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Introduction

Dans des applications aussi variées que les agents de contraste en IRM ou l'immuno-

agglutination magnétique dans le domaine du diagnostic, les latex dans la fabrication des pneus

ou les additifs dans l'agroalimentaire, les colloïdes sont fréquemment mis au contact de milieux

biologiques.

De part leur omniprésence, l'interaction des protéines avec des surfaces - aussi bien gazeuses

que liquides ou solides - a été étudiée depuis plus de 150 ans. Cependant, malgré toutes les

études réalisées sur le sujet, le phénomène d'adsorption de protéines n'est toujours pas décrit

correctement. Plusieurs paradoxes existent, notamment à cause de l'irréversibilité par dilution

du phénomène. Comprendre ce phénomène pourrait pourtant permettre d'améliorer la formu-

lation des particules, et les rendre ainsi plus performantes dans leurs applications.

La détection de protéines par immuno-agglutination magnétique est une application qui a

été étudiée durant cette thèse. Basée sur l'orientation d'agrégats magnétiques anisotropes, une

nouvelle méthode a été développée, permettant de mesurer un signal d'agrégation uniquement

proportionnel aux agrégats formés. Le bruit de la mesure est ainsi diminué, et la limite de

détection abaissée. L'intérêt de cette technique, qui permet plus largement d'avoir accès à l'état

d'agrégation de solutions de particules magnétiques, a pu être validé sur un système modèle

- streptavidine et BSA-biotine - ainsi que sur un système réel : la détection de la protéine

C-réactive.

Cette application illustre la nécessité de bien connaître l'adsorption sur les surfaces, sous

peine notamment de déstabiliser les particules ; l'adsorption des protéines sur les colloïdes fait

l'objet de la seconde partie de cette thèse. Le premier objectif a été la mise au point d'un

protocole de mesure capable de fournir des données �ables. Ceci a alors permis d'analyser

l'adsorption pour un système protéine - surface modèle : l'albumine de sérum bovin et la silice.

Les mesures obtenues ont ainsi permis une meilleure caractérisation et de proposer un nouveau

modèle de l'adsorption des protéines.

En�n, les connaissances acquises sur l'adsorption ont permis de comprendre comment des

- 9 -



Introduction

agrégats non spéci�ques se formaient du fait de la présence des protéines. Il a également été

observé que les protéines étaient capables de protéger les particules de l'agrégation. La protec-

tion des particules par la BSA a �nalement été testée dans du plasma, pour tenter d'améliorer

la détection de protéines cibles en plasma.
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Chapitre 1

Les surfaces homogènes en milieu

biologique

Dans ce chapitre nous nous intéressons aux interactions qui ont lieu quand une surface

homogène entre en contact avec un milieu biologique.

Il s'agira tout d'abord de dé�nir le milieu biologique, avec un intérêt marqué pour les

protéines. Ce sont en e�et elles qui sont le coeur de cette étude, pour plusieurs raisons : elles re-

présentent une composante importante du sang, elles illustrent parfaitement l'extrême diversité

des composantes sanguines, et pour �nir elles sont présentes dans de nombreuses applications

du quotidien.

Le domaine médical est le plus démonstratif - il sera ainsi développé dans cette partie -,

mais les protéines sont aussi très présentes dans l'agroalimentaire. Outre le fait que les aliments

en sont composés, elles y sont parfois rajoutés, aussi bien pour leurs propriétés nutritives que

pour leurs propriétés physico-chimiques - les protéines laitières sont particulièrement utilisées,

par exemple dans les fromages pour pizzas.

L'adsorption des protéines sur les surfaces sera ensuite abordée ; tout d'abord aux temps

courts, puis en régime stationnaire. Cette thématique a depuis 50 ans fait l'objet de très nom-

breuses recherches, les protéines et les surfaces qu'il est possible d'étudier étant extrêmement

diverses. Cette partie consiste en l'état de l'art sur ce sujet ; les expériences réalisées durant la

thèse seront présentées dans les chapitres suivants

- 11 -



Chapitre 1. Les surfaces homogènes en milieu biologique

1.1 Les milieux biologiques

Sang, salive, larmes, sperme, liquides intra et extra-cellulaires... les �uides biologiques ont

une place très importante pour tous les organismes vivants. Ils permettent la mobilité des

di�érents objets nécessaires à la communication entre les di�érents organes, le transport de

nutriments ou l'évacuation de déchets.

A�n de mieux se rendre compte de l'importance et de la complexité de ces �uides, le rôle

et la composition du sang seront détaillés ; puis les applications qui y sont reliées, dans le

diagnostic médical.

1.1.1 Exemple du sang

Suivant la morphologie, de 5 à 7 litre de sang circulent dans le corps humain, à un débit

typique de 5L/min. Se chargeant en oxygène dans les poumons et propulsé par le coeur, il

irrigue tous les organismes grâce à un gigantesque réseau d'artères, veines, capillaires, artérioles

dont la longueur est estimée à 100,000km [Loe and Edwards, 2004]. Etant le �uide circulant

communiquant avec le plus grand nombre d'organismes, il est celui qui a la composition et les

utilités les plus diverses.

Les fonctions

Il a tout d'abord de nombreuses fonctions de transport, comme celui de l'oxygène, des

poumons aux organismes. Ces derniers sont également approvisionnés en nutriments, récupérés

entre autre des intestins.

Le sang sert aussi à assurer la sécurité de l'organisme. Il sert ainsi au système immunitaire :

dans le cas d'une infection, il draine les cellules de la réponse immunitaire (globules blancs,

macrophages...) ; mais également à l'hémostase en drainant les plaquettes qui permettront,

avec les �brinogènes, de réaliser la coagulation.

Le sang évacue en�n les catabolites, substances issus du catabolisme dans les organismes,

tel l'acide lactique et le CO2 produits par les muscles.

La composition

A�n de remplir ces diverses fonctions, le sang est composé de très nombreux éléments.

- 12 -



1.1. Les milieux biologiques

Les éléments �gurés 45% du volume sanguin est constitué de cellules, qui baignent dans

un liquide appelé plasma. Les di�érentes cellules sont les globules blancs - chargés de la réponse

immunitaire -, les plaquettes et en grande majorité les globules rouges. Ces derniers, qui donnent

au sang sa couleur rouge via l'hémoglobine qu'ils contiennent, sont chargés d'amener l'oxygène

des poumons aux muscles.

Gaz et ions Notamment grâce aux globules rouges, le sang contient des gaz dissous : princi-

palement l'oxygène (50mM) amené des poumons aux organes, et le dioxyde de carbone (25mM)

amené des organes vers les poumons pour élimination. En�n les bicarbonates (20mM) servent

en tant que tampon à maintenir le pH du sang à une valeur de 7.4.

Divers ions permettent quant à eux de maintenir l'équilibre osmotique, les plus importants

étant Na+ (140mM) et Cl− (105mM). Mais de nombreux autres sont présents tels K+, Ca2+

ou Mg2+.

Solutés organiques La dernière partie est constituée de divers solutés organiques, dont seuls

les principaux sont cités ici.

Tout d'abord les protéines, de 60 à 80g/L dans le plasma, on en compte près de 3,000

di�érentes [Zhang et al., 2008]. On citera en particulier l'albumine, qui représente 60% de la

masse de protéines. De part son aptitude à se lier à de nombreuses fonctions, elle sert au

transport de nombreuses plus petites molécules (hormones, acides gras, etc).

Les lipides sont également présents sous diverses formes tels les acides gras ou le cholestérol.

Les acides gras sont utilisés comme source d'énergie quand transportés vers le foie et les muscles,

leur concentration va de 35 à 125mg/l (www.sante.public.lu). Le cholestérol est un des prin-

cipaux lipides de l'organisme, il est fabriqué par le foie. Sa concentration varie typiquement de

1.6 à 2.4g/l.

A raison de 1g/L de sang, le glucose est une réserve d'énergie disponible pour les orga-

nismes. Et pour �nir les hormones, sécrétés par des glandes, qui sont les messagers chimiques

de l'organisme.

D'un point de vue physico-chimiste, le sang est donc un milieu extrêmement complexe. Il

contient de très nombreux constituants, de tailles très variées, chargés ou non, avec des parties

hydrophiles, hydrophobes ou encore des surfactants.

- 13 -



Chapitre 1. Les surfaces homogènes en milieu biologique

1.1.2 Applications médicales

Le sang contient un très grand nombre de composants dont la concentration est très �nement

régulé, il est donc révélateur de nombreuses pathologies. Il irrigue également la quasi-totalité

des régions de l'organisme : avec un tel réseau il est possible d'atteindre de très nombreux

endroits, ce qui est utilisé dans de nombreuses techniques de soins [Arvizo et al., 2012].

Diagnostic in vitro

De nombreux dysfonctionnements de l'organisme sont détectables par la quanti�cation d'un

élément du sang, en particulier de protéines. Parmi les protéines détectées en grandes quantités

se trouve la protéine C-réactive - CRP, un marqueur de l'in�ammation - : plus de 16 millions

de dosages ont été réalisés en France en 2012 (http://www.ameli.fr). Avec 10 millions de

tests réalisés en 2012, la TSH est autre protéine majeure : elle régule la thyroïde elle est donc

révélatrice de troubles de la thyroïde dont sou�re 2-4% de la population.

Diagnostic in vivo

L'IRM est de loin l'application in vivo la plus développée, elle esst devenue au �l des ans

un outil incontournable pour visualiser diverses zones de l'organisme tel un genou �ssuré ou

une tumeur cérébrale. A�n d'améliorer la résolution, un agent de contraste peut être prescrit

au patient, agent qui là encore sera véhiculé par le sang [Laurent et al., 2008]. Les agents

de contraste sont soit des molécules - contenant souvent du gadolinium - soit des colloïdes

magnétiques.

Thérapie in vivo

Pour l'hyperthermie magnétique, des nanoparticules injectées dans le sang sont localisées

magnétiquement dans une zone cancéreuse, puis excitées grâce à un champ magnétique alter-

natif. La chaleur dégagée permet de brûler la tumeur.

A titre encore expérimental, le relargage de médicament dans le sang. Certains nano-objets

sont conçus pour encapsuler des principes actifs, et ne les libérer que lentement dans le sang.

Eviter l'élimination rapide par l'organisme représente un véritable dé�, c'est pourquoi la chimie

de surface de ces objets est particulièrement travaillée [Couvreur and Vauthier, 2006].

Pour toutes ces applications, il est primordial que les objets qui seront mis au contact du

sang ne soient pas détériorés par les composés précédemment cités. Parmi les composantes du

- 14 -



1.1. Les milieux biologiques

Figure 1.1 � Gauche : structure générique d'un acide aminé. Droite : deux acides aminés reliés par
une liaison peptidique. R et R' représentent les chaînes latérales qui font la spéci�cité des acides aminés.

sang responsables des limites de ces applications, les protéines occupent une place importante

à cause de leur abondance et de leur diversité : c'est pourquoi elles sont étudiées. Cependant,

avant de s'intéresser à leurs propriétés adhésives, il est important de bien se rendre compte de

ce qu'est une protéine : cette description fait l'objet de la partie suivante.

1.1.3 Les protéines

Parmi les di�érents composants du sang précédemment cités, les cellules, de part leur taille

importante, peuvent facilement être séparées du sang avant une analyse in vitro, elles ne sont

d'ailleurs pas dans tous les milieux biologiques. Les petites molécules telles les hormones ou les

gaz ont quant à eux des comportements bien connus, leurs interactions sont bien caractérisées.

Reste les objets de taille intermédiaire : les protéines. Possédant des régions chargées posi-

tivement, négativement, hydrophiles, hydrophobes, adoptant des structures spatiales précises,

elles ont des comportements spéci�ques qui seront détaillés, comme la possibilité de changer de

conformation.

Avant de s'intéresser à leur comportement en présence d'une surface homogène et pour

mieux se rendre compte de la complexité du phénomène, il faut donc tout d'abord regarder de

quoi elles sont constituées et comment elles sont structurées.

Les acides aminés

Les acides aminés sont les molécules constitutives des protéines. Ils possèdent une extrémité

C-terminal (groupe carboxyle), une extrémité N-terminal (groupe amide), ainsi qu'une chaîne

latérale qui leur est propre. Les deux extrémités peuvent réagir et former une liaison peptidique

- permettant la polymérisation des acides aminés. La structure générique d'un acide aminé seul

et de deux acides aminés reliés entre eux par une liaison peptidique est représentée sur la �gure

1.1.

Les acides aminés ont di�érentes caractéristique portées par leur chaîne latérale :

- 15 -



Chapitre 1. Les surfaces homogènes en milieu biologique

Acides aminés polaires Acides aminés apolaires
D - Acide aspartique (acide) A - Alanine
E - Acide glutamique (acide) F - Phénylalanine
H - Histidine (basique) I - Isoleucine
K - Lysine (basique) L - Leucine
R - Arginine (basique) M - Méthionine
N - Asparagine V - Valine
Q - Glutamine W - Tryptophane
S - Sérine
T - Thréonine
Y - Tyrosine

Acides aminés spéciaux
G - Glycine : chaîne secondaire = H seul, acide aminé hydrophile ou hydrophobe
C - Cystéine : forme les ponts disulfures
P - Proline : déstabilise la structure secondaire à cause de son amine secondaire

Table 1.1 � Liste des 20 principaux acides aminés [Karp, 2004].

� polaire ou apolaire, certains peuvent donc être hydrophobes.

� acido-basique : ils peuvent être chargés positivement, négativement ou non chargés.

� leur aptitude à former des liaisons hydrogène ou des ponts disulfures

La liste des acides aminés ainsi que leurs caractéristiques principales est reportée dans la

table 1.1.

Structure primaire d'une primaire Une protéine est un assemblage linéaire de quelques

dizaines - voire centaines - d'acides aminés, la nature des acides aminés qui sont constitutifs de

la protéine dé�nit la structure primaire. A titre d'exemple, la structure de la myoglobine est

[Eich et al., 1996] :

MVLSEGEWQLVLHVWAKVEADVAGHGQDILIRLFKSHPETLEKFDRFKHL

KTEAEMKASEDLKKHGVTVLTALGAILKKKGHHEAELKPLAQSHATKHKIP

IKYLEFISEAIIHVLHSRHPGNFGADAQGAMNKALELFRKDIAAKYKELGYQG

La structure est invariante en fonction de la force ionique, du pH, de la température. Une

protéine ne peut cependant pas se réduire à la structure primaire : une protéine a une fonction,

qu'elle ne peut remplir que grâce à sa structure. Cette importance de la structure est illustrée

dans la �gure 1.2. Pour une protéine à la structure plutôt rigide, le nombre maximum de liaisons

qu'elle établira dépend entièrement de la structure de la molécule avec laquelle elles entre en

interaction. La structure s'obtient par le repliement de la chaîne d'acides aminés, repliement

déterminé par les forces présentées ci-dessous.
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1.1. Les milieux biologiques

Figure 1.2 � Illustration du lien entre structure et fonction d'une protéine. La reconnaissance a lieu
grâce aux multiples interactions qui s'établissent entre les protéines [Alberts, 2002]. La création des
liens nécessite également une complémentarité de formes.

Structures

La structure primaire consiste pour rappel en la nature des acides aminés constitutifs de la

protéine. La structure ne s'arrête pas là, les acides aminés interagissant entre eux via di�érentes

interactions :

� les interactions hydrophobes. Certains acides aminés sont apolaires, et donc hydrophobes.

Alors que les parties hydrophiles des protéines tendent à maximiser leurs interactions avec

le solvant aqueux - via des liaisons hydrogènes - les parties hydrophobes sont regroupées

dans le coeur de la protéine, où l'eau ne pénètre pas.

� les liaisons hydrogène. Dix fois plus faibles qu'une liaison covalente, elles ont lieu entre

un atome d'hydrogène lié à un hétéroatome et un hétéroatome porteur d'un doublet non

liant, tel l'hydrogène.

� les ponts disulfures. Les cystéines sont les seuls acides aminés à posséder des atomes

de soufre. Quand une protéine se replie, ces atomes de soufre peuvent se lier par une

liaison covalente : on parle de pont disulfure. Ces ponts contribuent à la stabilisation de

la protéine.

Ces interactions entraînent des repliements des protéines, et ce à diverses échelles.

Structure secondaire Elle correspond au repliement local de la chaîne. Du fait principale-

ment des liaisons hydrogène entre les groupements carbonyle et amide de la chaîne peptidique,

seules certaines con�gurations sont accessibles à la protéine.
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Chapitre 1. Les surfaces homogènes en milieu biologique

Figure 1.3 � Repliement de la chaîne d'acides aminés pour deux protéines. Gauche : albumine
[Majorek et al., 2012], droite : Igg [Saphire et al., 2001]. Les hélices représentent les hélices α, les �èches
les feuillets.

Les structure secondaires les plus importantes sont :

� les feuillets : plusieurs brins étirés stabilisés entre eux par les liaisons hydrogènes distantes

� les hélices : enroulement de la structure avec les liaisons hydrogène entre acides aminés

proches

� les coudes : repliement local apériodique permettant de relier deux fragments de structure

périodique, tels deux brins dans un feuillet

Ces types de structure sont visibles sur la �gure 1.3.

Structure tertiaire Il s'agit de la structure tridimensionnelle de la protéine. Elle est notam-

ment contrôlée par la présence de régions hydrophobes dans la protéine, qui auront tendance à

se regrouper au centre de la protéine a�n de limiter leurs interactions avec l'eau environnante.

La structure est également maintenue en place par les ponts disulfures.

Structure quaternaire Cette dernière concerne les protéines multimériques, c'est-à-dire

constituées de plusieurs sous-unités reliées entre elles principalement par des liaisons non cova-

lentes. L'exemple le plus connu est l'hémoglobine, qui est constituée de 4 sous-unités - 2 α et

2 β.

Quelques protéines

A�n d'illustrer leur diversité, les caractéristiques de quelques protéines importantes seront

illustrées. Ci-dessous quelques protéines dont certaines seront utilisées dans ce manuscrit :
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1.1. Les milieux biologiques

Protéine pI MW - kDa RH - nm
Fibrinogène 8.7 340 13
Lysozyme 11 14.3 1.9
Myoglobine 6.5 18 2.4
Albumine 4.9 66 3.7

Hémoglobine 6.9 68 3.2
Igg ∼7 170 5.5

Table 1.2 � Point isoélectrique pI, masse molaire MW et rayon hydrodynamique RH de quelques
protéines.

� l'albumine est la protéine principale chez l'homme, puisqu'elle constitue près de 60% des

protéines plasmatiques. Elle a un rôle de maintien du pH et de transport des petites

molécules.

� les �brinogènes représentent entre 2 et 3 % des protéines plasmatiques. C'est un facteur

intervenant dans la coagulation.

� les lysozymes sont présents chez l'homme dans des sécrétions comme la salive ou les

larmes car ils ont un pouvoir antibactérien.

� la myoglobine est une molécule de stockage du dioxygène dans les muscles.

� l'hémoglobine est une protéine qui �xe les molécules de dioxygène. Constituée de quatre

sous-unités, elle est située dans les globules rouges.

� les immunoglobulines/anticorps sont les protéines du système immunitaire. Elles contiennent

toute la spéci�cité via l'extrémité de leurs chaînes.

La notion de spéci�cité des anticorps mérite de s'y attarder. De façon plus précise, l'ex-

trémité des chaînes des anticorps est constituée de parties variables, i.e. les acides aminés ne

sont pas les mêmes. Chaque chaîne se liera donc uniquement aux objets avec qui elle pourra

créer su�samment de liens, elle ne se liera pas avec les autres. La spéci�cité permet ainsi aux

anticorps de se lier aux protéines cibles, même dans un milieu complexe, permettant leur cap-

ture ultérieure par les cellules du système immunitaire pour leur destruction ultérieure. Cette

reconnaissance spéci�que sera utilisée dans la partie 2 pour la détection de protéines cibles.

Caractéristiques Outre la structure, plusieurs paramètres macroscopiques sont caractéris-

tiques de ces protéines :

� la taille, reliée à la masse ou encore au nombre d'acides aminés

� le point isoélectrique pI : il s'agit du pH auquel la somme des charges portées par la pro-

téine est nulle. Au pH physiologique, la plupart des protéines sont chargées négativement.

Ces caractéristiques sont rapportées dans la table 1.2.
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Chapitre 1. Les surfaces homogènes en milieu biologique

Figure 1.4 � Charges positives (bleu) et négatives (rouges) de la BSA, à pH 5.5. Chaque sphère
représente un atome de la protéine. La structure de la protéine provient de Majorek et al. [2012], la
répartition des charges a été obtenue grâce au logiciel développé par Dolinsky et al. [2004].

Il ne faut pas oublier que beaucoup des acides aminés sont chargés, les protéines arborent

donc le plus souvent une répartition de charge complexe. La �gure 1.4 montre ainsi la répartition

des charges de l'albumine de sérum bovin - BSA -, avec un enchevêtrement complexe de sites

positifs et négatifs.

La distribution des charges, ainsi que leur arrangement dans l'espace, illustre la di�érence

avec les surfaces solides homogènes ; la modélisation de l'adsorption d'une telle protéine sur

une surface solide sera donc plus complexe à prédire que l'interaction des surfaces entre elles.

L'étude de l'interaction entre petits objets - ∼ 1µm - n'est pourtant pas un domaine nouveau, la

théorie DLVO datant des années 1940. Cette théorie est donc appliquée dans la partie suivante

pour l'adsorption de protéines sur une surface solide.

1.2 Interactions protéine surface

La théorie DLVO repose sur une approche de champ moyen. Pour l'illustrer, considérons

deux particules de silice de rayon R = 75nm séparées par une distance D, comme représenté sur

la �gure 1.5. A pH 7.4, elles sont chargées avec un potentiel de surface ψ = −50mV . En milieu

liquide, un nuage de contre-ions positifs se forme à la surface de ces particules négatives. Comme

il est entropiquement défavorable que ces nuages se pénètrent, ces derniers se repoussent et les

particules restent éloignées : la dispersion est stable [Cabane and Hénon, 2003]. Dans le cas de

particules grandes devant la longueur de Debye, l'expression de l'énergie électrostatique entre

les deux particules est [Israelachvili, 2011] :
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1.2. Interactions protéine surface

Figure 1.5 � Représentation du système : deux particules de rayon R sont séparées par une distance
D.

Wélec =
R

2
Ze−κD (1.1)

Dans cette expression Z est une "constante d'interaction" dé�nie par

Z = 64πε0ε(kT/e)
2tanh2(eψ0/4kT ) (1.2)

avec ψ0 la charge de surface - en mV - et κ est l'inverse de la longueur de Debye :

1/κ = 0.304/
√

[NaCl]nm (1.3)

Numériquement, pour une solution de NaCl à 10mM, 1/κ = 3.0nm ; à 100mM 1/κ = 1.0nm

En solution, certains atomes sont impliqués dans la formation de dipôles - permanents ou

induits ; ces interactions correspondent aux forces de van der Waals. Dans notre cas de deux

sphères séparées par une distance D, l'expression de l'énergie de Van der Waals est :

WV dW = − AR
12D

(1.4)

où A est la constante de Hamaker du système, constante qui peut être prise en première

approximation égale à 10−19J.

La théorie DLVO correspond à la somme de ces deux composantes - leur additivité est

supposée. Cette somme est représentée sur la �gure 1.6, pour des concentratiosn en NaCl de

10 et 100mM.

On y voit que pour une très faible distance le potentiel attractif est très élevé par rapport

à kT , les billes sont donc agrégées. Mais pour atteindre cet état à 10mM elles doivent passer

par un maximum de 14kT ; cette importante barrière empêche l'agrégation de se produire. Par
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Chapitre 1. Les surfaces homogènes en milieu biologique

Figure 1.6 � Estimation des énergies électrostatique et de van der Waals dans le cas de deux sphères
de rayon R=75nm avec une charge de surface ψ = −50mV . Gauche : [NaCl]=10mM, une barrière
d'énergie à 14kT permet de stabiliser le système. Droite : [NaCl]=100mM, la barrière disparaît.

contre, si la concentration en NaCl passe à 100mM, la barrière d'énergie disparaît : les particules

(comme des particules de silice) s'agrègent dès la première rencontre.

