15 b), dont le champ électrique E décroit
exponentiellement avec la distance z a l'interface.
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a normale b normale

dioptre

n,

Figure 3.15 : Propagation d’un rayon lumineux dans un guide d’onde, cas ou il existe un rayon réfléchi et un
rayon transmis (a) et illustration de la réflexion totale (b).

Cette décroissance s’exprime par :
E, = Ege™?/%, (8

ou d,, la profondeur de pénétration du champ évanescent dans le milieu d’indice nz est
donnée par:

A
dp - 27n4/Sin? 61—(ny1)? (3)

n
avec 1 la longueur d’'onde et n,; = —=.

nq

Généralement, la profondeur de pénétration d,, est de I'ordre de la longueur d’onde de la
lumiere dans le milieu d’indice n,.

Si 'onde évanescente est partiellement absorbée par le milieu d’indice n, a des longueurs
d’onde spécifiques A;, on aura :

r() <1 (10)

avec r(4;) la réflectivité, c’est-a-dire la proportion de I'onde électromagnétique qui est
réfléchie a I'interface. On parlera alors de réflexion totale atténuée et ce phénomene est a la
base de la spectroscopie ATR.

Il peut étre démontré par ailleurs que :

r(A4) =1-a(4y) d,, (11)
oud, et a(4;) sont respectivement I'épaisseur et le coefficient d’absorption de la couche dans

le milieu d’indice n, qui absorbe effectivement la lumiére. Il est également admis que les
mesures relatives a une méme couche absorbante de coefficient d’absorption a(4;) et
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d’épaisseur d, seront identiques, que I'on utilise la spectroscopie ATR ou la spectroscopie de
transmission classique.

Considérons maintenant la transmission de la lumiéere de longueur d’onde A; au sein du guide
d’onde. La lumiéere y est transmise par une succession de réflexions totales internes et la
réflectivité pour un nombre N de réflexions est donnée par :

R(4;) =1—Na(4) d,, (12)

ou A(4;) = Na(4;) d, est le coefficient d’absorption pour la longueur d’onde ;. Le tracé de
la fonction A(A) correspondra au spectre de I'absorption générale du milieu d’indice n,. Si ce
milieu correspond a I’échantillon d’étude (par exemple un fluide biologique) les pics dans le
spectre d’absorption (ou inversement les creux dans le spectre de transmission) pour
certaines longueurs d’onde seront caractéristiques des espéces présentes dans I'échantillon
(par exemple des molécules biologiques) ce qui servira a les identifier. L'amplitude des pics
sera proportionnelle a la concentration des espéces en solution, ce qui permettra de les
quantifier.

Notons que la valeur de A(4;) dépend de l'indice de réfraction n, et du nombre N de
réflexions. Le nombre N dépend quant a lui de la géométrie de I'élément ATR. Il est
proportionnel a sa longueur et inversement proportionnel a son épaisseur et a la tangente de
I'angle d’incidence.

La spectroscopie ATR infrarouge a été utilisée avec succés dans de nombreuses applications
dans le domaine biologique et médical, notamment pour la quantification de biomarqueurs
de certaines pathologies dans les urines ou dans le sang [160]-[164]. Néanmoins, les systemes
de spectoscopie ATR classiques présentent deux inconvénients non négligeables. Tout
d’abord, I'élément ATR doit normalement étre placé dans un spectromeétre infrarouge
encombrant et les mesures ne peuvent pas se faire a distance, ce qui constitue une limitation
majeure si I'objectif poursuivi est le developpement d’un capteur transportable. D’autre part,
la sensibilité des mesures dépend grandement du nombre de réflexions N et de I'angle
d’incidence 8,, grandeurs relatives a la gé¢ométrie de I'élément ATR. En résumé, plus I’élément
est long et fin et plus la sensibilité de mesure est élevée. Or, la plupart du temps, I'élément
ATR employé dans les appareils classiques est relativement court et épais (par exemple un
prisme). La perte de sensibilité qui en résulte peut constituer un probléme majeur lorsque I'on
souhaite quantifier une espéce présente en tres faible concentration dans un fluide complexe
[165]. Toutefois, ces deux inconvénients peuvent étre dépassés grace a I'utilisation d’une fibre
optique en tant qu’élément ATR [166], [135]. C’est le principe de la spectroscopie par onde
evanescente a la surface d’une fibre optique (FEWS de I'anglais Fiber-Optic Evanescent Wave
Spectroscopy).

