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RESUME

Le cancer du sein représente un quart des cas de cancer diagnostiqués chez les femmes au
Canada. De nos jours, le moyen le plus efficace de diagnostiquer le cancer du sein consiste a
effectuer une biopsie de la zone suspecte chez le patient et a I’analyser en laboratoire. L’étalon
d’or utilisé par les pathologistes pour déterminer si les tissus sont cancéreux ou non est la co-
loration par immunohistochimie (IHC). Cette méthode présente plusieurs inconvénients, tels
que la dégradation possible des antigeénes ciblés en raison de I'utilisation d’agents de fixation
(Formaline, etc.) ou la difficulté a cibler plusieurs antigenes dans un méme échantillon. Dans
ce projet sera présenté un moyen de répondre a ces probléemes en utilisant des nanoparticules
(NP) plasmoniques fonctionnalisées avec des anticorps (Ac) pour cibler spécifiquement des
cellules du cancer du sein. Outre une grande stabilité qui permet d’éviter I'utilisation d’agents
de fixation avant le marquage des cellules, les NPs biocompatibles ont des propriétés optiques
particulieres qui permettent de les visualiser et de les compter facilement. L’objectif final est
de développer et appliquer un protocole robuste qui pourra étre appliqué directement par les

pathologistes au Canada et montrera des résultats capables de rivaliser avec 'THC.

La premiere partie du mémoire concerne la fonctionnalisation des NPs et leur caracté-
risation. Trois approches de fonctionnalisation ont été testées : EDC/(Sulfo-)NHS (N-3-
(dimethylamino )propyl-N-ethylcarbodimide hydrochloride/ N - Hydrozy(sulfo)succinimide),
NHS et Hydrazide. Ces noms font référence au groupe fonctionnel qui se lie a ’Ac. Dans le
cas des approches utilisant des esters NHS, la liaison se fait aux amines primaires des Ac qui
sont réparties dans toute leur structure. On parle donc de fonctionnalisation non orientée
car la position du site de liaison sur les Ac est aléatoire et les domaines Fab peuvent ainsi
étre liées aux NPs. C’est pourquoi le protocole Hydrazide, spécifique au domaine Fc des Ac,
présentait un intérét particulier. Les trois procédures ont été adaptées pour des NPs d’or
(AuNPs) sphérique de 100 nm de diametre et celles-ci ont été caractérisées par des mesures
des spectres d’absorbance, de la taille hydrodynamique, du potentiel zéta ainsi que des tech-
niques d’imageries et de dosage a 1’aide d’Ac conjugués a des fluorophores. Tous ces résultats
ont mené a la conclusion que le protocole EDC/NHS effectué a pH 7 était le plus robuste et

assurait la plus grande couverture en Ac sur les NPs.

Une fois la fonctionnalisation maitrisée, la seconde partie de ce mémoire présentera comment
utiliser ces NPs pour évaluer quantitativement 'expression de certains antigenes (CD44,
HER2 et CD24) sur trois lignées cellulaires de cancer du sein (MDA-MB-231, MDA-MB-453

et BT-474). La méthode développée dans ce projet de maitrise présente la nouveauté d’in-



cuber les cellules en suspension et non plus en pétri comme dans les modeles de marquage
bidimensionnels classiques. Les résultats de 'immunomarquage avec les AuNPs (immuno-
plasmonique) sont directement comparés aux résultats d’immunofluorescence pour la quan-
tification des antigenes. Une bonne corrélation a été trouvée entre les deux tests pour les
MDA-MB-231 (tous antigénes confondus) et pour les MDA-MB-453 (excepté pour le CD24).
Les BT-474 ont démontré des résultats incohérents avec I'immunofluorescence avec un faible
nombre de nanoparticules par cellules pour tous les antigenes. Les expériences d’immunoplas-
moniques ont également été réalisées en présence de sérum humain et les mémes tendances

ont été observées.

Au vu de ces résultats, il est recommandé pour de futures études de se pencher sur I'optimisa-
tion des techniques de purification des AuNPs fonctionnalisées ainsi que sur le développement
d’un contrdle qualité pour mesurer I'activité des anticorps. Aussi, en vue d’une standardi-
sation des procédés, il faudrait augmenter le nombre de AuNPs par cellules pour réduire la

variabilité de la mesure.
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ABSTRACT

Breast cancer accounts for 25% of all cancer cases diagnosed in women in Canada. Nowadays,
the most effective way to diagnose breast cancer is to perform a biopsy of the suspect area in
the patient and analyze it in laboratory. The gold standard used by pathologists to determine
whether the tissue is cancerous or not is immunohistochemical staining (IHC). This method
has several disadvantages, such as the possible degradation of targeted antigens due to the
use of fixating agents (Formalin, etc.) or the difficulty of targeting several antigens in the
same sample. In this project will be presented a way to address these problems by using
functionalized nanoparticles (NP) with antibodies (Ab) to specifically target breast cancer
cells. In addition to high stability that avoids the use of fixating agents before labelling the
cells, biocompatible NPs have special optical properties that make it easy to visualize and
to count. The ultimate goal of this work is to develop and test a robust protocol that can be

applied directly by pathologists in Canada and show results capable of competing with THC.

The first part of the thesis will be about the functionalization of NPs and their characteri-
zation. Three functionalization approaches were tested: EDC/(Sulfo-)NHS (N-3-(dimethyl-
amino )propyl-N-ethylcarbodimide hydrochloride/N-Hydroxy(sulfo)succinimide), NHS and Hy-
drazide. These names refer to the functional group that binds to the Ab. In the case of
approaches using NHS esters, the binding is to the primary amines of the Ab which are
distributed throughout their structure. We therefore speak of non-oriented functionalization
because the position of the binding site on the Ab is random and the Fab domains can thus
be bound to NPs. This is why the Hydrazide protocol, specific to the Fc domain of Ab,
was of particular interest. The three procedures were adapted for 100 nm diameter spherical
gold nanoparticles (AuNPs) and these were characterized by measurements of absorbance
spectra, hydrodynamic size, zeta potential, and imaging and assay using Ac conjugated to
fluorophores. All these results led to the conclusion that the EDC/NHS protocol performed
at pH 7 was the most robust and provided the greatest coverage of Ab on NPs.

Once the functionalization is under control, the second part of this thesis will present how
to use these NPs to quantitatively evaluate the expression of certain antigens (CD44, HER2
and CD24) on three breast cancer cell lines (MDA-MB-231, MDA- MB-453 and BT-474).
The method developed in this master’s project presents the novelty of incubating suspended
cells and no longer kneading them as in conventional two-dimensional marking models. The
results of immunolabeling with AuNPs (immunoplasmonic) are directly compared with im-

munofluorescence results for the quantification of antigens. A good correlation was found
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between the two tests for MDA-MB-231 (all antigens combined) and for MDA-MB-453 (ex-
cept for CD24). BT-474 demonstrated inconsistent results with immunofluorescence with a
very low number of nanoparticles per cell for all antigens. Immunoplasmonic experiments

were also performed in the presence of human serum and the same trends were observed.

In view of these results, it is recommended for future studies to focus on the optimization of
purification techniques for functionalized AuNP as well as the development of quality control
to measure antibody activity. Also, in order to standardize processes, the number of AuNPs

per cell should be increased to reduce the variability of the measurement.
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CHAPITRE 1 INTRODUCTION

Le cancer du sein est le cancer le plus courant chez les femmes et une canadienne sur huit sera
atteinte d'un cancer du sein au cours de sa vie [1]. Le Canada n’est cependant pas le pays le
plus touché car c’est la Belgique qui possede le plus haut taux de cancer du sein, d’ou I'in-
térét particulier de 'auteure sur ce sujet [2]. La problématique liée au cancer du sein repose
sur deux piliers : le diagnostic et le traitement. Une grande partie de la recherche est basée
sur la découverte du meilleur traitement ou du médicament capable "d’éradiquer’ le cancer.
En attendant de trouver cette solution miracle, si seulement elle existe, du travail reste a
faire pour améliorer les procédures de diagnostic qui permettent la détection puis le choix
du traitement le plus adapté. Actuellement, la méthode de diagnostic la plus efficace est de
réaliser une biopsie chez le patient qui présente une masse suspecte et d’analyser I’échantillon
en laboratoire. Une biopsie consiste a prélever un échantillon de tissu ou de cellules a I’aide
d’une longue aiguille de diameétre plus ou moins grand selon le type de biopsie (au trocart
ou a aiguille fine). Ces morceaux de tissus sont alors traités et analysés par des patholo-
gistes qui déterminent la nature de ces cellules. Leur technique standard pour ’évaluation
des biomarqueurs est I'immunohistochimie (IHC) qui consiste a fixer les tissus, en découper
de fines sections et ensuite a les incuber avec des anticorps de détection ciblant certains mar-
queurs typiques chez les cellules cancéreuses afin de les mettre en évidence par colorimétrie.
Cette technique est peu coliteuse mais présente de nombreux désavantages que les chercheurs
aimeraient contourner. D’une part, 'utilisation d’agents fixateurs dans la préparation des
échantillons dégrade certains récepteurs, les rendant impossible a détecter, ce qui complique
I’analyse. D’autre part, puisque les tests sont réalisés sur des coupes de tissus et que chaque
coupe est ciblée avec des anticorps différents scrupuleusement choisis, le diagnostic établi par
le pathologiste sera influencé par son interprétation des résultats section par section afin de
déduire le statut du tissu au complet. Cette part de subjectivité est également un enjeu a

dépasser avec une méthode intrinséquement moins équivoque [3].

Afin de trouver une solution complémentaire et/ou alternative a 'THC, le domaine des nano-
technologies offre de nombreuses possibilités pouvant répondre aux enjeux biomédicaux pré-
sentés précédemment. En particulier, les nanoparticules (NPs) plasmoniques, typiquement
en or, argent ou alliages des deux, présentent ’avantage d’étre beaucoup moins photosen-
sibles que les fluorophores et sont plus facilement quantifiables que les chromophores utilisés
en colorimétrie. Le terme plasmonique sera expliqué dans la premiere partie de ce rapport

et fait référence aux propriétés optiques remarquables des NPs, qui leur donne une couleur



spécifique en fonction de leur taille et de leur composition et permet de les observer aisé-
ment. Ainsi, il est également possible de distinguer des NPs différentes selon leur couleur et
permettre ce qu’on appelle le multiplexage : marquer différents antigenes sur les cellules avec

différentes nanoparticules et rassembler toute 'information dans un seul échantillon.

Par ailleurs, leur faible cytotoxicité permet de les appliquer sur des cellules vivantes et il
est possible de les conjuguer a des anticorps afin de les rendre spécifiques aux cellules can-
céreuses. C’est ce qu’on appelle la fonctionnalisation et c¢’est une étape essentielle dans ce
projet. La biocompatibilité des nanoparticules n’est cependant pas un aspect critique dans
le cadre de cette maitrise puisque la viabilité des cellules durant le processus de marquage
n’est pas une condition absolue pour le succes du diagnostic. C’est pourquoi la cytotoxicité
des nanoparticules utilisées ne sera pas testée dans ce projet mais d’autres applications avec
ces nanoparticules sont actuellement en cours d’essai cliniques [4]. L’objectif principal est
de concevoir un protocole d’'immunomarquage de cellules de cancer du sein in vitro a ’aide
de nanoparticules plasmoniques fonctionnalisées. Il faut d’abord trouver une méthode de
fonctionnalisation efficace et reproductible, capable de s’appliquer a divers types de NPs et
convenir aux anticorps. Ensuite, il faut caractériser les NPs et s’assurer que la fonctionnali-
sation n’affecte pas leurs propriétés optiques essentielles a leur détection en microscopie. Une
fois ces étapes maitrisées, il faut établir un protocole de marquage sur des cellules vivantes a
I’aide de ces NPs et comparer le résultat a une méthode standard, ici 'immunofluorescence
(technique semblable a I'THC qui utilise des fluorophores a la place des enzymes). Cette tech-
nique a été choisie pour sa simplicité d’application pour des étudiants non spécialistes en

pathologie et en fonction des équipements disponibles dans le laboratoire.

Dans ce mémoire de maitrise, une revue de littérature sur le cancer du sein et les travaux
réalisés avec des nanoparticules sera présentée au chapitre 2. Ensuite, la méthodologie et les
résultats des expériences seront découpés en deux parties : la premiere sur la fonctionnalisa-
tion des nanoparticules au chapitre 4 et la deuxieme sur le marquage des cellules au chapitre
5. Enfin, ces résultats seront discutés au chapitre 6 et les conclusions du projet seront données

au dernier chapitre. Des images complémentaires peuvent étre consultées a 'annexe A.



CHAPITRE 2 REVUE DE LITTERATURE

2.1 Définitions et concepts de base

2.1.1 Nanoparticules plasmoniques

Afin de comprendre la solution proposée dans ce projet, il est essentiel de présenter certains
concepts. La base du travail repose sur I'utilisation des nanoparticules (NPs) plasmoniques
et cette section a pour but de les définir et d’exposer certaines de leurs propriétés qui en font

des candidates parfaites pour des applications dans le domaine biomédical.

Définitions et propriétés optiques

Les dimensions des NPs varient de un a quelques centaines de nanometres et elles peuvent
étre composées de polymeres, de lipides ou de métaux tel qu’illustré a la figure 2.1. Plus
particulierement, les nanoparticules métalliques ont des propriétés remarquables lorsqu’elles

intéragissent avec la lumiere ; on parle alors de nanoparticules plasmoniques.
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Figure 2.1 Echelle représentant divers objets et leurs ordres de grandeur par rapport au
nanometre [5].

L’une des caractéristiques importantes des NPs est qu’elles ont un spectre d’absorbance



avec un pic (ou deux pics dans le cas des nanobatons) d’extinction situé dans le visible ou
le proche infrarouge et que ce pic est sensible au changement d’indice de réfraction a la
surface des NPs. Ce pic plasmon est dii aux oscillations du gaz d’électrons libres (appelés
plasmons) en surface. Ces oscillations entrent en résonance a certaines longueurs d’onde et
ont pour effet d’augmenter I’absorption et la diffusion de la lumiere. Pour des diametres de
NPs suffisamment petits (<20 nm), on se trouve dans une approximation dipolaire et la

position du pic ne varie pas avec la taille et est donnée par I'approximation suivante :

w:\/w’%—l (2.1)

€oo + 28, T2

Ol wy, = \/ZT; est la fréquence plasmon de volume et est constante pour un matériau donné,
£+ est une correction du modele de Drude, sur la partie réelle de la permittivité du matériau,
qui tient compte des transitions interbandes a hautes énergies, ¢, est la permittivité relative
du milieu et 7 est le temps de libre parcours moyen des électrons. Cette condition de résonance
suppose que la partie imaginaire de la fonction diélectrique du matériau est négligeable et on
peut retrouver la longueur d’onde du pic (A) avec la formule suivante : w = 2wc/A ou ¢ est

la vitesse de la lumieére.

Ainsi si I'indice de réfraction local augmente (e, ), la position du pic plasmon se déplace
vers le rouge (longueurs d’onde plus hautes) ou inversement vers le bleu (longueurs d’onde
plus faibles). Cette relation n’est plus valable pour des NPs plus grandes que 20 nm et la
théorie de Mie [6] doit étre utilisée pour rendre compte de 'influence de la taille sur le pic

plasmon .

Ainsi, la position, la largeur et I'intensité du pic plasmon sont modulables avec la taille et
la composition des NPs; il est donc crucial de connaitre ces informations avant de pouvoir
en déterminer la concentration par spectroscopie. En effet, 'intensité du pic plasmon est
proportionnelle a la concentration en NPs, ce qui donne la possibilité de faire des courbes de
calibration afin de déterminer la concentration d’un échantillon ou de la déterminer analyti-
quement a partir de la théorie de Mie pour des NPs d’or, d’argent et d’alliages [7,8]. Il est
important de retenir que les modifications en surface des NPs, des changements dans le mi-
lieu ou des phénomenes d’agglomérations auront un impact sur le pic plasmon. En mesurant
précisément ces changements, ces informations peuvent étre des outils puissants pour prédire

et comprendre ce qui se passe a proximité des NPs.

1. Pour les lecteurs intéressés je recommande la lecture du chapitre 4 du livre de C. Bohren et D. Huffman
intitulé Absorption and Scattering of Light by Small Particles [6].



Grace a cette caractéristique, les nanoparticules ont sucité un intérét grandissant durant les
30 dernieres années dans le domaine biomédical. Notamment dans les domaines du diagnostic
et du traitement du cancer. Certaines applications sont décrites au chapitre 2 mais dans la
plupart des cas, on utilise les NPs comme moyens de détection grace a des essais colorimé-
triques, changement de couleur suite a une agglomération, observation au microscope grace
a leur grande capacité de diffusion de la lumiére ou pour participer aux traitements (par ex.

hyperthermie).

2.1.2 Cellules, antigenes et anticorps

Le deuxieme concept important qu’il faut décrire avant de rentrer dans le vif du sujet est
le complexe antigene-anticorps. Cette section fera également un bref rappel sur les notions
concernant les cellules eucaryotes qui seront considérées comme acquises durant la suite de

ce mémoire.

Récepteurs

CELLULE ANTIGENE

Figure 2.2 Schéma d’une cellule présentant des antigenes comportant des épitopes différents.

La figure 2.2 résume les faits saillants sur le rapport entre les cellules et les anticorps. Soit

une cellule eucaryote quelconque, étrangere a notre systeme immunitaire et potentiellement



dangereuse. Cette cellule est composée d’un noyau renfermant son code génétique (ADN)
baignant dans un cytoplasme qui contient d’autres organelles nécessaires a son bon fonc-
tionnement et sa survie, le tout est entouré d’'une membrane composée d'une double couche
lipidique (hydrophile de part et d’autre) chargée négativement en surface. Cette membrane
contient également toute une série de protéines exercant diverses fonctions. Certaines d’entre
elles sont des récepteurs qui permettent d’ancrer d’autres molécules comme des anticorps.
Plus particulierement, on appellera antigene un récepteur cellulaire qui peut étre reconnu par

un anticorps spécifique. La structure type des anticorps est schématisée plus loin a la figure 2.6

Les antigenes, comme les protéines, sont composés de différents domaines dont certains sont
appelés des épitopes. Chaque anticorps est destiné a reconnaitre un épitope de ’an-
tigene. C’est important a retenir pour comprendre les résultats obtenus dans ce projet car
cela veut dire que si I'antigene change de conformation ou subit une mutation, certains épi-
topes peuvent devenir inaccessibles voire étre modifiés et donc ne plus étre reconnus par
leur anticorps associé. Ces épitopes sont la raison de I’émergence de deux grandes classes
d’anticorps produits commercialement : les monoclonaux et les polyclonaux. Les anticorps
monoclonaux sont issus de cellules "parents" isolées et sont tous spécifiques au méme épitope
sur 'antigene tandis que les polyclonaux se composent de plusieurs clones distincts et cette
"soupe" d’anticorps peut reconnaitre plusieurs épitopes du méme antigene [9]. Les anticorps
monoclonaux ou polyclonaux font partie des anticorps dits primaires, a distinguer des an-
ticorps secondaires qui se lient aux anticorps primaires et non aux antigenes présents a la

surface de la cellule [10].