Pour travailler dans des conditions physiologiques - pH ∼ 7.4, NaCl 150mM -, il est donc

important d'adapter les surfaces des colloïdes. Gre�er des polymères à la surface est une solu-

tion, il est également possible d'utiliser des surfactants pour bloquer le phénomène d'agrégation

et ainsi de stabiliser le système.

Cas des protéines A pH 4 où une protéine serait chargée positivement et une surface néga-

tivement, un fort collage dû à l'attraction électrostatique est attendu. La question se pose aux

pH supérieurs au point isoélectrique, où protéines et surfaces sont négatives.

Il est délicat d'étendre le modèle précédent à l'interaction entre un colloïde et une protéine

à cause de leur taille de quelques nanomètres, car nous ne sommes plus dans le cas R >> 1/κ.

Cependant d'autres théories, qui confère une charge moyenne à la protéine et sont valides dans

de telles conditions, ont néanmoins été proposées [Roth and Lenho�, 1993; Oberholzer et al.,

1997]. Les expressions se trouvent en annexe A, le tracé correspondant de l'énergie totale en

fonction de la distance d se trouve sur la �gure 1.7.

Le résultat indique une barrière d'énergie de 5kT , et surtout l'absence de puits de potentiel

proche de la surface. Pour une protéine adsorbée, il serait donc aisé de retourner en solution.

En première approximation ces modèles sont intéressants, ils montrent malgré tout rapidement

leurs limites car les protéines ne sont pas des sphères homogènes mais ont des distributions

précises et complexes de charges, distributions qui peuvent d'ailleurs changer au cours de l'ad-

sorption.

A très faible distance, l'e�et du solvant doit également être ajouté, ce pourquoi les courbes

ne vont pas jusque D = 0. A de telles distances les interactions hydrophobes doivent également
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Figure 1.7 � Energie d'interaction entre une protéine et une surface. L'énergie passe par un maxi-
mum qu'il est possible de franchir pour la protéine, mais le rapprochement jusqu'à la surface n'est
pas une position particulièrement stable. Pour cette simulation une protéine de diamètre 4nm possé-
dant une charge de -10mV s'adsorbe sur une surface chargée à -100mV, dans 100mM de NaCl. Ce qui
correspondrait à l'adsorption de la BSA sur une surface en silice à pH 5.5.

être prises en compte.

Du fait de leur hétérogénéité, toutes les orientations des protéines ne vont pas donner la

même énergie d'interaction. Elles vont donc sonder la surface de façon réversible avant de

s'adsorber sur un site et dans une con�guration su�samment stable.

Après ce passage sur la simulation, les di�érentes mesures expérimentales obtenues par le

passé sont examinées. Les mesures seront traitées en deux parties : celles traitant du compor-

tement des protéines au cours de l'adsorption, puis celles à l'équilibre.

1.3 Cinétique d'adsorption

Les parties précédentes ont mis en évidence la complexité du phénomène. Il s'agit donc à

présent de caractériser le processus d'adsorption, en commençant par les phénomènes qui ont

lieu aux temps courts - phénomènes qui détermineront l'état �nal du système. Les cinétiques

d'adsorption ainsi que les suivis de conformation des protéines font donc l'objet de ce chapitre.

1.3.1 Ordres de grandeur temporels

Dans le cas général de l'agrégation de deux objets, deux cas de �gure sont possibles. Dans le

premier, l'agrégation se produit dès que les objets sont au contact : la réaction est dite "limitée

par la di�usion". Dans le deuxième cas, le collage ne se produit pas forcément dès le premier
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contact, un certain nombre de contacts peuvent être nécessaires pour que l'agrégation ait lieu :

on parle d'agrégation "limitée par la réaction" ; le temps caractéristique dépend du système

étudié.

Collage limité par la di�usion

Intéressons-nous au premier cas : l'agrégation limitée par la di�usion. Considérons l'adsorp-

tion de protéines de 4nm de diamètre sur une surface qui serait un ensemble de microparticules

de 150nm. La constante d'association de la réaction d'agrégation est donnée par [Von Smolu-

chowski, 1917] :

ksmolu = 4πDR

où R = RA +RB est la somme des rayons de chaque objet et D = DA +DB est la somme

des coe�cients des di�usions :

DA =
kT

6πηRA

Numériquement on obtient une valeur kon = 6.7 ∗ 109M−1s−1. Pour une concentration

en protéines de 1.5µM et 500pM de particules dans une solution aqueuse à 25◦C, le temps

caractéristique d'adsorption des protéines serait de 10µs. En pratique il est extrêmement di�cile

de faire des mesures sur des temps aussi courts, même en chambre à �ux. Pour comparaison,

dans le cas d'une reconnaissance spéci�que (comme le couple biotine - streptavidine), kon =

106M−1s−1 : une telle réaction, de l'ordre de la ms, reste extrêmement rapide. Les cinétiques

d'adsorption ne permettent donc que de mesurer les collages limités par la réaction.

1.3.2 Mesure de cinétique d'adsorption

Les mesures de cinétique d'adsorption peuvent se faire grâce à diverses techniques. Tout

d'abord en chambre à �ux : c'est ainsi que Docoslis et al. [1999] ont mesuré l'adsorption et la

désorption de HSA - Human Serum Albumin - sur une surface de silice, les temps caractéris-

tiques sont de l'ordre de la dizaine de secondes.

Récemment, des cinétiques plus précises ont pu être obtenues grâce au suivi de BSA marquée

par un �uorophore. Le suivi microscopique en TIRF de molécule unique permet de suivre les

trajectoires des protéines à la surface et leur temps de résidence à la surface. Avec cette technique

les mêmes temps caractéristiques d'adsorption ont été obtenus, à savoir de l'ordre de la dizaine

de secondes. Mais d'autres découvertes ont été réalisées.

Tout d'abord Kwok et al. [2007] ont déduit l'existence de deux populations di�érentes de

BSA : une première minoritaire qui s'adsorbe fortement et une deuxième - majoritaire - qui
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s'adsorbe plus faiblement. Ultérieurement Yeung et al. [2009] ont montré l'importance de la pré-

agrégation de la BSA avant son adsorption sur la surface. Alors qu'aux faibles concentrations la

BSA existe à l'état de monomère, elle se trouve sous forme de paquets à partir de ∼100nM. Ces

observations tendraient donc à valider le phénomène d'adsorption sous forme de multi-couches

(détaillé ci-après).

Cependant des e�ets plus longs apparaissent, nécessitant une adsorption beaucoup plus

longue - de plusieurs heures, voire plusieurs jours - a�n de réaliser des mesures en stationnaire

[Kurrat et al., 1994; Han et al., 2009].

Les temps caractéristiques obtenus sont trop longs pour que l'adsorption soit limitée par

la di�usion. Outre le premier temps caractéristique rapide, des phénomènes plus longs appa-

raissent, l'adsorption à l'équilibre est donc impossible à prédire à partir des résultats précédents :

des mesures à l'équilibre sont donc indispensables.

1.4 Adsorption à l'équilibre

Après s'être intéressé à l'évolution des protéines après leur contact avec une surface, il

convient d'examiner le phénomène une fois l'état stationnaire atteint. Mais avant de s'intéres-

ser aux caractéristiques d'adsorption connues, les méthodes utilisées seront examinées a�n de

connaître les paramètres exacts qui sont mesurés et les di�cultés expérimentales.

1.4.1 Identi�cation des protéines adsorbées

De par leur quantité et leur importance dans le domaine médicale, certaines molécules, telles

la CRP ou la TSH, constituent l'essentiel des recherches. Ce ne sont cependant pas les seules

protéines capables de s'adsorber, certaines études cherchent donc à déterminer, en partant d'un

plasma entier, quelles sont les protéines qui s'adsorbent spéci�quement sur des nanoparticules

données.

Les protéines adsorbées sont déterminées par un chromatographie haute résolution couplée

à de la spectroscopie de masse, permettant l'identi�cation d'une centaine de protéines adsorbées

[Capriotti et al., 2011; Tenzer et al., 2011; Ruh et al., 2012]. Il a également pu être montré que

l'identité des protéines adsorbées varie avec la surface et le diamètre des particules [Lundqvist

et al., 2008]. Les protéines adsorbées peuvent aussi être identi�ées par électrophorèse sur gel.

Connaître les protéines du plasma qui s'adsorbent peut être utile d'un point de vue ex-

périmental : si dans un système quelconque des di�cultés apparaissent et sont dues à une
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seule protéine, il sera aisée de la neutraliser. Mais ces données ne permettent pas de caractéri-

ser l'adsorption d'une protéine seule et donc de comprendre les paramètres qui gouvernent le

phénomène.

1.4.2 Méthodes expérimentales

Adsorption sur les surfaces liquides et gazeuses

L'interaction protéines-surfaces est également intéressante avec des surfaces liquides puisque

cette con�guration se produit dans de très nombreux cas - tel la formation de mousse par

agitation de blanc d'oeufs. C'est d'ailleurs cette étude qui a tout d'abord été réalisée, et ce

depuis très longtemps [Melsens, 1851].

Les surfaces liquides ou gazeuses permettent l'utilisation d'une technique très e�cace : la

mesure de tension de surface. La forme d'une goutte est due à un équilibre entre la force

gravitationnelle - qui tend à l'étirer - et la tension de surface - qui tend à la rendre sphérique -

il est donc possible de remonter à la tension de surface en analysant la forme de la bulle/goutte.

Des protéines injectées dans la solution vont alors di�user à l'interface ; si elles s'y adsorbent

elles entraînent une modi�cation de la tension de surface. Cet e�et est quanti�able, et permet

donc de remonter à l'a�nité des protéines pour l'interface.

Adsorption sur surfaces solides

La mesure de tension de surface n'est naturellement pas applicable aux surfaces solides, de

nouvelles méthodes doivent donc être utilisées.

Les principales méthodes utilisées pour quanti�er l'adsorption sont répertoriées en annexe

B. Ces mesures se classent en deux catégories : celles qui s'utilisent sur des surfaces planes,

et celles qui s'utilisent sur des surfaces colloïdales. Remplacer les surfaces planes a en e�et

plusieurs avantages, comme il sera développé dans la partie 3. Cela permet d'accélérer le contact

entre surfaces et protéines, d'augmenter la surface d'adsorption, et donc de minimiser l'e�et

de l'adsorption parasite sur les autres surfaces du montage. Dans ce cas la quanti�cation des

protéines adsorbées nécessite en revanche une séparation entre les protéines non adsorbées et

les billes ; les mesures sont alors valides uniquement si l'adsorption est irréversible durant cette

séparation - point discuté dans Noh and Vogler [2006].

Toutes les méthodes de l'annexe permettent d'obtenir des mesures d'adsorption, qui consistent

à mesurer la quantité de protéine adsorbée sur une certaine quantité de particules. Une iso-

therme est obtenue en faisant varier la quantité de protéines en solution à concentration en
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particules constante. On obtient ainsi une courbe [Protéine]adsorbée = f([Protéine]initialesolution). Il

est naturellement possible de travailler à quantité de protéines constante et de faire varier la

quantité de surface d'adsorption.

Ces mesures peuvent être réalisées d'un point de vue cinétique, a�n d'observer la cinétique

d'adsorption, ou à l'équilibre : c'est ce deuxième point qui est examiné ici. Avant de s'intéresser

aux résultats obtenus dans la littérature, le modèle le plus utilisé est présenté - le modèle de

Langmuir -, permettant de bien comprendre les processus en jeu.

1.4.3 Isotherme de Langmuir

Langmuir - adsorption de gaz

En 1917 Irving Langmuir introduit un modèle d'adsorption de molécules d'un gaz monoato-

mique sur une surface solide [Langmuir, 1917]. S'agissant d'un modèle très fréquemment utilisé

pour l'adsorption de protéines, ce modèle est développé ici. La description réalisée ci-dessous

s'appuie sur [Hill, 1960]. Cela permettra de déterminer à quel point ce modèle est transposable

ou non au système protéine-surface.

Dans ce modèle, on considère l'adsorption de N molécules de gaz sur M sites d'adsorption.

Pour un atome donné, notons q sa fonction de partition - on suppose qu'elle est la même si la

molécule est adsorbée ou non. Dans le cas où les N atomes ont N sites d'adsorption à disposition,

la fonction de partition du système est :

Q(N,T ) = (q.eU0/kT )N (1.5)

où U0 est l'énergie d'adsorption. Dans le cas où le nombre de sites d'adsorption est supérieur

au nombre d'atomes adsorbés (M > N), chacun des N atomes a M possibilités de �xation, la

fonction de partition s'écrit :

Q(N,M, T ) = CNMq(T )N =
M !q(T )N

N !(M −N)!
(1.6)

et donc :

lnQ = MlnM +Nlnq −NlnN − (M −N)ln(M −N) (1.7)

Les degrés de liberté du système étant N ,M et T , le potentiel chimique de la phase adsorbée

s'obtient en dérivant la fonction de partition par rapport à N , à M et T constants :
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µads
kT

= −(
∂lnQ

∂N
)M,T = ln

θ

(1− θ)q
(1.8)

où θ = N/M est la fraction de sites occupés. Le système étant à l'équilibre, le potentiel

chimique du gaz adsorbé est égal au potentiel chimique du gaz en solution. En notant p la

pression du gaz :

µads
kT

= ln
θ

(1− θ)q
=
µgaz
kT

=
µ0

kT
+ ln p (1.9)

En notant χ(T ) = q(T )e(U0+µ0)/kT , on obtient �nalement

θ =
χ(T )p

1 + χ(T )p
(1.10)

Il est important de garder à l'esprit les hypothèses utilisées pour ce modèle :

� la mesure est faite à l'équilibre

� l'objet qui s'adsorbe est dans le même état qu'il soit adsorbé ou en solution

� les sites d'adsorption ainsi que les molécules qui s'adsorbent sont tous identiques

� les particules adsorbées n'interagissent pas entre elles, ni latéralement ni sous forme de

multicouches

Pour que ce modèle soit valide, il nécessite donc des hypothèses exigeantes. Cependant, pour

tout phénomène d'adsorption, il peut consister un base de travail avant qu'il ne soit amélioré

en fonction des résultats expérimentaux découverts.

Langmuir - adsorption de protéines

Il peut donc en première approximation être utilisé pour l'adsorption de protéines sur les

surface, d'autant plus que les �ts obtenus sont souvent en bonne adéquation avec les résultats

expérimentaux [Norde and Favier, 1992; Kim and Somorjai, 2003; Rocker et al., 2009]. Il peut

cependant tout de suite être noté que la validation des hypothèses ci-dessus n'est absolument

pas triviale.

Le modèle de Langmuir appliqué à l'adsorption des protéines correspond à la réaction :

protéinesolution + site↔ protéineadsorbée (1.11)

La constante d'équilibre associée à cette réaction, notée KL, est dé�nie par :
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KL = e
−∆adsG

RT (1.12)

La constante d'équilibre permet de relier entre elles les di�érentes concentrations à l'équilibre

via :

KL =
[protéine]s,ads

[protéine]solution.[site]s,libres
(1.13)

l'indice s indique qu'il s'agit d'une concentration surfacique. [site]s,libres est donc la concen-

tration surfacique en sites libres, [protéine]s,ads est la concentration surfacique de protéines

adsorbées, et [protéine]solution la concentration volumique en BSA non adsorbée.

Etant donné que [protéine]s,ads = [site]s,occupés,

KL =
[site]s,occupés

[protéine]solution.[site]s,libres
(1.14)

En divisant le numérateur et le dénominateur par le nombre total de sites [site]s,totale, et

en introduisant θ =
[site]s,occupés
[site]s,totale

l'équation devient :

KL =
θ

[protéine]solution.(1− θ)
(1.15)

Il est alors possible d'expliciter la fraction de sites occupés :

θ =
KL[protéine]solution

1 +KL[protéine]solution
(1.16)

Cette dernière expression est analogue à l'équation 1.10 dans le cas de l'adsorption d'atomes.

La constante d'équilibre KL inclut donc à la fois la di�érence de potentiel chimique entre les

états en solution et adsorbés - terme en eµ
0(T )/kT -, ainsi que l'énergie de changement d'état de

la protéine - terme en q(T ).

En concentrations volumiques Les équations précédentes ont été obtenues en raisonnant

en concentrations surfaciques pour les concentrations en sites ainsi qu'en protéines adsorbées.

Il est aussi possible de mener à bien ce calcul en raisonnant en concentration volumique.

Pour ce faire, considérons que les sites d'adsorption se situent sur des particules sphériques

de rayon r et de concentration Cpart - enmol.L−1. En notant [sites]s la concentration surfacique

en sites - par exemple en mol.dm−2 -, la concentration volumique en sites s'écrit :
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Figure 1.8 � Isotherme de Langmuir pour 3 valeurs de KD. Le taux de remplissage des sites θ y est
représenté en fonction de la concentration en protéines.

[sites] = (4πr2)[sites]sNaCpart (1.17)

où Na est le nombre d'avogadro. En appliquant ce passage de concentration surfacique à

volumique, l'équation 1.14 devient :

KL =
[site]occupés

[protéine]solution.[site]libres
(1.18)

menant ainsi à la même expression de θ :

θ =
KL[protéine]solution

1 +KL[protéine]solution
(1.19)

L'application du modèle de Langmuir peut donc aussi bien se faire en raisonnant avec des

concentrations surfaciques qu'avec des concentrations volumiques.

Une représentation de l'évolution de θ en fonction de [protéine] se trouve en �gure 1.8.

Pour une concentration élevée en protéines, θ → 1 alors que pour les faibles concentrations

θ → KL[protéine]solution : la fraction adsorbée augmente linéairement avec la concentration.

Le paramètre le plus souvent utilisé est plutôt la constante de dissociation KD = 1/KL, son

unité étant le mol.L−1. Pour une quantité initiale en protéine [protéine]0 et une concentration

initiale en site [site]0, la concentration �nale en protéines adsorbées est :
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[protéine]ads =
([protéine]0 + [site]0 +KD)−

√
([protéine]0 + [site]0 +KD)2 − 4[protéine]0[site]0

2
(1.20)

Bien qu'il n'ait pas été développé pour l'adsorption de protéines, ce modèle permet néan-

moins d'ajuster parfaitement de nombreuses courbes d'adsorption, comme pour les systèmes

suivants :

� nombreuses protéines (dont BSA, HSA, myoglobine) sur une surface de titane [Imamura

et al., 2008]

� Transferrines et HSA sur des nanoparticules de FePt [Jiang et al., 2010]

� BSA sur des surfaces rendues hydrophiles ou hydrophobes [Pandey and Pattanayek, 2011]

Cas KD petit

Le cas particulier où KD est petit mérite de s'y arrêter. Dans le cas où KD << [protéine]0

et/ouKD << [site]0, on obtient soit [protéine]solution << [protéine]ads, soit [site] << [protéine]ads

suivant le réactif limitant. La réaction se poursuit tant que les deux réactifs sont en solution :

on se trouve dans le cas de la réaction totale :

protéinesolution + site→ protéineadsorbée

1.4.4 In�uence des paramètres externes

D'après cette description, deux paramètres su�sent à décrire l'adsorption des protéines :

le nombre de protéines qui peuvent s'adsorber dans une monocouche, et la constante de dis-

sociation KD. Outre de la nature de la protéine ainsi que de celle de la surface, ces grandeurs

dépendent également de certains paramètres externes, comme expliqué ci-dessous.

E�ets électrostatiques

Les protéines ainsi que les surfaces étant chargées dans l'eau, les interactions électrostatiques

apparaissent à deux niveaux dans le phénomène d'adsorption : entre la surface et la protéine,

mais également entre les protéines adsorbées à la surface.

Deux paramètres externes permettent de modi�er les interactions électrostatiques. Le pre-

mier est la force ionique - via la quantité de sel dans le tampon -, qui modi�e la longueur

de Debye et donc la distance à laquelle l'interaction sera e�cace[Ramsden and Prenosil, 1994;

Pasche et al., 2005]. L'autre paramètre est le pH, qui modi�e la charge de la surface ainsi que
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Figure 1.9 � Adsorption d'α-lactalbumine sur du polystyrène, de la silice, et sur un copolymère
poly-styrène/2-hydroxyethyl methacrylate [Kondo and Higashitani, 1992]. L'adsorption est maximale
quand le pH se rapproche du point isoélectrique, à savoir 4.8.

celle de la protéine. De nombreuse études ont été réalisées sur l'e�et du pH, conduisant à la

conclusion que l'adsorption est maximale au point isoélectrique de la protéine, comme montré

sur la �gure 1.9.

En e�et, au point isoélectrique, la protéine possède autant de charges positives que de

charges négatives, elle est donc globablement neutre [MacRitchie, 1972; Kondo et al., 1991;

Kondo and Higashitani, 1992; Norde and Favier, 1992; Norde, 1996]. Et il s'agit surtout de la

con�guration dans laquelle les interactions répulsives entre les protéines sont les plus faibles,

permettant une compacité maximale une fois adsorbées. La nature de la surface a également

un léger e�et, ce pourquoi tous les maxima sur la �gure 1.9 ne sont pas exactement à la même

position.

Il faut malgré tout garder à l'esprit qu'en étudiant le pH l'électrostatique seul n'est pas

toujours sondé. Les protéines pouvant changer de structure avec le pH, il faut s'assurer qu'elles

restent dans la même con�guration.

- 32 -



1.5. Les modèles d'adsorption

Hydrophobicité

L'hydrophobicité est testée via la nature de la surface. La surface hydrophile la plus utilisée

est la silice [Noh and Vogler, 2006] alors que la surface hydrohobe modèle est le polystyrène.

Ces deux surfaces ont été utilisées pas Kim and Somorjai [2003], alors que dans Martin and

Malmsten [1995] la surface hydrophobe a été remplacée par de la silice méthylée, ce qui permet

d'obtenir des surfaces plus comparables.

Il en résulte que les protéines s'adsorbent préférentiellement sur les surfaces hydrophobes :

les parties hydrophobes situées dans la protéine peuvent créer des liens avec la surface, le reste

hydrophile de la protéine étant solvaté par l'eau environnante.

1.4.5 Conclusion

L'adsorption de protéines dépend des paramètres thermodynamiques tels le pH et la force

ionique. De plus les mesures d'adsorption s'ajustent souvent par un modèle de Langmuir : tout

cela indique que le phénomène d'adsorption est un processus régi par la thermodynamique, avec

un KD dépendant des paramètres physico-chimiques. Les di�érents résultats ont donc amené

di�érents modèles pour l'adsorption des protéines.

1.5 Les modèles d'adsorption

Plusieurs observations ont montré les limites du modèle de Langmuir, menant à di�érentes

améliorations. Ces évolutions sont présentées dans cette partie, en partant du cas sans interac-

tions entre protéines, jusqu'au cas de l'adsorption en multi-couches.

1.5.1 Absence d'interactions

Tout d'abord, proche du modèle de Langmuir, le modèle de random Sequential Adsorption a

parfois été utilisé [Jin et al., 1993]. Dans ce modèle les protéines s'adsorbent irréversiblement à

des endroits aléatoires sur la surface ; la seule contrainte est qu'il n'y ait pas de chevauchement

avec les autres protéines adsorbées. Elles ne peuvent ni se déplacer ni changer de conformation,

les seules di�érences avec un modèle irréversible de type Langmuir - avec KD petit - sont la

quantité de sites d'adsorption ainsi que la cinétique d'adsorption. De par ces limitations il n'a

été que peu utilisé.
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1.5.2 E�ets individuels

Une des hypothèses du modèle de Langmuir est que l'objet qui s'adsorbe est dans le même

état qu'il soit adsorbé ou en solution. Cette hypothèse a été in�rmée par plusieurs mesures qui

montrent un changement de conformation des protéines au cours de l'adsorption.