133



Chapitre 3 : Méthodes de photopolymérisation d’un MIP en surface

3.3.1.3 Spectroscopie par onde evanescente a la surface d’une fibre optique

3.3.1.3.1 Exemple d’applications dans le domaine médical et choix du type de fibre

Cette technique de spectroscopie permet la réalisation de mesures infrarouges dans des
milieux biologiques avec une grande sensibilité. Parmi les exemples marquants de la
littérature on pourra citer le travail de Goldberg et al.,[167] dans lequel cette technique est
utilisée pour I'analyse des tissus biologiques in situ et en temps réel dans le cadre de la
détection du mélanome cutané, le travail pionnier de Osnat Eytan et al.,[168] dans lequel ils
guantifient plusieurs entités biologiques liées a des pathologies directement dans du sérum
ou encore I'étude menée par I'équipe de Anne et al., en collaboration avec I'Ho6pital Public de
Rennes qui concerne la détection de fer dans le sérum d’un large groupe de patients atteints
d’hémochromatose, une maladie héréditaire responsable d’une surcharge de fer dans
I'organisme [169].

Les fibres optiques utilisées dans ces systemes doivent présenter une bonne stabilité
thermomeécanique et surtout étre transparentes dans la plus large gamme de l'infrarouge
possible. Elles sont généralement en matériaux cristallins ou en verre. Trois familles de verre
différentes (voir figure 3.16) sont couramment employées [170], [171]. Il s’agit des verres a
base de silice, qui ont I'inconvénient d’étre opaques pour des longueurs d’onde supérieures a
6 um, des verres fluorés a base de fluorure de zirconium (ZrFa), qui possédent une large
transmission allant de I'UV a 7 um, mais qui ne peuvent pas étre utilisé au-dela, et enfin des
verres de chalcogénure (sulfure, séléniure, tellurure) qui contiennent en plus d’autres
éléments tels que I'arsenic (As), le germanium (Ge), I'antimoine (Sb) et le gallium (Ga). Parmi
ces dernieres, les fibres en verre de séléniure ont une bonne stabilité thermique et sont
particulierement appropriées a la spectroscopie par onde evanescente pour la detection de
molécules dans le domaine médical avec une gamme de transmission théorique pouvant aller
de 2 a 12 um, ce qui correspond aux domaines d’absorptions fondamentales causées par les
vibrations des principales molécules biologiques. Malheureusement, leur propriété
mécanique sont parfois assez pauvres et elles sont potentiellement toxiques [172]-[174].
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Figure 3.16 : Spectres de transmission dans l'infrarouge pour différents types de fibres

3.3.1.3.2 Augmentation des perfromances - Couplage avec les MIPs

Il est possible d’augmenter encore plus la sensibilité de mesure en agissant sur la géométrie
des fibres optiques employées. En effet, comme évoqué précedemment, la réduction de
I'angle d’incidence, qui conduit a une plus grande profondeur de pénétration de I'onde
evanescente, et I'augmentation du nombre de réflexions dans la fibre, tendent a augmenter

la sensibilité. C'est dans ce but que les fibres sont parfois étirées, applaties, pliées en coude
ou bien enroulées en spirale (voir figure 3.17).

Figure 3.17 : Différentes modifications dans la géométrie de la fibre pouvant augmenter la sensibilité de la
mesure.
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Une autre méthode permettant d’augmenter la sensibilité existe. Il s’agit du recouvrement de
la surface de la fibre optique par une couche de polymeéere hydrophobe qui empéche les
molécules d’eau d’accéder jusqu’a la zone de I’échantillon exposé a 'onde evanescente,
limitant ainsi les absorptions parasites duent aux molécules d’eau [175]-[177].

Il est tout a fait envisageable, que le polymére hydrophobe utilisé a cet effet soit un MIP avec
pour avantage supplémentaire que seules les molécules cibles vont diffuser dans la couche et
atteindre la région du champ evanescent, contrairement aux autres molécules de la solution.
De plus, la molécule cible pourra étre détectée et quantifier par spectroscopie infrarouge. Les
avantages des deux tecniques sont ainsi cumulés et en plus de la sensibilité, la sélectivité de
la méthode de mesure sera augmentée grace au couplage avec le MIP [177].