A présent, les fondations sont posées pour comprendre la problématique et le contenu de ce
mémoire. La section suivante sera consacrée a un apercu général des méthodes actuelles de
diagnostic du cancer du sein et des travaux effectués récemment pour utiliser les nanoparti-

cules dans des applications biomédicales de détection et de diagnostic.



2.2 Le cancer du sein

Le cancer du sein est une anomalie pathologique des cellules épithéliales des canaux mam-
maires, il touche quasi intégralement les femmes car les hommes ont des seins bien moins
développés. Cependant, le risque n’est pas nul chez les hommes et en 2017 on estime a 230
le nombre de nouveaux cas diagnostiqués chez les hommes au Canada. Pour les femmes, le
cancer du sein représente un quart des cas de cancer diagnostiqués au Canada [1]. Cette
section explique la problématique du cancer du sein et de son diagnostic. Les techniques de

diagnostic standards et leurs inconvénients sont ainsi présentés.

2.2.1 Anatomie du sein et développement du cancer

Les seins sont déposés sur le muscle pectoral
- Ghestwall et sont principalement composés de graisse
et de lobules aussi appelés alvéoles. Ces lo-
bules sont responsables de la production de
lait durant la grossesse et 1’acheminement
du lait au mamelon via les canaux (ducts

en anglais, cfr. figure 2.3). On parle de car-

- Arecla
Nipple

cinome canalaire ou lobulaire selon que le

- Ducts
— Lobules

cancer se forme dans les canaux ou dans
les cellules tapissant les lobules [1]. Celui-

ci peut également envahir et infiltrer les tis-

©5am and Ay OENTS

Normal breast tissue

sus avoisinant et former éventuellement des
métastases dans d’autres parties du corps.
Figure 2.3 Schéma représentatif d'un sein et de ) P p
. Il existe d’autres types de cancer du sein
ses composantes chez une personne saine [11]. '
plus rares, comme la maladie de Paget par
exemple, mais la majorité des cancers diag-

nostiqués naissent et se développent dans les cellules épithéliales des canaux mammaires.

Lorsqu’une masse est palpable dans le sein elle peut correspondre a une tumeur bénigne (un
kyste par ex.) ou une tumeur maligne. Dans ce dernier cas, cela signifie que le cancer est
envahissant et qu’il s’est propagé depuis les lobules ou les canaux vers les tissus voisins. En
effet, les cancers in situ sont trop petits pour étre détectables au toucher et ils ne sont mis en

évidence qu’apres d’autres tests de dépistage comme la mammographie (cfr. section 2.2.2).



2.2.2 Meéthodes de diagnostic actuelles

Cette section présente les principales techniques diagnostiques et de dépistage disponibles
mais n’est pas une liste exhaustive de toutes les possibilités. Un patient va généralement
subir un ou plusieurs tests pour établir le diagnostic d’'un cancer du sein : masse palpable
dans les seins, foie augmenté de volume ou des ganglions lymphatiques palpables au niveau
des aisselles. Certains tests comme la mammographie peuvent étre réalisés régulierement pour
le dépistage des lésions asymptomatiques. Chez certaines personnes ayant des antécédents
médicaux qui suggerent un risque accru de développer ce type de cancer, le médecin traitant

pourra prescrire des tests plus poussés [12].

Mammographie

La mammographie permet dépister et diagnostiquer un cancer du sein chez la femme ou
I’homme. Des rayons X sont envoyés a faible dose pour obtenir une image du sein. La mam-
mographie diagnostique fait généralement suite a une mammographie de dépistage anormale.
Parmi les anomalies recherchées : calcifications, de masses ou densité asymétrique. Comme
dans la plupart des tests diagnostiques, la mammographie peut donner des résultats faux-
négatifs ou faux-positifs. La survenue des faux négatifs est estimée a 20% ; cela peut avoir
un impact négatif en raison du retard pour I’établissement du diagnostic. Dans le cas des
faux positifs, des tests supplémentaires, comme ceux décrits ci-dessous, sont réalisés afin de

confirmer ou d’infirmer le résultat.

Echographie

Cette technique se sert d’ultrasons et du principe d’écho-localisation (oui, comme les chauves-
souris) pour prendre une image du sein. L’avantage de 1’échographie est qu’elle permet de
différencier les kystes des tumeurs qui nécessitent des tests supplémentaires afin de déterminer

s’il s’agit de cancer ou non. Elle permet aussi de faciliter le guidage lors de la biopsie.

Biopsie

Il existe plusieurs types de biopsies mais dans tous les cas il s’agit de prélever un échantillon
de tissu ou de cellules dans la zone suspectée cancéreuse chez le patient afin que des patholo-
gistes puissent I'analyser en laboratoire. Certaines biopsies, comme la biopsie chirurgicale ou
au trocart, sont plus invasives que d’autres et la moins invasive est ’aspiration par aiguille
fine. Comme son nom l'indique, elle consiste a introduire une longue et tres fine aiguille dans la

zone potentiellement cancéreuse chez le patient. Bien que la procédure soit tres rapide et que



plusieurs échantillons peuvent étre prélevés, puisque 'aiguille est tres fine il y a un risque de

passer a coté de la tumeur et d’obtenir un diagnostic négatif malgré la présence de cancer [13].

Analyses en laboratoire

Les échantillons récupérés sont transmis a des pathologistes qui les analyseront en laboratoire
pour déterminer la nature du tissu. L’étalon d’or pour I’évaluation de I’expression de certains
récepteurs sur des tissus cytopathologiques est 'immunohistochimie (IHC) ; ou le choix des
marqueurs est d’une importance capitale et varie selon chaque type de cancer [3]. Le principe
est illustré a la figure 2.4 et est composé des étapes suivantes [14] :

I. Fixation des tissus dans de la formaline et enrobage dans des blocs de paraffine.

II. Confection de coupes minces de paraffine sur toute 1’épaisseur du tissu.

ITI. Adhésion des coupes de paraffine sur une lamelle de verre et traitement de récupéra-
tion des antigeénes.

IV. Détection des antigenes avec anticorps primaires puis anticorps secondaires conjugués
avec une enzyme (ex. peroxydase). Changement de couleur obtenu apres 'ajout du
substrat (ex. 3,3" Diaminobenzidine (DAB)) et contre-coloration des noyaux et de la
membrane avec Hematoxyline/éosine.

V. Application d’une résine et d’'un mince couvercle de verre pour I'observation.

VI. Observation au microscope en champ clair.
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Figure 2.4 Schéma explicatif du procédé d’immunohistochimie.

Une fois les échantillons marqués, les pathologistes évaluent le niveau d’expression de ’anti-
gene ciblé selon I'intensité du signal détecté et le pourcentage de cellules colorées. Rappelons
que dans cette méthode, un seul antigene est ciblé par section de tissu. La figure 2.5 est un
exemple typique d’échantillons d’THC, avec ici le ciblage de I'antigene HER2, qui peuvent étre

soit positifs (figure 2.5a) lorsqu’'une forte expression de la protéine est détectée, soit négatifs
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(figure 2.5b) lorsque la protéine est indétectable dans la grande majorité des cellules. L'THC
est une méthode économique, assez rapide mais qui comporte une part de subjectivité. En
effet, il n’y a pas d’aspect quantitatif linéaire avec 'expression des antigenes puisque ’ana-
lyse du pourcentage de cellules colorées est réalisée visuellement par les pathologistes (ou
de maniére automatique par ordinateur) et que le niveau de coloration est décrit comme :
absent, faible, moyen ou fort [15]. Aussi, le marquage des antigeénes est effectué section par
section, ce qui limite 'information sur la globalité du tissu et encore une fois, 1'oeil expert
du pathologiste est nécessaire pour juger et interpréter les résultats qui apparaissent comme
équivoque. Il est nécessaire de pratiquer la méthode selon des procédures standardisées, avec
des contrdles qualité rigoureusement appliqués, sinon des variations peuvent survenir dans

les résultats obtenus d’un laboratoire & 'autre.

Parmi les limites de cette technique, il faut aussi tenir compte de la fixation des tissus qui
pourrait modifier ou altérer les épitopes des antigenes et qui peut fausser les résultats. Il y
a un besoin pour une nouvelle méthode de quantification du niveau d’antigene capable de

rivaliser avec 'THC tout en permettant le multiplexage [3].

(a) Tissu positif (Femme, 69 ans). (b) Tissu négatif (Femme, 45 ans).

Figure 2.5 Ciblage de 'antigene HER2 par IHC sur un tissu de carcindéme canalaire (Human
Protein Atlas) [15].

Afin de corroborer au résultat de I'IHC, un autre test est régulierement effectué en labora-

toire pour déterminer la quantité de genes codants pour I'expression d’une certaine protéine.
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En effet, derriere I'expression déréglée de certains antigenes dans les cellules cancéreuses il
peut y avoir une amplification des genes spécifiques a ces antigenes ou a une séquence de
ceux-ci (le géne codant pour HER2 par exemple). On utilise alors I'hybridation in situ en
fluorescence (FISH, en anglais) qui sonde PADN ou ARN des cellules avec des séquences

d’ADN conjuguées avec un fluorophore et complémentaires au gene d’intérét.

Alternatives

D’autres techniques de diagnostic sont disponibles pour les patients en fonction des besoins
cliniques. Pour des personnes ayant déja été diagnostiquées d'un cancer du sein, I'imagerie par
résonance magnétique (IRM) est parfois recommandée pour détecter la présence de cancer
dans les autres organes ou dans l'autre sein. Ce test est rarement indiqué comme dépistage car
il peut facilement produire des faux positifs malgré qu’il permette de distinguer des tumeurs

qui ne sont pas visibles a la mammographie.

2.2.3 Lignées cellulaires et hétérogénéité du cancer

Le cancer du sein, comme beaucoup d’autres cancers, n’est pas homogene. Il existe une
multitude de cellules différentes qui peuvent composer une tumeur de cancer du sein. La
présence et la composition des cellules different d’un patient a I’autre mais il y a aussi de la
variabilité dans une méme tumeur. La premieére lignée cellulaire du cancer du sein a été établie
il y a 60 ans [16] et depuis plus de 84 lignées cellulaires ont été répertoriées et classifiées [17].
L’hétérogénéité des tumeurs pose probleme lorsqu’il s’agit d’établir un pronostic et trouver
un traitement parfaitement adapté pour un patient. En effet, en fonction des récepteurs
exprimés par les cellules, différents anticorps seront utilisés pour pour prédire la réponse des
cellules a certains médicaments (i.e. 'expression des récepteurs hormonaux est corrélée avec

la réponse a la thérapie hormonale).

Il est important de comprendre pourquoi cette hétérogénéité est un défi pour ce projet. Tout
d’abord, la difficulté initiale réside dans le choix des lignées cellulaires qui seront utilisées
pour la preuve de concept. Ce choix sera motivé principalement par I’expression relative de
certains récepteurs. Dans la littérature, les lignées de cancer du sein sont classées principale-
ment selon expression des récepteurs nucléaires d’oestrogenes (ER), de progestérone (PR)
et du récepteur 2 du facteur de croissance épidermique humain (HER2) ; ce dernier récepteur
transmembranaire est également appelé HER2/neu ou ErbB2. Parmi les lignées dites "triples
négatives', une sous classe est caractérisée par la forte expression de CD44 (CD44") et la
faible expression de CD24 (CD24~/"") qui correspond & un phénotype des cellules souches

du cancer du sein [18].
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Cependant, en cherchant davantage dans la littérature, une deuxiéme non-homogénéité se
présente : une incohérence des résultats présentés dans les différentes études. Tels que pré-
sentés dans [17], certains profils moléculaires de lignées cellulaires different selon les papiers.
Par exemple, les MDA-MB-453 sont HER2" dans [16,17] et HER2™ dans [19,20]. Ces va-
riations peuvent s’expliquer par des mutations génétiques qu’ont subies les cellules au fil du
temps et suite aux passages cellulaires, mais aussi par les conditions expérimentales et de
culture (milieu de culture, facteurs de croissance, stress, sensibilité du test, etc.). La phase
du cycle cellulaire au moment de I'expérience a aussi son importance dans I'expression de
certains récepteurs. Une attention particuliere doit étre portée a l'origine de ces différences
lors de la sélection d'une lignée cellulaire du cancer du sein. De plus, les cellules doivent étre
pré-testées avec des méthodes standards (IHC, IF, FISH, etc.) afin de déterminer le statut

des antigenes d’intéréts.

L’aspect médical et biologique du projet est extrémement vaste et complexe et il est difficile
de le résumer en ces quelques pages; toutefois il est crucial de comprendre les différents
parametres qui peuvent constituer des obstacles a 1'utilisation des nanoparticules et trouver
des moyens de les contourner, d’allier nanotechnologie et biotechnologie afin de proposer une
solution alternative ou complémentaire aux techniques de diagnostic actuelles. Les sections
suivantes présenteront les possibilités de modification des nanoparticules pour remplir les

conditions nécessaires pour la réalisation de tels diagnostics.
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2.3 Fonctionnalisation de nanoparticules plasmoniques

Cette section portera sur les nanoparticules plasmoniques et les différents moyens employés
pour les rendre fonctionnelles en vue de leurs applications futures en biodétection décrites

plus loin.

2.3.1 Stratégies biochimiques

Il existe de nombreuses facons de fonctionnaliser des nanoparticules, ¢’est-a-dire de les "rendre
fonctionnelles". Par exemple, pour les applications in vivo il est souhaitable que les NPs soient
solubles et biocompatibles. Pour cela, elles sont recouvertes d’'un polymere hydrophile, le plus
souvent, du polyéthylene glycol (PEG). Dans la plupart des cas, la fonctionnalisation de NPs
est synonyme de conjugaison avec de ’ADN;, des protéines ou des anticorps (Ac). Puisque les
anticorps sont un type de protéines les techniques de fonctionnalisation sont essentiellement
les mémes. Cependant, dans le cas des anticorps, qui ont une région active destinée a la
liaison spécifique avec un antigene (cfr. figure 2.6), il est préférable de choisir des stratégies
qui impactent le moins possible I'activité de 'anticorps. Différentes méthodes de fonction-
nalisation d’anticorps sur des NPs plasmoniques rapportées dans la littérature figurent dans
le tableau 2.1; certaines nécessitent 1'utilisation d'un agent de réticulation qui sert d’inter-
médiaire entre la NP et 'anticorps. Cet agent peut étre composé uniquement de groupes
moléculaires fonctionnels (i.e. le réactif de Traut) ou contenir un polymeére entre les groupes
fonctionnels (i.e. thiol-PEG-acide carboxylique). Parfois plusieurs agents de réticulation dif-
férents sont utilisés pour conjuguer d'un coté les nanoparticules et de 'autre les anticorps,
puis de lier les extrémités libres sur chacun des agents. Cette liste n’est pas exhaustive mais

contient les méthodes les plus courantes.

Dans les protocoles de conjugaison sans agent de réticulation (crosslinker en anglais), les
anticorps sont ajoutés directement dans les solutions de NPs et peuvent se lier de maniere
covalente ou non. Les méthodes non-covalentes (interactions faibles, électrostatiques ou hy-
drophobes) ont I'avantage d’étre faciles a préparer mais elles ne sont pas tres efficaces. En
effet, les étapes de purification pour enlever les Ac non attachés aux NPs peuvent également
détacher les Ac faiblement liés ou encore, ceux-ci peuvent étre déplacés par d’autres molécules
ou protéines qui se trouvent en solution. C’est pourquoi on préfere les liaisons covalentes. La
plus simple est la liaison dative (liaison covalente de coordination) qui implique un partage
d’électrons provenant d’un des deux atomes voisins. Ce lien est particulierement fort entre

le soufre et I'or. Les Ac contiennent naturellement du soufre dans leur structure, soit sous
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Tableau 2.1 Résumé des stratégies de fonctionnalisation de nanoparticules d’or avec des
anticorps, en gras sont mises en évidence les liaisons non-covalentes.

Nom des procédés ‘ Caractéristiques

Sans agent de réticulation

Interactions faibles, [21] | Van der Waals; non orienté
électrostatiques, [22] non orienté
ou hydrophobes [22] idem
Liaison dative [23] Au - S; Thiols libres sur Ac (cystéine)

Avec un agent de réticulation

EDC, NHS Esters — Amines primaires (Ac);
ou EDC/Sulfo-NHS [21,23-29] | non orienté
Hydrazide [23,30-32] Hydrazide — Aldéhydes (sucres oxydés) ;

spécifique au domaine Fc des Ac

Protéine A, G ou A/G [27,33] | Protéines spécifiques au domaine Fc des Ac
Traut’s reagent [23] Introduction thiols dans Ac (via amines);

non orienté

Avec plusieurs agents de réticulation

Streptavidine/biotine [22,33] | Interaction protéine/vitamine
orienté ou non

Click chemistry [26] Cycloaddition azide-alcyne
spécifique au domaine Fc des Ac

forme de thiols libres dans certains acides aminés comme la cystéine soit dans les ponts dis-
sulfures entre les chaines du domaine Fc (voir la structure type d’'une Ac a la figure 2.6).
Pour introduire des thiols libres, Wang & al. ont utilisé du dithiothreitol (DTT) pour réduire
ces liens dissulfure avant la conjugaison avec les NPs [23]. La figure 2.6 illustre ces différentes
liaisons. Le désavantage commun de ces méthodes est le faible rendement d’anticorps par
NP (Rap/np); en effet, la surface occupée par un Ac sur une NP est d’autant plus grande
que I’Ac est proche de la surface et que les points de liaisons sont multiples. Pour remédier
a ce probleme, des agents de réticulation sont parfois préférés et, dans la plupart des cas,

contiennent un polymere entre les groupes fonctionnels qui agit comme espaceur (i.e. PEG).

La chimie de fonctionnalisation appelée EDC/NHS ou EDC/Sulfo-NHS est sans doute la
plus utilisée en pratique mais n’est pas optimale en théorie. Un exemple de protocole est

illustré a la figure 2.7. Plus généralement, une molécule contenant un groupe carboxylique
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Figure 2.6 A gauche : schéma de la structure anticorps (Source : BioRad). A droite : illustra-
tion des fonctionnalisations sans agent de réticulation, par intéractions faibles ou hydrophobes
(A), par intéractions électrostatiques (B) et par liaisons datives (C) [22].

a son extrémité est activée par 'ajout de I—Ethyl-?)-(3—diméthylamin0propyl)Carbodiimide
(EDC) qui formera un groupe intermédiaire (ester) prét a réagir avec des amines primaires
(NH3) pour former une liaison amide stable. La réaction pourrait s’arréter avec l'ajout
d’EDC, comme cela a été fait dans [23,24], seulement le composé intermédiaire formé a ce
stade est relativement peu réactif aux amines, assez instable en milieu aqueux et s’hydrolyse
rapidement. C’est pourquoi du N-Hydroxysuccinimide (NHS), ou sa version plus soluble et
stable le N-Hydroxysuflosuccinimide (Sulfo-NHS), est ajouté dans une seconde étape. Le
groupe ester intermédiaire ainsi formé par le remplacement de I'EDC par le (Sulfo)NHS est
trés réactif envers les amines et cette procédure en 2 étapes donne un meilleur rendement
que l'ajout de EDC seul [34].