Ces e�ets de changement de conformation sont particulièrement pertinents quand il est

important que la protéine adsorbée conserve sa même activité. Ce ne serait pas le cas si un

changement de structure important se produisait.

Le dichroïsme circulaire

La méthode phare pour l'étude de la structure secondaire des protéines est le dichroïsme

circulaire. Il repose sur le principe que les hélices α, les coudes ou les feuillets β absorbent

di�éremment la lumière suivant si elle est polarisée droite ou gauche. Les di�érences de spectre

obtenus dans l'UV permettent alors de connaître la nature de la structure secondaire.

Grâce à cette technique il a pu être montré que la BSA, une fois adsorbée sur des particules

de silice, voit une partie de ses hélices α et de ses feuillets β remplacés par une structure

désordonnée [Giacomelli and Norde, 2001]. Il a aussi été montré que la BSA désorbée d'une

surface hydrophobe garde en mémoire sa dénaturation partielle et ne recouvre pas totalement

sa conformation d'avant adsorption [Norde and Giacomelli, 2000].

In�uence sur la désorption

Dans certains cas de la désorption est observée, et le changement de conformation y a un

rôle important. Ceci a été mis en évidence par Docoslis et al. [2001] : de la HSA a été adsorbée

sur des particules de silice, pendant une durée de 1h ou 24h. Il apparaît que la désorption se fait

dans des proportions plus importantes pour les faibles temps d'adsorption : en 24h les protéines

ont plus le temps d'explorer les con�gurations les plus stables à la surface, la désorption n'en

est donc que plus di�cile.

Adsorption de protéines déformées

Une façon d'observer l'importance de la conformation sur l'adsorption est de modi�er au

préalable la conformation des protéines avant de les adsorber. C'est ce qu'ont réalisé Norde

and Anusiem [1992] avec de la morpholine et des ions calcium, deux agents connus pour leur

capacité de dénaturation.
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Dans les deux cas la protéine s'adsorbe en plus grande quantité une fois dénaturée : dépliée,

la protéine peut explorer un plus grand nombre de conformations à la surface et peut donc plus

aisément atteindre une conformation stable.

1.5.3 Interactions latérales

Outre ce changement de la protéine isolée, il a été montré que les protéines interagissent

également entre elles, et ce en fonction des conditions extérieures.

Variation de la quantité adsorbée

Les quantités de protéines adsorbées dépendent fortement du pH, il est donc probable que les

interactions entre protéines jouent un rôle important. En e�et plus les protéines sont chargées,

plus elles ont tendance à inhiber toute adsorption dans un certain rayon autour de leur position.

Ces interactions pourront aussi induire une réorientation des protéines adsorbées.

Side-on ou end-on Une protéine géométriquement anisotrope (tel un cigare) a deux possibi-

lités principales pour s'adsorber sur une surface. La première est de s'adsorber via son extrémité

(on parle d'adsorption end-on) ou elle s'adsorbe sur le côté (side-on). Si la protéine s'adsorbe

immédiatement dans la con�guration favorisée, les modèles sont di�ciles à séparer. Dans le cas

d'une première adsorption aléatoire (ou au moins di�érente de l'état d'équilibre), il est possible

de déterminer l'état favorisé.

Si l'adsorption se fait tout d'abord side-on, mais que dans un deuxième temps les protéines se

recon�gurent lentement et irréversiblement en end-on, la quantité totale adsorbée augmentera

tout d'abord rapidement, puis plus lentement jusqu'à atteindre le cas où elles sont toutes en

end-on. Ce pro�l a été observé pour l'adsorption de BSA sur des surfaces hydrophobes [Yoon

et al., 1998].

Dans le cas inverse, le passage progressif de end-on (compacité maximale) à side-on entraîne

un passage par un maximum d'adsorption (overshoot) avant que celle-ci ne décroisse jusqu'à

atteindre l'équilibre [Rabe et al., 2007]. Ce phénomène a été observé dans le cas de lysozymes

sur des surfaces hydrophobes [Wertz and Santore, 2001].

Ces deux processus sont représentés dans la �gure 1.10. La �gure 1.11 illustre la nécessité

pour les protéines d'e�ectuer un réarrangement à la surface, cette fois-ci en fonction de la

quantité de protéines adsorbées. Cette nécessité est liée à la répartition anisotrope des charges

à la surface, le minimum d'énergie n'est donc pas atteint pour la même con�guration suivant

la densité surfacique de protéines.
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Figure 1.10 � Gauche : l'adsorption end-on est favorisée pour le système BSA - surface hydrophobe
(�gure provenant de Yoon et al. [1998]). Dans le cas de l'adsorption de lysozymes sur des surfaces
hydrophobes, l'adsorption side-on est favorisée (�gure issue de Wertz and Santore [2002]).

Figure 1.11 � Adsorption d'α-lactoglobuline [Rabe et al., 2007].
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Ce changement d'orientation des protéines a également pu être observé en ré�exion de

neutrons ; lors de l'adsorption de lysozymes sur une surface en silice [Su et al., 1998] ou lors de

l'adsorption de la BSA à l'interface eau/air [Lu et al., 1999].

1.5.4 Adsorption multicouches

Pour �nir, si l'a�nité entre les protéines est su�samment forte, elles peuvent coller entre

elles ; cela donne naissance à des multicouches. Cette adsorption multi-couches a par exemple été

observée en AFM lors de l'adsorption de BSA sur des particules de polystyrène [Kowalczynska

et al., 2011].

Ce modèle a également été utilisé pour l'adsorption de la transferrine sur des particules

de polystyrène [Milani et al., 2012]. Deux comportements ont été observés : une partie des

protéines adsorbées l'est de façon irréversible, alors que l'autre partie est capable de se désorber

facilement. La couche irréversible correspondrait à la première couche adsorbée alors que la

deuxième - voire la troisième - s'adsorbe de façon réversible.

Cependant, l'utilisation de tous ces modèles nécessite des données su�samment précise pour

justi�er leur usage. Il arrive que ce ne soit pas le cas, les auteurs préfèrent alors généralement

utiliser le modèle initial de Langmuir [Yeung et al., 2009].

1.5.5 La réversibilité

D'après le modèle de Langmuir, à l'équilibre les concentrations des di�érentes espèces sont

reliées par la relation :

KD =
[protéine]solution.[site]

[protéine]ads

Si un rinçage est e�ectué ([protéine]solution ∼ 0), les protéines adsorbées doivent alors se

désorber a�n de rejoindre l'équilibre.

Mais ceci n'est généralement pas observé. Ainsi, dans le cas de la BSA ou des lysozymes

adsorbés sur des particules de silice, aucune désorption n'est observée, et ce quelque soit le pH

[Norde and Anusiem, 1992; Sander et al., 2010]. Il en va de même pour la transferrine sur les

nanoparticules de polystyrène, au moins la première monocouche [Milani et al., 2012].

Il est cependant à noter que dans certains systèmes une réversibilité partielle partielle est

observée [Kurrat et al., 1994; Ramsden, 1995], mais cette réversibilité est trop faible pour valider

le modèle de Langmuir.
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En changeant le pH

L'adsorption de protéines est donc un phénomène le plus souvent irréversible par dilution

dans le milieu. Cependant, la quantité adsorbée dépendant fortement du pH et de la force

ionique, elles ont deux possibilité : ne pas être sensible aux nouvelles conditions et ainsi rester

�gées dans l'état adsorbé ; ou être encore sensible à l'environnement. Dans le dernier cas un

changement de pH pourrait permettre une plus grande adsorption ou entraîner la désorption

de particules.

Les mesures donnent un résultat intermédiaire. Après 12h d'adsorption de HSA à pH 7.4

sur des particules de silice, Docoslis et al. [2001] ont laissé la désorption dans des solutions dont

le pH allait de 3 à 10.5. La quantité désorbée dépend du pH, plus ce dernier est élevé et plus la

quantité désorbée est grande. Néanmoins même à pH 10.5 seuls 40% de la HSA adsorbée s'est

désorbée. Or à un tel pH l'adsorption de la HSA est quasiment inexistante.

Par ajout d'agents dénaturants

Les agents dénaturants modi�ent la structure secondaire des protéines, qui voient leurs

propriétés modi�ées. Outre les agents physiques comme la température, on trouve également des

dénaturants chimiques. Certains, les ions chaotropes [Baldwin, 1996] comme l'urée, dénaturent

via l'abaissement de l'énergie des liaisons hydrogènes. D'autres, comme les thiols, détruisent les

ponts disulfures.

L'urée et la morpholine ont été étudiées par Docoslis et al. [2001]. Ces agents ont été ajoutés

à des solutions de silice préalablement saturées de protéine. Il s'avère que ces agents améliorent

la désorption, probablement en dénaturant les protéines à la surface et donc en détruisant les

interactions entre les protéines et la surface.

Surfaces liquides et gazeuses

La mesure de la tension de surface a permis de montrer que l'albumine s'adsorbe aussi

irréversiblement à une interface eau/air [Hansen and Myrvold, 1995; Fainerman et al., 2003].

Plus récemment Miller et al. [2005] ont montré que l'adsorption de protéines aux interfaces

liquides n'est pas un phénomène irréversible, mais que les temps caractéristiques de désorption

sont 104-108 fois plus importants que ceux obtenus pour les surfactants habituels, ce qui explique

la di�culté de la mesure de la désorption. Cette importante di�érence n'est cependant toujours

pas expliquée.
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1.6 Conclusion

Dans de nombreuses applications, en particulier médicales, des surfaces homogènes sont

mises au contact de protéines. A�n d'améliorer les produits concernés, il est donc important de

bien connaître le phénomène d'adsorption de protéines sur les surfaces.

L'étude de l'adsorption de protéines est extrêmement complexe, principalement de par l'ex-

trême variabilité des protéines. Il a cependant été observé depuis plusieurs dizaines d'années

que les protéines en solution s'adsorbent sur les surfaces, qu'elles soient gazeuses, liquides ou

solides. Cette adsorption est le plus souvent irréversible, ce qui serait dû à une dénaturation

partielle de la protéine à l'interface. En�n, de manière apparemment contradictoire, la quantité

de protéines adsorbées dépend des conditions physico-chimiques, tel pH et force ionique.

Cette dépendance avec les paramètres physico-chimiques rappelle une adsorption selon le

modèle de Langmuir, la constante d'équilibre KD dépendant du pH et de la force ionique. Ce

modèle étant basé sur un équilibre entre les fractions adsorbées et désorbées, il implique qu'une

désorption doit se produire par dilution ; dans les cas majoritaires où l'adsorption est irréver-

sible, ce modèle n'est donc pas valable. Malgré cela, il demeure encore utilisé dans plusieurs

études, le KD rendant compte de l'évolution de la quantité de protéines adsorbées [Luey et al.,

1991].

On observe ici une des contradictions bien connues sur l'adsorption des protéines [Czeslik,

2004; Rabe et al., 2011], notamment mises en évidence par le titre évocateur de Ramsden

[1995] : Puzzles and paradoxes in protein adsorption. L'interprétation des résultats obtenus

est donc plus complexe, ce qui était prévisible : une protéine de 60kDa ne se compare pas si

facilement à un atome.

La littérature contient donc de très nombreuses études, dans lesquelles le plus souvent la

nature de la surface et de la protéine varient. Or l'adsorption n'étant toujours pas expliqué

pour un unique couple surface - protéine, des résultats sur di�érents modèles ne permettent

pas de mieux comprendre le phénomène. C'est pourquoi, dans la partie suivante, nous nous

attacherons à caractériser au mieux un unique couple surface - protéine modèle : connaître l'in-

�uence de l'ensemble des paramètres pour ce couple peut permettre de correctement expliquer

le phénomène.

Avant de s'intéresser aux mesures e�ectuées à ce sujet, une application développée durant la

thèse où l'adsorption a un e�et particulièrement limitant est présentée : l'immuno-agglutination

sur particules magnétiques.
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Chapitre 2

Mesure d'agrégation par orientation

magnétique

2.1 Introduction

Les mesures d'agrégation de colloïdes sont utilisées dans de nombreux cas. Tout d'abord à

des �ns fondamentales, où elles permettent d'estimer l'intensité des interactions entre des parti-

cules. Etant donné qu'une mesure directe des énergies d'interaction entre colloïdes est délicate

à réaliser, une observation indirecte est souvent préférée, comme la mesure de l'agrégation de

ces colloïdes. Ceci peut donc permettre d'étudier l'e�et de la nature du sel sur l'agrégation de

particules hydrophiles ou hydrophobes, mettant ainsi en lumière les séries de Hofmeister [Peula-

Garcia et al., 2010]. Dans certains cas des particules peuvent également s'agréger à cause de

protéines en solution, les mesures d'agrégation permettent donc de quanti�er ce phénomène -

ceci sera réalisé dans la partie 4.

D'un point de vue plus appliqué, certaines utilisations nécessitent une bonne dispersion des

particules, comme les encres. D'autres en revanche nécessitent une �oculation, comme pour les

boues d'épuration dans le cadre du traitement de l'eau. Dans ces deux cas il est essentiel d'avoir

des outils performants qui permettent de correctement caractériser la dispersion des objets.

En�n, la mesure de l'agrégation de particules est utilisée dans le cadre du diagnostic médical.

La présence de protéines cibles est révélée en faisant agréger les colloïdes : la mesure d'agrégation

de gros objets est en e�et beaucoup plus facile à réaliser que la recherche directe de petites

protéines.

Pour toutes ces applications, il est fondamental d'avoir des outils qui permettent de quan-

ti�er au mieux l'agrégation, même pour les régimes où l'agrégation est très faible. C'est l'objet
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Figure 2.1 � Mallette commercialisée par Bertin utilisant la technique MOA.

de la méthode présentée dans ce chapitre, méthode qui a été développée sur des particules

magnétiques de typiquement 200nm : la Méthode d'Orientation des Agrégats (MOA).

Il s'agira tout d'abord de présenter et caractériser cette méthode, qui permet de quanti�er la

présence d'un très faible quantité de doublets dans une solution de singulets. Cette méthode sera

ensuite appliquée au diagnostique médicale, tout d'abord pour la détection d'une cible modèle

- la BSA-biotine - puis pour la détection d'une protéine détectée cliniquement - la protéine

C-réactive. Cette méthode servira également dans la partie 4, où elle permettra l'étude de

l'agrégation non spéci�que induite par les protéines.

Le travail de ce chapitre est le fruit d'une collaboration avec Elodie Brient-Litzler et Eric

Compain (Bertin Technologies) pour la mise au point de la la méthode, puis avec Aurélien

Daynès (Horiba Medical) pour les essais sur la protéine C-réactive. Après validation cette

méthode a �nalement été implémentée dans les détecteurs d'agents pathogènes de Bertin dans

le cadre de la biodéfense, dont un exemplaire est montré en �gure 2.1.

2.2 Orientation d'agrégats

2.2.1 Le magnétisme des particules

Les colloïdes utilisés dans ce chapitre possèdent des propriétés magnétiques provenant de

la maghémite γFe2O3 situés dans leur coeur.

La maghémite est constituée de deux sous-réseaux de Fe[II] et Fe[III]. Ces ions ont des mo-

ments magnétiques opposés mais d'amplitude di�érente, le matériau est donc ferrimagnétique

et possède une aimantation permanente.
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Figure 2.2 � Apparition du moment de la bille en présence d'un champ magnétique externe. La
particule possède une aimantation nulle au repos du fait de la décorrélation des moments des grains.
En présence d'un champ, ces derniers s'alignent et entraînent l'apparition d'un moment non nul.

Le magnétisme des grains

Les grains de maghémite étant de petite taille (< 20nm), ils ont la particularité d'être

monodomaine. En l'absence de champ ils ont un moment magnétique propre, dont l'orientation

varie aléatoirement à cause de l'agitation thermique. Cette orientation n'est pas reliée à son

orientation géométrique.

En raison de sa composition le matériau superparamagnétique est souvent décrit par analo-

gie au diamagnétisme de Langevin. Au début du XXème s. ce dernier explique le paramagnétisme

par l'orientation progressive en présence d'un champ extérieur des moments permanents portés

par les atomes du matériau [Pérez et al., 2002].

Il en va de même ici, où c'est l'alignement des moments des grains - et non des atomes -

qui entraîne l'apparition d'un moment induit en présence de champ (�gure 2.2). En notant m

le moment d'un grain, et en introduisant ξ =
mB

kBT
- où B est le champ magnétique externe -,

l'aimantation totale d'un échantillon est alors décrit par :

M = NmL(ξ)

où L(ξ) = coth(ξ)− 1/ξ est la fonction de Langevin - cf �gure 2.3.

En l'absence d'un champ externe, l'aimantation totale de la particule est donc nulle. En

présence d'un champ magnétique de faible intensité (typiquement < 20mT), l'aimantation de

la particule - de volume noté V - augmente linéairement avec le champ magnétique : ~m = χV ~H

où χ est la susceptibilité magnétique.

Pour les assemblages de grains de maghémite cette valeur χ est élevée - proche de 1. Pour

comparaison les susceptibilités des métaux paramagnétiques comme l'aluminium ou le lithium

sont de l'ordre de 10-5 ; cette valeur élevée confère au matériau le quali�catif de superparama-

gnétique.
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Figure 2.3 � Fonction de Langevin décrivant l'évolution de l'aimantation d'un échantillon avec ξ.

Figure 2.4 � L'application d'un champ magnétique entraîne l'alignement des agrégats avec le champ.
Si le champ est su�samment intense et appliqué pendant une durée su�sante, le chaînage apparaît.

Les comportements collectifs

Sous aimantation les billes sont soumises à l'interaction dipôle-dipôle. Les dipôles tendent

à s'aligner, ce qui se traduit par deux phénomène (�gure 2.4) :

� les agrégats anisotropes s'orientent avec le champ

� deux billes subissent une force répulsive perpendiculaire au champ mais attractive paral-

lèle au champ, elles s'assemblent sous forme de chaîne

Le phénomène d'orientation apparaissant avant le chaînage, il est possible d'observer la

rotation de clusters sans former de chaîne : c'est l'essence même de la Méthode d'Orientation

des Agrégats (MOA). Si des agrégats sont présents dans la solution, leur orientation permet de

révéler leur présence par une simple mesure de densité optique. Une analyse détaillée dans le

cas de la présence de doublets est réalisée ci-après.
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Figure 2.5 � Montage expérimental de la MOA. Le signal issu d'une diode laser polarisée est passe
au travers de la cuve avant d'être recueilli par une photodiode. Une grosse bobine ainsi que deux plus
petites permettent l'application des champ de chaînage (20mT) et de mesure MOA (5mT).

2.2.2 Montage expérimental

Il convient tout d'abord de présenter le montage expérimental réalisé pour cette étude. Ce

montage doit permettre une acquisition en continue de la densité optique et l'application de

deux champs magnétiques distincts : un parallèle et un perpendiculaire au faisceau laser.

Le montage est visible dans la �gure 2.5.

La source lumineuse est une diode laser très stable ULN-Series de Coherent, émettant de

la lumière polarisée rectiligne à 635nm. Cette longueur d'onde a été retenu car l'oxyde de fer

n'y absorbe que faiblement la lumière comparativement à une plus faible longueur d'onde ;

et le signal de di�usion de la lumière est néanmoins satisfaisant. Derrière la cuve, le faisceau

est analysé par une photodiode - Thorlabs, PDA36A-EC - et la tension est mesurée par un

multimère Agilent 34410A. Une première bobine - dimaètre intérieur 10cm - génère un fort
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Figure 2.6 � Variations de DO de billes non gre�ées (0,04% w/v) sous di�érentes valeurs de champ
magnétique axial. Le champ est appliqué pendant 10s. A partir de 7mT le chaînage apparaît, alors que
seule l'orientation d'agrégats initialement présents est observée pour les champs plus faibles.

champ magnétique axial BA selon l'axe du laser. Un champ transverse BT , perpendiculaire au

laser, est généré par deux petites bobines situées dans la bobine précédente. L'échantillon est

placé dans une cuvette de spectromètre ; le trajet optique est de 10mm. Aucun analyseur n'est

placé après la cuve.

A�n d'automatiser l'acquisition, tous les appareils sont pilotés par le logiciel LabVIEW.

2.2.3 Orientation vs chaînage

La �gure 2.6 montre l'évolution de la densité optique avec le temps d'application d'un champ

magnétique pour des billes magnétiques non gre�ées. Les deux phénomènes précédemment

décrits y sont visibles : l'orientation rapide des agrégats suivie du phénomène plus lent du

chaînage.

Temps caractéristique d'orientation

Pour la MOA le champ magnétique doit être appliqué sur une durée su�samment longue

pour permettre aux doublets de s'orienter. Si le champ magnétique est faible, le temps carac-

téristique de rotation τR est donné par la di�usion rotationnelle :

τR ∼
1

DR

où DR est le coe�cient de di�usion rotationnel pour un doublet [Carrasco and de la Torre,

1999] :
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DR =
kT

3.76× πηR3

où η est la viscosité du milieu (η=0.001 Pa.s), τR ∼ 20ms. A noter que pour des champs

plus forts, la rotation est plus rapide, et comme détaillée dans Ranzoni & Al [Ranzoni et al.,

2010] :

τR ∼
1

B2

Ces valeurs peuvent être comparées aux temps caractéristiques de relaxation expérimentaux

(cf �gure 2.6). Les variations de DO sont exponentielles quand le champ est mis en route, avec

τon ∼ 12ms à 5mT, en bon accord avec nos estimations précédentes.

A�n d'avoir le temps d'e�ectuer une mesure �able de DO, un durée d'aimantation de 250ms

a été retenue.

La valeur de DO atteinte après ∼ 12ms est fonction de l'intensité du champ magnétique.

Ceci illustre le phénomène de compétition entre l'alignement des particules avec le champ

magnétique et la désorientation due à l'agitation thermique (cf 2.2.1).

Limite orientation - chaînage

Pour B < 6mT, la densité optique atteint rapidement un plateau, alors qu'elle augmente

continuellement avec le temps si B > 6mT. Ce seuil correspond au processus de chaînage ; ce

dernier apparaît quand l'énergie d'interaction entre deux billes au contact est plus grande que

l'agitation thermique kBT [de Gennes and Pincus, 1970] :

Um =
πR3B2

18µ0
∼ kBT

où µ0 est la perméabilité magnétique, R le rayon de la bille, kB la constante de Boltzman et

T la température (la susceptibilité magnétique de la particule est proche de 1 [Dreyfus et al.,

2009]). Une application numérique dans nos conditions donne B ∼ 5mT, en bon accord avec

les mesures précédentes.

Cette valeur de 5mT a donc été retenue, durant 250ms, pour obtenir le meilleur signal sans

observer de chaînage. De plus, il est remarquable que même sur l'échantillon non agrégé de

particules il y a du signal lié à l'agrégation. Ceci signi�e que des petits agrégats sont présents,

même dans les billes simplement diluées en tampon.

2.2.4 Principe de la méthode

La MOA consiste à appliquer 250ms de champ magnétique axial et 250ms de champ trans-

verse séparés par une relaxation de 250ms. Expérimentalement un champ magnétique de 5mT
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Figure 2.7 � Haut : application des champs axial puis transverse. Bas : variations de densité optique
associées sur un échantillon de billes à 0.04% w/v.

a été retenu a�n de n'observer que l'orientation. A cette valeur une durée d'aimantation de

250ms est su�sante pour atteindre l'état stationnaire. Ces paramètres permettent d'orienter

les agrégats sans former de chaînes qui contribueraient de façon non désirée à la densité op-

tique. L'amplitude MOA est la di�érence entre le maximum et le minimum de la densité optique

durant cette séquence, un exemple se trouve en �gure 2.7 (le sens des variations est expliqué

ci-après). L'intérêt de cette méthode est que cette amplitude est uniquement liée aux agrégats :

les billes isolées n'apportent aucune contribution.