Dans la littérature, deux exemples d’utilisation de MIP pour des mesures de spectroscopie par
onde evanescente sont référencés. Le premier exemple connu date de 1999. Dans leur travail
précurseur, Jakusch et al., [178] rapportent la préparation par la méthode non covalente d’'une
couche d’'un MIP dirigé contre I’herbicide 2,4-D a la surface d’un élément ATR en sélénium et
zinc, pour la mise au point d’un capteur chimique.

Le second exemple est plus récent (2015) et une fibre optique est utilisée en tant qu’élément
ATR et comme transducteur d’un capteur biomimétique a base d’'un MIP visant le basic red 9,
un colorant textile présent au sein d’effluents industriels. Le polymére le MIP est d’abord
préparé par polymérisation en masse puis immobilisé sur la surface de la fibre optique par
dip-coating [179].

L'utilisation de la fibre optique offre également |'avantage de pouvoir réaliser Ia
polymérisation du MIP in situ a |la surface de la fibre optique, directement par I'application de
I'onde évanescente, ce qui représente un moyen pratique et direct de coupler le MIP a la fibre
optique tout en limitant sa manipulation [137].

3.3.2 Premieres étapes dans le développement du capteur

3.3.2.1 Choix du matériel

Afin de développer le nouveau capteur nous avons commandé chez SelenOptic une fibre
optique (fil de verre) en verre de chalcogénure a base d’arsenic et de sélénium (ArSe) d’un
diametre de 125 um et transparente sur une gamme de longueurs d’onde allant de 2 a 9 um
(voir figure 3.18). Ce type de fibre a été choisi parce que la gamme de transmission est
particulierement bien adaptée a la detection de molécules dans le domaine médical.
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Figure 3.18 : Spectre d’atténuation en fonction de la longueur d’onde de la fibre optique ArSe.

Dans un premier temps, notre ambition était de connecter la fibre optique a un spectrométre
infrarouge afin de bénéficier d’une source et d’'un détecteur infrarouge de haute qualité. Nous
avons identifié un module de couplage pour fibre optique commercial (Bruker) présent sur le
site de 'ENSIACET a Toulouse et permettant de raccorder la fibre de fagon déportée depuis
d’un spectrometre Tensor 27 (voir figure 3.19).

Spectrométre Tensor 27 Module de couplage

Connexion A

Connexion B

Liaison avec le module de couplage
directement relié a la source infrarouge

Figure 3.19 : Photographies du spectrométre et du module de couplage.

La source utilisée est celle du spectromeétre alors qu’un détecteur est présent dans le module
de couplage. Ce module dispose de deux connexions permettant de brancher la fibre. Les
rayons infrarouges provenant de la source du spectrometre sont focalisés dans la fibre par un
ensemble de miroirs et de lentilles, ils parcourent la fibre suite a de multiples réflexions totales
internes puis retournent dans le module de couplage ou ils sont envoyés vers le détecteur.
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A terme la fibre optique pourra étre connectée a une source et un détecteur miniaturisé de
facon a rendre le capteur portable.

Pour la polymérisation du MIP a la surface de la fibre optique, il est possible d’aplatir une
partie de la fibre optique de fagon a pouvoir utiliser la méthode de photopolymérisation
présentée dans la premiere partie de ce chapitre. Comme on I'a vu précédemment,
I'aplatissement de la fibre permettrait aussi d’augmenter la sensibilité de la mesure mais les
risques de casse de la fibre sont importants. Une autre possibilité serait de déposer la solution
a la surface de la fibre optique par la méthode de dip-coating puis la polymériser aux UV dans
une atmosphére contrélée mais cette technique implique le déplacement de la fibre qui
augmente les risques de pollution et de rupture de la fibre. Une option idéale serait d’installer
la fibre déja reliée a la source et au détecteur infrarouge dans un systéme de cuve contenant
la solution de pré-polymérisation et d’effectuer la polymérisation par onde évanescente. La
méme cuve pourrait étre utilisée comme contenant de la solution biologique.

3.3.2.2 Résultats préliminaires de spectroscopie infrarouge en mode ATR

Avant de développer le dispositif expérimental dédié a la spectroscopie infrarouge par fibre
optique, nous avons souhaité réaliser des mesures préliminaires en spectroscopie infrarouge
classique en utilisant le mode ATR dont le principe physique, nous I'avons vu, est commun a
celui employé dans la spectroscopie par onde évanescente a la surface d’une fibre optique
(FEWS).