Il existe beaucoup de variations entre les différents protocoles présentés dans la littérature.
Malgré que le schéma général de la chimie tel que décrit précédemment soit respecté, cer-
tains parametres comme le pH, la température, les temps d’incubation et les lavages ont des
impacts plus ou moins importants sur le rendement de la réaction et doivent étre optimisés.
Par exemple, un pH légerement acide (4-6) donne des meilleurs résultats pour I'activation
des groupes carboxyliques avec EDC et réduit le processus d’hydrolyse des composés in-
termédiaires. Certaines conditions "optimales" sont plus difficiles a réaliser en pratique; en
effet, garder ses échantillons a basse température tout en effectuant un brassage de la solution
pour une meilleure homogénéité durant les temps d’incubation demande des équipements plus

cotiteux. A ce jour, peu d’études poussées ont été réalisées pour I'optimisation d’un proces-
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sus de fonctionnalisation en tenant compte de tous les parametres (parfois inter-dépendants).

N7
) 383
o (" LEDC/Sulfo-NHS (22 %&\ ,
- » 7w NS
+ HS\L/\OMOH 2. Anticorps M o
n N7 N:Néé %’/
Y $ET-
AuNPs HS-PEG-COOH g A\ '

Figure 2.7 Schéma du protocole de fonctionnalisation EDC/Sulfo-NHS

Par contre, certains agents de réticulation contiennent un groupe ester NHS a leur extrémité
qui permet une liaison directe avec les amines primaires des Ac, tel qu’illustré a la figure
2.8. Cette technique a I'avantage d’étre directe puisqu’aucune activation n’est nécessaire. Par
contre, le groupement NHS non-sulfonisé est tres instable dans I'eau et son temps de demi-vie
varie de quelques minutes a quelques heures dans les meilleures conditions (faible pH, basse
température), ce qui entre en compétition avec la réaction avec les Ac. Dans I’exemple donné
figure 2.8, les Ac conjugés a un PEG thiolé (Ac-PEG-SH) sont d’abord ajoutés aux NPs avant
de combler les sites d’adsorption encore libres avec du méthyl PEG-SH (mPEG-SH). Il a été
démontré que I'ajout séquentiel de Ac-PEG-SH et mPEG-SH donne de meilleurs résultats en

terme de stabilité en milieu salin [25].

o 3
N, 1 . N7 . LAuNps 3 E° sii:ﬂf\
e %CHZCHZOK\/ )}\ H — T oy
AN d - N OJYCHZCHZO){\/ 2. mPEG-SH ‘\:‘4&35%{5&
hitlo NHS-PEG-SH H ~ A i~

Amine primaire
sur Ac

Figure 2.8 Schéma du protocole de fonctionnalisation NHS

Un enjeu important lors de la fonctionnalisation est le controle de I'orientation des Ac. Afin de
garantir une activité 2 optimale de I’anticorps, il faut s’assurer que les régions Fab (cfr. schéma
a la figure 2.6) soient libres et accessibles. En 2008, Kumar & al. proposent un protocole de

conjugaison d’anticorps orientés sur des NPs d’or [30], celui-ci est représenté a la figure 2.9.

2. Sa capacité a se lier aux antigeénes.



17

La procédure implique a nouveau un dérivé de PEG thiolé mais cette fois avec un groupe
hydrazide & son extrémité?®. Ce groupement formera un lien hydrazone avec les aldhéhydes
des anticorps. Les aldéhydes ne sont pas naturellement présents dans les Ac mais ils sont
introduits par 'oxydation des sucres. Ces sucres se trouvant essentiellement sur la région Fc
(donc non active) des Ac, les parties actives sont laissées intactes. Ce protocole fonctionne
a condition que P'anticorps soit glycosylé (donc contienne des sucres) mais heureusement la

plupart des immunoglobulines G (IgG) le sont.

0

238

N7+ SHM\)LH’NHZ — N /H : o 1. AuNPs /\53322 S{:ﬂ/\
R ww ww

/YO \)\N'NYM/ 2.mPEG-SH "3 o

g NN =4 $§2}L l—

SH-PEG-hydrazide
Aldehyde sur
Ac oxydé

Figure 2.9 Schéma du protocole de fonctionnalisation Hydrazide

D’autres techniques ont également été évaluées par la communauté mais sont moins courantes.
Certaines utilisent des agents de réticulationde grandes tailles (ex. Streptavidine/biotine) et
il y a un risque que la fonctionnalisation affecte trop la taille et donc le spectres des nanopar-
ticules. La technique de Click Chemistry utilise des groupements azides et alcynes pour faire
le pont entre les anticorps et les NPs (des NPs de silices dans [26]) et est efficace mais est
tres longue et cofiteuse en réactifs. Pour proposer une solution viable au plan économique, il

fallait une méthode de fonctionnalisation peu cotiteuse, rapide, efficace et robuste.

2.3.2 Compromis entre quantité et qualité

Afin de déterminer 'efficacité d’un protocole de fonctionnalisation, plusieurs facteurs sont
étudiés :

— Spectres des NPs

— Taille des NPs

— Charge en surface des NPs

— Stabilité des NPs

— Nombre d’anticorps par NPs

— Activité des anticorps

3. Il est a noter que la molécule représentée dans le schéma n’est pas exactement la méme que celle utilisée
dans l'article, qui contenait un cycle aromatique la rendant plus stable, car celle-1a n’est plus commercialisée.
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En ce qui concerne les 4 premiers facteurs, des méthodes simples et bien établies sont dispo-
nibles (principalement spectroscopie et Dynamic Light Scattering (DLS)) mais ces facteurs
sont peu efficaces pour comparer les protocoles de fonctionnalisation entre eux et donner des
informations précises et univoques sur la présence des anticorps en surface des nanoparticules.
Deux aspects cruciaux pour les applications biomédicales sont le nombre d’anticorps par NP
et leur accessibilité. Plusieurs groupes ont tenté de quantifier le nombre d’anticorps sur les
NPs par des méthodes simples mais souvent indirectes. A I'aide d’anticorps conjugués 4 des
fluorophores [30] ou des enzymes [35], le principe consiste a faire une courbe de calibration
avec des concentrations connues en anticorps, calculer la concentration en anticorps dans le
surnageant apres la centrifugation des NPs fonctionnalisées et de soustraire cette valeur a la
concentration initiale afin d’en déduire le nombre d’anticorps restant dans la solution. Cette
méthode se base sur ’hypothése que tous les anticorps qui ne sont pas dans le surnageant
sont liés aux nanoparticules. Or, cela n’est pas forcément le cas. Des anticorps peuvent étre
libres en solution ou s’étre adsorbés aux parois du tube contenant les NPs. Impossible d’en
étre certain puisque la mesure ne se fait pas directement sur les NPs et la quantité d’anticorps

est souvent surestimée.

En fonction du protocole, les résultats de la détection des anticorps par un essai enzyma-
tique comme présenté dans [35] peuvent s’avérer trompeurs puisque I'enzyme étant également
une protéine, la fonctionnalisation peut 'affecter et en altérer les propriétés. C’est pourquoi
d’autres groupes ont rajouté une étape pour pallier ce probleme : au lieu de quantifier les Ac
directement fonctionctionnalisés sur les NPs; ils ont utilisé des Ac secondaires conjugués avec
une enzyme pour la détection (cfr. figure 2.10). Cependant, cette méthode comporte un autre
probleme qui augmente I'imprécision du résultat ; en effet, plusieurs Ac secondaires peuvent
se lier a un anticorps primaire sur les NPs et si la courbe de calibration ne tient pas compte
compte de ce facteur, la quantité d’Ac secondaires calculée n’est pas égale a la quantité d’Ac
primaires et cette derniere est surestimée. En résumé, malgré leur simplicité et faible cofit,
ces méthodes sont rarement précises pour la quantification du nombre d’anticorps lié aux
NPs.

Saha & al. [36] proposent alors une méthode pour caractériser le nombre d’anticorps par
NPs (ici des NPs magnétiques) et 'accessibilité des régions Fab et Fc a 'aide de la capture
d’antigenes et de protéines G respectivement. Pour la quantification, ils ont conjugué les
anticorps et la protéine G avec un élément radioactif (1?°T) et ont mesuré le taux de radio-
activité. Pour trouver les conditions optimales, ils ont répété 'expérience en faisant varier
plusieurs parametres importants de la fonctionnalisation par EDC. Certains parameétres ont
été trouvés comme ayant peu d’influence sur le résultat final, comme le pH utilisé lors de

lactivation des groupes COOH par EDC. Une des conclusions de leur travail est particulie-
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rement intéressante et rejoint celle de Tripathi & al. dans leur article [35] : un nombre élevé
d’anticorps orientés aléatoirement sur les NPs équivaut a un faible nombre d’anticorps dont

les régions Fab sont majoritairement accessibles.

2.4 Application biomédicale : la biodétection

Les nanoparticules métalliques ont de nombreuses applications en biomédical, notamment
dans la biodétection. Dans ce domaine, on peut classer les applications en deux grandes

classes : la détection de molécules en solution ou le ciblage de cellules cancéreuses.

Elahi & al. [37] comparent de nombreux systémes de détection d’agents en solutions (ions,
toxines, protéines, acides nucléiques, etc.) qui pour la plupart utilisent des nanobatons ou
nanorods (NR) en anglais. Par exemple, certains se basent sur le changement de couleur de
la solution de NR fonctionnalisés lorsque ’antigene est ajouté. Cela est dii a ’agglomération
des NR qui voient donc leur pic plasmon déplacé vers le rouge et dans des cas de forte
agglomération, on voit une perte de la couleur de la solution. Pour une détection plus sensible,
certains surveillent le changement de pic plasmon longitudinal (LSPR) au spectrophotometre.
Ceci est un exemple de détection ou aucune séparation n’est nécessaire ;d’autres systemes

principalement basés sur le changement de taille des NPs peuvent étre utilisés [38].

Les AuNPs fonctionnalisées ont aussi été utilisées pour aug-
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menter le signal de détection de méthodes déja existantes
comme 'ELISA (Enzyme-Linked Immunoasbsorbent Assay) ou
la configuration de dosage a flux latéral. L’ELISA classique
permet différentes configurations (une ou deux étapes, sys-
temes "sandwichs', etc') mais de maniére générale, il s’agit
d’un type de dosage de protéines/antigenes qui utilise des an-
ticorps conjugués a une enzyme appelée peroxydase de rai-
fort (HRP, en anglais) et qui, par une réaction d’oxyda-
tion et par la libération de molécules luminescentes, donne
une coloration bleue au contact d'un substrat (bien sou-
vent du tetramethylbenzidine ou TMB). Le schéma a la fi-

gure 2.10 illustre tres bien comment les AuNPs augmentent

Figure 2.10 Schéma de |5 gensibilité du test. Dans ce systeme, les AuNPs ont
VELISA avec signal aug- 4t¢ conjuguées a des anticorps anti-EGFR et une fois in-
menté grace a des AuNPs. cybges avec des cellules EGFRT, des anticorps secondaires
(Source : Billingsley & al. conjugués avec HRP ont servi a la détection et le signal

[39]) mesuré en absorbance a été significativement amplifié [39].
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Cette technique conduit a une autre application des NPs fonctionnalisées qui est le ciblage
de cellules cancéreuses. Que ce soit pour du diagnostic ou du traitement, des modeles in vitro
ou in vivo, 'objectif est le méme : guider les NPs pour qu’elles se lient spécifiquement aux
cellules cancéreuses. Comme expliqué a la section 2.2, les cellules cancéreuses surexpriment
certains antigénes et leur identification permet de les conjuguer les NPs avec les anticorps
correspondants et de faire le ciblage. Dans notre laboratoire, ce ciblage de cellules cancéreuses
a déja été démontré a des fins de traitements [25]. Des systémes d’imagerie permettant la
visualisation des nanoparticules sur les cellules ont aussi été développés et seront présentés

dans la section 2.4.2.

2.4.1 Interaction nanoparticules/cellules

De nombreux parametres sont a considérer lorsqu’on utilise l'interaction des NPs avec les
cellules pour faire du diagnostic. Les NPs ont plusieurs voies d’interaction avec les cellules
et ce n’est pas forcément le résultat de 'attachement spécifique entre un anticorps et son
antigene. De nombreux groupes ont étudié ces interactions et plus précisément 'effet de la
taille sur I'absorption des NPs [40], ot 50 nm a été trouvée comme étant la taille ayant la plus
grande absorption dans la lignée étudiée, mais aussi quels étaient les processus d’absorption
des NPs; dans [41] sont présentés les différents modes d’internalisation possible (ex. endocy-
tose), les facteurs importants (ex. taille, forme et charge des NPs) mais aussi les techniques
utilisées pour sonder et quantifier 'internalisation ou I'attachement des NPs sur les cellules

(ex. cytométrie en flux, microscopie, etc.) .

En particulier, ils soulevent le probleme des parametres ignorés et des biais dans les études
effectuées. Par exemple, dans les études de cytotoxicité il n’y a bien souvent pas de distinction
entre 'effet des NPs elles-mémes ou des agents stabilisants présents dans leur milieu. Un autre
biais important qui est souvent négligé dans les études in vitro est 'effet de la sédimentation
des NPs. Cho & al. [42] ont d’ailleurs réussi a démontrer que celle-ci avait un effet non
négligeable, surtout pour les larges NPs. A la section 6, les vitesses de sédimentation des
nanoparticules d’or utilisées dans ce projet sont calculées dans le contexte d'une incubation
avec des cellules in vitro en deux dimensions. De plus, un autre groupe a observé que la
concentration de NPs incubées avec les cellules avec beaucoup plus d’effet que le temps
d’incubation mais que la température avait aussi un effet signifcatif [28]. Ces parametres

devront donc étre pris en compte lors de la mise au point du protocole d’immunomarquage.
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2.4.2 Imagerie

Afin de rendre la solution proposée la plus réalisable possible, il fallait penser a ce que les
pathologistes utilisent couramment en laboratoire et ce qui pourrait apporter de la nouveauté
tout en les accomodant au maximum afin de garantir une utilisation réguliere du nouveau sys-
teme. Les images d’THC sont prises par microscopie en champ clair, il fallait donc un systeme
compatible avec ce montage pour pouvoir faire une transition. Le tableau 2.2 compare trois
techniques d’imagerie qui sont accessibles dans le laboratoire et ont démontré des résultats
prometteurs pour une application d’'immunomarquage de cellules avec des nanoparticules;

ces techniques sont schématisées a la figure 2.11.

O “—— Source

Source
= (polychromatique) (LED)
Condenseur \
- Adaptateur
Objectif illumination
N latérale
I Séparateur de
L faisceau
Objectif
Camera CCD
Camera CCD
Champ sombre Rétrodiffusion lllumination latérale

Figure 2.11 Description schématique des trois techniques d’imagerie comparées (dessins adap-
tés de [43,44])

La microscopie en champ sombre a beaucoup été exploitée par les précédents étudiants pour
imager des cellules ciblées avec des nanoparticules d’or [25,44]. En quelques mots, cette tech-
nique requiert 'utilisation d’un condenseur qui se place a la sortie de la source lumineuse
utilisée en champ clair, ce qui la rend incompatible avec une utilisation combinée de la mi-
croscopie en champ clair. De plus, le condenseur est une piece tres cofiteuse qui se rajoute
au colit de la mise en place du systeme. Malgré un bon rapport signal sur bruit, le contraste
des nanoparticules avec les cellules n’est pas tres bon et la résolution latérale qui permet de
distinguer les NPs isolées est moins performante que les deux autres techniques. En effet,

la résolution est limitée par I'ouverture numérique de 1’objectif qui doit étre plus petite que
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Tableau 2.2 Résumé comparatif de trois méthodes d’imagerie permettant 'imagerie des
échantillons de cellules porteuses de nanoparticules.

Propriété H Champ sombre ‘ Rétrodiffusion ‘ [Nlumination latérale
Visibilité des cellules Bonne Mauvaise Treés bonne
Contraste NPs VS cellules Moyen Faible Tres bon
Facilité d’implémentation Contraignante Moyenne Facile
Ouverture numérique nécessaire Petite Grande Au choix
Résolution axiale Moyenne Tres bonne Bonne
Résolution latérale Moyenne Tres bonne Bonne
Compatibilité avec microscopie

en champ clair Non Oui Oui
[Mumination homogene Oui Oui Non
Cotit Elevé Moyen Faible

celle du condenseur [43]. Finalement, I'imagerie par illumination latérale est peu dispendieuse
car dans 'optique d'une production a grande échelle, la compagnie VegaPhoton pourrait fa-
briquer I'adaptateur d’illumination latérale pour quelques centaines de dollars seulement.
De plus, cet adaptateur peut étre ajouté a n’importe quel microscope (également compa-
tible avec un condenseur pour de 'imagerie en champ sombre) et est facile a déplacer [45].
Une technique similaire avait déja été évoquée dans [46], ou des filtres spectraux servaient a
illuminer I’échantillon selon certaines longueurs d’ondes et permettaient de réaliser du multi-
plexage. Dans l'illumination latérale, ces filtres sont remplacés par trois lampes LED (Light
Emitting Diode) de couleurs différentes (Rouge, Vert et Bleu) et dont 'intensité est modu-
lable indépendamment. Ce systeme évite 'utilisation d’un objectif & huile contrairement a la
rétrodiffusion ; de plus, le contraste des nanoparticules avec les cellules est tres bon, ce qui

facilite le comptage visuel.
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CHAPITRE 3 METHODOLOGIES EXPERIMENTALES DE
FONCTIONNALISATION DE NANOPARTICULES PLASMONIQUES

Ce chapitre décrit les différentes procédures utilisées pour la PEGylation de nanoparticules,
la fonctionnalisation selon les différents protocoles et les techniques de caractérisation. Des
nanoparticules d’or de 100 nm ont été utilisées pour réaliser la preuve de concept. Le choix
de la taille dépend de notre capacité a les détecter par imagerie et du spectre qu’on souhaite

observer.