Cette mesure pourrait bien sûr être réalisée avec une seule orientation des agrégats au lieu

de deux ; l'application de deux champs a été retenue car elle fournit un signal deux fois plus

important.

Dans un premier temps, les variations de densité optique théoriques vont être présentées.

Elles seront ensuite confrontées aux variations expérimentales obtenues sur des Bio-Adembeads
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Streptavidin de 200nm.

2.2.5 Théorie - cas des doublets

Quand un faisceau lumineux traverse une solution colloïdale, l'intensité lumineuse qui arrive

est plus faible que l'intensité incidente : c'est le phénomène d'extinction. L'extinction peut être

due à deux phénomènes : l'absorption et la di�usion.

Considérons une particule illuminée par le faisceau. Prenons la fraction lumineuse non

transmise égale à l'énergie lumineuse incidente sur une surface Cext. On obtient ainsi la section

e�cace d'extinction, somme des sections e�caces d'absorption et di�usion :

Cext = Cabs + Cscat

Dans notre cas où les particules sont grandes, l'absorption est négligeable devant la di�usion

à la longueur d'onde de travail - 635nm. On considère donc que Cext = Cscat.

La densité optique est dé�nie par DO = log(
I0

I
), où I0 est l'intensité du laser mesurée à la

photodiode en l'absence d'échantillon et I est l'intensité mesurée en présence de l'échantillon.

Pour une solution de Nsing particules sphériques isolées de diamètre R et de surface e�cace de

di�usion Cscat,sing, elle vaut, d'après la loi de Beer-Lambert :

DO = hCscat,sing
Nsing

ln(10)

où h est la longueur du trajet optique. Si des doublets de surface e�cace Cscat,doub sont

présents en solution, la densité optique devient :

DO =
h

ln(10)
(Cscat,singNsing + Cscat,doubNdoub)

ou encore DO = hCscat
Nsing + αNdoub

ln(10)

en introduisant α =
Cscat,doub
Cscat,sing

le ratio entre les intensités di�usées par un doublet orienté

aléatoirement et une bille seule, et en notant plus simplement Cscat au lieu de Cscat,sing.

Dans le cas d'un objet allongé - comme un doublet - l'intensité di�usée di�ère selon son

orientation : c'est l'essence de notre méthode. Cette valeur α peut être estimée en utilisant la

méthode "T-matrix" [Van De Hulst, 1981], réalisable avec un logiciel gratuit (ftp://ftp.eng.

auburn.edu/pub/dmckwski/scatcodes/index.html). Les paramètres utilisés sont l'indice de

réfraction - 1.78 + 0.02i - et le rayon des particules - 100nm.
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Figure 2.8 � Ratio des sections e�caces de di�usion entre un doublet et une bille seule. Dans le cas
d'une orientation aléatoire ce ratio est noté α, pour θ = 0 il s'agit de βA et pour θ = 90 il s'agit de βT .
L'orientation aléatoire correspond à l'absence de champ magnétique.

E�et de l'orientation des doublets

La MOA utilise la propriété qu'un doublet di�use la lumière di�éremment s'il est parallèle

au faisceau laser - aligné avec BA - ou s'il lui est perpendiculaire - aligné avec BT . Dans le

premier cas le ratio entre lumière di�usée par un doublet et par deux billes séparées est noté

βA, il est noté βT dans le second. La simulation numérique en �gure 2.8 montre l'évolution

de ces paramètres pour di�érentes polarisations du laser en fonction de θ. θ est l'angle entre

le faisceau et le doublet, θ = 0 est obtenu en présence du champ axial alors que θ = 90◦ est

obtenu durant le champ transverse.

E�et de la polarisation

Si l'ensemble des doublets ont une orientation aléatoire, la densité optique mesurée ne

dépend pas de la polarisation du laser. Il en va de même pour βA qui ne dépend pas non plus

de la polarisation. Or, comme montré sur la �gure 2.8, la valeur de βT , qui correspond à θ = 90,

en dépend elle fortement.

La simulation prévoit donc des comportements distincts durant le champ transverse. A�n

d'observer les variations de signal les plus importantes possibles, il est donc préférable d'utiliser

une polarisation verticale à une polarisation horizontale ou à un laser non polarisé : le paramètre
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Figure 2.9 � Variations de densité optique en polarisation verticale pendant une MOA pour un
échantillon faiblement agrégé. La densité optique augmente pendant le champ transverse (βA > α) puis
diminue pendant le champ transverse (βT < α).

(βA − βT ) est maximisé.

2.2.6 Validation de la méthode

D'après les valeurs de α, βA et βT dans le cas d'une polarisation verticale, la variation de

densité optique durant le champ transverse doit être plus importante que durant le champ axial

car (α − βT ) = 2.6(βA − α). L'amplitude de la MOA est la di�érence de densité optique alors

que les agrégats sont alignés selon les deux champs :

MOA = hCscat
(βA − βT )Ndoub

ln(10)

1pM de doublets engendre donc théoriquement un signal de 19mDO. Cette valeur peut être

comparée à la densité optique de la solution à 0.02% égale à 1 DO.

Cette théorie peut être véri�ée, avec un échantillon le plus propre possible a�n qu'il ne

contienne que des singulets et des doublets. Comme indiqué en annexe C, les Adembeads

Streptavidin ont pour ce faire été centrifugées 1min. La MOA obtenue est visible sur la �gure

2.9.

Le signal y est de 21mDO, environ 1pM de doublets est donc présent. Cette valeur est faible

comparée aux 50pM de billes dans la solution, con�rmant que notre échantillon était faiblement

agrégé : ce signal est seulement dû aux doublets. Le ratio entre les variations durant les champs

transverse et axial est de 2.4 (variations respectives de 15 et 5.8mDO), valeur très proche des

2.6 théoriques et qui con�rme l'analyse théorique e�ectuée.

Il est à remarquer qu'en dépit de la centrifugation cet échantillon n'est pas complètement

- 51 -



Chapitre 2. Mesure d'agrégation par orientation magnétique

Figure 2.10 � Variations de densité optique en polarisation horizontale pendant une MOA pour un
échantillon propre. La densité optique augmente durant le champ axial et durant la champ transverse
(βT = βA > α).

propre : un échantillon colloïdal composé exclusivement de singulets est extrêmement di�cile

à obtenir.

Une mesure d'orientation des doublets a également été réalisée en polarisation horizontale,

comme montré sur la �gure 2.10. Les signaux sont plus bruités du fait de la faible amplitude

du signal, mais une augmentation de la densité optique aussi bien durant le champ axial que

durant le champ transverse y est visible, conformément à la simulation.

2.2.7 Comparaison aux autres méthodes

La MOA permet donc de quanti�er rapidement l'état d'agrégation d'une solution de parti-

cules. Elle peut être comparée à di�érentes méthodes qui existent et qui permettent des mesures

d'agrégation. Pour une revue approfondie sur le sujet, le lecteur pourra se référer à la revue de

John Gregory [Gregory, 2009].

L'observation en volume

La di�usion de la lumière. Une première possibilité est de quanti�er l'agrégation en

faisant une mesure de l'échantillon complet, sans aucun pré-traitement : c'est le cas de la

di�usion (statique ou dynamique) de la lumière [Lin et al., 1989].

Un objet en solution di�use la lumière en fonction de sa taille et de son indice de réfraction. A

partir de l'intensité di�usée à di�érents angles, un traitement numérique permet de déterminer

une distribution des tailles d'objet dans l'échantillon. Cette méthode, très simple à appliquer, est
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également très précise dans le cas de populations monodisperses. Malheureusement le traitement

perd en �abilité dès lors que les populations sont polydisperses car un même signal peut provenir

de di�érentes distributions de taille et d'état d'agrégation.

Plus simplement un suivi de densité optique peut permettre de suivre l'agrégation au cours

du temps [Baudry et al., 2006], comme détaillé en 2.3.

Tri par populations

La centrifugation sur disque. A�n d'améliorer la résolution des distributions, les par-

ticules peuvent être séparées suivant leur taille. Ceci peut se faire avec une centrifugeuse sur

disque. A un moment donné, l'échantillon est injecté au centre d'un disque rempli d'une so-

lution de glucose. La vitesse V de déplacement de la particule vers l'extrémité du disque est

alors :

V =
D2ω2Rd∆ρ

18η

où D est le diamètre de la particule, η la viscosité du �uide, Rd le rayon du disque et ω la

pulsation de rotation du disque.

La quantité de particules atteignant l'extrémité au cours du temps est mesurée par un

détecteur optique, permettant de remonter à la distribution de taille.

Cette méthode est très performante, elle a permis de mettre en évidence l'apparition de

doublets dans une solution de singulets [Koenig, 2004]. Cependant cet équipement reste cher,

et là encore la distribution des doublets se superpose à celle des singulets, la polydispersité de

l'échantillon est encore une limitation importante de cette méthode.

L'observation individuelle

A�n d'encore améliorer la résolution des distributions, la dernière possibilité est d'observer

les objets individuellement.

La microscopie. La méthode la plus directe est l'observation en microscopie - optique ou

microscopie électronique en transmission [Martínez-Pedrero et al., 2007]. Celle-ci fonctionne

parfaitement tant que les objets observés ont une taille supérieure à la longueur d'onde du

visible. Ce n'est pas le cas pour les particules de 200nm, qui sont d'autant plus di�ciles à

distinguer qu'elles sont soumises à l'agitation brownienne. Il est cependant possible de partiel-

lement s'a�ranchir de ces di�cultés en utilisant des particules �uorescentes, qui en émettant

un signal plus important sont plus faciles à distinguer, ou alors en observant uniquement des

particules qui ont sédimenté et qui sont donc immobiles.
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Figure 2.11 � Fonctionnement du cytomètre (www.lifetechnologies.com). A chaque fois qu'une
particule passe devant le faisceau lumineux, un signal est détecté sur l'intensité di�usée vers l'avant, à
90◦ ainsi que la �uorescence de l'objet.

Autre di�culté : pour que la mesure soit �able, elle doit être e�ectuée sur un grand nombre

d'objets, sans oublier de correctement e�ectuer la mise au point. Le nombre d'objets observables

dans une image étant relativement faible, il faut e�ectuer de nombreux déplacements dans

l'échantillon pour avoir une mesure �able.

De nouvelles technologies permettent cependant de s'a�ranchir au moins partiellement de

ces limitations grâce à une analyse d'image plus performante. Cette méthode peut être couplée

à une mesure de DLS, l'utilisateur ayant alors accès à des informations supplémentaires comme

la mesure de taille.

La cytométrie. La cytométrie en �ux est essentiellement utilisée pour la caractérisation

de cellules, permettant de les séparer selon leur taille et leurs propriétés optiques.

L'échantillon à analyser s'écoule dans un canal, comme représenté sur la �gure 2.11. L'écou-

lement du �uide est tel qu'au passage devant le laser - à raison typiquement de 1,000 objets

par seconde - les objets passent un par un, permettant de mesurer pour chacun les paramètres

suivant :

� la lumière di�usée vers l'avant (FSC - Forward SCattering)

� la lumière di�usée à 90◦ (SSC - Side SCattering)

� l'intensité de �uorescence à 90◦ à éventuellement di�érentes longueurs d'onde

Le tracé par exemple de la SSC en fonction de la FSC permet de mettre les di�érentes

populations présentes dans l'échantillon, avec le nombre d'objets dans chaque population.

Pour l'étude de l'agrégation de particules d'un moins 1µm, les singulets seront parfaitement
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séparés des doublets ou triplets [Görge, 2011]. Mais la présence d'agrégats de billes de 200nm

est beaucoup plus délicate à mettre en évidence, là encore du fait de la polydispersité des

particules et du faible signal généré par chacune.

Très proche du cytomètre dans le principe, on citera également le compteur coulter. Celui-ci

est lui basé sur le changement de résistivité lorsqu'un objet passe au travers d'un micro-ori�ce.

La variation de résistivité, de même que les mesures de lumière di�usée pour le cytomètre,

permet d'obtenir des informations sur la nature des objets.

Mesure de masse par résonance. Cette technologie est la plus récente, elle est basée sur

l'utilisation d'un cantilever contenant un canal micro�uidique[Burg et al., 2007]. Le cantilever

résonne à une pulsation ω. Quand un objet qui s'écoule dans le canal atteint l'extrémité du

cantilever, il en modi�e la pulsation. Il est ainsi possible de mesurer la masse de la particule ; les

plus faibles masses détectables sont proches du femtogramme, ce qui est 10 fois plus faible que

la masse d'une particule d'or de 100nm. Il est donc possible de mettre en évidence la présence

d'agrégats, même si des particules de 200nm peuvent être proches de la limite de l'appareil,

suivant leur densité.

Mais cet appareil, de même que le cytomètre, représentent un coût important et ne sont

pas toujours accessibles.

2.2.8 Conclusion

La MOA est une nouvelle méthode de quanti�cation de l'agrégation de colloïdes. Cette

méthode a plusieurs avantages intéressants :

� elle est très simple à mettre en place

� son coût est faible

� les particules non agrégées ne générant aucun signal, elle est moins sensible à la polydis-

persité que les méthodes précédemment citées

� la grandeur observée est directement proportionnelle à l'agrégation, elle ne s'ajoute pas

à un bruit de base

Elle possède néanmoins une limitation : elle ne fonctionne que pour des particules magné-

tiques, même si l'extension aux particules non magnétiques doit être possible en remplaçant les

champs magnétiques par des champs électriques.

Cette méthode permet donc de quanti�er les agrégats présents dans une solution de parti-

cules magnétiques. Elle peut donc également être appliquée au diagnostic médical : il s'agira

alors de quanti�er les agrégats de particules formés spéci�quement par des protéines cibles. La
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détection de deux protéines va ainsi être réalisée : la BSA-biotine (système modèle) ainsi que

la protéine C-réactive.

Selon le même principe, cette méthode servira également dans la partie 4, cette fois-ci à

quanti�er la formation d'agrégats non spéci�ques.

2.3 Application à la détection de protéine cible

Le diagnostic médical consiste à déterminer les dysfonctionnements physiologique présents

chez un patient. Les analyses qui le constituent, une fois menées à bien, permettent de donner le

traitement le plus approprié. Il a donc une importance critique, aussi bien en terme d'e�cacité

des soins prodigués que de rentabilité économique. En e�et le diagnostic médical, qui représente

moins de 5% du budget de l'assurance maladie, détermine 60 à 70% des décisions médicales

[The Lewin Group, 2005].

De nombreuses a�ections peuvent être diagnostiquées par la détection et/ou quanti�cation

de protéines cibles. Cependant une molécule seule ne mesurant que quelques nanomètres, il est

extrêmement di�cile de déterminer directement sa présence, a fortiori dans un milieu aussi

riche et complexe que le plasma. Par exemple la thyréostimuline - TSH, hormone révélatrice de

troubles de la thyroïde - a une concentration sanguine de l'ordre de 0.1pM ; négligeable devant

les 600µM de l'albumine.

La détection de protéine cible nécessite donc très souvent une excellente spéci�cité, qui

ne peut être obtenue qu'en utilisant des anticorps pour la reconnaissance. Les anticorps, �xés

à la surface de travail, permettent ainsi de capturer les antigènes cibles ; une détection par

complexation ultérieure (comme ELISA) permettra de révéler la capture.

Les tests de diagnostic médical reposent sur de nombreuses techniques suivant le paramètre

recherché. Entre autres existe l'immuno-agglutination, qui permet de détecter et quanti�er des

protéines.

2.3.1 L'immuno-agglutination sur colloïdes magnétiques

L'immuno-agglutination sur micro-particules a été découverte il y a plus de 50ans [Plotz

and Singer, 1956]. Cette méthode est rapide et très simple à mettre en oeuvre, et correspond

donc à ce qui est de plus en plus désiré dans la détection moderne : un temps d'analyse plus

faible entraîne une augmentation de cadence des automates et donc une baisse des coûts.
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Figure 2.12 � Immuno-agglutination sur particule de latex [Baudry et al., 2006]. Etape 1 : les
billes sont initialement dans le tampon, puis la protéine cible est ajoutée. Etape 2 : première capture.
Les protéines cibles sont capturées par les particules gre�ées. Durant cette étape a également lieu la
deuxième capture, de façon plus lente. Etape 3 : détection turbidimétrique.

Les phases du test

A�n de mettre en évidence la présence de la protéine cible, une possibilité est de s'en servir

pour la création d'objets plus gros qui eux seront détectables. Des colloïdes à la surface desquels

sont gre�és les anticorps spéci�ques peuvent servir ce propos : dans ce cas la protéine cible sert

à les agréger (cf �gure 2.12). On distingue trois phases dans ce test.

� première capture : la protéine cible est capturée par les anticorps

� deuxième capture : une protéine déjà liée à une particule est capturée par une deuxième

particule

� détection : une mesure turbidimétrique permet de remonter à la quantité d'agrégats

formés

La première capture est rapide puisque les protéines di�usent rapidement dans la solution.

L'étape cinétiquement limitante de ce test est la deuxième capture car limitée par la plus lente

di�usion des grosses particules (200nm). A�n d'améliorer la rapidité de ce test, les billes doivent

venir au contact de façon plus rapide. C'est ainsi qu'est née au LCMD l'idée de remplacer les

particules de latex par des particules magnétiques [Baudry et al., 2006].

En e�et, comme indiqué précédemment, les particules magnétiques forment des chaînes en

présence d'un champ magnétique d'intensité su�sante (�gure 2.13). Tant que les chaînes sont

formée, une protéine déjà reliée à une première particule explorera plus rapidement la surface

des particules voisines. Elle se liera plus rapidement à une deuxième, formant ainsi un doublet

- 57 -



Chapitre 2. Mesure d'agrégation par orientation magnétique

Figure 2.13 � Mise au contact des particules en présence d'un champ magnétique, entre les étapes
2 et 3 a�n d'accélérer la deuxième capture.

détectable en densité optique.

Cette nouvelle étape est à rajouter entre les étapes 2 et 3 de la �gure 2.12. Elle permet

la formation d'un plus grand nombre d'agrégats spéci�ques, rendant ainsi la technique plus

sensible.

Outre la lecture turbidimétrique en solution, les billes magnétiques ont également été utili-

sées pour di�érentes applications. Après avoir passé en revue les possibilités imaginées, l'utili-

sation de la méthode MOA sera détaillée.

2.3.2 Les évolutions du test

L'immuno-agglutination sur colloïdes magnétique a connu diverses évolutions ces dernières

années, tout d'abord grâce à la micro-�uidique. Il est possible de réaliser ce test en gouttes de

100nL. Une méthode de détection est alors de mesurer via une caméra la surface occupée par

les particules après redispersion [Teste et al., 2013]. L'avantage de cette technique est la faible

quantité de produits utilisés ainsi que la possibilité de réaliser un grand nombre de tests en

parallèle.

La micro-�uidique peut être utilisée di�éremment [Moser et al., 2009], puisque la présence

d'un amas de billes magnétiques localisées au centre d'un canal permet de capturer les protéines

cibles s'écoulant dans le canal. Il est ensuite possible soit d'observer directement l'agrégation

des billes, soit de récupérer les billes contenant la cible pour d'autres analyses.

Un autre système a été imaginé dans le lequel des particules de 3µm, après avoir capturé

les antigènes, viennent se �xer sur des particules de 1µm �xées à la surface [Tekin et al., 2013].

Des très faibles limites de détection - 60 attomolaire - sont atteintes grâce à la faible quantité

d'agrégation non spéci�que : la force de frottement visqueux générée par le �ux de milieu dans

le canal permet en e�et d'évacuer les grosses particules liées de façon non spéci�que.
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Une autre possibilité a été de révéler la présence de protéine cibles via la �xation de par-

ticules sur une surface, surface sur laquelle des anticorps spéci�ques sont gre�és [Bruls et al.,

2009]. La détection se fait par méthode optique, dans une con�guration de ré�ection totale

interne. Ainsi, en l'absence de particules à la surface, aucun signal ne parvient au détecteur.

Dans un premier temps l'antigène cible se �xe sur la surface de la cartouche. Puis un champ

magnétique permet d'amener les billes au niveau de la zone d'intérêt, avant de les relâcher. Après

plusieurs répétitions, seules les particules liées spéci�quement à l'antigène restent adsorbées à la

surface. Le système n'est plus en con�guration de ré�ection totale interne, l'intensité du signal

donne accès à la quantité d'antigène présents.

2.3.3 Les paramètres optiques

Cette partie détaille les di�érents mesures optiques utilisées pour révéler la quantité d'agré-

gats en solution. Tout d'abord nous nous intéresserons au paramètre historique ∆DO, puis il

s'agira d'appliquer le principe de la MOA a�n d'augmenter la sensibilité du test.

La mesure de densité optique

Le contenu de la cuve ainsi que le détail sur l'application des champs magnétiques de réaction

se trouvent en annexe C.

Le premier paramètre indicateur pour les tests d'immuno-agglutination magnétique est la

densité optique : la variation entre la �n et le début de la mesure indique la quantité de doublets

formés durant le champ magnétique. Pour rappel la densité optique d'une solution de singulets

est :

DOinitiale = hCscat
Nsing

ln(10)

Si pendant l'aimantation ∆Ndoub sont formés, la densité optique �nale devient :

DOfinale = hCscat
(Nsing − 2∆Ndoub) + α(Ndoub + ∆Ndoub)

ln(10)

La variation de densité optique est donc :

∆DO = hCscat
(α− 2)∆Ndoub

ln(10)

Numériquement, 1pM d'antigène qui forme 1pM de doublets augmente la densité optique

de 8.5mOD.
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Paramètres ∆MOA vs ∆DO

Outre la densité optique, une MOA peut être également réalisée en début et �n de mesure.

Pour rappel l'amplitude de la MOA est la di�érence de densité optique alors que les agrégats

sont alignés selon les deux champs :

MOA = hCscat
(βA − βT )Ndoub

ln(10)

La variation entre les mesures initiale et �nale est donc :

∆MOA = hCscat
(βA − βT )∆Ndoub

ln(10)

Comparativement à ∆DO, le signal est augmenté puisque
∆MOA

∆DO
=
βA − βT
α− 2

= 2.2

La présence de 1pM d'agent entraine donc une augmentation de signal de 19mDO si chaque

cible forme un doublet, au lieu de 8.5mDO pour ∆DO.

Dans un premier temps la possibilité de doser une protéine cible va être testée sur un système

modèle - capture de BSA-biotine par des billes fonctionnalisées avec de la streptavidine - puis

elle sera testée sur un système réel : la protéine C-réactive.

2.3.4 Système modèle : dosage de la BSA-biotine

Diverses concentrations en BSA-biotine ont été dosées par les billes streptavidine, le résultat

pour des concentrations inférieures à 20pM est en �gure 2.14. Pour ces faibles concentrations

([Billes] ∼ 90pM), l'augmentation de signal est linéaire, aussi bien pour ∆MOA que pour ∆DO.

La simulation a montré que 1pM d'agent doit augmenter le signal de 19mDO pour ∆MOA

et 8.5 pour ∆DO. La comparaison de ces valeurs aux pentes des régressions linéaires indique un

rendement de ∼ 70%, et ce pour les deux méthodes. 20pM de BSA-biotine formeraient donc près

de 14pM de doublets. 30% de protéines ne forment pas de doubelts, ceci peut s'expliquer une

adsorption sur les parois des BSA-biotine, par un nombre insu�sant de biotines sur certaines

BSA, ou par une capture de toutes les biotines d'une BSA par des streptavidines de la même

bille. Dans le cas du dernier point, une diminution de la densité de streptavidines à la surface

des billes permettrait un meilleur rendement d'agrégation.

La �gure 2.15 montre les résultats pour une gamme plus étendue en BSA-biotine. La partie

basse de la �gure montre qu'aux fortes concentrations - typiquement 100pM et 1nM - 250ms ne

su�sent pas pour orienter les gros agrégats formés. Pour atteindre le plateau et ainsi avoir une

mesure comparable aux mesures obtenues avec des échantillons faiblement agrégés, il faudrait

utiliser un temps d'aimantation plus long, de plusieurs secondes.
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Figure 2.14 � Courbes de dosage ∆MOA et ∆DO de la BSA-biotine. Les pentes indiquent un
rendement de formation de liens de 70%.

