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Abstract

La fonctionnalisation des surfaces a l’aide des protéines est un atout majeur
dans de nombreuses applications. Toutefois, I’adsorption des protéines en solution
aqueuse sur les surfaces présente quelques limitations telles que des changements
conformationnels subis par la protéine ou le développement d’une monocouche.
L’alternative présentée dans ce travail repose sur le dépot des protéines en phase
gazeuse. Elle se base sur le principe des faisceaux d’ions d’argon dirigés sur une
cible de protéines. Apres I'impact, les molécules émises sont récupérées sur un
collecteur. Bien que le transfert des protéines de la cible au collecteur soit confirmé,
la quantification des protéines déposées en phase gazeuse reste un défi. Ce travail se
concentre sur la bradykinine (~1 kDa), le lysozyme (~14 kDa) et la trypsine (~24
kDa). Dans un premier temps, la bradykinine et le lysozyme sont transférés sur
des films de polyéthylene. La quantification est facilitée car elle évite les problémes
techniques liés au silicium rencontrés durant la construction du test. Ensuite, le
développement de couches sacrificielles en tréhalose et de couches fonctionnelles en
polyéthylene glycol a pour but d’encourager le relargage des protéines en solution
pour permettre les tests de quantification sur ces solutions. La couche de tréhalose
se solubilise dans 'eau et largue de cette maniere les protéines déposées a sa surface.
D’un autre coté, le polyéthyléne repousse les protéines en solution. Finalement,
la détection de trypsine transférée sur des films de polyéthylene est un succes.
Elle est suivie par un test d’activité sur des transferts supplémentaires réalisés
également sur films de polyéthylene. Malgré la présence de quelques incohérences
et le développement des couches sacrificielles ou fonctionnelles qui nécessite une
amélioration, les résultats obtenus sont prometteurs. Chaque transfert des protéines
réalisé est confirmé et des tendances sont déterminées a partir de la quantification
de la matiere transférée.
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Introduction

Contexte

Depuis son apparition sur Terre, 'Homme utilise quotidiennement les matériaux
qui 'entourent. Différents types de matériaux comme le bois, la pierre ou le métal
sont utilisés pour créer une multitude de choses et d’objets tels que des abris pour
se protéger du climat ou des armes destinées a la chasse. Aujourd’hui, la quantité
d’objets créés et utilisés chaque jour est telle qu'on ne pourrait plus les compter
(gsm, couverts, vétements, etc.).

Un domaine dans lequel I’étude des matériaux est devenue incontournable est celui
de la médecine. Depuis toujours, I'Homme cherche a soigner ses maladies et a guérir
ses blessures, allant méme jusqu’a remplacer, si besoin, une partie de son corps par
I'un ou l'autre matériau. Au début, il y avait la jambe de bois, 1'ceil de verre, ou le
crochet pour remplacer la main. Grace a la recherche et au progres, la médecine,
comme les autres sciences, se développe, élargit son champ de connaissances et
s’aventure toujours plus loin, quand c’est nécessaire, dans le remplacement de
tout ou partie d’organes ou de structures biomécaniques du corps humain par
des matériaux nouveaux et complexes. Le défi est que ceux-ci doivent respecter
nombre de conditions, notamment en matiere de résistance et de biocompatibilité.
En remontant dans le temps, des chercheurs ont découvert que déja en Egypte
antique, des tentatives d’implantations de dents en ivoire ou en bois ont été réalisées.
Néanmoins, c’est seulement en 1900 que, de maniere scientifiquement prouvées,
les premieres implantations ont réussi. Il s’agissait de 'introduction de plaques
osseuses pour aider a la fixation des os lors de fractures. Ces implants sont en
développement continu pour répondre aux différents besoins de la société. Pour
illustrer un autre exemple, & la Figure [I] une hanche artificielle développée par
Mutars® est représentée. [1]

Depuis, les matériaux utiles a la réparation et a la régénération du corps humain
sont nommés "biomatériaux". Selon le consensus accepté a la conférence de Chester
en 1991, un biomatériau est "un matériau non vivant, utilisé dans un dispositif
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médical et con¢u pour interagir avec des systemes biologiques, qu’il participe a
la constitution d’un appareillage a visée diagnostique ou a celle d’un substitut de
tissu ou d’organe, ou encore d celle d’un dispositif de suppléance (ou assistance)
fonctionnelle". [1]