3.1 PEGylation

Les protocoles suivants concernent principalement I’'étude de ’'ajout de PEG sur les nanopar-
ticules d’or. Le PEG est un polymere qui existe en différentes tailles ou poids moléculaires.
Ces derniers sont généralement donnés en kDa (10% g/mol) et le choix du PEG s’est basé sur
celui qui procure la plus grande stabilité aux NPs sans entraver 'efficacité de la conjugaison
avec les anticorps. Un post-doctorant précédent a trouvé que le SH-PEGs.p, augmentait
sensiblement la stabilité des NPs en milieu salin par rapport au SH-PEGo,p, [25], c’est
pourquoi ce poids moléculaire a été utilisé tout au long du projet. Par ailleurs, en fonction
des protocoles, deux sortes de PEG thiolés ont été utilisés : du mPEG-SH et du SH-PEG-
COOH. Ceux-ci ont été achetés sous forme de poudre chez Nanocs (New York, NY, USA).
Le SH-PEG-COOH a été stocké ainsi sous atmosphere inerte (Azote) a -20°C tandis que le
mPEG-SH était sous forme d’aliquots dilués dans du DMSO (Dimethyl Sulfoxide) a -80°C.

3.1.1 Courbes de calibration

Afin de pouvoir retrouver la concentration dans les échantillons de nanoparticules fonction-
nalisées, il était nécessaire de faire des courbes de calibration du maximum d’absorbance en
fonction de la concentration en nanoparticules. Pour cela, deux courbes de calibrations ont été
faites a partir de AuNPs 100 nm achetées commercialement chez Nanopartz Inc.(Loveland,
CO, USA). L’'une avec les AuNPs comportant du citrate comme agent stabilisant et 'autre
avec les AuNPs PEGylées. La procédure consistait a réaliser une dilution en série en partant
d’une solution mere & la méme concentration que celle du fabricant, c’est a dire 50 pug/mL,
qui correspondait au premier standard. En fonction des lots, cela correspondait a 4,96 x 10°

ou 5,96 x 10 NPs/mL. Concrétement, 1 mL du premier standard était pipeté dans un tube a
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faible rétention de 1,5 mL, 500 uL. d’eau distillée étaient pipetés dans 6 autres tubes puis 500
L du premier standard étaient transférés au deuxieme, et ainsi de suite. Chaque standard
était vortexé ! apres la dilution afin d’assurer une solution homogeéne et un blanc était réalisé
sans les AuNPs. Ensuite, les spectres d’absorbance ont été mesurés selon la méme procédure

décrite a la section 3.3 et les maxima d’absorbance ont été reportés dans un fichier excel.

L’expérience a été répétée dans deux milieux différents (eau distillée et milieu de culture
contenant du sérum foetal bovin) avec deux lots de AuNPs. Afin de s’assurer que la concen-
tration en AulNPs soit la méme pour les deux courbes, aucune étape de centrifugation n’a été
effectuée. Il faut noter aussi que les AuNPs n’ont pas été PEGylées avec la méme concentra-
tion de PEG dans les deux expériences. En effet, pour celle dans I’eau la concentration en
SH-PEG-COOH était de 2 mg/mL tandis que dans le milieu de culture, les AuNPs ont été
PEGylées avec 0,025 mg/mL de mPEG-SH.

3.1.2 Variation du temps d’incubation

Dans cette expérience, 6 tubes de 1 mL de AuNPs de 100 nm de diametre ont été incubées
avec du mPEG-SH a une concentration finale de 0,025 mg/mL et un tube de AuNPs sans
PEG a servi de controle négatif (représenté comme le temps 0 sur les figures). Chaque tube a
été incubé avec le PEG pendant des temps d’incubation différents, variant de 1 h a 30 h et la
fin de I'incubation était marquée par une étape de centrifugation pendant 5 min a 5 000 xg.
Le surnageant était alors remplacé par de I'eau distillée propre et les AuNPs-PEG étaient
resuspendues avec des passages au vortex et au sonicateur. Ensuite, les spectres d’absorbance,

la taille hydrodynamique et le potentiel zéta ont été mesurés.

3.2 Protocoles de fonctionnalisation avec des anticorps

Les protocoles suivants ont été adaptés pour des nanoparticules d’or de 100 nm. Les schémas
des stratégies respectives sont illustrés aux figures 2.7, 2.8 et 2.9. Celles-ci ont été sélectionnées
pour leur simplicité et leur efficacité rapportée dans la littérature mais aussi grace a I’expertise
des membres du laboratoire. Les techniques utilisant des esters NHS ont notamment été

employées par un ancien post-doctorant [25,46].

1. Les solutions sont mélangées par une plaque vibrante qui va créer un vortex au contact du tube de
I’échantillon .
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EDC/NHS (cfr. figure 2.7)

La premiere étape consiste a recouvrir les AuNPs de SH-PEG-COOH. D’abord, 2 mg sont
pesés et dilués dans 50 uL de DMSO . A ces 50 ulL est ajouté 1 mL de AuNPs 100 nm
a 50 pg/mL et le tout est incubé durant la nuit dans un tube conique a faible affinité de
1,5 mL. Cette incubation, ainsi que les suivantes, sont faites a température ambiante et
les tubes sont placés sur un plateau tournant a 24 tours par minute pour le mélange. Les
AuNPs PEGylées sont alors centrifugées a 5 000 xg pendant 5 min et le surnageant est
jeté. Ensuite, 3 mg de EDC et 3 mg de Sulfo-NHS sont pesés, dilués dans 1 mL. de PBS
(Phosphate Buffer Saline) pH 7,4 et cette solution, ou 1 mL de PBS pour le contréle négatif,
est ajoutée au culot de AuNPs-PEG-COOH. Les nanoparticules sont vortexées et soniquées 2
puis incubées pendant une heure. Les anticorps (5 pg) sont alors ajoutés a la solution et
I'incubation est poursuivie pendant 2 h. Finalement, les nanoparticules sont centrifugées a 7
000 xg pendant 10 min, le surnageant est soit récolté pour d’autres analyses soit rejeté et
les AuNPs sont ensuite resuspendues dans 1 mL de tampon a pH 7 PB (Phosphate Buffer)
ou PBS. Pour la caractérisation, 500 puL de la solution sont prélevés et dilués dans 500 pL
d’eau distillée. Il est important de noter que la fonctionnalisation via EDC/Sulfo-NHS n’est
pas spécique aux anticorps mais peut se lier a tout ce qui contient des amines, or beaucoup
d’anticorps commerciaux (dont I’anti-CD44 monoclonal utilisé dans ce protocole) contiennent
de la BSA (Bovine Serum Albumin) qui est une protéine aidant a la stabilité des anticorps
faiblement concentrés. En théorie, la présence de la BSA pourrait diminuer le rendement de

la fonctionnalisation.

NHS (cfr. figure 2.8)

Des solutions meres de SH-PEG-NHS et mPEG-SH ont été préparées a 10 mg/mL dans le
DMSO et stockées sous forme d’aliquots a -80°C jusqu’a utilisation. Les anticorps a 1 mg/mL
(10 pg) ont été dilués dans une solution de PB 10 mM a pH7 et puis mélangés a une solution
de SH-PEG-NHS a 0,1 mg/mL (dilution 1 :10 dans de l'eau distillée & partir de la solution
mere) selon le ratio molaire 1 :2. Le mélange est alors vortexé et laissé pour incubation sur
un rotateur pendant 2 h a température ambiante. La réaction est alors arrétée avec I’ajout de
10 uL de tampon a pH 8,5 (Borate 100 mM) et des aliquots sont préparés et une partie est
conservée a -20°C. La concentration en anticorps dans cette solution est donc de 100 pg/mL
et 12,5 puli sont nécessaires pour fonctionnaliser 1 mLL de AuNPs. Cette quantité peut varier

mais est calculée pour avoir environ 1 000 Ac/NP. En effet, sachant que les anticorps ont

2. La sonication est réalisées en plongeant les tubes dans un bain d’eau dans lequel sont envoyés des
ultrasons.
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généralement un poids moléculaire d’environ 150 kDa et que le nombre de NPs dans 1 mL
de solution est de 4,96 x 10 ou 5,96 x 10? selon le lot et les spécifications du fabriquant, on

trouve que
0,0125 mL % 100 pg/mL * N,

150 x 109 pg/mol * Nombre NPs

~ 850 — 1000 Ac/NP

avec Ny = 6,022 x 10?® mol~! le nombre d’Avogadro. Aprés une incubation de 2 h & tem-
pérature ambiante sur un rotateur, 2,5 ul. de la solution mere de mPEG-SH sont ajoutés et
Iincubation est prolongée de 2 h. Les AuNPs sont alors centrifugées 2 fois pendant 5 min a

5 000 xg et resuspendues dans 1 mL de solution tampon a pH 7 (PB ou PBS).

Hydrazide (cfr. figure 2.9)

Le protocole de fonctionnalisation a ’aide de SH-PEG-Hydrazide provenant de chez Nanocs
a été adapté de celui publié dans Nature en 2008 par Kumar & al. [30]. Une solution a 46,5
mM de SH-PEG-hydrazide a été préparée dans de 1’eau distillée. Tout comme le protocole
NHS, la premiere partie consiste a conjuguer les anticorps avec 'agent de réticulation et

ensuite de fonctionnaliser les NPs.

Pour 'oxydation des anticorps, 5 uL. de 100 mM NalO,4 ont été ajoutés a 50 uL. d’anticorps
a 1 mg/mL et incubés pendant 30 min dans le noir. Apres 'ajout de 250 pl. de PBS pour
arréter la réaction, 1 ul. de la solution mere de SH-PEG-hydrazide a été mélangé aux an-
ticorps. L’incubation s’est alors poursuivie pendant 1 h a température ambiante et le tout
a finalement été filtré a 10 kDa MWCO (Molecular Weight Cut-Off) dans un tube de mi-
crocentrifugation (Amicon) contenant 500 uL de solution tampon 40 mM HEPES pH 8,5.
La filtration par centrifugation (2 000 xg pendant 20 minutes) permet de se débarrasser des
agents de réticulation qui n’ont pas réagi avec les anticorps mais pas les anticorps libres en
solution. Le culot restant dans le filtre a été récupéré et resuspendu dans 500 pL de solution
tampon 40 mM HEPES pH 8,5.

Pour la deuxieéme partie, 20 puL de la solution de SH-PEG-Ac a 100 pg/mL sont incubés
avec 1 mL de AuNPs 100 nm & 50 pug/mL pendant 2 h a température ambiante sur un
rotateur. Ensuite, 20 uL. de mPEG-SH dilués a 10 mM sont ajoutés et I'incubation se poursuit
pendant 2 h. Les AuNPs-PEG-Ac sont finalement centrifugées a 2 500 xg pendant 15 min
a température ambiante, le surnageant est soit jeté soit gardé pour d’autres analyses et le

culot de nanoparticules est resupendu dans 1 mL de solution tampon a pH 7 (PB ou PBS).
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3.3 Caractérisation

3.3.1 Spectres d’absorbance

Pour la mesure des spectres, 200 ul. des échantillons ont été transférés dans une plaque a 96
puits en polystyrene et ’absorbance en transmission a été mesurée avec un lecteur de plaque
Epoch de BioTek de 300 a 800 nm avec un pas de 1 nm. Un blanc a été mesuré avec le milieu
dénué de nanoparticules (en général du PBS ou de 'eau distillée) et ce spectre a été déduit

des échantillons.

3.3.2 Dynamic Ligth Scatering (DLS)

Cette méthode utilise les données connues
de la solution (indices de refraction, visco-

sité, température, etc.) et la lumiere dif-

fusée a un certain angle apres lirradia-

Electrode (|® | | © E'ethOde_,é; SO _ tion par un laser pour calculer le dia-
P @ metre hydrodynamique des particules en so-

A > @ lution ainsi que leur potentiel zéta. Le cal

Capillary | ) L s ution ainsi que leur potentiel zéta. Le cal-
- N cul du diametre hydrodynamique est basé

sur une estimation du coefficient de diffu-

sion des particules qui est la vitesse des par-
Figure 3.1 Image d’une cellule de mesure DLS ticules sous le mouvement Brownien. Par

et des charges en présence pour la mesure du contre, la mesure du diamétre hydrodyna-

potentiel zéta (Source : Malvern [47]). mique est limitée aux particules sphériques
et ne convient pas aux nanobatons par

exemple.

Le laser du ZetaSizer Nano ZS ZEN3600 (Malvern), utilisé ici pour les mesures, irradie a 633
nm avec une puissance de 4 mW et détecte a un angle de 173° pour la mesure de la taille
et a 13° pour le potentiel zéta. Ce dernier est la charge au plan de glissement autour de la
nanoparticule, qui est mobile avec la nanoparticule. Le potentiel zéta est sensible au pH et
est une bonne indication de la stabilité d’une solution ainsi que sur le revétement en surface
des nanoparticules [47]. Il est mesuré en faisant passer un champ électrique dans la solution,
entre les deux électrodes de la cellule. Il est important de garder les mémes conditions de
température, pH et salinité entre chaque échantillon afin que les mesures soient comparables
et reproductibles [48].



28

En pratique, 800 pL a 1 mL des échantillons (dont la solution tampon a pH 7 ne contenait
pas de sel) ont été supplémentés de NaCl a une concentration finale de 5 mM afin de garantir
une conductivité suffisante pour la mesure de potentiel zéta mais sans induire d’instabilité ou
d’agglomération des nanoparticules. Les mesures ont été prises 3 fois pour chaque échantillon
a 25°C.

3.3.3 Surface Plasmon Resonance (SPR)

Brievement, la mesure de la SPR permet de mesurer le changement d’indice de réfraction et
I’angle de la lumiere réfléchie sur une surface d’or aprés une modification de sa surface. En
effet, 'indice de réfraction de minces couches d’or est tres sensible a ’addition de molécules
en surface et il est possible de quantifier le nombre de molécules ajoutées car la réponse est
proportionnelle au poids moléculaire. Ceci est valable tant que 1’on reste a une distance suf-
fisamment proche de la surface et les variations deviennent indétectables lorsqu’on dépasse
la distance limite (environ 300 nm) [4]. Le signal SPR est mesuré en unité relative (RU) et
il est possible de quantifier la masse de protéines sur la surface avec la relation suivante :
1 RU =~ 1 pg/mm? [49]. La quantification n’a pas été faite pour le SH-PEG dans la premicre
étude car le résultat qualitatif en terme de RU était suffisant pour tirer une conclusion. Par
ailleurs, la relation exacte varie avec l'indice de réfraction de la molécule et n’est pas forcé-

ment valable pour le PEG.

Deux études ont été réalisées en mesurant le changement de SPR : la premiere pour vérifier la
dépendance en pH de 'attachement de SH-PEGs;p,, sur une surface d’or et la deuxieme pour
déterminer le pH optimal pour 'attachement d’anticorps sur une surface d’or recouverte de
Dextran par la stratégie I’EDC/NHS. Les solutions tampons qui ont servi a diluer le PEG ou
les anticorps ont été préparées sans sel avec un mélange de solution de phosphate de sodium
monobasique et dibasique 10 mM (pH 6,5 et 7,5) ou de borate 10 mM (pH 8,5 et 9,5). Du
OH-PEGs5;p, a servi de controle négatif car il ne contient pas de groupement thiol pouvant

réaliser une liaison covalente avec 1'or.

Dans la premiere étude, les solutions de SH-PEGs;p, ou OH-PEGs;p, ont été diluées dans les
solutions tampons correspondantes a partir de solutions meres a 10 mg/mL. La concentration
finale injectée était de 0,025 mg/mL et la vitesse d’injection sur les canaux était de 5 uL/min.
Les injections ont chacune duré 30 min et les mesures ont été prises sur une machine Biacore
T100. A la fin des injections, une solution tampon de HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution)

était injectée avec le méme débit pour nettoyer les canaux des molécules non liées.
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La seconde étude de la SPR a été effectuée sur des substrats d’or couverts d’une couche
de 100-200 nm de dextran (puces CMb5). Le dextran qui couvre la couche d’or dans cette
expérience comporte un groupement COOH qui peut étre activé par EDC/NHS et servir de
modele pour la liaison entre le NHS et les anticorps. La méthode utilisée est présentée a la
figure 3.2. Les injections d’anti-HER2 (Trastuzumab) ont été faites en 3 fois : une injection
d’une minute suivie d'une pause d’une minute et puis 2 injections de 3 minutes. Cela dans
le but de vérifier qu’avec le débit et la concentration choisie, on ne sature pas la surface en

anticorps trop rapidement.

EDC/NHS Anti-HER2

50 pg/mL
400mM/100mM g Wash
: X 7 min, 5 pL/min
7 min, 5 yL/min —_— - 5
I
o= ~
Q00 ® oo ) AR\ o
888 55% \/%\/ WP NS NP % \/$\/ N NS N 7
[ [ [T | 1 1 [ | 1
1 2. 3

Figure 3.2 Schéma représentatif de 1'étude SPR. Activation du dextran avec EDC/NHS (1.),
injections d’anti-HER2 (2.) et lavage avec tampon de migration (3.).

3.3.4 Imagerie des nanoparticules fonctionnalisées

Lors d’expériences indépendantes, des AuNPs ont été fonctionnalisées selon les différents
protocoles de fonctionnalisation avec des anticorps conjugués a un fluorophore. Pour les
protocoles NHS et hydrazide, il s’agit d’anticorps secondaires chevre anti-lapin achetés chez
la compagnie Abcam (Toronto, ON, Canada) qui étaient conjugués avec soit de 1’Alexa
Fluorygs (AF488) soit un type de cyanine (Cy3). Pour le protocole EDC-NHS, des anticorps
lapin anti-humain CD44 conjugués avec un dérivé de la fluorescéine (FITC) ont été utilisés
dans cette expérience. Quelques ul. de la solution finale des AuNPs fonctionnalisées ont été
déposés sur une lamelle de microscope avec du Vectashield mounting medium pour prolonger
la stabilité du fluorophore et ’échantillon a été scellé par un mince couvercle de verre. Les
images ont été prises sur un microscope inversé Eclipse Ti de Nikon équipé d’une lampe

XCite, d'un miroir pour la visualisation en rétrodiffusion et de filtres adaptés aux spectres
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d’excitation et d’émission de la FITC et de 'AF488 (488 nm/520 nm) ou de la Cy3 (552
nm/565 nm). Le contraste a été augmenté et les images ont été alignées spatialement, sur
le logiciel de traitement d’images Fiji (de ImageJ) a I’aide du programme intégré StackReg,
afin de pouvoir appliqué un programme intégré de colocalisation et mettre en évidence la
superposition de la fluorescence avec les AuNPs. Pour les images des protocoles NHS et
Hydrazide, I'illumination n’était pas homogene sur toute I'image et une région d’intérét a été

découpée avant de calculer I'efficacité de la colocalisation des AuNPs avec la fluorescence.