Pour les fortes concentrations, le signal mesuré est donc inférieur au signal attendu, ce qui

se traduit par une baisse du signal dans la partie haute de la courbe : c'est l'e�et crochet. Ce

phénomène est bien connu car il est une cause de limitation des méthodes de mesure. En e�et

il est impossible de doser à des concentrations supérieures à celle qui donne le signal maximum,

car une valeur de signal peut correspondre à deux concentrations en agent cible.

La ligne verte illustre ce propos : un signal de 1,250mDO peut correspondre à 70 ou 200pM

d'agent. Dans notre cas il est donc impossible de doser au-dela de ∼ 90pM. Une première

possibilité est alors d'utiliser ∆DO, mais ce paramètre sature rapidement et ne permet donc

pas d'augmenter signi�cativement la gamme de mesure. Un nouveau paramètre pourrait alors

être utilisé : le temps caractéristique d'orientation des agrégats, qui est le seul à augmenter

signi�cativement entre 100pM et 1nM (�gure 2.16).

2.3.5 Système réel : dosage de la CRP

La CRP

Quand l'organisme subit une agression, le mécanisme de défense est activé : c'est l'in�amma-

tion. Elle permet de lutter e�cacement contre le danger, en permettant la réponse immunitaire

adaptée à l'agression. La détection de l'état d'in�ammation est une donnée importante et sou-

vent mesurée dans les laboratoires d'analyses médicales. Elle se fait par la quanti�cation d'un

marqueur de l'in�ammation : la protéine C-réactive (cf �gure 2.17).

Cette protéine, pentamère de 118kDa, est synthétisée par le foie. Sa concentration plas-
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Figure 2.15 � Haut : ∆MOA et ∆DO pour une gamme plus étendue en BSA-biotine. La ligne verte
illustre l'e�et crochet : une valeur de ∆MOA peut correspondre à plusieurs concentrations en agent.
Bas : mesures MOA pour les Bio-Adembeads Streptavidin en �n d'analyse ; pour di�érentes concentra-
tions en BSA-biotine. Pour les hautes concentrations en agent, le temps caractéristique d'orientation
est trop long pour que la mesure de 250ms soit su�sante.
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Figure 2.16 � Temps caractéristique d'orientation des agrégats après réaction avec di�érentes concen-
trations de BSA-biotine. Les temps sont obtenus en réalisant un �t exponentiel de la DO durant la phase
d'orientation avec le champ axial. Ce paramètre a l'avantage de toujours augmenter à 1nM.

Figure 2.17 � Protéine C-réactive. Elle est composée de 5 unités du même monomère.
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Figure 2.18 � ∆MOA et ∆DO pour di�érentes concentrations en CRP. Les plus faibles pentes
indiquent un plus faible rendement de formation de liens.

matique basale est inférieure à 10mg/L [Clyne and Olshaker, 1999]- soit 80nM - mais peut

augmenter jusque 400mg/L en cas d'infection. Elle est un marqueur clinique privilégié, puis-

qu'en 2012 plus de 16 millions de tests ont été réalisés en France (http://www.ameli.fr/

l-assurance-maladie/statistiques-et-publications/

donnees-statistiques/biologie/biolam-2010-2012.php).

La détection

La MOA a été testée sur la CRP. Comme indiqué en annexe, des anticorps polyclonaux

sont gre�és sur les billes a�n de capturer la CRP. Les résultats expérimentaux - en �gure 2.18

- montrent que 1pM d'agent augmente le signal de 2.7mDO/pM pour ∆DO et 3.9mDO/pM

pour ∆MOA. Là encore le rendement de formation des liens n'est pas de 1 : nous pouvons

cependant supposer qu'entre 20 et 30% des antigènes forment un lien entre particules ; 44pM

de CRP devrait ainsi créer ∼ 10pM de doublets. Ceci reste faible comparé aux 90pM de billes

dans la solution.

On peut remarquer que le signal en ∆MOA est proche de celui en ∆DO alors qu'il devrait

y avoir un facteur 2 (19 contre 8.5mDO/pM, ratio véri�é sur la détection de BSA-biotine).

Cela peut provenir des paramètres de la simulation. En e�et les lots de bille ne sont pas les

mêmes, les gre�ages et les tampons non plus, la taille des billes peut donc en être a�ectée et par

conséquent les propriété optique également. Si l'on prend l'exemple de ∆DO, celui-ci évolue en

(α− 2), une légère augmentation de α entraîne donc une baisse importante du ratio
∆MOA

∆DO
.

La limite de détection à 3σ a été calculée : elle correspond à la concentration (en pM)
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pour laquelle le signal est égal au signal à 0pM plus trois fois l'écart type du blanc. La

MOA gagne à deux niveaux : au niveau de l'écart-type du blanc (σ∆DO = 9.5mDO vs

σ∆MOA = 3.4mDO, pour 11 blancs), mais la pente de la courbe dose-réponse est également

plus importante (2.7mDO/pM pour ∆DO contre 3.9mDO/pM pour ∆MOA). La limite de dé-

tection est ainsi de 10.9pM pour ∆DO et 5.6pM pour ∆MOA : cette nouvelle méthode permet

de diviser la limite de détection par deux, ne nécessitant que très peu de modi�cations au setup

expérimental.

2.3.6 Les méthodes similaires

D'autres études ont utilisé la magnéto-rotation pour le diagnostic. Dans Hecht et al. [2011],

la cible permet la capture de particules de 1µm par des particules non magnétiques de 7µm.

En présence d'un champ, les billes magnétiques permettent la rotation de la bille principale,

rotation suivie en microscopie optique. Sur un système modèle (biotine-streptavidine), une

limite de détection de 0.5pM est atteinte.

En parallèle, Ranzoni & Al ont utilisé la même technique de rotations d'agrégats, mais ont

choisi de mesurer la réponse des agrégats à un champ magnétique tournant [Ranzoni et al.,

2011]. Grâce à un important travail sur la chimie de surface des particules, cette méthode leur

a permis d'atteindre une limite de détection de 0.4pM en tampon et de 5pM en plasma.

2.4 Conclusion

La méthode présentée dans ce chapitre est l'une des rares à pouvoir détecter la présence

d'une faible quantité de doublets dans une solution de singulets. Elle est de plus extrêmement

rapide - une seconde su�t - et peut également permettre de détecter de gros agrégats en

s'intéressant au temps caractéristique de rotation. Sa simplicité d'utilisation explique pourquoi

elle a été retenue par deux industriels : Bertin Technologies et Horiba Médical.

Cette méthode a été validée sur un système modèle ainsi que sur un système réel : la limite

de détection y est divisée par deux par rapport au test standard. Cette méthode nous permettra

donc de caractériser plus �nement l'agrégation colloïdale induite par des protéines.

En comparant toutes les méthodes de détection présentées ici, il est remarquable que les

limites de détection atteintes sont très proches. Pour améliorer signi�cativement la sensibilité

des tests, le facteur déterminant n'est donc plus le mode de détection, mais plutôt la physico-

chimie des particules ou le format du test. Car ce sont les particules, qui en s'agrégeant de façon

spontanée ou à cause de protéines 'adsorbées autres que les protéines cibles, qui imposent la
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limite de détection.

Cette étude de l'adsorption des protéines non cibles est présentée dans la partie suivante,

elle sera suivie des résultats sur l'agrégation induite par ces mêmes protéines non cibles.
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Chapitre 3

Mesures d'adsorption de protéines

Suivant la nature de la protéine et de la surface mises en contact, la protéine s'adsorbe,

ou pas, sur la surface. Cependant ce phénomène n'est toujours pas correctement décrit, c'est

pourquoi l'objectif de cette partie est de caractériser au mieux l'adsorption d'une protéine - la

BSA - sur une surface - la silice. Ainsi il sera envisageable de mieux décrire cette adsorption.

Les mesures principales seront également réalisées sur d'autres protéines et surfaces a�n de

s'assurer qu'ils ne sont pas spéci�ques au couple retenu.

Dans un premier temps, nous verrons pourquoi ce système protéine - surface a été choisi.

Il s'agira ensuite de présenter le protocole expérimental, en s'attachant à démontrer la �abilité

des résultats obtenues. Les protéines - en particulier la BSA - sont connues pour s'adsorber

en quantités importantes sur de nombreuses surfaces, ces adsorptions parasites ne doivent pas

interférer avec nos mesures.

Les résultats expérimentaux pourront alors être présentés, ce qui permettra d'avancer de

nouvelles hypothèses sur la description de l'adsorption de protéines.

3.1 Le choix des protéines et surfaces

3.1.1 Les protéines

Les protéines qui ont été utilisées pour les mesures d'adsorption ont été introduites en 1.1.3.

Parmi elles se trouve l'albumine de sérum bovin. Cette protéine est fréquemment utilisée en

laboratoire pour saturer les surfaces, a�n que les protéines d'intérêt ne s'y adsorbent pas. Elle

est également un bon modèle de la HSA, protéine principale du sang humain, pour un coût

réduit.
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Figure 3.1 � Potentiel électrostatique de la BSA à pH 5.5 (gauche) et pH 7.4 (droite) ; haut et bas
représentent les deux côtés de la protéine. Les tracés en bleu représentent les isosurface à +3kcal/(mol.e),
ceux en rouge celles à −3kcal/(mol.e). La structure de la protéine a été obtenue par Majorek et al.
[2012], le calcul des énergies de surface a été réalisé grâce au logiciel développé par Dolinsky et al. [2004]
et au serveur PDB2PQR.

La BSA est une protéine de ∼67kDa, dont le point isoélectrique est de 4.9. La représentation
de la structure secondaire se trouve dans la �gure 1.3, la répartition des charges à di�érents pH

est visible sur la �gure 3.1. Pour rappel l'albumine a un rôle de maintien du pH et de transport

des petites molécules.

Deux autres protéines ont également été étudiées ici : la myoglobine (18kDa) et l'hémo-

globine (68kDa). L'hémoglobine est constituée de 4 sous-unités qui ont chacune une structure

proche de celle de la myoglobine, en première approximation on pourra considérer que l'hémo-

globine est donc un tétramère de myoglobine. Ces protéines serviront d'illustration du modèle

d'adsorption multi-sites.

3.1.2 Les surfaces

Dans cette thèse, l'adsorption est testée sur des surfaces solides, et non sur les surfaces

en polymères. Les surfaces devant alors être stable sous forme colloïdale en milieu aqueux -

hydrophiles - seuls la silice et le titane ont été retenus.
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Le titane

Le titane a été utilisé sous forme de particules commerciales de 500nm de diamètre (Du-

pont Ti-Pure R-960), cet élément est utilisé commercialement pour la fabrication de peintures

particulièrement résistantes.

Sous forme rutile, c'est un matériau très dense (d ∼ 3.9) qui possède un indice de réfraction

très élevé (∼ 2.9).

La silice

Dans la littérature, la surface la plus utilisée est du dioxide de silicium SiO2. Deux types

ont été utilisés pour nos travaux : la première sous formes de particules de 150nm de diamètre

(Sigma 56799), de densité comprise entre 1.8 et 2.0. Quant à la deuxième, il s'agit de particules

constituées d'un coeur magnétique et recouvertes d'une couche de SiO2. Provenant d'Ademtech,

que nous remercions pour l'envoi de ces particules non commerciales, leur taille est de ∼220nm.

La silice est très fréquemment utilisée comme surface modèle hydrophile [Arai and Norde,

1990; Kondo et al., 1991; Haynes and Norde, 1994; Norde and Giacomelli, 2000; Larsericsdotter

et al., 2005; Greer et al., 2009; Langdon et al., 2012]. A cet e�et c'est sur cette surface que

l'essentiel des expériences d'adsorption de protéine - surtout de la BSA - ont été réalisées.

3.2 Protocole et validation

Après avoir choisi le système d'étude, la mise au point du protocole est ici présentée. Ce

protocole mérite d'être décrit et entièrement véri�é, les protéines étant réputées pour saturer

les interfaces - en particulier la BSA - les mesures peuvent rapidement ne pas rendre compte

de l'adsorption sur les particules sélectionnées.

3.2.1 Le choix des colloïdes

Le premier point est le choix de l'utilisation de particules colloïdales. Comme indiqué dans

la partie 1, l'adsorption des protéines sur les surfaces peut être réalisée soit sur des surfaces

planes, soit sur des surfaces colloïdales. Remplacer les surfaces par des objets d'une taille proche

du µm a deux avantages principaux.

Pour qu'une réaction entre deux réactifs ait lieu, les deux réactifs doivent être au contact.

Dans notre cas il faut donc minimiser les distances entre protéines et surfaces d'adsorption.
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Figure 3.2 � Les protéines (en vert) s'adsorbent sur les colloïdes (sphères marrons), sur les parois et
à l'interface liquide/gaz

Les colloïdes servent cet e�et, car étant eux-mêmes en solution, une protéine di�usant dans

l'échantillon entrera plus vite en contact avec le colloïde que si elle doit uniquement se rappro-

cher de la paroi, cas où suivant la con�guration du système elle devra parcourir plusieurs µm,

voire mm.

Et le plus important, cela permet de grandement augmenter la surface d'adsorption. Consi-

dérons le cas de 20 µL d'une solution à 1% - 5nM - de particules de 150nm : elles représentent

une surface de 42cm2. Dans un eppendorf, 20 µL de liquide couvrent une surface de 0.5 cm2, les

colloïdes permettent donc de multiplier la surface d'adsorption par un facteur 100. Il est alors

également possible de multiplier les concentrations de protéines par 100, les signaux seront donc

plus intenses et mieux dé�nis, et les mesures plus précises. Cela permet également de minimiser

la compétition entre l'adsorption sur les particules et celle sur les bords de l'eppendorf.

3.2.2 Les adsorptions parasites

L'adsorption de protéines sur les colloïdes est souvent considérée comme un équilibre entre

des protéines en solution et des protéines adsorbées sur les particules.

Dans une mesure d'adsorption idéale, les protéines s'adsorbent uniquement sur la surface

d'intérêt. Malheureusement ce n'est jamais le cas : quand les protéines sont en solution, elles

s'adsorbent sur di�érentes surfaces, comme illustré dans la �gure 3.2 :

� sur les colloïdes

� sur les parois du contenant

� à l'interface liquide/gaz
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Figure 3.3 � Adsorption de BSA sur les eppendorfs standards ; tampon MES pH 5.5, NaCl 10mM.
La fraction restante de BSA-FITC est obtenue après une journée d'incubation de 100µL de solution en
eppendorf. Aux faibles concentrations plus de la moitié de la BSA est adsorbée sur les parois.

Ces adsorptions parasites peuvent être gênantes si elles modi�ent de façon importante les

quantités adsorbée et en solution. Une telle situation est illustrée dans la �gure 3.3. 100µL

de solution de BSA-FITC (BSA gre�ée avec un �uorophore, la �uorescéine isothiocyanate) à

di�érentes concentrations ont été mis dans des eppendorfs de 600µL et laissés à incuber pendant

une nuit. Par comparaison de l'intensité de �uorescence le lendemain, la fraction de protéine

restante en solution est déterminée : pour une solution à 30nM seuls 40% des protéines ne se

sont pas adsorbées sur les parois. Cette mesure illustre également l'impossibilité de réaliser des

mesures quantitatives en molécule unique ou en micro�uidique, car une part importante des

protéines sont perdues sur les parois.

Cet exemple montre l'importance d'avoir un protocole qui permet une mesure �able de

l'adsorption. De nombreuses autres di�cultés sont apparues au cours de la mise au point du

protocole, nécessitant divers ajustements a�n de s'en a�ranchir. Toutes ces potentielles limites

du protocole sont présentées ci-après, avec les mesures associées qui montrent la �abilité du

protocole �nal.

3.2.3 Protocole d'adsorption

De nombreuses études ont été réalisées sur l'adsorption de la BSA, une méthode de quan-

ti�cation fréquemment utilisée est la mesure de �uorescence des tryptophanes [Docoslis et al.,

1999] - excitation à 280nm, détection à 354nm. Le signal par BSA étant très faible, le choix a

été fait ici de travailler avec de la BSA marquée, qui donne un signal beaucoup plus important :
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la détection est plus précise. A cet e�et la protéine adsorbée est de la BSA-FITC de chez Sigma.

Pour les mesures sur la myoglobine et l'hémoglobine, ces protéines ne sont pas marquées donc

la quanti�cation de ces protéines se fait par densité optique - à 409nm.

A�n de minimiser les étapes de préparation, la quanti�cation de la BSA-FITC adsorbée

sur les particules de silice se fait préférentiellement par dosage en retour - même si la mesure

de la �uorescence des billes est également possible, comme détaillé ci-après. Lors de la mesure,

outre l'échantillon de 20µL qui contient les protéines (1.5µM) et les colloïdes, un échantillon

de référence ne contenant que de la BSA-FITC est préparé (à la même concentration).

Protocole expérimental 20µL de particules et protéines sont mis à incuber dans des ep-

pendorfs de 600µL. A�n de maintenir l'homogénéité de la solution, l'incubation se fait sur un

agitateur rotatif ; de l'aluminium protège également les �uorophores du photoblanchiment dû

à la lumière ambiante. L'incubation a lieu à température ambiante.

Après incubation, les billes sont séparées du surnageant par centrifugation - 10min. Les

surnageants - ou les particules après lavages - sont déposées dans une plaque 96 puits pour

la mesure de �uorescence. A noter qu'il est impossible de doser la BSA-FITC sur les billes de

titane du fait de leur fort indice de réfraction - le signal des protéines étant masqué par celui

des billes -, seul le surnageant sera dosé dans ce cas.

Les mesures de �uorescence ont été réalisées avec un lecteur de microplaque - In�nite 200,

Técan. L'utilisation de plaques 96 puits permet d'e�ectuer rapidement un grand nombre de

mesures, et ainsi de pouvoir faire plus de réplicats. La limite de détection de la FITC a été

évaluée à 8pM, cette sensibilité est su�sante pour que la détection par le �uorimètre ne soit

pas une limitation aux concentrations utilisées.

A�n de ne garder que les signaux provenants de la BSA-FITC, l'intensité de �uorescence

du tampon seul (autrement appelé Blanc) est soustraite aux intensités de �uorescence du

surnageant et de la référence. En�n, le ratio entre ces deux intensités permet d'obtenir la

fraction de BSA-FITC qui a été adsorbée sur les particules.

Pour plus de détails, cf annexe D.

3.2.4 Validation du protocole

Pour toutes les véri�cations ci-après, on considère l'adsorption de BSA-FITC sur des par-

ticules de silice de 150nm de diamètre.
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Figure 3.4 � Comparaison de l'adsorption de BSA-FITC sur des eppendorfs standard et Protein
LoBind. A�n de minimiser les pertes de protéine il est préférable d'utiliser les eppendorfs Protein
LoBind. La fraction restante de BSA-FITC est obtenue après une journée d'incubation de 100µL de
solution en eppendorf. Mesures en tampon MES pH 5.5, NaCl 10mM. Les �ts sont obtenus par un
modèle d'adsorption irréversible de protéine sur les parois.

Adsorption de BSA sur l'eppendorf

Les mesures sont faites en tampon MES pH 5.5 + NaCl 10mM. Des solutions allant de

15nM à 1.5µM ont été mises à incuber dans deux types d'eppendorfs : les standards et les

Protein LoBind. Après 24h d'incubation, l'intensité de �uorescence est mesurée et comparée

à celle d'avant incubation. On en déduit ainsi la quantité de protéine adsorbée sur les parois

pendant l'incubation (�gure 3.4).

Dans le modèle le plus simple on considère que les protéines se �xent aux parois tant

que celles-ci ne sont pas saturées. C'est avec un tel modèle que les �ts ont été réalisés, la

seule variable d'ajustement étant la concentration de protéine saturant les interfaces. Dans les

conditions expérimentales sélectionnées, la saturation serait ainsi atteinte avec 24nM de BSA

sur les eppendorfs standards contre 8nM sur les Protein LoBind.

Cette valeur doit être minimale par rapport à la concentration initiale de protéines, car elle

fausse à la fois l'intensité de �uorescence de la solution de référence (son signal est diminué de

ce qui est perdu aux parois) et celle du surnageant. Dans le tableau suivant les erreurs sont

estimées sur les fractions de BSA adsorbées pour les cas où 10%, 50% et 90% de la quantité

initiale de BSA s'adsorbe sur les colloïdes ; et ce pour une concentration initiale en BSA de

1.5µM ou 150nM. Comme il est probable que la quantité de protéines qui s'adsorbent sur

les parois dépend de la quantité de billes en solutions, ces erreurs correspondent aux erreurs

maximales attendues.
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1.5µM 150nM

Fraction adsorbée Mesure Erreur Mesure Erreur

10% 10.1% 0.1% 10.6% 0.6%

50% 50.3% 0.3% 52.8% 2.8%

90% 90.5% 0.5% 95.1% 5.1%

Alors que les erreurs deviennent non négligeables pour 150nM de BSA en solution, elles

restent su�samment faibles pour une solution 10 fois plus concentrée. La concentration des

protéines en solution sera donc prise égale à 1.5µM, l'e�et de l'adsorption sur les parois est

ainsi su�samment minimisé.

Adsorption de billes sur l'eppendorf

Autre limite potentielle du test, il est possible que les particules de silice s'adsorbent sur les

parois de l'eppendorf - ce qui fausserait également la mesure, en particulier lors du dosage de

la �uorescence des billes.

La quanti�cation des particules de silice se fait au moyen d'un appareil de DLS (di�usion

dynamique de la lumière, appareil Malvern Nano ZS). La première fonction de cet appareil est

de véri�er qu'il n'y a pas d'agrégats de billes. De par son fonctionnement, son détecteur reçoit

une quantité de signaux proportionnelle au nombre d'objets. Il peut donc également quanti�er

le nombre d'objets dans l'échantillon, permettant de comparer di�érentes concentrations en

particules. La �gure 3.5 montre le nombre de cps pour une gamme en particules de silice. Les

mesures de taille ne montrent aucune agrégation dans ces conditions.

4 solutions à 64pM de billes ont ensuite été incubées une journée, dans un tampon MES pH

5.5 contenant 10mM de NaCl. Le nombre de cps détectés le lendemain a été comparé à celui

de la veille, indiquant que 96% ± 4% des particules ont été récupérés. On considère donc qu'il

n'y a pas de perte de particules due à l'adsorption sur les eppendorfs.

Adsorption de BSA à l'interface eau/air

L'albumine s'adsorbe à l'interface eau/air [Hansen and Myrvold, 1995], et donc en particulier

dans l'eppendorf durant l'incubation. La fraction de protéines qui s'y adsorbe à la surface est

d'autant plus faible que le volume de solution est important. Le protocole a donc été testé

sur deux volumes di�érents : 20µL et 200µL ; le résultat est visible en �gure 3.6. Il ne montre

aucune di�érence signi�cative : l'adsorption de BSA à l'interface à la concentration choisie est

négligeable et 20µL d'échantillons su�sent.
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Figure 3.5 � Nombre de cps mesurés par la DLS en fonction de la concentration en billes. Le signal
est linéaire, ce qui permet d'utiliser cette mesure pour la quanti�cation des billes présentes en solution.

Figure 3.6 � Adsorption de BSA-FITC 1.5µM pour des volumes de 20 et 200µL. Les barres d'erreur
représentent les écart-types sur 3 échantillons pour 20µL et 2 échantillons sur 200µL. 4 références ont
été préparées pour chaque volume.
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Figure 3.7 � Evolution du signal de �uorescence d'une solution de BSA-FITC 150nM, avec et sans
addition de Tween. Mesure en MES pH 5.5.

Une autre di�culté apparaît au moment de la lecture de la �uorescence. Pour la détection,

100µL de solution sont déposés dans un puits de plaque 96 puits, l'excitation et la détection

ont lieu par le haut.