I nous a paru important de vérifier que la S1P avait bien une signature spectrale
caractéristique dans l'infrarouge et de s’assurer que le spectre du MIP n’était pas superposé
a celui de la S1P.

Le spectromeétre Infrarouge a Transformée de Fourier (FTIR) Tensor 27 de chez Bruker équipé
d’'un module ATR (Attenuated Total Reflectance) diamant a été utilisé. Les spectres de
transmittance (%) sur une gamme allant de 400 3 4000 cm™ (nombre d’onde) ont été obtenus
pour la S1P sous forme de poudre et pour le MIP-S1P photopolymérisé a la surface des
échantillons de silicium. L’analyse de la S1P en solution aqueuse a aussi été réalisée mais sans
succes, probablement a cause d’une sensibilité trop faible due a la présence en exces des
molécules d’eau. Les résultats sont présentés dans la figure 3.20.
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Figure 3.20 : Signature infrarouge de la S1P en poudre (noir) et du MIP-S1P polymérisé en surface.

Nous pouvons voir que les groupements chimiques de la S1P et du MIP sont clairement
identifiables. Les pics infrarouges relatifs au groupe phosphate de la S1P sont de forte
intensité et paraissent les plus adapté a I'identification de la molécule. Avec ce résultat, nous
pouvons aussi constater que les pics caractéristiques de la S1P ne sont pas présents dans le
spectre du MIP polymérisé en surface ce qui prouve que I'étape d’extraction de la molécule
template est bien efficace.

Toutefois, la question se pose de savoir si le spectre infrarouge de la S1P est suffisamment
caractéristique pour permettre son identification au sein de mélange complexe, contenant
notamment des molécules similaires. L'utilisation du MIP comme premier filtre de sélection
pourrait étre une solution mais malheureusement il est probable que les spectres des
analogues structurels potentiellement lié par le MIP soit similaire. Une grande sélectivité du
MIP, lui permettant de reconnaitre seulement la S1P serait donc nécessaire si I’'on souhaite la
qguantifier par cette méthode.
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3.4 Conclusions et perspectives

Dans le chapitre 3, nous avons réussi a rendre la formulation du MIP-S1P 1 photosensible et a
mettre au point une méthode de photopolymérisation en 2D. Grace a cette méthode nous
avons pu polymériser le MIP a la surface de substrats en silicium puis tester ses propriétés de
reconnaissance par deux méthodes de mesures dont I'une sans marquage.

Les résultats du test de liaison mesurés par microscopie de fluorescence suggéerent que le MIP-
S1P est doté de propriétés de reconnaissance vis-a-vis de la S1P fluorescéine et qu’il est
sélectif de la S1P fluorescéine par rapport a la fluorescéine seule. La liaison de la S1P
fluorescéine au MIP est probablement due en majorité aux interactions entre la molécule cible
et le monomere fonctionnel. La reconnaissance de forme, si elle intervient dans cette liaison
ne peut pas étre totale a cause de la présence du groupement fluorescéine. Justement,
I'interprétation de nos résultats est basée sur I’"hypothése que la présence du groupement
fluorescéine n’'empéche pas la S1P fluorescéine d’interagir avec le monomere fonctionnel.
Dans I'avenir, il faudrait étre capable de valider cette hypothése ou bien de réaliser les mémes
expériences avec un moyen de détection sans marquage. De plus, ces tests de liaison
devraient étre répétés avec un nombre plus important d’échantillons. La caractérisation en
microscopie optique a montré que |'épaisseur des spots de MIP n’est pas parfaitement
homogene, ce qui limite l'interprétation des résultats des tests de liaison. Il sera nécessaire de
développer une nouvelle méthode de polymérisation en surface permettant de contrbler
I’épaisseur et I'homogénéité des spots de MIP. Les méthodes de polymérisation radicalaire
contrblée que I'on a présentées et qui sont en développement pourront étre utilisées a cet
effet. Afin de se rapprocher le plus possible des conditions d’utilisation finales du capteur, il
faudra réduire la concentration d’incubation de S1P lors du test de liaison pour atteindre a
terme une valeur de la gamme de concentration estimée de S1P libre (7,3 — 45 nM). Pour que
les tests soient réalistes, il faudra les réaliser dans le plasma sanguin et en présence
d’analogues structurels.