3.3.5 Quantification du nombre d’anticorps par nanoparticule

La procédure appliquée ici est semblable a celles déja reportées dans la littérature [30, 35]
mais a été améliorée pour éviter un maximum de biais. Tout d’abord, deux courbes de
calibration ont été faites avec de I'anti-CD44(FITC) de 0 a 500 ng/mL, la premiére dans du
PBS et la seconde dans du PBS en présence de AuNPs 100 nm & 25 pug/mL. Les différences
entre les deux courbes étaient négligeables et la courbe contenant les AuNPs a été conservée.
L’intensité en fluorescence a été mesurée vers le haut sur un spectrophotometre Tecan Infinite
200 avec un gain de 132, une excitation a 488 nm et une émission lue a 525 nm. Plusieurs
échantillons ont alors été testés : un contrdle avec des AuNPs fonctionnalisées suivant le
protocole d’EDC-NHS ot 'étape d’activation avec EDC/sulfo-NHS était supprimée (du PBS
était ajouté a la place), un tube avec des AuNPs fonctionnalisées avec EDC-NHS et un tube
avec des AuNPs fonctionnalisées suivant le protocole NHS. Dans tous les cas, I'anticorps
utilisé était de 'anti-CD44(FITC) avec une quantité initiale ajoutée de 5 pug. Chaque tube a
été centrifugé deux fois et les surnageants ont été conservés pour la mesure également. Pour
chaque condition, 200 pL. ont été transférés dans des puits d’une plaque noire a 96 puits a
fond plat, en duplicata. Les spectres des échantillons a la fin des deux lavages ont également
été mesurés de 300 a 800 nm et le nombre de nanoparticules a été calculé a partir de la

courbe de calibration a la figure 4.3 (dans l'eau, avec PEG).
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CHAPITRE 4 RESULTATS DE LA FONCTIONNALISATION DE
NANOPARTICULES PLASMONIQUES

Ce chapitre présentera d’abord les résultats obtenus sur 'interaction entre des PEG thiolés et
I’or des nanoparticules avant de passer aux résultats de la caractérisation des nanoparticules
fonctionnalisées selon le protocole EDC/NHS. Une comparaison sera enfin faite avec les

résultats des procédures NHS et Hydrazide.

4.1 Etude de la PEGylation

Les protocoles de fonctionnalisation qui sont utilisés dans cette démarche utilisent tous des
dérivés de PEG thiolés. Une partie importante de la fonctionnalisation repose donc sur I’at-
tachement de PEG-SH sur les NPs, cela pour garantir une couverture optimale des sites
d’adsorption non spécifiques mais aussi pour assurer un meilleur rendement de conjugaison
avec des anticorps. Dans le but de mieux interpréter les résultats de la caractérisation sur les
NPs fonctionnalisées et pouvoir faire la distinction entre les NPs PEGylées et les NPs avec
PEG et anticorps, il faut d’abord bien comprendre les effets de la PEGylation sur la chimie
de surface des nanoparticules d’or. Les deux principaux parametres qui ont été observés sont
le pH et le temps d’incubation du PEG avec les AuNPs. L’influence du pH a été évaluée a
I’aide de mesures de la SPR suite a 'attachement de PEG-SH sur une surface d’or et les

résultats sont montrés aux figures 4.1 et 4.2.
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Figure 4.1 Courbes SPR de la PEGylation d'une puce d’or a différents pH. Injections de 30
minutes.
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Figure 4.2 Réponse relative environ 3 minutes apres la fin de I'injection de SH-PEGs;p, ou
OH-PEGs5;p, a différents pH pendant 30 min.

Sur les courbes présentées a la figure 4.1, 4 pH variant de 6,5 & 9,5 ont été testés. Une réponse
non négligeable a été mesurée pour le controle négatif (OH-PEGskp,), avec un pic au pH
7,5. 11 faut noter que si les allures des courbes sont différentes entre le OH-PEGs;.p, et le
SH-PEGs;pa, ceci est probablement dii a leurs indices de réfraction respectifs. On constate
que l'attachement SH-PEGs;p, augmente avec le pH et les différences les plus grandes se
trouvent de 6,5 a 7,5 et de 8,5 a 9,5. Une amélioration proposée pour les protocoles de fonc-
tionnalisation serait de réaliser la PEGylation a pH alcalin. Cela n’est malheureusement pas
compatible avec les anticorps qui nécessitent un pH physiologique (7,4), donc 'adaptation ne
serait possible que dans les protocoles qui commencent par une étape de PEGylation avant

d’ajouter les anticorps.

Une seconde étude a été faite pour évaluer l'effet de la PEGylation sur I'intensité du signal en
absorbance des NPs. Des courbes de calibrations ont été réalisées dans différentes conditions
et sont montrées a la figure 4.3. Dans les deux milieux, dans I’eau ou dans le milieu de culture,
il y a une différence entre les pentes des deux courbes et I’absorbance des NPs PEGylées est
légerement inférieure a celle des NPs avec citrate. Dans 'eau, la différence entre les pentes
(ettrate=mREG 5 100% ) est égale a 13% et dans le milieu de culture elle est de 9%. Le fait que
la PEGylation ait été effectuée selon différentes concentrations de PEG peut expliquer en
partie la différence entre les écarts de pente dans les deux milieux. De plus, pour les courbes

effectués dans le milieu de culture, I’'ajout de protéines sur les AuNPs aura aussi un impact
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Courbe de calibration AUNP-100nm, citrate capped, LOT#11H131- Courbes de calibration dans DMEM+10% FBS, LOT#11H133-7132
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Figure 4.3 Courbes de calibration de nanoparticules d’or commerciales, avec ou sans PEG,
dans I'eau (a) ou du milieu de culture supplémenté de FBS (b).

sur I'absorbance et il est probable que cet effet soit plus important pour les AuNPs-citrate
puisqu’il y a moins d’encombrement stérique en I’absence de polymere en surface. Ceci aura
donc pour effet de réduire ’écart de pente entre AuNPs-citrate et AuNPs-PEG. Il est difficile
de déterminer si ces écarts sont significatifs a ce stade mais cela sera évalué au chapitre 5

dans le contexte des expériences in vitro.

Finalement, I'influence du temps d’incubation sur le pic plasmon, la taille et la charge des
AulNPs a été testée. Les résultats des valeurs obtenues a la suite des différents temps d’in-
cubation sont montrés a la figure 4.4. Le décalage en longueur d’onde du pic plasmon sature
apres 2h d’incubation et I’absorbance commence par diminuer avec ’ajout de PEG puis aug-
mente apres 2 h d’incubation. En regardant les mesures de taille et de charge, on constate
que le potentiel zéta a tendance a augmenter avec la taille des nanoparticules. Sachant que
I’augmentation de taille est ici due a l'ajout d'une couche de PEG, on peut donc déduire
que cette couche de PEG agit comme écran de la charge négative des AuNPs et que la
densité et/ou la taille de cette couche a un impact sur la valeur de la charge mesurée. On

remarque que dans les mesures DLS, il y a un pic a 4 h d’incubation (cfr. figures 4.4c et 4.4d).

A défaut d’avoir d’autres informations sur les processus en cours a la surface des nanopar-
ticules, les données obtenues permettent d’émettre des hypotheses explicatives. Un scénario
probable est qu'une monocouche de PEG est atteinte apres 2 h d’incubation (d’ou la satura-

tion a la figure 4.4a) et ensuite, les chaines polymériques se réorganisent pour passer a une
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conformation plus allongée, ce qui augmente la taille et la densité de la couche. Finalement,

apres 4 h d’incubation les chaines de PEG les plus faiblement liées commencent a se désorber

de la surface d’or, ce qui expliquerait la diminution de la taille mesurée et du potentiel zéta.
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Figure 4.4 Effet du temps d’incubation lors de la PEGylation de nanoparticules d’or de
100nm sur le pic plasmon, le diameétre hydrodynamique et le potentiel zéta. Le temps initial

correspond au controle sans ajout de PEG.
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Un autre parametre intéressant a observer et a comprendre pour la suite est l'indice de
polydispersité (IPD) qui est donné par le logiciel de mesure DLS. Celui-ci est sans dimension
et est une bonne indication de la fiabilité de la mesure ainsi que de I’état d’agglomération
des nanoparticules. En effet, le fabriquant de I'appareil prédit qu’un IPD de moins de 0,1
correspond a des échantillons de nanoparticules sphériques, monomodaux et dont les calculs
de taille sont tres précis. Pour des IPD de plus de 0,5, la mesure de diametre hydrodynamique
et de potentiel zéta n’est pas recommandée car les échantillons ne sont pas assez uniformes
ou les NPs ne sont pas sphériques [47]. Or, la figure 4.5 montre que les IPD pour les AuNPs
PEGylées ne dépasse pas 0,1 pour tous les temps d’incubation sauf pour I’échantillon a
4h d’incubation. Globalement, 1’évolution de I'IPD suit de pres I’évolution de la taille des
AuNPs PEGylées avec un pic a 4h de temps d’incubation. On peut donc s’attendre a ce que

la fonctionnalisation augmente la taille ainsi que I'IPD.
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Figure 4.5 Indice de polydispersité des échantillons de nanoparticules d’or de 100nm incubés
avec du mPEG-SH durant différents temps d’incubation.
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4.2 Fonctionnalisation via EDC/Sulfo-NHS

Cette section présente les résultats de la caractérisation obtenus pour la fonctionnalisation
via EDC-NHS, telle que présentée brievement a la section 2, illustrée a la figure 2.7 et selon

le protocole indiqué a la section 3.

4.2.1 FEtude préliminaire : détermination du pH optimal pour ’attachement

d’anticorps par Surface Plasmon Resonance

Tout d’abord, 'influence du pH sur la fonctionnalisation a été évaluée via une mesure de la
SPR (Surface Plasmon Resonance) tel que décrit a la section 3.3. En effet, dans ce protocole
de fonctionalisation le pH a un impact tres important, par exemple l'activation du COOH
par EDC/NHS est plus efficace avec un pH acide (entre 4 et 6). Deux autres effets dépendant
du pH entre en compétition :

1. Le temps de vie du groupement NHS diminue avec le pH.

2. La disponibilité des amines primaires augmente avec le pH (N Hy — NHy).
Afin de déterminer quel facteur 'emporte et d’optimiser le rendement du nombre d’anticorps
liés aux AuNPs, les anticorps ont été dilués des solutions tampons a différents pH et le
pH optimal a été déterminé en mesurant la SPR tel que décrit a la section 3. Pour vérifier
que la réponse mesurée résulte de l'attachement covalent d’anticorps au NHS, un controle
a été réalisé en injectant des anticorps anti-HER2 sur un canal n’ayant pas été activé avec
EDC/NHS. La figure 4.6b démontre bien que le signal reporté a la figure 4.6a est spécifique.
Au vu de ces résultats (cfr. figure 4.6), le pH 7 apparait comme optimal pour maximiser
I’attachement des anticorps sur la surface et a donc été choisi comme pH pour le protocole

de fonctionnalisation des nanoparticules.

Une fois ce pH appliqué au protocole, les paragraphes suivants décrivent les résulats des tests

de caractérisation obtenus sur des AulNPs de 100nm de diameétre.

4.2.2 Spectres

Une bonne reproductibilité des résultats a été observée au fil des expériences et les spectres
représentatifs sont présentés a la figure 4.7. Plusieurs éléments témoignent de la présence des
anticorps en surface des AuNPs fonctionnalisées. Tout d’abord, on remarque un décalage et
un élargissement du pic plasmon (sauf pour les AuNPs-PEG-anti CD24) et une élévation
de la courbe basale. Le pic d’absorbance qui débute dans I’'UV est dii a I'absorption des
cycles aromatiques des anticorps et protéines a 280 nm. Les positions des pics plasmons ont

été trouvées grace a la maximisation de fonctions polynomiales de degré 5 approximant les
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Figure 4.6 Réponse relative mesurée environ 3 minutes apres 3 injections d’anticorps anti-
HER2 sur une puce d’or couverte de Dextran.

courbes expérimentales. Ces approximations ont été réalisées sur une plage de 100 nm autour

du pic plasmon apparent a I’aide d’une application Matlab (CurveFitting).

Les spectres ont ensuite été normalisés avec la valeur d’absorbance au pic plasmon pour
mettre en évidence les élargissements des pics et les élévations des courbes basales. Cette
normalisation met également en exergue le bruit associé a certains spectres. Cela est di
a la faible intensité d’absorbance mesurée pour les AuNPs fonctionnalisées. La diminution
d’absorbance est principalement liée a deux facteurs : le premier est ’ajout d’une couche de
PEG et/ou d’anticorps qui diminue légerement ’absorbance (cfr. figure 4.3) et le second est
la perte de nanoparticules suite a I'étape de centrifugation. Cette perte de NPs provient de
leur adhésion aux parois des tubes durant la centrifugation et de la récolte du surnageant
qui contient des NPs de haute solubilité et dont la sédimentation est plus difficile. Cette
interaction entre les AuNPs et les parois en plastique en présence d’anticorps ou de protéines

sera discuté dans la section 6.

4.2.3 Taille et potentiel zeta

Les AuNPs étant achetées commercialement, elles étaient déja caractérisées. Cependant, ne
disposant pas d’appareils de mesures identiques et calibrés de la méme fagon, il était néces-
saire de reprendre certaines mesures sur les AuNPs couvertes de citrate afin de les comparer

aux AuNPs fonctionnalisées. Les résultats de la caractérisation des AulNPs commerciales
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Figure 4.7 Spectres dans 'UV et le visible de AuNPs de 100 nm de diameétre fonctionnalisées
avec du PEG et/ou 3 anticorps différents.

étaient tres similaires aux spécifications du fabricant. La taille et le potentiel zeta ont été
obtenus grace & la DLS (Dynamic Ligth Scattering). Les valeurs moyennes sont reprises a la
figure 4.8 et un test ANOVA Turkey HSD a été réalisé pour comparer les échantillons entre
eux. Parmi les différences significatives qui sont mises en évidence on peut voir que I'ajout de
PEG augmente le diametre hydrodynamique des AuNPs de presque 50nm. Ceci correspond
a une couche de 25 nm d’épaisseur, ce qui est réaliste pour une dense monocouche de PEG
en conformation allongée (a 'opposé d’'une conformation des PEG de type "champignon" ou
les chaines de polymeéres sont recroquevillées sur elles-mémes). Le potentiel zeta augmente

d’environ 40 mV. Ceci est dii au fait que la couche de PEG écrante la charge négative des NPs.

Aucune différence significative n’est détectée entre les échantillons de AuNP-PEG-COOH et
AuNP-PEG-anti HER2 ou AuNP-PEG-anti CD24. Cela ne veut pas dire qu’il n’y a pas d’an-
ticorps a la surface mais simplement que le potentiel zeta et le diametre hydrodynamique ne
permettent de faire cette distinction s’il n’y a pas une monocouche d’anticorps. Par contre,une

différence est notable pour les AuNP-PEG-anti CD44. Rappelons que ces anticorps conte-
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Figure 4.8 Résultats des mesures par Dynamic Light Scattering. Les valeurs du test statis-
tique sont données par rapport a I’échantillon de AuNP-citrate sauf si spécifié autrement (**
p=0,01).

naient initialement un faible pourcentage de BSA, il est donc tout a fait possible que la BSA
ait été liée aux nanoparticules, en plus des anticorps et que cela provoque ce changement.
L’autre hypothese est que le niveau d’agglomération dans cet échantillon soit plus élevé. Ce
qui est tres probable vu l'indice de polydispersité qui est de 0,28. L’imprécision sur la taille
calculée pour cet échantillon est donc plus importante que les autres AuNPs fonctionnalisées

dont les IPD sont compris entre 0,1 et 0,18.

4.2.4 Imagerie des nanoparticules fonctionnalisées

Comme expliqué précédemment, les méthodes de caractérisation classiques peinent a prouver
sans ambiguité la présence des anticorps en surface des nanoparticules, pour cela une méthode
simple et qualitative décrite dans la section 3 a permis de le démontrer. Le montage illustré
a la figure 4.9 est le résultat de la fonction Colocalization sur Fiji et on constate que de
nombreuses nanoparticules sont colocalisées avec la position de la fluorescence des anticorps,
ce qui confirme le succes de la fonctionnalisation. Une grossiere estimation du pourcentage de
nanoparticules qui sont colocalisées avec la fluorescence détectée donne une efficacité de 33%.
Ce nombre est déduit du nombre de points colocalisés et du nombre de nanoparticules comptés
par la détection automatique des pixels séparés du programme Analyze particles de Fiji : 213
points colocalisés/648 AuNPs. On remarque également la présence d’amas fluorescents qui

ne sont pas colocalisés avec les AuNPs et qui ressemblent a des agglomérats d’anticorps.
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AuNPs (backscattering) Anti-CD44-FITC (Green filter)
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Colocalization (Red+Green) Colocalized pixels

Figure 4.9 Images de microscopie a rétrodiffusion (en rouge) et en fluorescence (en vert)
de nanoparticules d’or fonctionnalisées avec anti-CD44 (FITC). Les points blancs des deux
derniéres images résultent de la colocalisation des nanoparticules avec la fluorescence. Les
couleurs ont été ajoutées artificiellement.

4.3 Comparaison a d’autres stratégies de fonctionnalisation

Bien que le protocole I’EDC-NHS ait beaucoup d’avantages comme une bonne reproducti-
bilité, une facilité d’application et 'utilisation d’un petit nombre de réactifs différents, son
principal désavantage reste 1'orientation aléatoire des anticorps sur les nanoparticules. C’est
pourquoi deux autres stratégies ont été évaluées : NHS (attachement non spécifique mais
approche fréquemment utilisée dans le laboratoire) Hydrazide (attachement spécifique au

région Fc des anticorps).

4.3.1 Caractérisation

Comme pour le protocole de EDC-NHS, les AuNPs fonctionnalisées ont été caractérisées
selon les mémes méthodes : mesure des spectres d’absorbance, Dynamic Light Scattering et
imagerie en fluorescence. Une étape additionnelle a été réalisée pour comparer les protocoles
de EDC-NHS et NHS : une quantification du nombre d’anticorps par AuNPs.
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Spectres et DLS

Les résultats des spectres et de la DLS sont

L ANP-Cirate, s 566 regroupés dans les figures 4.10 et 4.11. Selon
——AuNP-PEG-Ab (Hydrazide), pic: 571nm

—AuNP-PEG-Ab (EDC/NHS), pic: 574nm ces informations, il semblerait que la couver-

— AuNP-PEG-Ab (NHS), pic:568nm
—AuNP-mPEG, pic: 568nm

ture des AuNPs soit bien plus importante
avec le protocole de EDC/NHS. En effet,

c’est I’échantillon qui donne le plus grand
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décalage et élargissement du pic plasmon,
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Figure 4.10 Spectres de nanoparticules fonc- tentiel zeta est plus grande. L'indice de po-
lydispersité le plus grand est mesuré pour
les AuNP-PEG-COOH (1,2), ce qui est as-

sez faible bien que plus élevé que les AuNPs

tionnalisées selon 3 protocoles différents.

fonctionnalisées avec NHS ou Hydrazide. Cependant, la DLS ne permet pas de quantifier
I'attachement des anticorps.