Comme la BSA-FITC s'adsorbe aux interfaces - entraînant une déformation du ménisque

-, ce qui se traduit expérimentalement par une augmentation continue du signal. Un exemple

d'instabilité du signal se trouve en �gure 3.7 : l'intensité de �uorescence augmente de 20% en

5 minutes. Bien entendu une telle variation ne permet pas de réaliser une mesure �able.

La solution retenue pour remédier à ce problème est de saturer l'interface en ajoutant 83µL

de Tween 20 à 1% au moment de mesurer la �uorescence. La plus grande stabilité du signal

donne ainsi une plus grande précision sur la mesure de �uorescence. La �gure 3.8 con�rme

qu'en dépit de l'ajout de Tween la mesure de �uorescence reste proportionnelle à la quantité

de BSA-FITC ajoutée dans le milieu.

Fluorescence des billes et du surnageant

Le protocole présenté en annexe est basé sur un dosage en retour. Cependant, comme indiqué

en �n de protocole, il est possible de quanti�er la BSA adsorbée à partir de la �uorescence

des billes. Pour cela les billes, séparées du surnageant, doivent être lavées au moins deux fois

avant d'être redispersées dans le même tampon ; ainsi la BSA-FITC non adsorbée ne perturbe

pas la mesure. Il a également été véri�é que les billes seules ne contribuent pas au signal de

�uorescence.

Cette mesure de �uorescence des billes n'est possible que si l'adsorption est irréversible -
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Figure 3.8 � Gamme en BSA-FITC dans les conditions ci-dessus. Tampon MES pH 6, NaCl 10mM.

au moins à l'échelle de temps du rinçage des billes -, et si la �uorescence de la FITC n'est

pas a�ectée par le fait que la BSA soit adsorée. Dans ce cas, les fractions adsorbées obtenues

d'après le surnageant et les billes doivent naturellement être identiques. Les résultats, sur la

�gure 3.9, montrent que tel est le cas.

Aux fortes concentrations en billes, celles-ci s'agrègent de façon importante en présence de

BSA (cf chapitre 4). Les agrégats ne pouvant être défaits, il n'est alors plus possible de mesurer

la �uorescence, ce pourquoi la courbe n'est pas complète.

Un autre point intéressant à discuter est la précision des mesures, représentée par les barres

d'erreur sur la �gure. En e�et on peut voir sur cette �gure que pour les faibles concentrations

en BSA, la précision est meilleure si on dose les billes et non le surnageant.

Suivant la méthode choisie, la fraction adsorbée F est :

F = 1− Surnageant−Blanc
Réf érence−Blanc

ou F =
Billes−Blanc

Réf érence−Blanc
qu'on notera plus simplement :

F = 1− S̃

R̃
ou F =

B̃

R̃

L'incertitude sur la mesure peut être estimée par :

dF

F
=
dS̃

S̃
+
dR̃

R̃
ou

dF

F
=
dB̃

B̃
+
dR̃

R̃

Or la mesure de �uorescence est relativement d'autant plus précise que la �uorescence est

importante. Ainsi, si Fractionadsorbée > 0.5 (gauche du graphique), la �uorescence des billes

est plus importante que celle du surnageant, dFF est donc minimal en mesurant la �uorescence

des billes. A contrario on préférera quanti�er l'adsorption d'après le signal du surnageant si
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Figure 3.9 � Fraction de BSA adsorbée mesurée d'après le signal de �uorescence des billes et du
surnageant. La solution contenait initialement 1.5µM de BSA. Les barres d'erreur représentent les écart-
types sur 4 mesures pour le surnageant et 3 mesures pour les billes, mesures e�ectuées à plusieurs mois
d'intervalle.

Fractionadsorbée < 0.5.

Cette méthode a néanmoins des limites : elle ne permet pas d'étudier le cas des très faibles

quantités de protéines adsorbée. Si la fraction adsorbée ne représente que 1-2% de la BSA totale,

plusieurs lavages devront être e�ectués - au moins 3 ou 4 - pour que la �uorescence du surnageant

devienne négligeable devant celle des billes. L'imprécision de la mesure devient également plus

grande que la mesure elle-même, aucune information ne peut donc être conservée.

E�et cinétique

Il s'agit en�n de véri�er que les mesures observées sont réellement obtenues en régime

stationnaire. Pour cela, une cinétique d'adsorption a été réalisée à pH 6, le résultat se trouve

sur les �gure 3.10.

Deux temps caractéristiques sont présents, le plus important étant qu'une dizaine d'heures

est su�sant pour atteindre l'équilibre avec une bonne approximation. Les mesures réalisées au

bout de 24h sont donc e�ectivement des mesures à l'équilibre.

Adsorption de la BSA et de la BSA-FITC

Les mesures d'adsorption vont donc être réalisées avec de la BSA gre�ée avec des grou-

pements FITC. Le comportement de la BSA-FITC est probablement très proche de celui de
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Figure 3.10 � Adsorption de 1.5µM de BSA-FITC sur 8.2nM de billes à pH 6 + NaCl 10mM. Le �t
est obtenu par une double exponentielle de temps caractéristiques 8min30s et 4h02.

la BSA, il n'est pourtant pas à exclure que le gre�age ait modi�é sa structure et donc son

comportement d'adsorption.

Une mesure d'adsorption de la BSA non gre�ée à donc également été réalisée. Le protocole

d'incubation est similaire, seuls les volumes sont modi�és - multipliés par 3 - pour avoir su�sam-

ment de signal. La détection se fait par mesure de la �uorescence des tryptophanes : excitation

à 280nm et émission à 346nm. La mesure est faite en plaque noire, avec 50µL d'échantillon,

sans Tween ajouté.

La comparaison des mesures d'adsorption de la BSA et de la BSA-FITC, sur 3 réplicats,

est en �gure 3.11. La première remarque est que les mesures de l'adsorption de la BSA sont

très imprécises, malgré la hausse de volume, l'utilisation des plaques noires et l'absence de

surfactant - cette imprécision justi�e l'utilisation de la BSA-FITC. Les résultats d'adsorption

obtenus pour les deux types de BSA sont proches, mais l'imprécision des mesures ne permet

cependant pas d'a�rmer que l'adsorption est parfaitement similaire.

3.2.5 Conclusion

Bien que la BSA s'adsorbe sur toutes les parois, que celle-ci n'émette par défaut qu'un faible

signal, que le signal de �uorescence ne soit pas stable, un protocole permettant de réaliser des

mesures �ables a été mis au point. Les points principaux sont l'utilisation de BSA marquée pour

augmenter le signal, et l'utilisation de particules colloïdales pour augmenter les concentrations

de travail, ce qui permet de diminuer les adsorption parasites.

Les mesures d'adsorption de protéines peuvent à présent être réalisées. Il s'agira de s'inté-
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Figure 3.11 � Adsorption comparée de la BSA et de la BSA-FITC. Les concentrations initiales sont
de 3µM, le tampon est de MES pH 5.5 + NaCl 10mM.

resser particulièrement au couple BSA - silice, en véri�ant que les principales observations sont

également valables sur d'autres surfaces et d'autres protéines.

3.3 Mesures d'adsorption de protéines

3.3.1 Courbe d'adsorption

Les premières mesures d'adsorption ont été faites avec 24h d'incubation en tampon MES

pH 5.5 + NaCl 10mM ; cette valeur de pH permet d'observer une forte adsorption de la BSA.

Les résultats obtenus sont sur la �gure 3.12. Les faibles concentrations en billes entraînent une

faible quantité de BSA adsorbées : de nombreuses protéines restent en solution. Aux fortes

concentrations en billes, la totalité des BSA est adsorbée.

Le modèle de Langmuir ajuste parfaitement les données expérimentales ; les deux paramètres

sont KD = 370nM et monocouche = 2, 000BSA/billes. Le diamètre des nanoparticules étant

de 150nm, les BSA occupent une surface de 36nm2. Le rayon hydrodynamique de la BSA étant

de 3.48nm [Ikeda and Nishinari, 2000], cela correspond à une surface de ∼ 38nm2, en bon

accord avec la surface obtenue expérimentalement. Il est également possible d'ajuster avec un

modèle d'adsorption irréversible, auquel cas monocouche = 2, 000BSA/bille.
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Figure 3.12 � Adsorption de 1.5µM de BSA-FITC à di�érentes concentrations en billes. Le �t bleu
est obtenu avec le modèle de Langmuir, KD = 370nM et monocouche = 2, 000BSA/billes ; le �t
rouge correspond à une adsorption irréversible, la pente à l'origine indique le nombre de BSA dans la
monocouche : 2, 000BSA/billes. L'adsorption a lieu en tampon MES 10mM pH 5.5, NaCl 10mM.

3.3.2 E�et de l'électrostatique

Il est possible de modi�er la force des interactions électrostatiques du système de deux

façons di�érentes. La première possibilité consiste à modi�er le pH : on modi�e dans ce cas

les densités de charges des protéines ainsi que des surfaces. La deuxième consiste à modi�er la

force ionique via la concentration en NaCl. La longueur de Debye est ainsi modi�ée, les objets

pourront explorer des con�gurations dans lesquelles ils seront plus ou moins proches.

pH

A partir des résultats à pH 5.5, le pH est porté à 6 puis à 7.4, en maintenant la force

ionique à 10mM - cf �gure 3.13. La baisse de la pente initiale indique une plus faible quantité

de protéines adsorbées à saturation : ce phénomène s'explique clairement par une augmentation

de la répulsion électrostatique, aussi bien entre les protéines et la surface qu'entre les protéines

adsorbées à la surface. Il est en e�et impossible de séparer les deux possibilités, qui mènent au

même résultat.

NaCl

La deuxième façon de modi�er les interactions électrostatiques est de modi�er la force

ionique. En augmentant la concentration en NaCl, la portée des répulsions électrostatiques est

diminuée, une plus grande adsorption est attendue. Ce résultat est e�ectivement observé à pH
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Figure 3.13 � Adsorption de 1.5µM de BSA-FITC à di�érentes concentrations en billes. L'adsorption
a lieu pour une force ionique de ∼ 10mM , le pH varie de 5.5 à 7.4. La courbe à pH 5.5 est ajustée par
le modèle de Langmuir, modèle qui n'ajuste pas correctement à pH 6 et pH 7.4 - seul un guide pour les
yeux est représenté.

7.4, cf �gure 3.14. Alors qu'aucune adsorption n'est observée à 10mM de NaCl, la pente initiale

augmente fortement pour 500mM de NaCl. A noter qu'à ce pH le modèle de Langmuir ne

permet pas d'ajuster correctement les données.

A pH 6 une augmentation de [NaCl] permet d'adsorber la totalité des BSA (�gure 3.15).

Pour 100mM et 500mM le �t de Langmuir est approprié, à 500mM la valeur de KD pour une

monocouche �xée à 2,000 BSA/bille est de 820nM.

En�n, à pH 5.5, la concentration en sel n'a qu'une très faible in�uence sur l'adsorption de

la BSA, comme le montre la �gure 3.16. C'est à ce pH, où l'adsorption est la plus forte, que le

�t de Langmuir correspond le mieux, avec KD = 200nM pour pH 5.5.

Il est à remarquer qu'un modèle irréversible permet d'ajuster les courbes uniquement à pH

5.5, et pas aux pH plus élevés. Un modèle à un unique paramètre ne permet donc pas de rendre

compte du phénomène, deux paramètres ne semblent pas non plus su�sants, en particulier à

pH 7.4.

A pH donné, une augmentation de la quantité de sel diminue donc les répulsions électro-

statiques, les protéines sont plus aptes à se lier à la surface : la constante de dissociation KD

diminue.
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Figure 3.14 � Adsorption de 1.5µM de BSA-FITC à di�érentes concentrations en billes. L'adsorption
a lieu en tampon phosphate 10mM pH 7.4 ; la concentration en NaCl ajouté varie de 0 à 500mM. Le
modèle de Langmuir n'ajuste les données que pour 100 et 500mM de NaCl.

Figure 3.15 � Adsorption de 1.5µM de BSA-FITC à di�érentes concentrations en billes. L'adsorption
a lieu en tampon MES 10mM pH 6 ; la concentration en NaCl varie de 10 à 500mM.

- 83 -



Chapitre 3. Mesures d'adsorption de protéines

Figure 3.16 � Adsorption de 1.5µM de BSA-FITC à di�érentes concentrations en billes. L'adsorption
a lieu en tampon MES 10mM pH 5.5 ; la concentration en NaCl varie de 10 à 500mM.

BSA sur TiO2

Après avoir retrouvé ces e�ets sur le système BSA-FITC/SiO2, il est intéressant de voir si

ces résultats sont aussi valables pour le couple BSA-FITC/TiO2.

L'adsorption a donc été testée dans les mêmes conditions de pH et de force ionique, les

résultats se trouvent en �gure 3.17. Du fait de l'important indice de réfraction des particules

de TiO2, le dosage de la BSA-FITC adsorbée sur les billes n'est pas possible ; les mesures pour

les faibles quantités de protéine adsorbée (pour les faibles concentrations en bille) ne sont donc

pas précises.

A pH 7.4 un e�et similaire de la présence de NaCl a été obtenu : une augmentation de la

concentration en NaCl entraîne une augmentation de la quantité de protéines adsorbées.

Les particules de TiO2 ont un diamètre proche de 500nm, et sont légèrement plus polydis-

perses que les particules de silice. Il est néanmoins possible d'estimer le nombre de BSA dans

la monocouche à saturation d'après les pentes à l'origine du graphe 3.17, les valeurs à pH 7.4

pour les deux types de particules, ainsi qu'à pH 5.5 pour les particules de silice se trouvent

dans le tableau ci-dessous.
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Figure 3.17 � Adsorption de 1.5µM de BSA-FITC à di�érentes concentrations en particules de TiO2.
la mesure est à faite à pH 7.4, la concentration en NaCl varie de 10 à 500mM.

monocouche à saturation SiO2 TiO2

pH 5.5 nombre de BSA 1,400

NaCl 10mM densité - mg/m2 2.2

surface par BSA - nm2 50

pH 7.4 nombre de BSA 710 8,100

NaCl 500mM densité - mg/m2 1.1 1.1

surface par BSA - nm2 100 96

La densité de protéines obtenue est donc très proche entre les surfaces de titane et de silice

à pH 7.4 ; cette densité est comme observée précédemment inférieure à celle obtenue à pH 5.5.

L'adsorption de BSA sur les surfaces est donc gouvernée par l'électrostatique via le pH et

la force ionique. Etant donné les courbes d'adsorption obtenues, le modèle de Langmuir peut

souvent être utilisé pour approximer les données, même s'il ne permet pas d'ajuster les données

dans le cas des faibles adsorptions.

Si ce modèle était valable aux fortes adsorptions, alors l'adsorption devrait être réversible ;

sinon un autre modèle doit être envisagé. Ce point fait l'objet de la partie suivante.
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Figure 3.18 � Désorption de la BSA-FITC de particules de SiO2 en fonction du nombre de lavages.
Initialement 1.5µM de BSA-FITC ont été adsorbés sur 2nM de billes, à 500mM en NaCl. Après lavage
et dilution 10X, l'échantillon est mis à désorber, chaque étape de désorption durant une journée.

3.4 Réversibilité et adsorption multi-sites

Irréversibilité par dilution in�nie

A la base du modèle de Langmuir, il y a un équilibre entre la fraction de protéines adsorbées

et la fraction de protéines restantes en solution : ce ratio est déterminé par la valeur de KD. Il

est donc important de valider expérimentalement cette hypothèse a�n de pouvoir valider cette

hypothèse.

Pour ce faire, après une première adsorption, le surnageant d'un mélange de billes incubées

avec de la BSA-FITC a été retiré. Ceci doit décaler l'équilibre : des protéines adsorbées de-

vraient se désorber a�n que l'équilibre protéines adsorbées/protéines en solution soit à nouveau

respecté, d'autant plus qu'après lavage elles ont été diluées 10X. Ceci a été testé dans un cas

où une forte désorption est attendue : à pH 7.4 avec 500mM de NaCl. La �gure 3.18 montre le

résultat obtenu.

Dans cette con�guration - avec monocouche = 2,000 BSA/bille et KD = 5,500nM -, dès le

premier lavage 90% des protéines auraient dû se déborber. Ce n'est pas ce qui est observé puisque

les particules émettent toujours la même intensité de �uorescence, et ce même après plusieurs

lavages. Au vu des valeurs de kon et koff qui peuvent être obtenues d'après les cinétiques

d'adsorption, une journée de désorption est pourtant su�sante pour atteindre l'équilibre.

Ces résultats sont en accord avec la �gure 3.9, qui compare les résultats d'adsorption selon

que le dosage se fait d'après les billes ou d'après le surnageant. Si une désorption rapide avait
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lieu - durant moins de 10 minutes - de la BSA-FITC se désorberait des particules au cours

des lavages. L'adsorption mesurée d'après la �uorescence des billes serait donc di�érente de

celle obtenue d'après la �uorescence des surnageants. Ce premier résultat montrait qu'aucune

désorption n'avait lieu en 10 minutes, cette nouvelle mesure démontre que la réaction est éga-

lement irréversible à l'échelle de plusieurs jours : le protocole utilisé est donc correct. Il est à

noter que la désorption a également été testée à pH 5.5, pH 6, dans di�érentes conditions de

NaCl ainsi que sur les particules de titane, mais aucune désorption n'a jamais été observée.

A pH 7.4 avec 500mM de NaCl, la courbe [BSA]ads = f([billes]) ne s'ajustait déjà pas

parfaitement avec le modèle de Langmuir. Des ajustements du modèle étaient certes possible

pour mieux rendre compte des résultats, mais cette mesure remet en cause la base même de

ce modèle, à savoir la réversibilité imposée par un équilibre thermodynamique. Le modèle de

Langmuir n'est donc pas un modèle valable pour décrire les mesures d'adsorption de la BSA

sur les particules de silice et de titane.

3.4.1 Réversibilité par compétition

L'adsorption n'est pourtant pas irréversible dans toutes les conditions : deux expériences

sont présentées où les BSA-FITC adsorbées sur de la silice ont pu être désorbées.

Changement de force ionique

La première consiste à abaisser la force ionique, à pH 7.4, comme montré sur la �gure

3.19. La protéine est initialement adsorbée à 500mM de NaCl, puis après deux lavages cette

concentration est amenée à ∼20mM.

Au bout de deux jours, une part importante de la BSA-FITC s'est désorbée. Les protéines

semblent pourtant garder une mémoire de leur première adsorption, car le niveau d'adsorption

observé après le changement de force ionique est bien supérieur à celui qui serait obtenu en

mettant en contact billes et protéines à 20mM de NaCl.

Compétition BSA - BSA

La deuxième possibilité consiste à rajouter un large excès de BSA non marquées. Le résultat

de cette expérience, réalisée à pH 5.5, se trouve dans la �gure 3.20. En trois jours, la moitié

des BSA-FITC se sont donc désorbées, au pro�t des BSA placées en excès.

Ces deux expériences montrent que l'adsorption n'est pas irréversible, mais que l'approche

de Langmuir ne permet pas pour autant d'ajuster les résultats. Elles suggèrent par contre l'idée
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Figure 3.19 � Désorption de BSA-FITC à pH 7.4. L'adsorption de 1.5µM sur 2nM de billes a lieu à
NaCl 500mM. Après deux lavages, ce taux est ramené à 20mM. La désorption est superposée à la �gure
3.14. L'adsorption a lieu pendant une journée, la désorption pendant deux jours.

Figure 3.20 � Désorption de BSA-FITC par ajout de BSA non marquée 1%. Expérience réalisée en
MES pH 5.5 + NaCl 10mM avec 1.03nM de billes. Suite à une adsorption avec 1.5µM pendant une
journée, la désorption a eu lieu pendant 3 jours.
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d'une adsorption multi-sites, dans laquelle la protéine se lierait à la surface via plusieurs régions

de sa surface. Ce modèle est présenté ci-dessous.

3.5 Simulation : modèle multi-sites

L'hétérogénéité de la répartition des charges de la BSA laisse supposer qu'elle peut s'ad-

sorber via plusieurs régions. Le modèle décrivant au mieux cette existence de plusieurs zones

d'adsorption est donc un modèle multi-sites.

Ce modèle n'est pas nouveau, il a notamment été développé pour représenter qualitative-

ment l'adsorption de polymères sur les interfaces [Fleer et al., 1993]. Mais là encore la com-

plexité est telle que le phénomène n'est pas encore compris : it is fair to say that the question

concerning the equilibrium of the adsorption process remains currently unresolved [Borkovec

and Papastavrou, 2008].

3.5.1 Application aux anticorps

Dans certains systèmes tels le Biacore, la reconnaissance entre anticorps et antigènes se fait

par gre�age de l'un des deux sur une surface. Soit l'antigène est gre�é sur la surface et l'anticorps

en solution s'y adsorbe, soit l'antigène en solution s'adsorbe sur l'anticorps �xé à la surface. Les

mêmes a�nités étaient attendues dans les deux cas, mais les résultats expérimentaux ont montré

deux comportements di�érents. Cette di�érence a pu s'expliquer par un modèle d'adsorption

multi-sites, comme décrit par exemple dans Kaufman and Jain [1992].

Les anticorps possèdent deux sites réactifs - comme présenté dans la �gure 3.21 -, qui

peuvent tous deux se lier à un antigène. Cette nuance introduit le terme d'avidité - décrivant

l'ensemble de l'interaction -, par opposition à l'a�nité - qui ne décrit qu'une seule interaction.

La première adsorption est caractérisée par une constante d'association k1 et une constante

de dissociation k−1. La constante d'a�nité K1 est alors dé�nie par

K1 = k1
k−1

=
[AbAg]s

2[Ab][Ag]s

où [AbAg]s et [Ag]s sont les concentrations surfaciques en anticorps lié une fois et en anti-

gène. La constante d'a�nité de la deuxième adsorption s'écrit

K2 = k2
k−2

=
2[AbAg2]s

[AbAg]s[Ag]s

avec [AbAg2]s concentration surfacique en anticorps lié deux fois. Seul la concentration en

anticorps libre [Ag] est donc une concentration volumique.
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Figure 3.21 � Haut : adsorption en deux temps d'un anticorps sur une surface recouverte d'anti-
gènes. Les constantes d'association et de désorption sont di�érentes entre la première et la deuxième
adsorption : la deuxième dépend de la concentration locale en antigènes (bas) [Kaufman and Jain, 1992].

L'anticorps étant ancré à la surface, la deuxième adsorption est accélérée, l'extrémité de la

chaîne non liée voit une concentration locale en antigène plus élevée, comme le montre la �gure

3.21 (bas). La constante d'a�nité de la deuxième adsorption est reliée à celle de la première

adsorption via

K2 =
3

2 < r >
.K1

où < r > est la distance moyenne entre les deux sites d'adsorption de l'anticorps.

La constante d'équilibre globale de la réaction n'est donc pas simplement K2
1 , mais une

constante qui dépend de la concentration surfacique en antigène. Si cette concentration est

su�samment élevée, l'anticorps e�ectue donc deux liaisons avec la surface.

Dans le cas d'une adsorption mono-site, il su�t de défaire un lien pour qu'une protéine se

désorbe. Dans le cas d'une adsorption à deux sites, les deux liens doivent être défaits simulta-

nément pour que la désorption ait lieu. Or cette probabilité est beaucoup plus faible : l'avidité

pour la surface est beaucoup plus importante - et elle augmente avec le nombre de liens.

3.5.2 Application aux protéines

Nous montrons à présent que ce modèle multi-sites peut être appliqué à l'adhésion non

spéci�que des protéines, en particulier pour modéliser la désorption de BSA dans di�érentes

conditions. L'idée d'appliquer un tel modèle aux protéines date des années 1970 [Jennissen,

1976]. Le modèle est également détaillé dans Andrade and Hlady [1986], une représentation

schématique des protéines est visible en �gure 3.22.
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Figure 3.22 � Représentation schématique de l'adsorption multi-sites entre une protéine et la surface.
Aucune désorption n'a lieu par dilution, mais un échange entre protéines adsorbées et protéines en
solution est possible 3.22.