Utilisés dans des domaines médicaux divers (dentaire, vétérinaire, chirurgical, etc),
tout type de matériau doit cependant étre adapté a 'application visée et doit étre
capable de résister aux charges et contraintes de la partie qu’il remplace ou soutient.
Les polymeres, céramiques, métaux et composites sont étudiés pour répondre a ces
besoins. [1] [2]

[ ==

FIGURE 1 — Prothese de hanche Mutars® développée pour le remplacement d’une
hanche. [3]

La partie la plus importante de ces applications/biomatériaux est leur surface, car
c’est avec celles-ci que se fait le contact avec le corps humain. L’interaction corps
humain/matériau est étudiée depuis longtemps, non seulement pour comprendre
et respecter les conditions de biocompatibilité, mais également pour investiguer
la colonisation des surfaces par les protéines du corps qui vont s’y greffer. Ces
protéines adsorbées déterminent 1’adhésion cellulaire ou la réponse inflammatoire
au biomatériau implanté dans le corps humain. [4] Dans le cadre de ce mémoire,
des protéines seront utilisées pour fonctionnaliser des surfaces.

Question de recherche

La fonctionnalisation de surface a I'aide de protéines est importante pour I’étude
des biomatériaux et fait I’'objet de nombreuses recherches scientifiques. Ces couches
de protéines sur les surfaces sont principalement formées par adsorption en solution
aqueuse qui présente cependant des limitations. C’est la raison pour laquelle les
faisceaux d’agrégats ionisés d’argon sont utilisés pour transférer des protéines sur
une surface dans ce travail.
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La quantification de la masse transférée qui compose ces couches n’a pas encore été
résolue. Des lors, ce mémoire vise le transfert de protéines sur différents types de
substrat dans le but de faciliter la réalisation de tests biologiques de quantification.

Organisation

En vue de répondre a la question de recherche, ce mémoire s’articule en six cha-
pitres. Le premier chapitre décrit les protéines de maniere générale ainsi que les
comportements qu’elles adoptent lors de ’adsorption sur une surface. L’adsorp-
tion en solution aqueuse présente plusieurs limitations qui sont également identifiées.

Ces limitations en solution aqueuse suscitent un intérét pour trouver une méthode
alternative en vue de réaliser des couches de biomolécules sur une surface. Par
conséquent, le deuxieme chapitre porte sur le développement de méthodes de dépot
de molécules en phase gazeuse. Le soft-landing utilisant la spectrométrie de masse
est abordé. Néanmoins, il présente aussi certains inconvénients. Pour y pallier, la
technologie des faisceaux d’ions est préférée. Ces faisceaux constituant la méthode
de choix pour transférer des biomolécules sont présentés dans les dernieres sections
de ce chapitre.

Le troisieme chapitre explique de maniere plus précise les objectifs et la stratégie
entreprise pour tenter de répondre a la problématique. L’ensemble des matériaux,
des méthodes d’analyse et des tests biochimiques réalisés a travers les expérimenta-
tions et manipulations est détaillé dans le quatrieme chapitre. Ensuite, une analyse
et une discussion sur les multiples transferts réalisés sur différents substrats (en
polymere ou métallique, fonctionnalisé ou non) sont entreprises dans le cinquieme
chapitre.

Pour finir, le sixiéme chapitre résume la problématique, les résultats trouvés ainsi
que les difficultés auxquelles il a fallu faire face. Des pistes d’amélioration sont
aussi proposées dans le but de résoudre les problemes rencontrés.



Chapitre 1

Adsorption des protéines

Dans ce chapitre, une introduction générale aux protéines permet de mieux com-
prendre la maniere dont elles s’adsorbent sur une surface. Toutefois, ’adsorption
en solution aqueuse des protéines présente quelques limitations qui sont décrites
dans la troisieme section.