Une autre information obtenue est que la PEGylation avec mPEG-SH ou SH-PEG-COOH
donne des résultats assez différents. Malgré que les chaines de PEG soient de 5 000 Da dans
les deux cas, on remarque que 'augmentation de taille et de potentiel zeta est plus impor-
tante pour les AuNP-PEG-COOH. Ceci s’explique par le fait que la concentration intiale de

PEG et les temps d’incubation dans les deux protocoles sont différents.
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Figure 4.11 Caractérisation par DLS de nanoparticules d’or de 100nm fonctionnalisées selon
des protocoles différents.
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Images

Pour compléter les résultats précédents, les images des AuNPs conjuguées avec des anticorps
fluorescents ont été prises pour les deux nouveaux protocoles et les montages sont présentés
dans I’Annexe A aux figures A.1 et A.2. Il faut noter que les anticorps utilisés pour les deux
protocoles sont différents et les fluorophores sont ici du Cy3 (qui émet dans le rouge) pour
NHS et de ’AF488 (qui émet dans le vert) pour Hydrazide. La colocalisation a démontré
la présence des anticorps sur les nanoparticules pour les deux protocoles avec une efficacité
(points colocalisé sur le nombre d’AuNPs) de 31% pour NHS et de 28% pour Hydrazide. Il
a aussi été constaté que 'intensité en fluorescence percue pour AF488 était plus faible que
pour le Cy3 car le temps d’exposition nécessaire pour obtenir un signal était plus important
et le niveau de bruit était aussi plus intense. Cela a pour conséquence d’augmenter la marge

d’erreur sur I'estimation du rapport d’efficacité donné précédemment.

Cela peut s’expliquer par le fait qu’il y ait moins d’anticorps présents sur les NPs, que les
fluorophores aient subi plus de photoblanchiement ou qu’ils aient un moins bon rendement
quantique (photons envoyés/photons ré-émis). Cette derniere hypothese n’est pas valide car
le rendement quantique de ’AF488 est de 0,92 [10] et il est de 0,15 pour le Cy3 [50]. Il est
difficile d’estimer I'implication du photoblanchiement mais puisque le temps de vie de I’AF488
est de 4,1 ns comparé a 0,3 ns pour celui du Cy3, il est peu probable que la baisse du signal
soit due a cela [51]. L’hypothese la plus probable serait que la méthode de fonctionnalisation
orientée diminue le nombre d’anticorps par nanoparticule, ce qui s’accorde avec les résultats
d’autres groupes pour des méthodes spécifiques a la région Fc des anticorps [35]. Par contre,
méme si le signal est plus faible, le pourcentage de points colocalisés est similaire a ceux des

obtenus pour les autres protocoles, ce qui signifie que la fonctionnalisation est aussi efficace.

Quantification

En théorie, on peut estimer le nombre maximal d’anticorps qu’on peut ajouter sur une nano-
particule. Les dimensions d'un IgG sont approximativement 14,5 nm x 8,5 nm x 4 nm [52],
on peut donc envisager deux situations : un cas ou les anticorps seraient couchés sur leur
longueur et seraient mobiles donc leur projection serait maximale et un cas ou ils seraient
orientés par leur région Fc et leur projection se limiterait a un disque de diametre égal a la
largeur des régions Fab. Les deux cas de figure sont illustrés a la figure 4.12 et 'aire de ces

projections est décrite dans les équations 4.1 et 4.2.

Apaz = (8,5 nm)?* = 227 nm? (4.1)
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Figure 4.12 Schéma du modele théorique pour la quantification du nombre maximal anticorps
par nanoparticules selon leur orientation.

14,5 nm
2

Pour une nanoparticule de 100nm de diamétre la surface est de Ayxp = 47 R? = 31400 nm? et

Appin = 7( )? = 165 nm? (4.2)

le nombre d’anticorps théoriques pouvant s’adsorber est de Ayp/Aae = 138 et Axp/Amin =
190 respectivement(valeurs arrondies a l'unité inférieure). Cela en supposant que 'entiereté
de la surface disponible est recouverte, ce qui n’est pas totalement vrai et des espaces seront
a I’évidence laissés libres. Cependant, il faut tenir compte de 'augmentation de surface due a
la couche de PEG. Pour une couche de 20 nm d’épaisseur, la surface disponible devient égale
a 61 600 nm? et le nombre d’anticorps maximal théorique dans le cas d’une monocouche
d’anticorps couchés est de 271 contre 373 dans le cas d’anticorps orientés. Ces deux limites

sont des valeurs maximales et le nombre d’anticorps effectivement liés peut étre bien moindre.

Pour le savoir, une méthode de quantification a I’aide d’anticorps conjugués a un fluorophore a
été utilisée. Les résultats obtenus a l'issue de cette quantification sont reportés dans le tableau
4.1. Les masses d’anticorps sont calculées a partir des intensités en fluorescence mesurées et
de la courbe de calibration de I'anti-CD44 (FITC) effectuée en présence de AuNPs (cfr. figure
4.13a).
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Tableau 4.1 Quantification du rendement de la fonctionnalisation en terme d’anticorps par
nanoparticules. Valeurs calculées a partir des mesures d’intensités en fluorescence.

Nombre Nombre
Echantillons Masse d’Ac Anticorps | AuNPs | Ac/AuNPs | Rendement
Controle
Echantillon final 283,54+25ng 1L,14E+12 | 2,29E409 | 497 4+ 43 9,95%
Surnageant 1 4118,5+24,3ng
Surnageant 2 83,2424,6ng
Total 4485,2ng
EDC-NHS
Echantillon final 80426,1ng 3,21E+11 | 1,96E409 | 163 &+ 53 3,27%
Surnageant 1 4570,71+26,7Tng
Surnageant 2 55,6£22,Tng
Total 4706,3ng
NHS
Echantillon final 67,6+24,2ng 2,71E+11 | 2,00E+09 | 135 £ 48 2,71%
Surnageant 1+2 | (4818,6 +43,7ng)
Total (4886,1ng)

Le rendement total qui est indiqué dans le tableau est calculé a partir de la quantité d’anti-
corps restant dans I’échantillon de la quantité d’anticorps ajoutée initialement qui était de 5

000 ng pour tous les échantillons.

Masse d’Ac dans échantillon final

1
5000 * 100%

Rendement =

Ces 5 000 ng devraient étre la valeur retrouvée dans les lignes de "total', or ce n’est pas
toujours le cas. Pour le controle et la fonctionnalisation EDC-NHS, le total est entre 4 500
et 4 700 ng. La perte d’anticorps peut provenir de plusieurs facteurs : des Ac adsorbés sur
les parois des tubes qui ne sont pas récupérés dans les solutions et ne participent pas a la
mesure, des erreurs de pipetage lors de 'ajout des Ac ou encore la marge d’erreur lors de
la mesure de fluorescence. Par contre, la quantité d’anticorps mesurée dans le surnageant de
I’échantillon NHS se trouvait en dehors des limites de la courbe de calibration (intensité de
fluorescence a environ 44 000) et n’est pas représenté a la figure 4.13a. Il aurait fallu diluer

davantage le surnageant avant d’effectuer la mesure.
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Figure 4.13 Quantification du nombre d’anticorps par AuNPs avec la courbe de calibration
de FITC en présence de AuNPs et les spectres des nanoparticules fonctionnalisées.
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Cependant, un probléme un probléme survient : la quantité d’anticorps présente dans I’échan-
tillon contrdle est bien plus élevée que dans les échantillons de tests. Pourquoi ? Pour répondre
a cette question il faut prendre en compte les autres données a disposition. Les spectres des
nanoparticules présentés a la figure 4.13b donnent des informations cruciales sur la composi-
tion de la surface des AuNPs. Le pic plasmon pour les AuNPs non fonctionnalisées de ce lot
se trouve a 555 nm et le spectre du controle de I'expérience a son pic a 556 nm. Il a certaines
caractéristiques de la présence d’anticorps en surface comme 1’élévation de la courbe a la
base du pic et un léger élargissement mais cet élargissement peut également étre di a la
couche de PEG. Mais surtout, ces changements sont beaucoup moins importants que pour
les échantillons de tests avec EDC-NHS et NHS dont 1’élargissement du pic et ’élévation de
la courbe basale est plus grande et similaire pour les deux échantillons. De plus, le décalage
en longueur d’onde du pic plasmon est bien plus important pour les AuNPs fonctionnalisées
que pour le controle en comparaison avec les AuNPs couvertes de citrate. Ceci nous indique
donc que s’il y a de I'attachement non spécifique d’anticorps, il y en a moins que pour les

autres échantillons. Ce qui est contraire au résultat de la quantification.

Aussi, le modele théorique prédit un nombre maximal d’anticorps par nanoparticules a 373.
La valeur trouvée pour le controle est donc bien au-dela de cette limite. Il faut notamment se
rappeler que la méthode mesure la quantité totale d’anticorps présents dans la solution et ne
permet pas de séparer les anticorps non liés des anticorps en surface des NPs. L’hypothese
pouvant expliquer un tel résultat est que dans le cas du contréle, peu d’anticorps se lient
non spécifiquement aux AuNPs-PEG-COOH ou du moins ils ne sont pas adsorbés fortement.
Donc il y a beaucoup plus d’anticorps libres en solution et une plus grande portion peut
s’adsorber sur les parois en plastique. La quantité d’anticorps a laver étant plus grande, les
2 étapes de centrifugation et de lavage sont insuffisantes et il reste trop d’anticorps dans la
solution. Au vu de ces conditions, il n’est pas recommandé d’utiliser ce type de contrdle pour

comparer a la quantification d’anticorps sur des nanoparticules fonctionnalisées.

Pour conclure sur cette expérience, il a été trouvé que les rendements d’anticorps conjugués
selon les deux protocoles de fonctionnalisation sont autour de 3% et que EDC-NHS produit
un rendement légerement plus haut que NHS. Ceci est semblable au résultats de l'efficacité
mesurée sur les images en fluorescence a la section précédente. EDC/NHS est donc le protocole
qui permet la plus grande couverture d’anticorps sur les NPs avec plus d’une centaine d’Ac
par NPs. La technique de quantification utilisée est facile, rapide et conviendrait a donner
une estimation d’autant plus précise si la méthode de purification des AuNPs fonctionnalisées

est efficace pour séparer les Ac libres en solution.
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CHAPITRE 5 IMMUNOMARQUAGE IN VITRO A L’AIDE DE
NANOPARTICULES PLASMONIQUES

5.1 Présentation des lignées cellulaires et des anticorps utilisés

Le grand avantage de la solution proposée est d’effectuer le marquage sur des cellules vivantes
en solution. Cependant, cela constitue également un des principaux défis du projet. En effet,
cela implique que les nanoparticules n’ont pas facilement acces aux antigenes du cytoplasme
ou du noyau des cellules et qu’il faut se limiter aux récepteurs transmembranaires. C’est pour-
quoi des antigenes d’intérét clinique pour le diagnostic du cancer du sein et qui respectaient
ce critere ont été sélectionnés. Il s’agit du CD44, du HER2 et du CD24. Parmi les anticorps
qui ont été obtenus commercialement (Abcam) et produits dans des lapins, seul I'anti-CD44
est monoclonal (clone : EPR1013Y). C’est a dire que tous les anticorps reconnaissent le méme

épitope et que le risque de liaison non spécifique a d’autres protéines est réduit.

Le choix des lignées cellulaires s’est alors imposé a partir des cellules disponibles en banque
du laboratoire et/ou de leur profil moléculaire tel qu’établi dans la littérature mais aussi
sur les suggestions des pathologistes partenaires du projet. A la table 5.1 sont résumées les
expressions relatives des différents antigenes dans les 3 lignées cellulaires choisies. Pour les
MDA-MB-453, malgré que les cellules n’ont pas été testées spécifiquement pour le CD44
ou le CD24, il était prévisible qu’elles soient CD24" et CD44~ vu les résultats des travaux
de Hosonga & al. [53] sur des cellules HER2". Certaines données étant manquantes et vu
les différences entre certains laboratoires dans l'expression des récepteurs cellulaires (cfr.
[16,17,19,23] entre autre), il était nécessaire de tester le statut des antigenes sur les lignées
cellulaires cultivées au sein du laboratoire a ’aide d’'une méthode standard. En raison des
équipements disponibles, I'immunofluorescence (IF) était la meilleure option pour effectuer
cette comparaison.

Les cellules, a I'origine provenant de ATCC (American Type Culture Collection), ont toutes

2 avec du milieu de culture

été cultivées dans des flasques en polystyrene de 25 ou 75 cm
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) supplémenté de 10 & 20 % de FBS ( Fetal Bovine
Serum) et de 1% d’antibiotiques (pénicilline/streptomycine). Toutes les lignées cellulaires
sont d’origine humaine et ont été dérivées d’échantillons de patientes agées entre 45 et 60

ans.
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Tableau 5.1 Résumé de 'expression de CD44, HER2 et CD24 dans 3 lignées cellulaires tel
que trouvé dans [16-18,54]. Les symboles sont qualitatifs et signifient : ++ surexpression ; —
faible expression; / pas d’expression;? donnée manquante.

| CD44 | HER2 | CD24 | Type
MDA-MB-231 || ++ / -/ Cellules épithéliales ;
adénocarcinome

MDA-MB-453 ? ++ ? Cellules épithéliales ;
carcinome métastatique
BT-474 — +4+ ++ Cellules épithéliales ;
carcinome canalaire

5.2 Détermination des conditions expérimentales

Les lignées cellulaires sont adhérentes et forment une monocouche de cellules lorsqu’elles
sont cultivées dans des flasques ou pétris en plastique. Afin de simuler les conditions réelles
d’échantillons de cytopathologie, il a fallu établir un protocole qui tienne compte des limites
du modele in vitro 2D. Incuber des nanoparticules avec des cellules vivantes en suspension
diluée est un procédé completement différent que de faire I'incubation sur une monocouche

de cellules adhérées au fond d'un pétri.

5.2.1 Intéraction des nanoparticules avec du sérum humain

L’expérience suivante a servi de point de repere pour évaluer I'influence du sérum humain sur
la fonctionnalisation de différents types de nanoparticules en vue de simuler des conditions
réelles d’incubation avec des échantillons de cytopathologie.

Les nanoparticules d’or de 100 nm de diametre (AuNP, 50 pug/mL, avec citrate) et les nano-
batons de 40 nm x 68 nm (AuNR, 60 pug/mL, avec CTAB) ont été achetés chez Nanopartz
tandis que les nanoparticules d’alliages or-argent d’environ 97 nm de diametre (AuAgNP,
Gold Molar Fraction = 0,5, 150 uM ) ont été fournies par Lu Wang, une étudiante au doc-
torat dans le laboratoire, experte dans la fabrication de nanoparticules d’alliages selon une
méthode présentée dans [55]. Le sérum humain a été acheté chez Sigma Aldrich et provient de
plasma AB d’hommes aux Etats-Unis. Dans des tubes & faible affinité de 1,5 mL, 750 L de
nanoparticules et 750 uL de sérum humain (dilué ou non) ont été ajoutés. Dans les controles,
750 pl. d’eau remplacait le sérum humain. Les 18 échantillons ont été incubés pendant 1h a
température ambiante. Pour la dilution du sérum humain, 75 uL. de sérum ont été mélangés
a 675 puL d’eau distillé (dilution de 1 :10). Apres l'incubation, les tubes ont été centrifugés
pendant 5 min & 5 000 xg (AuNP) ou 10 000 xg (AuAgNP et AuNR). Une fois le surnageant
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retiré, les NPs ont été resuspendues dans 1,5 ml d’eau distillée et 400 pl. ont servi a la
mesure des spectres en duplicata dans une plaque de 96 puits en polystyrene. Aux 1,1 mL
restants de chaque échantillon, 5 uL.. de 1 M NaCl ont été ajoutés pour la lecture de la taille

et du potentiel zeta.

5.2.2 Préparation des échantillons
Immunoplasmonique

Le schéma général de préparation des échantillons et de I'incubation des cellules avec les NPs
est illustré a la figure 5.1. Plus précisement, 50 000 a 200 000 cellules trypsinisées et resus-
pendues dans du DMEM supplémenté de 10% de FBS et 1% PS étaient ajoutées dans un
tube de microcentrifugation de 1,5 mL contenant un petit volume de AuNPs fonctionnalisées
dans du PBS. Les volumes ont été calculés pour que chaque tube ait le méme nombre de
AuNPs par cellules, typiquement entre 500 et 1000 ; ces valeurs ont été choisies pour faciliter
le décompte manuel des NPs/cellules apres I'incubation mais aussi pour ne pas saturer les

cellules en nanoparticules et perdre la spécificité du ciblage.

La concentration des AuNPs fonctionnalisées était déduite du maximum d’absorbance (pic
plasmon) des spectres et de la courbe de calibration établie pour des AuNPs non fonction-
nalisées (cfr. figure 4.3a) en posant I'hypothese que I'ajout de PEG et d’anticorps avait un
impact négligeable sur le coefficient d’extinction molaire. Cette hypothese a par la suite été
infirmée au vu de la courbe de calibration pour des AuNPs PEGylées dont la pente est
décalée de 13%. Le nombre de nanoparticules mesuré a donc été sous-estimé®. Le temps
d’incubation a température ambiante était de 45 min pour assurer la viabilité des cellules et
limiter 'endocytose des NPs. Pendant ce temps-la, les échantillons était mélangés a faible
vitesse a l'aide d’un rotateur. Les étapes de centrifugation nécessaires pour séparer les NPs
non attachées sur les cellules ou pour évacuer les agents de fixation ont toutes été réalisées
a 100 xg pendant 5 min. Pour I'observation, environ 20 uL des cellules en suspension dans
le PBS ont été prélevés et placés sur une lame de microscope standard avec une goutte de
milieu de montage. L’échantillon était contenu par un anneau polymérique de 14-18 mm de

diametre et 120 pm d’épaisseur, puis scellé a ’aide d’'un mince couvercle de verre.

1. Les 500 ou 1000 NPs par cellules calculé initialement étaient en réalité égales 565 ou 1130 NPs par
cellules ajoutées initialement.