Une simulation a été réalisée pour modéliser la désorption de la BSA adsorbée sur de la

silice après avoir retiré du milieu toutes les BSA non adsorbées. Pour cela, on considère une

solution de 8.2nM de billes, saturées chacune de 2,000 BSA. Il est considéré que la protéine

possède au moins deux régions capables de créer un lien avec la surface - en se limitant à deux

pour la simulation. Les résultats sont dans la �gure 3.23.

Tout d'abord, le modèle à un seul site pour référence donne une désorption non négligeable,

le KD étant relativement important. Puis, dans le cas d'une adsorption à deux sites (sans

compétiteur), les deux sites augmentent l'a�nité entre la protéine et la surface, la désorption

devient quasiment nulle. En e�et le KD global de la réaction devient extrêmement faible, et

une quantité négligeable de protéines désorbées su�t à atteindre le nouvel équilibre. En�n,

avec une compétiteur à un site 100 fois plus concentré, la désorption se fait de façon quasi-

totale. Le compétiteur ayant la même a�nité pour la surface que la protéine, on retrouve

approximativement ce facteur 100 en comparant les quantités adsorbées à la surface.

Ce modèle permet donc de rendre compte des principales observations sur la désorption :

aucune désorption ne se produit par dilution, mais elle se produit en présence d'un compétiteur.

Pour cela, le compétiteur s'adsorbe progressivement sur les sites où la protéine est adsorbée,

jusqu'à entraîner le décollement de la première adsorbée.

Si la force ionique varie, un changement du KD est attendu : ceci expliquerait pourquoi

les protéines se désorbent par diminution de la concentration en sel. Alors qu'une très faible

augmentation de KD n'a aucun e�et, une augmentation plus conséquente - ampli�ée par les

multiples sites d'adhésion - doit entraîner une désorption totale après lavage dans du tampon.
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Figure 3.23 � Désorption de protéines pour trois conditions di�érentes. Initialement, 8.24nM de billes
recouvertes de 2,000 BSA sont mises dans un milieu sans BSA. A/ un seul site d'adsorption, suivant
le modèle de Langmuir. B/ deux sites d'adsorptions, comme les anticorps. C/ deux sites d'adsorption,
avec une protéine 100x plus concentrée en compétition - ne possédant qu'un seul site d'adsorption. Pour
toute ces simulation, K1 = K2 = 1µM , < r >= 10nm.
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Or ceci n'a pas été observé : seule une fraction se désorbe, de nombreuses BSA restant encore

liées à la surface. La désorption sélective est donc due à un autre e�et : les interactions entre

protéines. Pour une plus faible force ionique, les interactions latérales augmentent, pouvant

forcer les protéines à se désorber.

A�n de véri�er cette hypothèse, l'in�uence des interactions entre protéines est examinée

dans la partie suivante.

3.5.3 Variation de la quantité de BSA

Dans cette partie, outre la concentration en billes, la concentration en BSA-FITC est éga-

lement modi�ée. La �gure 3.24 montre ainsi les mesures d'adsorption pour 4 concentrations en

BSA di�érentes, à pH 6 et 10mM de NaCl.

La �gure du haut représente la quantité de protéines adsorbée en fonction de la concentration

en billes, et ce pour di�érentes concentrations en BSA-FITC. Il apparaît qu'une plus forte

concentration initiale en protéines entraîne une plus grande quantité de protéines adsorbées.

A�n de rendre ces résultats plus lisibles, ils sont représentés di�éremment dans la �gure du bas.

L'axe des ordonnées y représente le nombre de BSA adsorbées sur une bille, l'axe des

abscisses la quantité de BSA initialement présentes en solution divisée par la quantité de billes.

Les faibles valeurs en abscisse correspondent donc à un excès de billes, la totalité de la BSA est

adsorbée. Les valeurs élevées en abscisse correspondent donc à l'excès de BSA, les particules

sont saturées de protéines.

Comme attendu, le nombre maximal de BSA pouvant se �xer sur les billes dépend de

la concentration en BSA extérieures. Il varie ainsi du simple au double - 300 à 600 - quand

la concentration en BSA varie de 750nM à 4.5µM. Ce résultat montre donc l'importance des

interactions entre protéines, permettant d'expliquer e�ectivement la désorption par changement

de force ionique.

Pour �nir, la meilleure façon d'illustrer le modèle d'adsorption multi-sites est de comparer

l'adsorption d'une protéine monomère à un de ses multimères. Les deux protéines retenues pour

cette expérience sont la myoglobine et l'hémoglobine.

3.5.4 Adsorption de myoglobine et hémoglobine

L'hémoglobine est composée de 4 sous unités, dont la structure est proche de celle de la

myoglobine. Les adsorptions de ces deux protéines ont été comparées à pH 6.7 et à pF 7.4,

les résultats sont en �gure 3.25. D'un point de vue expérimental, ces molécules n'étant pas
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Figure 3.24 �Mesures d'adsorption de BSA-FITC à pH 6 NaCl 10mM pour di�érentes concentrations
de BSA-FITC en solution. Haut : quantité de protéines adsorbée en fonction de la quantité de billes.
Bas : mêmes données, mais le nombre de BSA (adsorbées ou initialement en solution) est normalisé par
la quantité de billes.
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Figure 3.25 � Adsorption de 1.5µM d'hémoglobine et 5.6µM de myoglobine à di�érentes concentra-
tions en particules de SiO2. L'adsorption a lieu en tampon phosphate phosphate 10mM pH 7.4 ou MES
10mM pH 6.7 + NaCl 10mM.

�uorescentes, l'absorbance à 409nm a été utilisée pour quanti�er la fraction non adsorbée de

protéines, comme indiqué dans le protocole de mesure.

La première observation est que la quantité adsorbée est plus importante lorsque le pH est

plus proche du point isoélectrique, en accord avec les résultats précédents.

La deuxième est que le tétramère - l'hémoglobine - se �xe en plus grandes quantités que

la myoglobine : la quantité de matière dans la monocouche est plus importante pour l'hémo-

globine. Deux raisons expliquent cette di�érence. La première est que tous les monomères de

myoglobine se repoussent à la surface, alors qu'ils sont au contact par 4 pour l'hémoglobine.

La deuxième raison provient du modèle d'adsorption multi-sites. Les myoglobines ne pourront

guère se rapprocher les unes des autres à la surface, du fait des répulsions électrostatiques. Les

hémoglobines, de par leur plus grande avidité pour la surface, pourront explorer des con�gura-

tions moins favorables, et ainsi minimiser l'espace entre elles.

3.6 Conclusion

De par leur hétérogénéité, les protéines s'adsorbent en grandes quantités sur de nombreuses

surfaces. Malgré cette di�culté, un protocole de mesure a été mis au point, permettant d'obtenir

des mesures précises et pour di�érentes conditions physico-chimiques.

Plusieurs conclusions peuvent être retenues des expériences présentées :

� la quantité maximale de protéines pouvant s'adsorber dans une monocouche dépend du
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pH, de la force ionique et de la concentration initiale en protéines

� le phénomène est irréversible vis-à-vis de la dilution

� les protéines peuvent se désorber si les conditions électrostatiques sont modi�ées, ou si

une protéine compétitrice est ajoutée

Le paradoxe de la littérature est également retrouvé : les résultats peuvent s'ajuster par un

modèle de Langmuir alors que la réaction est irréversible. Toutes ces observations orientent vers

un modèle d'adsorption multi-sites, par analogie aux anticorps ou à l'adsorption des polymères.

En y rajoutant des interactions latérales entre les protéines, nous avons alors montré qu'un tel

modèle permet de rationaliser l'ensemble des observations e�ectuées.

Nous voyons ensuite dans la partie suivante en quoi cette adsorption peut entrainer de

l'agrégation non spéci�que, ce qui est une di�culté pour les mesures d'agrégation spéci�ques.
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Protéines et stabilité colloïdale

Dans toutes les applications citées précédemment, que ce soit à des �ns agroalimentaires

ou médicales, les solutions de colloïdes doivent rester dispersées ; ce point représentant souvent

un dé� pour le formulateur. Expérimentalement cette stabilité est souvent assurée par des

tensio-actifs, les surfactants dont les performances ont été remarquées lors d'un screening sont

appliqués au niveau industriel.

Les protéines sont fréquemment utilisées comme agent stabilisant. Elles peuvent ainsi sta-

biliser des émulsions [McClements, 2004], ou protéger des adsorptions parasites, par exemple

dans les tests ELISA [Steinitz, 2000].

Outre ces capacités protectrices, les protéines peuvent également entraîner l'agrégation de

particules. Bharti et al. [2011] ont ainsi récemment montré que les lysozymes - chargés positi-

vement - agrégeaient les particules de silice - chargées négativement -, avec une forme d'amas

dépendant des paramètres physico-chimiques.

L'étude de l'agrégation des colloïdes induite par les protéines demeure néanmoins un do-

maine encore peu étudié : il est ainsi di�cile de prédire si des protéines chargées négative-

ment entraineront également de l'agrégation, ou de la stabilisation. Si certaines protéines sta-

bilisent les particules elles pourraient pourtant remplacer les surfactants ; avec éventuellement

une meilleure protection des particules contre l'agrégation induite par le plasma.

Dans cette partie, nous cherchons donc tout d'abord à comprendre quel e�et les protéines

peuvent avoir sur l'agrégation, en faisant le parallèle avec les mesures d'adsorption. Dans un

deuxième temps, nous nous intéresserons à la stabilisation de solutions de silice dispersées par

des protéines, en espérant obtenir un système plus stable, et ainsi moins sensible à la présence

de grandes quantités de protéines. Cela pourrait ainsi améliorer les performances des tests de

diagnostic, à présents limités par la formation d'agrégats non spéci�ques.

- 97 -



Chapitre 4. Protéines et stabilité colloïdale

4.1 Compréhension du phénomène

Dans un premier temps il s'agit donc de comprendre les paramètres qui gèrent ce phénomène.

Pour ce faire, en lien avec la partie 3, les premières mesures seront réalisées sur des particules

silice - R=75nm - sur lesquelles s'adsorbe de la BSA, non marquée.

Le nombre de liens formés dépend de la concentration en protéine et de leur réactivité vis-à-

vis de la surface, mais également de la fraction volumique en particules. A�n de ne sonder que

l'impact des protéines, il est nécessaire de garder une quantité de billes constante. Il ne s'agira

donc plus de faire varier les quantités de billes à concentration en protéine �xée : ce sont les

concentrations en protéine qui varient.

Dans un deuxième temps les mesures seront réalisées sur des particules proches de celles

utilisées dans le diagnostic - R=110nm - ; elles possèdent également un coeur magnétique, mais

ont ici une surface en silice.

4.1.1 Mise en évidence du phénomène

Particules non magnétiques - incubation 24h

Pour ces particules, l'agrégation est estimée en réalisant une mesure de DLS, la taille mesurée

étant liée à l'état d'agrégation de la solution. Il est important de noter que cette mesure n'est

pas quantitative, elle permet essentiellement de savoir si les particules sont stables - la taille

mesurée correspond à la taille des particules isolées - ou agrégées - les tailles mesurées peuvent

être supérieures à 1µm.

Pour ces mesures, les particules de silice, à 1.7% - 8.2nM -, ont été incubées pendant 24h

avec di�érentes concentrations en BSA. Après l'incubation une mesure de taille à été réalisée,

les résultats se trouvent sur la �gure 4.1.

La photo au microscope montre un échantillon fortement agrégé. On y voit des agrégats

contenant plusieurs dizaines de billes, agrégats non sphériques et très polydisperses ; plus aucune

bille n'est isolée en solution. Cette photo illustre l'impossibilité de remonter à un état d'agréga-

tion précis à partir d'une mesure de DLS. Néanmoins, d'après la courbe Taille=f([BSA]), trois

régimes apparaissent sur le graphe.

Pour [BSA] = 0, la taille mesurée correspond à la taille des particules. Les particules sont

donc stables en MES pH 5.5 + NaCl 10mM : sans ajout de BSA les particules sont stables en

solution.

Pour les concentrations élevées en BSA, les particules sont également stables, même si les
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Figure 4.1 � Taille des particules de silice en DLS après 24h d'incubation avec de la BSA, en tampon
MES 10 mM pH 5.5 + NaCl 10mM. [Billes] = 8.24nM (1.7%). Le point pour la plus faible concentration
en BSA correspond à [BSA] = 0, la ligne verticale correspond à la quantité de BSA nécessaire pour
remplir une monocouche. Le �t correspond au modèle d'agrégation détaillé ci-après.
Image au microscope : échantillon au maximum d'agrégation.

tailles mesurées sont légèrement plus importantes. A de telles concentrations en billes, comme

indiqué dans la partie 3,les particules sont saturées en BSA. Le rayon hydrodynamique des

particules est donc plus important du fait de la présence d'une monocouche de BSA : le diamètre

est mesuré à 170nm.

En�n, aux concentrations intermédiaires, les tailles mesurées sont très importantes : les

échantillons sont tous agrégés.

Localisation du maximum d'agrégation

L'agrégation étant due à la BSA, le taux d'agrégation est lié à la quantité de protéines

asdorbées. Un modèle simple permettant de faire le lien entre adsorption et agrégation est

montré en �gure 4.2 : deux particules s'agrègent uniquement si une protéine adsorbée entre en

contact avec un site libre d'une deuxième particule. En notant θ le taux de remplissage de la

surface, le maximum d'agrégation - proportionnel à θ.(1− θ) - se situe à θ = 0.5.

La �gure 4.1 montre un maximum d'agrégation autour de 3.2µM - même si la mesure en

DLS n'en permet pas une localisation précise. La concentration en billes étant de 8.2nM, ce

maximum correspond donc à ∼400 protéines par bille.

D'après la partie 3, le nombre de BSA s'adsorbant sur les protéines à pH 5.5 est de 2,000,

le maximum d'agrégation est attendu pour 1,000 BSA par billes. L'écart à la mesure est rai-

sonnable, la gêne stérique en θ = 1/2 décale probablement le maximum vers une valeur plus
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Figure 4.2 � Modèle reliant l'agrégation à l'adsorption. Une protéine adsorbée créé un lien si elle entre
en contact avec un site libre d'une autre particule. Le maximum d'agrégation s'obtient pour θ = 0.5.

faible. Les mesures d'agrégation valident donc le modèle présenté ci-dessus dans lequel les BSA

pontent les particules.

Particules magnétiques - incubation 5min

Cette mesure a également été réalisée avec des particules constituées d'un coeur magnétique

et d'une surface en silice - des particules proches de celles utilisées pour la détection de protéines.

Avec une détection turbidimétrique, les concentrations en particules utilisées sont beaucoup

plus faibles qu'avec les particules non magnétiques - 0.02% contre 1.7%. Pour ce système l'état

d'agrégation est donnée par le paramètre ∆MOA expliqué précédemment, donnant accès aux

mesures de faibles états d'agrégation, contrairement à la DLS.

Pour se mettre dans des conditions proches d'un test de diagnostic, les particules n'ont été

incubées que 5 minutes avec les protéines avant l'application du champ magnétique. La mesure

a été réalisée pour une grande gamme de [BSA]. Pour les faibles concentrations il est probable,

malgré le faible temps d'incubation, que l'adsorption des BSA sur les parois soit non négligeable.

Les concentrations indiquées ne correspondent donc pas exactement aux concentrations réelles

en solution. Les résultats se trouvent en �gure 4.3.

La surface et la protéine étant les mêmes que précédemment, les résultats sont similaires.

Cependant les particules ne sont pas soumises aux mêmes contraintes. Avec les billes non

magnétiques, les particules vont au contact uniquement grâce à la di�usion brownienne. Les

billes magnétiques, elles, sont amenées au contact grâce au champ magnétique, qui génère une

force attractive importante entre les colloïdes. La réaction d'agrégation est donc accélérée, ce

qui est indispensable au vu de la faible concentration en particules.

C'est dans cette situation que la BSA protège vraiment de l'agrégation. En e�et à 15µM,

même avec un champ magnétique de 200mT au lieu des 20mT habituels, le variation ∆MOA
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Figure 4.3 � Agrégation ∆MOA des particules de silice magnétique - R=110nm - à 0.02% (34pM). La
mesure est faite en tampon phosphate-citrate 10mM pH 5.5, avec 5 minutes d'incubation. Le point pour
la plus faible concentration en BSA correspond à [BSA] = 0, la ligne verticale correspond à la quantité
de BSA nécessaire pour remplir une monocouche. Le �t correspond au modèle présenté ci-dessus.

est nulle. L'utilisation de la MOA présente ici un avantage sur la DLS : elle permet d'a�rmer

qu'aucun agrégat n'est formé durant l'application du champ - la précision de la DLS ne permet

pas une telle a�rmation.

Le maximum d'agrégation s'obtient pour une monocouche de 5,200. D'après les résultats

sur les particules non magnétiques ainsi que la di�érence de taille entre les types de bille, 4,300

BSA devraient s'adsorber sur chaque bille. Etant donné que l'adsorption est ici moins e�cace

du faible de la faible incubation, ce résultat valide encore le modèle présenté.

E�et du pH sur l'agrégation

Les paramètres externes, tels le pH et la force ionique, ont un e�et important sur l'adsorp-

tion. En modi�ant l'intensité du lien BSA - bille, ils doivent donc également modi�er la mesure

d'agrégation. L'e�et d'une hausse du pH - de 5.5 à 6 - a ainsi été testée sur ses billes non

magnétiques, les résultats se trouvent dans la �gure 4.4.

D'après ces mesures, l'agrégation disparaît dès pH 5.75. Deux phénomènes peuvent expliquer

ce phénomène : le nombre de sites disponibles sur les billes diminue, ou l'a�nité diminue. Cette

expérience valide au moins la seconde hypothèse : s'il est plus di�cile pour une BSA de se lier

à une première surface, la deuxième adsorption est encore plus di�cile, et elle n'a plus lieu : la

BSA perd alors son aptitude à l'agrégation.
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Figure 4.4 � Mesure de la taille de particules de silice non magnétique, dans des tampons MES
10mM + NaCl 10mM dont le pH varie de 5.5 à 6.

4.1.2 Étude du lien générant l'agrégation

Selon les conditions, la BSA est donc capable soit d'agréger les particules de silice, soit de les

protéger de l'agrégation. Mais ces mesures ne renseignent ni la nature du lien qui maintient les

billes au contact, ni sur le nombre de protéines nécessaires au maintien de ce lien. L'utilisation

de la méthode développé dans la partie 2 permet ici de quanti�er cette agrégation, le lien entre

l'augmentation du signal et le nombre de lien formé ayant été explicité.

Nature du lien

Les BSA restant dispersées en solution [Zhang et al., 2007], il est peu probable que l'agré-

gation des colloïdes soit due à un lien BSA-BSA, mais plutôt bille-BSA-bille.

Pour véri�er cette hypothèse, deux types de particules ont été mélangées, comme montré

dans la �gure 4.5. Di�érentes quantités de particules "nues" - qui n'ont pas vu de BSA - y

sont mises au contact avec des particules préalablement incubées à pH 5.5 NaCl 10mM avec

un excès de BSA (la quantité de billes nues reste faible de la quantité de billes saturées).

On observe que le signal obtenu est proportionnel à la quantité de billes nues ajoutées :

l'agrégation est donc liée à la quantité de billes. La pente, de 87mDO/pM de billes, est bien

supérieure à la pente théorique de 19mDO/pM d'antigène cible obtenue précédemment. Cette

di�érence s'explique par la di�érence d'agrégats formés avec un agent cible : dans un cas seul un

doublé est formé alors qu'ici une bille nue peut être recouverte de plusieurs billes saturées. Cette

mesure indique que toutes les billes nues s'agrègent aux billes saturées de BSA. Les agrégats
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Figure 4.5 � A 34pM de billes magnétiques saturées en BSA - incubation 24h avec BSA 1% -,
di�érentes quantités de billes nues sont ajoutées. L'expérience est faite en tampon phosphate-citrate
10mM pH 5.5.
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s'obtiennent donc grâce à des liens bille-BSA-bille.

Cette observation concorde également avec les �gures 4.1 et 4.3 obtenues précédemment.

L'agrégation a uniquement lieu dans le cas où des BSA sont adsorbées et où des sites restent

disponibles pour qu'elles se lient à une deuxième particule. Aux faibles concentrations - peu de

BSA adsorbées - et aux fortes concentrations en BSA - billes saturées - ce phénomène n'est pas

possible.

La BSA s'adsorbe donc su�samment bien sur les particules pour maintenir les particules

agrégées. Mais le nombre de BSA nécessaires à la formation d'un lien n'est pas encore connu,

ceci fait l'objet du paragraphe suivant.

Nombre de BSA dans un lien

Dans le cas de l'adsorption spéci�que, étudiée dans la 3, une unique protéine cible su�t à

former un lien entre deux billes. Ceci est particulièrement bien véri�é pour la BSA-biotine, dont

le rendement a été estimé à 70%. Si a contrario le lien protéine-bille est trop faible, plusieurs

protéines seraient nécessaires pour ponter deux billes entre elles, la seconde adsorption n'étant

pas assez forte pour maintenir les deux billes au contact.

Pour savoir dans lequel de ces régimes le système BSA - silice se situe, de façon analogue

au dosage immunologique de la partie 2, la BSA a été dosée par des particules de silice nues.

Le schéma 4.6 illustre cette expérience.

Le signal obtenu est, comme attendu, proportionnel à la quantité de BSA. Cependant la

pente y est faible : les 0.35mDO/pM sont à comparer aux 13.5mDO/pM de BSA-biotine pour

le lien streptavidine-biotine.

Le facteur 50 ne peut cette fois-ci pas provenir d'un temps d'incubation trop faible. Le

rendement étant très faible, il peut s'expliquer de deux façons :

� le rendement de deuxième adsorption est très faible, seule une petite partie des BSA

adsorbées sont dans une con�guration favorable à une deuxième adsorption ; la majorité

est incapable de ponter des billes.

� un lien ne peut être maintenu que si plusieurs BSA sont localisées entre deux billes.

L'énergie de deuxième adsorption d'une BSA est trop faible, mais l'énergie cumulée de

plusieurs BSA est, elle, su�sante.

Aux fortes concentrations, en milieu peu salé, la BSA protège donc les particules de silice

de l'agrégation. L'agrégation et la protection des particules de silice par la BSA est donc un

phénomène qui se corrèle aux mesures d'adsorption précédemment e�ectuées. La position du
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Figure 4.6 � Dosage de la BSA par des billes de silice magnétiques à 34pM, en tampon phosphate-
citrate 10mM, pH 5.5. L'incubation a lieu durant ∼ 2min.

maximum et l'e�et de l'électrostatique s'expliquent par un modèle où plusieurs BSA, adsorbées

à une première bille, s'adsorbent également sur une deuxième bille et les maintiennent ainsi

agrégées.

De nombreuses applications ayant lieu en milieu salé, il serait intéressant de déterminer

s'il en va de même pour une concentration en NaCl portée à 150mM, puis en plasma : cette

question fait l'objet de la partie suivante.

4.2 Application à la stabilisation

La plupart des applications nécessitent une bonne stabilisation des particules. Pour éviter

que les surfaces ne collent, il faut y rajouter un composé qui sature les interfaces, et qui ne sera

pas à même de créer des ponts avec les particules voisines. Les polymères sont fréquemment

gre�és à la surface des particules, il est aussi possible d'ajouter des surfactants en solution.

Ces solutions ont néanmoins montré leurs limites, une meilleure stabilisation permettrait en

e�et de diminuer le nombre d'agrégats non spéci�ques formés, et ainsi d'améliorer la détection.