L'utilisation de la QCM nous a permis de démontrer par une technique sans marquage les
propriétés de reconnaissance du MIP-S1P pour laS1P. La S1P semble se lier préférentiellement
a une surface de silicium recouverte de MIP plutét qu’a une surface de silicium vierge
(expérience n°1). De plus, les résultats de I'expérience n°2 laissent espérer 'instauration de
liaisons spécifiques entre la S1P et le MIP. Cependant, le pourcentage de liaison maximale de
S1P est faible (14 %) et cela pourrait s’expliquer par le fait que le nombre de sites de
reconnaissance est diminué dans le cas d’une structuration en surface. Surtout, I'utilisation de
la BSA pour la solubilisation de la S1P pose un gros probléme d’interprétation des résultats.
Notre hypothése de base était que la BSA n"empécherait pas totalement la S1P de se lier aux
empreintes du MIP mais compte tenu de la taille de la BSA par rapport a celle de la S1P, cette
hypothése semble peu probable. Nous avons également considéré qu’il était possible de
mesurer la part de la S1P dans la variation de fréquence observée, mais cette mesure se faisant
toujours en présence de BSA, nous ne pouvons pas en avoir la preuve formelle. Ainsi, pour
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pouvoir confirmer ces résultats, il faudrait réaliser des nouveaux tests de liaison avec une
méthode de solubilisation permettant de s’affranchir de la BSA. Comme rappelé
précédemment il serait aussi nécessaire de tester la sélectivité du MIP avec des analogues
structurels dans le plasma sanguin et avec des concentrations de S1P pertinentes. Malgré les
doutes évoqués et bien que seulement qualitative, I'interprétation des courbes de variation
de dissipation en fonction de la variation de fréquence est instructive. Les résultats pourraient
témoigner d’une différence de propriétés viscoélastiques de la couche engendrée par le
passage de la S1P a la surface du capteur. Le type d’interaction de la solution de S1P avec le
MIP semble différent de celui de la solution contréle avec le méme MIP ce qui pourrait
traduire une interaction particuliere entre la S1P et le MIP. Enfin, la liaison de la S1P dans les
empreintes du MIP pourrait engendrer une augmentation de la rigidité de la matrice
polymérique.

La méthode de spectroscopie par onde évanescente a la surface d’une fibre optique a été
identifiée comme une méthode de détection théoriguement bien adaptée a nos objectifs.
Cependant en pratique, des premieres expériences avec la fibre optique ont montré qu’elle
était difficilement manipulable a cause de sa fragilité. Malgré qu’elle soit transparente dans la
région infrarouge attendue, cette fibre n’est définitivement pas la meilleure option d’un point
de vue pratique, d’autant plus qu’elle est potentiellement toxique. Pour la polymérisation du
MIP a la surface de la fibre, une méthode de dip-coating pourra étre envisagée a condition de
travailler sur la viscosité de la solution de pré-polymérisation et de pouvoir éviter la
contamination a I'oxygéne. Un dispositif expérimental tout-en-un, muni d’une cuve pourrait
accueillir la fibre optique au moment de I'étape de polymérisation et de I'étape de test dans
le plasma sanguin. Ceci permettrait de limiter le plus possible le transport de la fibre fragile. A
plus long terme, il pourrait étre envisagé de coupler la fibre avec une source et un détecteur
infrarouge miniaturisée afin que le dispositif devienne portable et qu’il puisse étre employé
dans une application de type point of care.

La signature spectrale de la S1P dans l'infrarouge moyen a été obtenue avec succés par la
méthode d’ATR mais nous craignons qu’elle soit peu caractéristique. En effet, les analogues
structurels de la S1P ont des signatures spectrales dans l'infrarouge tres similaires voire
identiques. Si la sélectivité du MIP ne parvient pas a étre améliorée, cette limitation pourrait
remettre en cause le choix de cette technique de mesure.
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Conclusion générale

L'objectif de la these était de développer un capteur pour la quantification sélective de la
forme libre de la S1P dans le plasma sanguin. Du fait du faible poids moléculaire de la S1P et
des propriétés avantageuses des MIPs par rapport aux biorécepteurs biologiques, nous avons
décidé d’utiliser un MIP en tant que couche sensible pour notre futur capteur. La mise au point
de la formulation d’un MIP pour la S1P a constitué un défi surtout a cause de sa propriété
amphiphile qui a rendu difficile sa solubilisation pour la préparation de la solution de pré-
polymérisation et le choix du monomere fonctionnel.

Une nouvelle formulation d’'un MIP-S1P a été obtenue et une méthode polymérisation en
masse a été appliquée avec succes pour la préparation de ce MIP.