20

2. Détachement des 4. Centrifugation pour 6. Fixation + coloration
cellules et transfert dans séparer NPs en des noyaux et observation
tube conique solution des cellules au microscope

Trypsin-EDTA \ /
—— &, 2\
o

R e —»
[CoC0e2 CECO02
1. Monocguche 3. Incubation avec 5. Lavage au
cellulaire NPs + mélange PBS

Figure 5.1 Schéma explicatif de la procédure d’immunomarquage des cellules en suspension
a partir d’'une culture cellulaire adhérente

Une autre condition d’incubation a été testée avec l'ajout de sérum humain au mélange
cellules/ AuNPs. L’idée de ce test était de voir comment le systeéme allait réagir dans un milieu
plus complexe qui contenait des protéines, d’autres anticorps, des lipides et autres molécules
pouvant altérer la composition en surface des nanoparticules. En effet, si la solution proposée
présente I'avantage d’étre appliquée a des cellules vivantes, il faut prendre en compte que les
échantillons de biopsies sont tres complexes, contiennent parfois du sang et que ce type de
milieu aura un effet sur les AuNPs. Une étude préliminaire sur 'interaction entre plusieurs
types de nanoparticules et du sérum humain a différentes concentrations a été réalisée selon
la méthodologie décrite a la section précédente et montre qu'une quantité plus importante
de sérum a moins d’effet sur le spectre et la taille des nanoparticules. Le ratio calculé du
volume de sérum par NPs en solution de 2,02 x 10~7 uL/NPs a été choisi pour poursuivre
les expériences d’immunomarquage. Les expériences avec le sérum ont été réalisées en méme

temps que celles dans le milieu de culture complet afin de pouvoir les comparer directement.

Immunofluorescence

Puisque le protocole établi a la particularité d’étre effectué sur des cellules "artificiellement’
flottantes, il est important que la méthode standard utilisée pour comparer les résultats
de 'immunomarquage soit également appliquée a des cellules en suspension. L’immunofluo-
rescence (IF), semblable a 'THC, utilise des anticorps conjugués a des fluorophores comme
agents de détection. Les tests ont été effectués sur les cellules a quelques jours de décalage
avec I'immunoplasmonique (un passage cellulaire maximum entre les deux tests) et le prin-

cipe général est illustré a la figure 5.2.
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Pour I'lF, les cellules sont mises en suspension avec
I'ajout de 0.25% Trypsine-EDTA et 1 x 10° cellules
sont placées dans un tube a microcentrifugation de
1,5 mL. Le culot de cellules aprés une étape de cen- Test
trifugation a 200 xg pendant 5 min est fixé durant
10 min a l'aide de 700 pL de solution a 4% formaldé-
hyde. Apres une étape de lavage, les sites d’adsorption Contrale 1
non spécifiques sont bloqués pendant 1h par ’ajout de
500 pL de NGS (Normal Goat Serum) dilué a 5% dans

du PBS. Les anticorps primaires (par ex. Lapin anti-

Controle 2

Humain CD44) dilués a 1% sont alors ajoutés dans

les tubes de tests et ils sont incubés pendant 1 h 30 A A ,
a température ambiante sur un rotateur. Les échan- Antigéne  Anticorps primaire . Anticorps secondaire
conjugué avec un

fluorophore

tillons sont lavés 3 fois a I'aide de PBS et de centrifu-
gations successives a 100 xg pendant 5 min, ensuite
200 pL d’anticorps secondaires (par ex. chévre anti- Figure 5.2 Schéma illustrant le test
lapin) dilués a 0,1% et 200 uL. de DAPI a 2,5 pug/mL

sont rajoutés dans chaque tube sauf dans le controle

d’immunofluorescence indirecte avec
les deux controles négatifs utilisés

2. Apres une incubation de 30 min, les échantillons dans le projet.

sont lavés 3 fois et sont montés sur des lamelles de

microscope selon la méme procédure que les échantillons d’immunoplasmonique.

5.2.3 Imagerie

Une étape importante afin de pouvoir analyser les résultats de I'IP et I'IF est le choix de la
technique d’imagerie appropriée. Pour I'immunofluorescence, le montage était composé d’une
lampe a fluorescence montée sur un microscope inversé Eclipse Ti de Nikon (Mississauga,
ON, Canada) avec des filtres correspondants aux fluorophores utilisés, soit rouge, vert ou
bleu (RVB). Les images ont été prises avec une caméra CCD monochromatique QIClick de
QImaging (Surrey, BC, Canada) sous une magnification de 20x avec une ouverture numérique
de 0,45 et sous une illumination constante (temps d’exposition de 10 s pour le filtre rouge et
46 ms pour le filtre bleu). Les images ont ensuite été analysées avec le logiciel de traitement

d’images Fiji de ImagelJ.
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La procédure utilisée est la suivante :
— Trouver et dessiner le contour des cellules par une procédure semi-automatique.
— Mesurer la surface, la moyenne en intensité et la densité intégrée pour chaque cellule
ainsi que pour une zone proche de chaque cellule pour le background.
— Reporter les valeurs dans une feuille de calcul et utiliser la formule 5.1 pour le calcul
de l'intensité en fluorescence (adapté de [56]).
La valeur calculée, appelée fluorescence totale par cellule ou Corrected Total Cell Fluores-
cence en anglais (CTCF), correspond a l'intensité moyenne des cellules normalisée par leur
surface et dont le bruit a été soustrait [56]. La formule utilisée pour chaque cellule est indi-

quée ci-dessous et les valeurs moyennes des CTCF sont représentées a la figure 5.7a.

CTCF — Densité intégrée — (Moyenne des intensités du bruit x Surface)

5.1
Surface (5-1)

Plusieurs options étaient a disposition dans le laboratoire pour imager les échantillons d’im-
munoplasmonique. Le tableau 2.2 a la section 2.4.2 reprend ces différentes méthodes et leurs

avantages/inconvénients.

(a) Rétrodiffusion + transmission (b) Hlumination latérale

Figure 5.3 Comparaison d’images prises suivant deux types d’imageries. Echantillon : AuNPs-
PEG-anti CD44 sur des MDA-MB-231.

Pour leur simplicité d’utilisation et leur compatibilité avec les microscopes couramment uti-
lisés en pathologie, les techniques de rétrodiffusion et d’illumination latérale ont été utilisées
et comparées lors des expériences d’'immunomarquage. Les images représentées a la figure 5.3
sont le résultat d’un balayage selon la direction z sur environ 30 ym ou toutes les images ont

ensuite été projetées sur un méme plan (projection de l'intensité maximale). La microscopie
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en rétrodiffusion a été associée a une illumination en champ clair afin d’avoir une meilleure
visibilité de la membrane des cellules et de permettre la différentiation entre les NPs ad-
sorbées sur le substrat et les NPs sur les cellules. Cette méthode nécessite 1'utilisation d’un
objectif a huile, ici avec une magnification de 60x et une ouverture numérique modulable
jusqu’a 1,5. Un objectif sans huile avec une magnification de 60x et une ouverture numérique
modulable jusqu’a 0,7 a été utilisé pour prendre les images avec 'illumination latérale.

Pour chaque échantillon, au minimum 3 balayages selon 'axe z (en profondeur) d’environ 30
pm ont été effectués et chaque balayage contenait entre 4 et 15 cellules. La position dans
I’échantillon était aléatoire et assurait un grand nombre de cellules dans le champ du vi-
sion. Entre 30 et 60 cellules par échantillon ont été photographiées et comptabilisées pour le

comptage des nanoparticules.

5.3 Résultats

5.3.1 Modélisation de la sédimentation des nanoparticules dans un pétri de

cellules adhérentes

Dans le modele in vitro bidimensionnel de I'incubation de nanoparticules avec des cellules, un
des parametres déterminant sur la quantité de NPs absorbées par les cellules est la concen-
tration initiale en NPs. Or, puisque les cellules sont au fond d’un pétri, la concentration en
NPs qu’elles pergoivent n’est pas constante. D'un coté, elle diminue le phénomene d’interna-
lisation des NPs par les cellules et d'un autre coté elle augmente avec la sédimentation des
NPs avec la gravité. La diffusion tend cependant a contrebalancer ce processus mais elle n’est

pas suffisante pour certaines NPs.

Lors du design d’une expérience d’'immunomarquage de cellules avec des NPs, plusieurs pa-
rametres doivent étre mentionnés et pris en compte pour connaitre la concentration effective
de NPs proche des cellules : la concentration initiale, le volume ajouté, les dimensions du
pétri, la taille des NPs et le temps d’incubation. Lorsque ces parametres sont connus, il est
alors possible de reproduire I'expérience dans des conditions similaires avec d’autres types de
NPs. Pour modéliser ce phénomene, les formules présentées dans [42] ont été appliquées aux
AuNPs de 100nm utilisées dans ce projet. Leur article montre également que pour des NPs
plus larges qu'une vingtaine de nanometre, la sédimentation ’emporte sur la diffusion et il

est essentiel d’en tenir compte dans le modele 2D.
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Le schéma a la figure 5.4 illustre également
la modélisation de la sédimentation apres un

temps d’incubation t. Dans ce modele, des

™\
)

pétris & 6 puits de 9 em? ont été utilisés.
La hauteur H peut étre retrouvée facilement

PRI en calculant la hauteur que donne un mL de

O
o]
o)

liquide dans un puits; avec 1 mL correspon-

dant & 1 em? et en connaissant la surface du
%I ¢ puits on a I'égalité 1 em?/mL =9 em? x H,

on trouve alors que H vaut 0,111 cm/mL.

La vitesse de sédimentation des NPs a
été calculée a l'aide des équations 5.2 et
H 5.3 avec un diametre TEM de 100nm,

un diametre hydrodynamique de 115nm

pour des NPs nues, de 140nm pour des
NPs PEGylées et de 150nm pour des NPs
Figure 5.4 Schéma du processus de sédimen- fonctionnalisces avec du PEG et des an-
ticorps . Les vitesses de sédimentation
sont de 5,27 x 107" m/s, 2,85 x 1077
m/s et 2,66 x 1077 m/s pour les NPs

nues, PEGylées et fonctionnalisées respecti-

tation de AuNPs fonctionnalisées lors de I'in-
cubation dans un pétri de cellules. Différentes
données sont illustrées : H = hauteur, D = dia-

metre et t = temps d’incubation.
vement.

Ces vitesses ont été obtenues sous I’hypothese que la densité et la viscosité du milieu de

culture ont les mémes valeurs que 1’eau.

_ 29Apd;,
=~ on

olt g = 9,81 m/s? est la constante gravitationnelle, Ap = pyp—pn, est la différence des densités

v, (5.2)

des NPs et du milieu, d2 est le diametre hydrodynamique des NPs et n = 1073 Pa x s est la

viscosité du milieu.
pnp = pp(1 = Vi) + pauVs (5.3)

ot p, ~ 10° kg/m? est la densité des couches organiques en surface des NP (PEG, protéines,
anticorps, etc.), pay, = 19,3 x 10% kg/m? est la densité de l'or et V; est la fraction volumique

des NPs et est égal au ratio entre le volume du coeur obtenu par TEM (Transmission Elec-
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tron Microscopy) et le volume hydrodynamique obtenu par DLS (1 pour les NPs nues, 0,3644
pour les NPs PEGylées et 0,296 pour les NPs fonctionnalisées).

Dans le cas de nos pétris de 9 cm? contenant 1mL de AuNPs dans du milieu de culture, les
NPs les plus éloignées des cellules mettraient environ 35min (nues), 65min (PEG) ou 70min
(PEG-anticorps) pour parcourir la distance totale par sédimentation. Ces temps représentent
le temps d’incubation pour que la totalité des NPs aient atteint la surface des cellules et on
néglige ici l'effet de la diffusion et de I'ajout de protéines sur les NPs durant I'incubation

dans le milieu de culture.

Finalement, ce modele met en évidence I'un des effets de 'ajout de molécules organiques
sur des NPs d’or en solution, cela diminue leur vitesse de sédimentation mais pas suffisam-
ment pour pouvoir la négliger. Or, la sédimentation va créer un gradient de concentration
en NPs dans la solution et ceci doit étre pris en compte lors de ’adaptation de protocole
d’immunomarquage de cellules en pétri. Dans ce projet, pour avoir plus de liberté et pouvoir
uniformiser les conditions d’incubation pour n’importe quel type de nanoparticules, I'incu-
bation a été réalisée sur des cellules en suspension avec une action de mélange pour assurer

une répartition homogene des cellules et des NPs.

5.3.2 Intéraction nanoparticules/sérum humain

Les résultats de cette étude révelent d’importantes informations. Ici, il était intéressant de
comparer les différents types de nanoparticules, dont la composition et la charge en surface
variaient et pouvaient influencer leur interaction avec les protéines du sérum. Premierement,
I’addition de protéines sur les NPs est souvent suivie d'un décalage dans la position du pic
plasmon. Les positions des pics plasmons des différents échantillons sont reprises dans le ta-
bleau 5.2. Etonnamment, il a été trouvé que le décalage est plus important lorsque les NPs
étaient incubées avec du sérum dilué, surtout pour les NPs non PEGylées. En observant
les données récoltées par DLS, notamment l'indice de polydispersité, on voit que la majo-
rité des échantillons incubés avec le sérum dilué ont subi de I'agglomération (IPD au dela
de 0,4 sauf pour les NP d’alliages PEGylées). En accord avec ce qui est mentionné dans la
littérature, apres incubation avec le sérum toutes les nanoparticules adoptent ou conservent
une charge négative en surface [57]. Il faut noter que la taille hydrodynamique n’a pas été
mesurée pour les AuNR car ceux-ci ont une forme allongée qui rend difficile I'interprétation
des valeurs de diametre moyen. En conclusion, I'incubation des NPs avec du sérum humain

plus dilué provoque une instabilité et une agglomération des nanoparticules, ce qui pose pro-
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bléme pour leur utilisation dans une application d’immunomarquage. Contre toutes attentes,
il semblerait qu'une plus forte concentration de sérum limite I'adsorption de protéines sur
les nanoparticules et ces derniéres conservent une meilleure stabilité. Puisque ce cas de fi-
gure est plus proche de la réalité, 'utilisation de sérum non dilué a été choisie pour les tests
d’immunoplasmonique. Une hypothese sur I'explication de ce phénomene est que le sérum
dilué serait moins visqueux et le contact entre les protéines et les nanoparticules serait plus

favorable.

Tableau 5.2 Position du pic plasmon pour trois types de nanoparticules, avec ou sans PEG,
incubées dans différentes concentrations de sérum humain (HS).

A (nm) | Controle | HS non dilué | HS dilué¢ 10x

AuNP
Citrate 595,95 566 270
PEG 570 YU 585
AuAgNP
Citrate 519 529 537
PEG 523 525 529
AuNR
CTAB 616 620 627,5
PEG 613,5 613,5 620
2000 60
OAUNP o OAUNP
_ SAUAgNP 1439 40 AuAgNP
E 1500 1312 I @AUNR
2 W $20
s E
§ g 4
%1000 xo §E’ N
g g N\
B 8 H U U -0
° $.20 -14 -15-15" -14-14
% 500 28
e 32.6 270 260 220 40
108122 120\ N\ 154 147 47
0 ‘—\ } l—l Ht :‘ ’_| 1 \ l 1 0 Contréle Contréle  HS non dilué HS non dilué HS dilué 10x HS dilué 10x
Controle  Controle HS non diluéHS non diluéHS dilué 10xHS dilué 10x (Citrate or (PEG) (Citrate ou (PEG) (Citrate ou (PEG)
(Citrate) (PEG) (Citrate) (PEG) (Citrate) (PEG) CTAB) CTAB) CTAB)
(a) (b)

Figure 5.5 Taille et potentiel zeta mesuré par DLS pour différentes nanoparticules fonc-
tionnalisées ou non avec du PEG et incubées avec du sérum humain & deux concentrations
différentes.
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Figure 5.6 Spectres de nanoparticules avec ou sans PEG apres 1h d’incubation avec du sérum
humain (HS) & deux concentrations différentes.
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5.3.3 Immunoplasmonique et immunofluorescence

Les valeurs obtenues de I'essai en immunofluorescence et des 3 expériences d’immunoplasmo-
nique sur les MDA-MB-231, MDA-MB-453 et les BT-474 sont toutes illustrées a la figure 5.7.
Des images représentatives des échantillons d’immunofluorescence et d’immunoplasmonique
sont montrées aux figures 5.8 et 5.9 respectivement. L’expression des antigenes relative a
chaque lignée cellulaire (cfr. figures 5.7a et 5.8) est résumée qualitativement dans le tableau
5.3 et comparée aux informations du tableau 5.1. Les valeurs obtenues pour les MDA-MB-
453 et les BT-474, deux lignées supposées HER2 positives, sont assez cohérentes avec la
littérature mais les valeurs obtenues pour les MDA-MB-231 sont contradictoires. En effet, les
MDA-MB-231 sont réputées pour avoir le phénotype de cellules souches (CD44" /C D24/ )
alors qu’ici elles ont un phénotype C' D441 /C'D24™, plutot caractéristique de lignées cellu-
laires faiblement invasives [54]. Globalement, l'expression de CD44 semble assez faible dans
toutes les cellules. Les hypotheses pouvant expliquer ces incohérences seront discutées dans

le chapitre 6.

Tableau 5.3 Résumé des expressions de CD44, HER2 et CD24 dans 3 lignées cellulaires telles
que mesurées en immunofluorescence. Les symboles sont qualitatifs et ceux entre parentheéses
sont tirés de la littérature [16-18,54] : ++ surexpression ; — faible expression ; / pas d’expres-
sion ; 7 donnée manquante.

| CD44 | HER2 | CD24
MDA-MB-231 || + (++) — (/) ++ (/)
MDA-MB-453 || — (7) + (++) +4 (7))
BT-474 — () | D) | )

Les résultats de I'IF et les résultats de I'IP sur les cellules correspondantes sont ce qu’il est
important de comparer ici. Pour les MDA-MB-231 par exemple (cfr. figure 5.7¢), on trouve
une tres bonne concordance entre les deux pour ’expérience sans sérum humain malgré un
niveau de HER2 plus élevé que prévu. L’addition de sérum humain résulte généralement
en une diminution du nombre de NPs par cellule et dans le cas des MDA-MB-231, cela af-
fecte particulierement les AuNPs-PEG-anti CD44 et AuNPs-PEG-anti CD24. Par contre, les
AuNPs-PEG-anti CD24 ont donné des résultats négatifs pour les MDA-MB-453 et les BT-
474 qui sont CD24 positives selon I'TF. Pour les BT-474 (cfr. figure 5.7d), un faible nombre
de nanoparticules a été observé sur les cellules peu importe la fonctionnalisation, ce qui est

étonnant vu la forte présence de HER2 et de CD24 mesurée en IF.



OMDA-MB-453
g 20 = MDA-MB-231
3 ©BT-474
E
o
2
3 15
5
2 .
3 10 o
Q
g
il
g
5 ° ,
L 1
o &
. N .
CD44 HER2
(a) Immunofluorescence
14
12 : e
o
=]
T 10
(=]
o
5 -
g
o
o
=
% B
¢
0
E 4
o
=
2
0 ) -
Contrdle CD44 HER2 CD24

(b) Immunoplasmonique sur MDA-MB-231

20
_ 453_CD24
3 ‘ BT474_CD24
@
= -
215
'y
G
=
Q
8 -

1 —5 231_0D24
§ 10 BT474_HERZ e =h
0w 1
e
S
S Lau:tm
2 5 e T —

2 453 HER2
E a1 Coney g, BTA74COM—— {4 ‘
= 31_Control g 1
t " 23 HER2
i.—dSS_CUntrpl V- |
0 . BT474 Controll 453 _CD44

0 2 4 6 8 10 12
Immunoplasmonique (AUNPs/Cellule)

(e) Corrélation IF /IP sans sérum humain

=

MNombre de NPs par cellule

-

]

=

29

'

CD24

Contréle CD44 HERZ2

(¢) Immunoplasmonique sur MDA-MB-453

14

s @ L] =] 5]

Nombre de NPs par cellule

(X}

20

10

Immunofluorescence (CTCF/pixels?)