La BSA se liant fortement à la surface en silice, elle peut être un bon candidat pour protéger

de l'agrégation en présence de sel et en présence de plasma sanguin.
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Figure 4.7 � Mesures d'agrégation ∆DO pour des particules de silice magnétique à 34pM, en tampon
MES pH 5.5 + NaCl 10mM. La première est une mesure de référence dans le tampon, pour la deuxième
150mM de NaCl sont ajoutés. Pour les mesures avec BSA, les billes ont été préalablement incubées avec
de la BSA 0.1%, diminuant grandement l'agrégation.

4.2.1 En milieu salin

A pH 5.5

Du fait des forces de van der Waals, comme détaillé dans la partie 1, de nombreuses par-

ticules ne sont pas stables en conditions salines. Proche des conditions physiologiques, pour

[NaCl] = 150mM, les colloïdes sont amenés à se rapprocher des fortement, la longueur de

Debye étant de 0.8nm, et les particules s'agrègent - comme le montre la �gure 4.7.

Cette �gure montre également l'e�et de la BSA, à pH 5.5, sur l'agrégation induite par le sel.

Tout d'abord, les particules seules montrent une légère agrégation due au champ magnétique

en l'absence de sel - ∆DO = 200mDO. Comme attendu, cette valeur augmente de façon

dramatique si les billes sont en présence de NaCl 150mM.

Si par contre les billes sont préalablement incubées avec de la BSA, sans ajout de sel elles

sont parfaitement stables (ce résultat a déjà été observé sur les �gures 4.1 et 4.3) et avec sel

l'agrégation est grandement diminuée.

A pH 7.4

Les résultats obtenus à pH 5.5 sont prometteurs, mais la protection sera moins aisée à pH

7.4 où l'adsorption de la BSA y est beaucoup plus faible. Il est important ici de s'attarder sur

les conditions d'adsorption de la BSA à pH 7.4.
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Figure 4.8 � E�et de la BSA sur l'agrégation en tampon phosphate pH 7.4. Les mesures d'agrégation
des particules de silice à 34pM ont été faites : sans sel ni plasma, avec 150mM de NaCl, puis avec 10%
et 50% de plasma.

Dans la partie 3, il a été montré qu'à pH 7.4 + NaCl 10mM l'adsorption de la BSA-FITC est

extrêmement faible, seul un petit nombre de protéines sont adsorbées sur une bille. Cependant

le ratio entre le nombre de BSA initialement en solution et le nombre de particules ne variait

que entre 180 et 5,800. Dans les conditions actuelles, avec 0.02% de particules magnétiques

et 0.1% de BSA en solution, ce ratio est porté à 44,000. Avec un tel ratio il est impossible de

mesuré la fraction de BSA adsorbée - proche de 0 - mais quelques centaines de BSA peuvent être

adsorbées sur chaque bille. Cette hypothèse est renforcée par l'e�et observé de la concentration

en BSA, qui est ici très élevée.

Les tests réalisés dans ces conditions se trouvent en �gure 4.8. Pour tous les échantillons,

avec BSA et sans BSA, aucune incubation n'est réalisée (dans les faits environ deux minutes

s'écoulent entre la mise en contact des produits et le début d'application du champ magnétique).

Tout d'abord, en mettant uniquement les billes seules dans le tampon phosphate, une agréga-

tion intermédiaire est observée (250mDO). Cette valeur augmente considérablement si 150mM

de NaCl sont rajoutés.

Pour les mesures avec de la BSA 0.1%, les billes ont été mises en premières dans l'eppendorf,

suivies de la BSA puis du sel. Les billes ont donc eu quelques secondes d'incubation avec l'agent

stabilisant. Dans ce cas, les billes dans le milieu sont très stables (signal ∼ 0), et l'agrégation

est faible en présence de sel.
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Figure 4.9 � E�et de la BSA sur l'agrégation en tampon phosphate pH 7.4. Les mesures d'agrégation
des particules de silice à 34pM ont été faites : sans sel ni plasma, avec 150mM de NaCl, puis avec 10%
et 50% de plasma.

4.2.2 En milieu plasmatique

Protection avec la BSA

Si par contre du plasma est ajouté dans le milieu (cf �gure 4.9), à 10% ou 50%, avec ou

sans BSA les billes ne sont pas stables : une agrégation intermédiaire est observée. Ces mesures

ont également été réalisées avec des billes incubées pendant 4h avec de la BSA ; les résultats

sont similaires.

Dans le chapitre précédent, il a été montré que les protéines adsorbées pouvaient être désor-

bées par des protéines concurrentes. Il est donc probable que les BSA soient désorbées par des

molécules concurrentes - autres protéines, lipides... -, molécules qui ont des propriétés d'agré-

gation plus importantes. Dans ce cas la BSA ne peut donc pas protéger les particules de silice

de l'adsorption liée au plasma.

Choix de la protéine en fonction du pI

Pour protéger les particules de l'agrégation avec des protéines, il faut former les liens bille -

protéine les plus forts possibles, avec le plus de protéines possibles à la surface. Or l'adsorption

est maximale quand le pH est proche du point isoélectrique de la protéine : pour travailler à

pH 7,4 il faut donc des protéines dont le pI est proche de cette valeur, et qui ne seraient pas

déplacées par d'autres éléments du plasma.

Plusieurs protéines ont ainsi été retenues, elles sont indiquées dans le tableau 4.1. Cependant,
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Protéine pI MW - kDa
Albumine 4.9 66
Myoglobine 6.5 18
Hémoglobine 6.9 68

Table 4.1 � Sélection des protéines en fonction de leur point isoélectrique.

Figure 4.10 � E�et des caséines sur la stabilisation des particules. Les caséines à 0.1%, incubées avec
les billes à 34pM pendant 4h, protègent de l'agrégation avec le sel mais pas du plasma.

après les avoir testées, aucune n'a montré de résultat satisfaisant, et ce même en l'absence de

sel et de plasma.

Les caséines

Les caséines sont les protéines principales du lait. Il s'agit d'un groupe de protéines, dont

les plus importantes sont les α1, α2, β, γ et κ. Pour plusieurs critères elles n'apparaissent pas

comme les candidates idéales : leur point isoélectrique est de ∼4,6, et elles ne possèdent pas

de structure secondaire. Malgré cela les caséines sont connues pour être de bonnes protéines

stabilisantes, elles stabilisent notamment les globules gras du sang.

Des tests ont donc été faits avec les caséines, pour déterminer si elles sont capables de

protéger les particules de l'agrégation : les résultats sont en �gure 4.10. Malheureusement les

performances sont les mêmes en présence de NaCl et en présence de plasma que celles obtenues

avec la BSA.
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4.3 Conclusion

Suivant sa concentration et le pH, la BSA peut agréger ou stabiliser les particules de silice.

Aux faibles concentrations, la formation des agrégats dans le cas du système BSA - bille de silice

est due à des liaisons billes - BSA - billes. Une BSA n'est cependant pas su�sante pour former

un lien entre deux billes, plusieurs protéines sont nécessaires. Et de même que pour l'adsorption,

ce phénomène est hautement sensible aux conditions électrostatiques : l'agrégation disparaît

aux pH élevés.

A pH 5.5, alors que dans le chapitre 1 il a été montré qu'en milieu salin les particules de silice

sont agrégées à cause des interactions de van der Waals, ces dernières peuvent être écrantées

par la BSA. L'échantillon de particules est donc stable dans ces conditions.

Cette protéine a donc le même e�et que les polymères et les surfactants, bien que ces

molécules ne soient pas comparable : les parties hydrophiles et hydrophobes sont clairement

séparées pour les surfactants et les polymères peuvent adopter un grand nombre de con�guration

à la surface. A contrario, les di�érents domaines des protéines ne sont pas aussi clairement

séparés, et la protéine a une structure dans l'espace qu'elle tend à conserver.

A pH 7,4, la BSA est cependant moins e�cace du fait de sa plus faible a�nité pour la surface.

Elle peut diminuer l'agrégation due au sel, mais pas dans des proportions aussi importantes qu'à

pH 5.5. De plus, elle ne protège pas du tout de l'agrégation induite par le plasma, ni d'ailleurs

les autres protéines testées et dont le point isoélectrique en faisait de meilleures candidates.

Il serait alors intéressant de déterminer les éléments du plasma responsables de l'agréga-

tion. D'un point de vue pratique, en retirant séparément les composés du plasma, on pourrait

déterminer celui qui est responsable de l'agrégation ou responsable de la désorption de la BSA.

Avec un simple pré-traitement du plasma un système stable pourrait alors être obtenu.
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Une méthode de caractérisation de l'agrégation de particules magnétiques a tout d'abord

été mise au point en partenariat avec Bertin Technologies. Basée sur l'orientation d'agrégats

anisotropes, cette méthode, très simple à mettre en oeuvre, fournit un signal directement pro-

portionnel aux agrégats formés. Il est ainsi possible de détecter une concentration en doublets

de particules magnétiques de quelques pM.

Cette méthode peut alors être utilisée dans la détection de protéines cibles : la quantité

d'agrégats formés durant une mesure indique la quantité de cibles initialement présentes en

solution. Cette technique a été validée sur le système modèle BSA-biotine - streptavidine, puis

sur un système réel en collaboration avec Horiba Medical : la protéine C-réactive. Cette nouvelle

méthode a permis de diviser la limite de détection par deux.

La limite de ces tests d'immuno-agglutination est la formation durant la mesure d'agrégats

non-spéci�ques dus entre autres à l'adsorption de protéines sur les particules. Cette étude de

l'adsorption a donc également été réalisée.

Un protocole de mesure d'adsorption de protéines basé sur �uorescence a tout d'abord été

mis au point, l'ensemble des véri�cations e�ectuées permettant de s'assurer de la �abilité des

résultats obtenus. Les mesures e�ectuées ont alors montré que :

� la quantité maximale de protéines pouvant s'adsorber dans une monocouche dépend du

pH, de la force ionique et de la concentration initiale en protéines

� le phénomène est irréversible vis-à-vis de la dilution

� les protéines peuvent se désorber si les conditions électrostatiques sont modi�ées, ou si

une protéine compétitrice est ajoutée

Ces observations nous ont orienté vers un modèle d'adsorption multi-sites, par analogie

aux anticorps ou à l'adsorption des polymères. En combinant ce modèle à l'existence d'inter-

actions latérales entre les protéines, toutes les observations ont pu être rationalisées. Il serait

alors intéressant de tester ces hypothèses sur d'autres protéines avec d'autres surfaces, puis

de comparer ces résultats à des simulations numériques. Le modèle pourrait également être
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amélioré, permettant à terme d'identi�er les paramètres pertinents puis d'ajuster les données

expérimentales.

Nous nous sommes �nalement intéressés à l'agrégation de particules de silice par la BSA.

Dans les conditions où les liens d'adsorption sont forts, les protéines comme la BSA sont capables

de créer des liens entre les particules. Aux fortes concentrations, elles sont même capables de

saturer les interfaces et ainsi de protéger les surfaces de l'agrégation induite par les rencontres

brownienne ou magnétique.

Les protéines sont capables de protéger d'une force ionique élevée, mais elles ne sont cepen-

dant pas capable de protéger du plasma à pH physiologique. A�n de maximiser les chances de

protection, d'autres protéines ont été testées, avec des points isoélectriques plus proches du pH

sanguin. Mais dans tous les cas aucune protection e�cace n'a pu être obtenue.

Il est à retenir que la mesure de l'agrégation induite par les protéine fournit de nouvelles

informations sur les protéines, comme le fait que les protéines peuvent éventuellement s'adsorber

avec leurs deux extrémités. Une quanti�cation plus �ne permettrait donc de quanti�er les

énergies d'interactions entre les di�érents côtés des protéines et les surfaces.
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Annexe A

Energie d'interaction protéine - surface

Les expressions des énergies d'interactions électrostatiques et de van der Waals ont été

inscrites dans la partie 1. Dans le cas de l'adsorption de protéines, ces expressions ne sont

plus valables car les grandeurs en jeu ne sont pas grandes devant la longueur de Debye. Des

expressions plus complexes ont donc été explicitées [Oberholzer et al., 1997].

L'énergie d'interaction électrostatique entre une protéine de rayon a et une surface, séparées

par une distance d, est :

U elps(d) = Bpsexp[−κd]

Dans cette expression, κ est l'inverse de la longueur de Debye et Bps est un coe�cient dé�ni

par :

Bps = (
4πkTεε0a

e2
)(
ψs + 4γΩκa

1 + Ωκa
).4γ

avec γ = tanh(
ψs
4

)

et Ω =
ψp − 4γ

2γ3

ψs est le potentiel de surface de la surface, ψp celui de la protéine.

En notant h = d/a, l'énergie d'interaction de van der Waals est dé�nie par

Uvdwps (h) = −Aps
6kT

[
1

h
+

1

h+ 2
+ ln(

h

h+ 2
)]

où A, constante de Hamaker, peut être ici prise égale à 10−20 J.
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Annexe B

Mesures d'adsorption de protéines

B.1 Adsorption sur surface plane

De nombreuses techniques étant disponibles pour mesurer l'adsorption de protéines sur des

surfaces planes [Nakanishi et al., 2001; Rabe et al., 2011], nous ne présentons donc ici que les

principales utilisées.

Titration calorimétrique isotherme Au �l des ans et grâce à l'amélioration de la sensibilité

des appareils, l'ITC est devenue une technique de plus en plus utilisée pour la mesure de

l'association de protéines sur des surfaces [Becker et al., 2011; Deshapriya and Kumar, 2013;

Devineau et al., 2013]. Expérimentalement deux cellules sont utilisées : une de référence et une

qui ne contient initialement qu'un des réactifs. Un circuit électronique calcule en permanence

l'énergie à fournir pour que la température soit identique dans les deux cellules.

Quand le deuxième réactif est ajouté au premier, si une réaction d'association se fait, celle-ci

sera endothermique ou exothermique. Dans les deux cas la température de la cellule est modi�ée,

nécessitant l'apport d'énergie pour que la température de la cellule rejoigne celle de la référence.

Cette mesure d'énergie permet de déterminer plusieurs grandeurs thermodynamiques comme

l'enthalpie de la réaction et la constante d'a�nité.

La résonance plasmonique La surface à analyser est illuminée à un angle correspondant à la

ré�exion totale interne : la totalité de la lumière incidente est ré�échie. Dans cette con�guration

une onde évanescente, perpendiculaire à la surface, est générée. Deux techniques sont ensuite

possibles : la SPR et la TIRF.

Pour la première, la surface plasmon resonance, l'intensité de l'onde ré�échie est mesurée.
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Si les propriétés de la surface d'étude sont modi�ées, via l'adsorption de protéines, l'intensité

de cette onde diminue. Cette technique permet donc de suivre en temps réel l'adsorption des

protéines sur les surfaces [Karlsson et al., 2005; Glasmästar et al., 2002] ; elle est notamment

utilisée dans le Biacore.

La deuxième possibilité requiert l'adsorption de composés �uorescents, soit par un mar-

queur tel la FITC, soit en utilisant les tryptophanes contenus dans de nombreuses protéines.

L'onde évanescente générée excite des �uorophores localisés à la surface, l'intensité mesurée à

la longueur d'onde d'émission permet de remonter à la quantité de protéines adsorbées [Daly

et al., 2003].

Di�usion de rayons X aux petits angles SAXS Technique plus délicate à mettre en

oeuvre, elle requiert l'usage de rayons X de longueur d'onde typique de 0.1nm. Les pro�ls de

di�usion fournissent des données à la fois sur la quantité de protéines adsorbées et sur des

éventuels changements de conformation [Henzler et al., 2011].

De nombreuses autres techniques sont utilisées mais ne seront pas présentées ici. On pen-

sera notamment à la spectroscopie de corrélation de �uorescence FCS [Rocker et al., 2009], la

microbalance à cristal de quartz QCM [Glasmästar et al., 2002] ou encore la microscopie de

�uorescence [Anikin et al., 2005].

B.2 Adsorption sur colloïdes

Dosage du surnageant

Une première méthode utilisée est la mesure d'absorbance [MacRitchie, 1972]. Une solution

de protéines est laissée plusieurs heures à incuber avec di�érentes quantités de particules. Après

centrifugation, l'absorbance du surnageant (à 278nm dans le cas de l'albumine) indique la

quantité de protéines adsorbée sur les particules - sous réserve qu'aucune désorption signi�cative

n'ait eu lieu durant la centrifugation.

Hormis la mesure d'absorbance, la même mesure est réalisable en utilisant la �uorescence

de l'albumine [Docoslis et al., 2001].

Dosage des billes

Outre le dosage du surnageant, il est possible de doser directement les protéines adsor-

bées sur les billes. Ce dosage peut se faire par une mesure de �uorescence si les particules ne
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perturbent pas la mesure, sinon les techniques suivantes sont couramment utilisées.

Potentiel ζ A un pH et une force ionique donnée, protéines et particules ont le plus souvent

des potentiels ζ di�érents. Si des protéines s'adsorbent sur les particules, elles en modi�eront

donc le potentiel ζ [Baier et al., 2011; Meder et al., 2012]. Mais cette méthode a d'importants

désavantages :

� la mesure n'est réalisable qu'aux faibles forces ioniques, sinon le potentiel ζ est trop

faible et une variation ne serait pas visible. Pour observer l'adsorption à une force ionique

physiologique, il faudra donc changer de tampon avant la mesure, avec le risque que ceci

entraîne une désorption des protéines.

� elle permet de déterminer pour quelle concentration de protéine en solution l'adsorption

commence et est complète. Elle ne permet nullement de déterminer quelle quantité de

protéine s'est �xée à l'interface.

Mesure de taille La �xation d'une protéine sur une particule entraîne une augmentation

de la taille de cette dernière. Une mesure de la taille de la particule permet donc d'obtenir

des informations sur l'adsorption [Rocker et al., 2009]. La méthode classiquement utilisée est

la DLS, qui mesure le rayon hydrodynamique de la particule.

Cette mesure n'apporte guère plus d'information que la précédente, car là encore la quantité

de protéine adsorbée sur la particule est inconnue. D'autres désavantages s'ajoutent : cette

mesure n'est possible que si la taille de la protéine est signi�cative devant celle de la particule

(impossible pour des particules de plus de 100nm) ; et une agrégation des particules fausserait

la mesure.
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Annexe C

Détection de protéines

Application des cycles de champ L'échantillon est tout d'abord mis au repos une minute

a�n de le laisser s'homogénéiser et que la première capture se fasse. Puis 5 aimantations à

20mT sont appliquées - de 10 à 160s - pour une aimantation totale de 5 minutes. Chaque

aimantation est suivie d'une relaxation de 20s. Durant l'aimantation, les chaînes se forment,

les liens spéci�ques se créent entre les billes. A la �n, quand le champ est coupé, une relaxation

�nale de 100s permet à une partie des agrégats non-spéci�ques de se dissocier. La durée totale

du test est de 10minutes.

Dosage de la BSA-biotine Les particules magnétiques sont achetées chez Ademtech, Pes-

sac, France. Le principe de la MOA a été validé sur des Bio-Adembeads Streptavidin (200nm) ;

a�n d'obtenir une faible quantité d'agrégats les billes ont été centrifugées une minute dans un

Qualitron DW-41. Les billes ont ensuite été diluées en PBS + PF127 0,3% ; la densité optique

initiale indique une concentration en billes autour de 50pM.

Les mêmes billes sont utilisées pour le dosage de la BSA-biotine. Les billes sont à 0,02%

w/v - approximativement 45pM. Billes et protéines cibles sont diluées en PBS X + PF 127

0,3%. PBS, PF 127 et BSA-biotine sont achetés chez Sigma. Pour les échantillons contenant

1000pM et 2000pM de billes le trajet optique était de 4mm au lieu de 1cm et les DO mesurées

ont été multipliées par 2,5 pour obtenir l'équivalent sur 1cm.

Dosage de la CRP Le diamètre moyen des particules utilisées pour doser la CRP est 190nm,

mesuré grâce à un appareil de di�usion dynamique de la lumière (Zetasizer Nano de Malvern).

Des anticorps polyclonaux dirigés contre la protéine C-réactive - CRP - sont fournis par Inter-

chim et gre�és sur les billes par Horiba Medical. La CRP est fournie par Euromedex : 7,5µLde
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billes stockées à 0,8% w/w, 7,5µL de CRP concentrée en saponine et 135µL de tampon. La

concentration �nale de billes est 0,04% w/w. Après une dilution 75x en saponine la concentra-

tion en CRP est de 1,1nM and la concentration �nale en CRP dans la cuve est de 56pM ; A�n

d'obtenir une courbe de dosage pour estimer la limite de détection de la CRP, 11 blancs et 2

points à chaque concentration ont été réalisés.
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Protocole d'adsorption

La quanti�cation de l'adsorption de BSA-FITC sur les particules de silice se fait par dosage

en retour. Il est possible de faire varier la concentration en billes ou celle en BSA-FITC, nous

prenons ici le cas de la concentration en BSA-FITC �xée à 1.5 µmol/L.

Préparation du tampon Le tampon utilisé est un tampon MES 10mM, de pH et de concen-

tration en NaCl variable.

� Dissoudre 195.2 mg de MES (MW=195.2 g/mol) dans 50mL d'eau.

� Ajuster le pH avec NaOH 1M.

Préparation de la solution de billes La solution mère de particules de silice, de Sigma-

Aldrich, est à 5% en masse (~25nM). 200µL sont centrifugés 10min dans un eppendorf de

1.5mL ; à chaque lavage 190 µL de surnageant sont remplacés par 190 µL de tampon. Après 5

lavages le pH cible est atteint.

Par dilution on obtient des solutions à 1.67% puis 0.21%.

Préparation de la BSA-FITC 10mg de BSA-FITC sont dispersés dans 1mL de tampon.

Le pH est ajusté avec HCl ou NaOH 1M.

A partir de la solution mère en BSA-FITC, une solution à 3µM est obtenue en diluant 10 µL

dans 490µL de tampon. Les incubations ont lieu dans des eppendorfs Protein LoBind (VWR),

permettant une faible perte de la BSA-FITC sur les parois. Pour chaque concentration en billes

10µL de BSA-FITC sont mélangés à 10µL de billes.

Mesure d'adsorption Ci-dessous un exemple permettant d'obtenir 20µL par échantillon.
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[Billes] BSA-FITC Billes 5% Billes 1.67% Billes 0.21% tampon

8.2nM 10µL 6.7µL 3.3µL

4.1nM 10µL 10µL

2.1nM 10µL 5µL 5µL

1.0nM 10µL 2.5µL 7.5µL

0.52nM 10µL 10µL

0.26nM 10µL 5µL 5µL

0.13nM 10µL 2.5µL 7.5µL

0nM 100µL 100µL

L'incubation se fait sur un agitateur rotatif pendant une journée, les échantillons sont

protégés de la lumière par du papier aluminium.

Le lendemain, les échantillons avec billes sont centrifugés 5min. Dans la plaque 96 puits,

17µL du surnageant de l'échantillon à doser sont ajoutés à 83µL de Tween 1% dans une plaque

96 puits. L'intensité de �uorescence est ainsi mesurée pour :

� 2 blancs (tampon)

� 4 référencse (0nM de BSA-FITC)

� les surnageants

Pour chaque concentration en billes, on déduit la fraction de BSA-FITC adsorbée sur les

billes :

Fads = 1− Surnageant−Blanc
Réf érence−Blanc

Dosage de la �uorescence sur les billes Il est également possible de mesurer la �uores-

cence directement sur les billes, il faut pour cela su�samment les laver du surnageant. Pour

cela aux 3µL restants dans l'eppendorf après centrifugation et prélèvement des 17µL pour la

mesure du surnageant, 17µL de tampon sont rajoutés. Cette opération est réalisée de 1 à 3 fois

en fonction de la quantité de BSA restant dans le surnageant. Comme précédemment 17µL de

l'échantillon contenant les billes sont ajoutés à 83µL de Tween 1%. La fraction de BSA-FITC

adsorbée sur les billes est donc :

Fads =
Billes−Blanc

Réf érence−Blanc
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