Les propriétés de reconnaissance du MIP-S1P pour la S1P ont été évaluées par LC-MS et une
capacité de liaison d’environ 65 % a été obtenue. Les propriétés de reconnaissance du MIP-
S1P pour la S1P fluorescéine ont également été évaluées par spectroscopie de fluorescence
et une capacité de liaison similaire a été obtenue.

Pour des raisons pratiques, nous avons synthétisé un MIP avec une molécule « dummy
template » dans le but de mener des optimisations. Ce MIP a été testé et une meilleure
capacité de liaison pour la S1P fluorescéine a été obtenue. Grace a l'optimisation des
parameétres expérimentaux réalisée avec ce MIP, les performances du MIP-S1P pour la liaison
a la S1P fluorescéine ont été améliorées.

Ces résultats semblent montrer qu’il y a bien une capacité de liaison du MIP-S1P pour la S1P
fluorescéine mais ils posent la question du réle de la propriété de reconnaissance du MIP
attribuée aux empreintes. En effet, tous nos tests ont été réalisés avec la S1P fluorescéine, or
sa structure n’est pas équivalente a celle de la S1P. La sélectivité du MIP-S1P semblait ainsi
remise en cause.

Nous avons effectivement montré que la sélectivité du MIP-S1P n’était pas optimale, puisque
le MIP est aussi capable de lier le céramide 1-phophate qui est en plus fluorescent. La
sélectivité était un critére fondamental dans notre objectif puisque le but était de quantifier
une forme particuliere, la forme libre de S1P, au sein d’'un milieu biologique complexe, le
plasma sanguin contenant plusieurs analogues structurels de la S1P. Ainsi, nous avons tenté
d’optimiser la formulation du MIP-S1P pour augmenter sa sélectivité mais seule une
modification du solvant de test de liaison a permis de montrer une tendance positive.
Toutefois, il s’agit d’'un premier test et ce résultat devra étre confirmé.

Dans un second temps, pour répondre au deuxieme objectif du travail, nous avons identifié
une technigue de détection adaptée aux conditions d’utilisation de notre capteur. Nous avons
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choisi la spectroscopie infrarouge par onde évanescente a la surface d’une fibre optique, parce
gu’il s’agit d’'une méthode sans marquage suffisamment sensible, qui peut étre compatible
avec une application médicale de type point of care et qui présente I'avantage de permettre
une identification des molécules par leur signature infrarouge. De plus, il a déja été démontré
gue le couplage d’un polymere avec la fibre optique avait pour conséquence d’augmenter la
sensibilité de la mesure. Notre idée de base était de pouvoir, grace a cette technique de
mesure, distinguer la S1P parmi ses analogues structurels éventuellement liés par le MIP.
Malheureusement, il est probable que les analogues structurels aient la méme signature
spectrale que la S1P.

Afin de préparer I'immobilisation du MIP-S1P a la surface en verre de la fibre optique nous
avons travaillé pour rendre la formulation du MIP photosensible pour mettre en place une
nouvelle méthode polymérisation du MIP-S1P en 2D, a la surface de substrats de silicium.
Cette méthode a été développée avec succes et nous avons pu grace a elle tester le MIP-S1P
par microscopie de fluorescence et par microbalance a cristal de quartz. Les résultats des tests
de liaison sont prometteurs, méme s’ils sont a nuancer en raison de I'utilisation de la S1P
fluorescéine ou de la S1P solubilisée dans la BSA. De plus, la caractérisation des couches de
MIP a montré une inhomogénéité des dépdts qui peut étre handicapante pour I'analyse des
résultats des tests de liaison. C’est la raison pour laquelle nous avons commencé a développer
des techniques de polymérisation radicalaire contrélée de fagon a mieux maitriser I'épaisseur
des dépbts. L'une des méthodes utilisées a démontré son efficacité et une autre solution tres
prometteuse est envisagée.

Nous pensons qu’il sera nécessaire de faire évoluer la formulation du MIP-S1P et surtout sa
méthode de polymérisation, sans quoi la quantification de maniére sélective de la S1P sous sa
forme libre sera tres difficile. Il faudra en priorité réaliser les tests de liaison dans le plasma
sanguin, avec de la S1P non marquée et pour des concentrations pertinentes. Ce travail aura
apporté un ensemble de premiers résultats prometteurs et il sera intéressant de le poursuivre.
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