) e I I L
Contrile CD44 HER2 CcD24
(d) Immunoplasmonique sur BT-474
453_cD24| 1
i
] "I TBra7a_cp2s
- ‘*EM_HEHZ 231_CD24
|
231 (D44
1453_HER2
BT474_CD44 231_HERZ
231_Control —p—
[ o:453_Control | 453 (D44
= BT474 Control ; .
o 2 4 6 8 10

Immunoplasmonique (AuNPs/Cellule)

(f) Corrélation IF/IP avec sérum humain

Figure 5.7 Immunofluorescence et Immunoplasmonique sur les 3 lignées cellulaires étudiées.
Les barres noires sur les images (b-d) représentent les échantillons incubés avec du sérum

humain. (* p<0,05 et ** p<0,01)
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Malgré le faible nombre de nanoparticules, le rapport signal sur bruit est tres bon car dans
le cas des controdles négatifs (AuNPs-PEG-COOH) il y a tres peu d’attachement avec moins
d’une NP par cellule en moyenne et les résultats du test statistique ANOVA a donné des
p-value inférieure a 0,001 pour tous les échantillons de NPs avec anticorps comparés aux NPs
uniquement PEGylées. Les images représentatives a la figure 5.9 démontrent de 1’homogé-
néité des controles négatifs ou beaucoup de cellules étaient dépourvues de nanoparticules. Ce

résultat confirme la spécificité du signal obtenu avec les AuNPs fonctionnalisées.

En représentant les résultats de I'IF et de I'IP pour chaque condition sur un graphique (cfr.
figures 5.7e et 5.7f), on remarque une assez bonne corrélation entre les deux sauf pour trois
échantillons : le CD24 sur les MDA-MB-453 ainsi que le HER2 et le CD24 sur les BT-474.
Pour ces 3 conditions, les valeurs obtenues en IP sont trop basses par rapport a l'intensité

mesurée en [F et cela en présence de sérum humain ou non.

Controle 1 CD44 HER2 CD24

MDA-MB-453

MDA-MB-231

BT-474

Figure 5.8 Images représentatives de 'essai d’immunofluorescence sur les MDA-MB-453 (A-
D), MDA-MB-231 (E-H) et les BT-474 (I-L). De gauche a droite, les colonnes correspondent
au controle négatif 1 puis au ciblage du CD44, du HER2 et du CD24 respectivement.
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Contréles négatifs AuNPs-PEG-anticorps

Anti-CD44

MDA-MB-231
Anti-HER2
MDA-MB-453
Anti-CD24
BT-474

Figure 5.9 Images représentatives de I'essai d’immunoplasmonique en ’absence de serum hu-
main. Controles avec des AuNPs-PEG-COOH (A-C-E), AuNPs-PEG-anti CD44 (B), AuNPs-
PEG-anti HER2 (D) et AuNPs-PEG-anti CD24 (F).
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CHAPITRE 6 DISCUSSION GENERALE

En ce qui concerne la fonctionnalisation, trois protocoles ont été adaptés, testés et comparés.
Un résumé de leurs principales caractéristiques est présenté au tableau 6.1. Le critere de
stabilité du groupe fonctionnel est basé sur sa facilité d’entreposage et de manipulation a sec
mais aussi son temps de vie en milieu aqueux. Les esters de type NHS sont rapidement hy-
drolysés en milieu aqueux. Dans le protocole NHS, ou le groupement NHS est déja conjugué
sur le PEG thiolé, le groupement peut également s’hydrolyser et se détériorer avec le temps
a cause de I’humidité dans I’air s’il n’est pas entreposé correctement. La difficulté relative est
liée aux procédures en tant que telles, selon le nombre d’étapes nécessaires et les équipements
requis (par exemple, les filtres a ultracentrifugation dans le protocole d’'Hydrazide). L’avan-
tage des protocoles de NHS et Hydrazide est que la conjugaison des anticorps est découplée
de la conjugaison des nanoparticules, ce qui permet de réaliser la premiere étape a l'avance
et de stocker les anticorps conjugués durant une plus longue période dans les conditions op-
timales pour leur entreposage. L’efficacité relative des protocoles concerne le recouvrement
en anticorps qui est déduit des résultats des tests de caractérisation et de quantification des

nanoparticules fonctionnalisées.

Tableau 6.1 Comparatif qualitatif des trois approches de fonctionnalisation adaptées et testées
dans ce projet.

| EDC/NHS | NHS \ Hydrazide
Molécule cible sur I’Ac || Amines primaires | Amines primaires Aldéhydes
(sucres oxydés)
Stabilité du
groupe fonctionnel Moyenne Faible Bonne
Orientation des Ac Aléatoire Aléatoire Lié par domaine Fc
Difficulté relative Facile Moyenne Difficile
Stockage Idem NPs Possible de stocker | Possible de stocker
NPs et Ac-PEG-SH | NPs et Ac-PEG-SH
séparément, séparément
Efficacité relative +++ ++ +
Durée du protocole ~ 20 h ~7h ~ Th

Le protocole d’EDC-NHS est tres reproductible, facile a maitriser et présente I'avantage de
pouvoir étre appliqué avec n’importe quel anticorps mais il nécessite d’étre amélioré car
certains problemes y sont liés. Notamment, lors de la purification des nanoparticules par

centrifugation il y a une forte diminution de leur concentration. Cet effet est peu rapporté
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dans la littérature mais a été observé tout au long de ce projet et par d’autres personnes
travaillant sur la fonctionnalisation de nanoparticules dans le laboratoire (notamment Kurt
Ebeling dans le cadre de sa maitrise recherche). D’une part, I'ajout de PEG et d’anticorps
augmente la solubilité des NPs, ce qui rend leur sédimentation plus difficile et d’autre part,
malgré 'usage de tubes a faible affinité, les NPs adherent fortement aux parois des tubes du-
rant les étapes de centrifugation et ne sont pas toutes relarguées dans la solution apres avoir
été soniquées. Cet effet d’adhésion aux parois est encore mal compris mais souléve plusieurs
hypotheses. Selon toute vraisemblance, cet effet se manifeste surtout dans les échantillons qui
contiennent des anticorps. Les anticorps et les protéines peuvent s’adsorber physiquement sur
beaucoup de surfaces (cette propriété est d’ailleurs utilisée dans les tests de type ELISA) et
sont moins stables que les nanoparticules, il est donc possible que 'ajout de protéines ou
d’anticorps induit une interaction accrue des NPs avec les parois en plastique. Cela s’accord
avec le fait que le phénomene n’est pas observé pour les AuNPs-PEG-COOH. Pour pallier
ce probleme, l'utilisation de sonicateur plus puissant ou l’ajout de surfactants comme du
Tween20 pourraient limiter la perte de nanoparticules. Une étude mérite d’étre faite afin de

trouver les conditions de centrifugation optimales.

Cependant, bien que la méthode de purification soit facile et rapide, elle n’est pas tres effi-
cace pour séparer les anticorps libres en solution des nanoparticules. Comme I’a démontré le
résultat de quantification des anticorps sur les AuNPs a la section 4, il semble que lorsque la
concentration en anticorps libres en solution est élevée, les lavages par centrifugation ne sont
pas tres efficaces. De plus, la technique de quantification présente le gros désavantage de ne
pas faire la distinction entre anticorps liés et anticorps libres en solution. Cette technique est
simple et rapide mais surestime le nombre d’anticorps par AuNPs. Il a été constaté également
que les mesures ne peuvent pas se baser uniquement sur la soustraction de ce qui se trouve
dans le surnageant puisqu’il y a une légere perte d’anticorps durant l'incubation. En effet,
le tableau 4.1 montre que la masse totale d’anticorps des surnageants et des échantillons est
inférieure a la valeur théoriquement ajoutée aux échantillons. Il est difficile de trouver des
méthodes de quantification rapides et précises pour le nombre d’anticorps sur les nanoparti-
cules. A condition que D'étape de purification soit trés efficace, la quantification décrite dans

ce rapport serait une tres bonne pratique.

Concernant I'immunomarquage, un regard critique doit étre porté sur les résultats obtenus.
Tout d’abord, la comparaison entre I'immunofluorescence et I'immunoplasmonique a été réa-
lisée dans des expériences indépendantes, parfois avec un passage cellulaire de décalage, ce

qui peut expliquer des variations entre 1’expression des antigenes mesurée en IF et en IP.
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Idéalement, il faudrait que ces tests soient standardisés et effectués en paralléle sur le méme
passage de cellules. L’expression des protéines transmembranaires peut varier en fonction
de la phase du cycle ou se trouvent les cellules (ex. a confluence I'expression des protéines
de croissance peut diminuer) et du milieu de culture dans lequel elles sont cultivées [16].
En outre, cela peut expliquer les différences entre les différents résultats rapportés dans la
littérature et ceux observés dans ce projet (cfr. tableau 5.3). D’autres facteurs pouvant expli-
quer ces différences proviennent de la méthode de détection. L'immunofluorescence ou I'THC
implique le choix d’anticorps qui vont marquer les cellules et ce choix la est déterminant
pour pouvoir établir un diagnostic fiable [3]. Généralement, pour augmenter la spécificité, si
des anticorps monoclonaux sont disponibles ils seront préférés aux polyclonaux. La nature
des anticorps utilisés pour la détection a aussi un impact sur le résultat. D’ailleurs, un test
complémentaire d’immunofluorescence a été réalisé sur la lignée cellulaire MDA-MB-231, ou
les cellules avait subi un faible nombre de passages. La figure 6.1 montre notamment que
I’anti-CD44 polyclonal donne un bien meilleur signal que 1’anti-CD44 monoclonal. Aussi, le
niveau de CD24 est différent. C’est pourquoi il est essentiel d’effectuer les expériences d’'IF

et d’'IP le méme jour.

N
=]

®© N o

IS

Corrected total cell fluorescence (a.u./pixels?)

L m

CD44 (monoclonal) CD44 (polyclonal) HER2 CD24

Figure 6.1 Essai d’'immunofluorescence sur les MDA-MB-231 a faible nombre de passage
cellulaire.

Dans ce projet, I'objectif était de simuler les échantillons de cytopathologie ou les cellules
étaient en suspension afin de contourner les limites du modele in vitro en 2 dimensions ou
les interactions entre les cellules sont réduites. Pour cela, les cellules ont été détachées de
leur substrat a I'aide de trypsine qui clive les protéines membranaires d’adhésion. Or, la
trypsine risque également d’affecter les antigenes d’intéréts et en compliquer la détection. Un

groupe a évalué les altérations causées par la trypsine sur certaines protéines de deux lignées
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cellulaires (MCF7 et HeLa). Leurs résultats démontrent que toutes les protéines subissaient
un changement d’expression suite a la trypsinisation (augmentation ou diminution) et que
cette perturbation se prolongeait jusqu’a plus de 24h apres le transfert des cellules dans un
milieu de culture frais [58]. Ce facteur peut entre autres expliquer la mesure anormalement
élevée de CD24 chez les MDA-MB-231 ou la baisse d’expression du CD44 par rapport a leur
phénotype classique. Une solution a ce probléeme pourrait étre de détacher les cellules avec
une solution dépourvue d’enzyme (a base de EDTA, collagénase ou un mélange disponible

commercialement) ou d’établir la preuve de concept avec des cellules flottantes naturellement.

Un autre aspect qui a été abordé est 'ajout de sérum humain en vue de tester 'efficacité du
ciblage par les AuNPs en milieu complexe. L’incubation des AuNPs dans le sérum mene a la
création d’une couronne de protéines autour d’elles qui peu en altérer les propriétés de surface
(le potentiel zéta par exemple). Il est encore mal compris dans quelle mesure cette couronne
de protéines affecte 'interaction anticorps-antigéne mais cela mene vraisemblablement a une
diminution de I'affinité ou de I'accessibilité des anticorps. Globalement, malgré la diminution
du nombre de nanoparticules attachées, le sérum humain n’a pas eu d’effet drastique sur
la corrélation entre I'IF et I'IP comme 'ont démontrées les figures 5.7¢ et 5.7f. Cependant,
I’action du sérum humain est ici couplée a celle du sérum bovin déja présent dans le milieu
de culture des cellules. Or, des tests effectués sur des nanoparticules polymériques ont dé-
montré des différences de composition en surface apres incubation avec du sérum humain ou
bovin [59]. Il est donc difficile de prédire avec précision le comportement des AuNPs fonc-
tionnalisées dans un échantillon de cytopathologie frais car ceux-ci sont composés d’un milieu

tres complexe (protéines, fibres, graisse, sang, etc.) susceptible d’interagir avec les AuNPs.
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CHAPITRE 7 CONCLUSION ET RECOMMANDATION

7.1 Synthese des travaux

Le but initial du projet était de concevoir un protocole d’'immunomarquage de cellules in
vitro pour le diagnostic cytopathologique du cancer du sein a 1’aide de nanoparticules plas-
moniques fonctionnalisées. Plusieurs protocoles de fonctionnalisation ont été testés sur des
nanoparticules d’or (AuNPs) de 100nm de diameétre et chacun d’eux est efficace pour lier
des anticorps sur les AuNPs. Ces protocoles utilisent des dérivés de PEG thiolés avec des
groupes fonctionnels se liant & des molécules différentes sur les anticorps : 1. COOH (ensuite
activé par I'addition de EDC/NHS), 2. NHS et 3. Hydrazide. Le premier protocole, nommé
EDC/NHS, a été choisi pour poursuivre les procédures d’'immunomarquage car les réactifs
sont plus stables, il est trés reproductible et les résultats de la caractérisation des AuNPs
(spectres d’absorbance, DLS, imagerie...) indiquent une meilleure couverture de la surface
en PEG et en anticorps. Le protocole d’immunomarquage des cellules a 'aide des AuNPs
fonctionnalisées, appelé immunoplasmonique (IP), a été testé sur trois lignées cellulaires du
cancer du sein (MDA-MB-231, MDA-MB-453 et BT-474) en ciblant trois antigenes différents
(CD44, HER2 et CD24). La méthode a été comparée a une technique standard similaire a
I'immunohistochimie qui est I'immunofluorescence (IF), avec dans les deux cas les incuba-
tions réalisées sur les cellules mises en suspension. Globalement, une bonne corrélation a été
trouvée entre I'IF' et I'IP mais les résultats n’ont pas été concluants pour la lignée BT-474.
L’expérience a aussi été réalisée en présence de sérum humain afin de simuler des conditions
réelles et cela a conduit a une diminution du nombre de AuNPs par cellule mais sans altérer

la corrélation avec I'IF.

7.2 Ameéliorations et travaux futurs

En vue d’obtenir une méthode de diagnostic fiable et commercialisable, plusieurs étapes

restent a réaliser.

Controéle de l'internalisation des nanoparticules

Un des défis que pose la méthode d’'immunomarquage sur des cellules vivantes vient de la
nature des interactions entre les nanoparticules et les cellules. En effet, comme pour les ap-
plications en in wvivo, les cellules sont actives et ont tendance a internaliser plus ou moins

facilement les nanoparticules par endocytose ou d’autre modes d’absorption [41]. Or, si les
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NPs se trouvent a l'intérieur des cellules, elles deviennent plus difficiles a détecter par les
méthodes d’imagerie présentées dans ce projet et cela peut fausser les résultats du marquage.
Cet effet d’internalisation peut cependant étre régulé avec la température et le temps d’incu-
bation mais cela reste un parametre difficile a controler. De plus, la mise en suspension des

cellules avant 'incubation peut également en altérer I'activité.

Augmentation du nombre de nanoparticules par cellule

Le protocole d’'immunoplasmonique utilisé résulte en un faible nombre de nanoparticules par
cellules. Malgré que cette valeur soit significative par rapport au controle négatif (p<0,01 pour
la mesure de tous les antigenes), il est difficile d’établir des seuils de positivité/négativité avec
de si faibles valeurs numériques. D’autres études qui ont été menées par le passé sur des pétris
de cellules adhérentes ont montré qu’il était possible d’avoir un grand nombre de nanoparti-

cules sur les cellules tout en gardant une bonne spécificité du signal [25].

Optimisation de la fonctionnalisation

Des améliorations sont également a faire au niveau du protocole de fonctionnalisation afin
d’améliorer le rendement du nombre d’anticorps conjugués, de limiter la perte de nanopar-
ticules durant le processus en jouant sur la méthode de purification et il sera également

nécessaire de ’adapter pour d’autres nanoparticules.

Mesure de P’activité des anticorps

Parmi les controles qualité effectués sur les nanoparticules, il manque un test rapide et fiable
pour rendre compte de I'activité des anticorps sur les nanoparticules. Ainsi, leur durée de

conservation pourra étre établie avec plus de précision.

Standardisation

Une étude cruciale est a mener avant de pouvoir se fier aux résultats sur des échantillons de
patients : il faut établir une standardisation des procédés d’'immunoplasmonique et créer des
nouveaux seuils de positivité basés sur la quantification des nanoparticules. Cette quantifi-
cation devra idéalement étre semi-automatisée car un comptage manuel augmente la subjec-

tivité et la marge d’erreur.
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Tests en co-culture

Une fois que ces étapes seront maitrisées, il faudra réaliser des tests d’'immunoplasmonique
sur des cellules en co-culture avec différentes nanoparticules fonctionnalisées avec différents
anticorps et démontrer avec plus de robustesse l'efficacité du multiplexage. La finalité reste

de tester ensuite ces protocoles sur des réels échantillons de biopsie issu de patients.
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ANNEXE A IMAGERIE EN FLUORESCENCE DES NANOPARTICULES
D’0OR FONCTIONNALISEES AVEC LES PROTOCOLES NHS ET
HYDRAZIDE

AuNPs (Backscattering) Goat anti-Rabbit-Cy3 (Red filter)

| Colocalization (Red + Green) : _ “ Colocalized pixels

Figure A.1 Imagerie des nanoparticules d’or fonctionnalisées avec un IgG chevre anti-lapin
(Cy3) selon le protocole NHS. Les couleurs sont ajoutées artificiellement avec le logiciel Fiji.
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AuNPs (Backscattering) Goat anti-Rabbit-AF488 (Green Filter)

“* Colocalization (Red+Green) - ' Colocalized points

Figure A.2 Imagerie des nanoparticules d’or fonctionnalisées avec un IgG chévre anti-lapin
(Alexa Fluor 488) selon le protocole Hydrazide. Les couleurs sont ajoutées artificiellement
avec le logiciel Fiji.
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