1.1 Les protéines

Dix mille; c’est le nombre moyen de protéines différentes par cellule dans notre
corps. [5] Les protéines sont en réalité la base du vivant, car elles remplissent un
nombre important de fonctions au sein de la cellule et par conséquent d’un tissu.
Par exemple, les enzymes assurent le role de catalyseurs dans certains processus,
elles accélerent les réactions. [6]

L’usage des protéines est maintenant d’application dans des domaines nombreux
et variés. L’exemple du collagene (Figure en cosmétique est a relever. Cette
protéine constitue la base d’un ensemble de tissus tels que la peau, le tissu osseux
ou le cartilage. Des lors, les chercheurs ont étudié cette protéine et ont découvert
sa relation avec le vieillissement de la peau et l'apparition des rides. Lorsqu’il
se dégrade avec le temps et donc avec 1’age, le collagéne voit son épaisseur et sa
résistance diminuer, des lors le role de soutien qu’il joue dans les tissus s’en trouve
sensiblement affecté. Crémes pour la peau, compléments alimentaires pour les os et
cartilages... ont vu le jour pour tenter de donner une seconde jeunesse aux tissus
du corps humain. [7][g]

Etudiées également dans le domaine de ’emballage alimentaire, parmi d’autres
constituants (polysaccharides et lipides), les protéines sont utilisées comme maté-
riaux pour la fabrication de polymeres comestibles requis pour 1’enrobage d’aliments
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sans qu'il y ait de risque pour la santé des étres vivants (humains et animaux). ﬂgﬂ

e >

FIGURE 1.1 — Structure de la protéine de collagene. ||

Pas plus grandes que quelques nanometres en général, elles sont toutes différentes de
par leur forme, taille, structure ainsi que par leur repliement défini par les structures
secondaire et tertiaire. C’est ce repliement qui va décider de la répartition des charges
positives et négatives au sein de la protéine repliée, tout comme de 'orientation et
de I'exposition des groupements hydrophiles et hydrophobes qui la constituent. La
disposition de ces différents groupes joue un role important dans ’adsorption des
protéines sur une surface. La structure tertiaire définit le repliement spatial
final des structures secondaires prises par la molécule. Les structures secondaires
sont souvent régulieres et périodiques, et constituent le repliement spatial de parties
de la structure primaire (la séquence d’acides aminés). Les sites spécifiques qui
permettent les fonctions biologiques de la protéine sont alors apparents. Les
différentes structures d’une protéine sont reprises a la Figure 110]
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FIGURE 1.2 — De gauche a droite : Lien peptidique qui lie les acides aminés
constituant la structure primaire de la protéine; structure tertiaire qui dispose

spatialement les structures secondaires (hélice alpha et feuillets beta) ; structure
quaternaire qui lie plusieurs protéines dans leur structure tertiaire. |\
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Il est toutefois important de souligner que la protéine remplira ses fonctions
biologiques uniquement repliée (dans sa conformation native), elle est alors dite
"active". Au contraire, si pour certaines raisons elle était dépliée, elle serait dite
"dénaturée" ou dans un "état dénaturé" et n’assurerait plus ses roles. Lorsqu’on
manipule des protéines, il est donc important de faire attention a leur stabilité afin
de les garder dans leur état actif. La protéine se dénature généralement par I'action
de la température ou d'un dénaturant chimique. Pour des protéines naturellement
trés stable, il peut étre nécessaire d’utiliser les deux manieres pour arriver a la
dénaturation. C’est le cas des protéines thermophiles qui ne se dénaturent pas a
des températures inférieures a 100°C'. [13]

1.2 L’adsorption de protéines

Dans cette section, la notion d’adsorption des protéines est développée. En effet,
pour certaines applications, il est nécessaire d’immobiliser les protéines sans tou-
tefois qu’elles ne perdent leur fonction et leur activité. Par exemple, les enzymes,
mentionnées a la Section sont utilisées dans beaucoup de domaines industriels
et médicaux en raison de leur fonction catalytique. Retrouvées dans les bioréacteurs
[14], elles subissent des transformations et contraintes qui réduisent leurs activité
et stabilité au cours de 'adsorption sur la surface [15]. Pourtant, une immobili-
sation controlée améliorerait considérablement la capacité de réutilisation de ces
catalyseurs, 'activité et la stabilité des enzymes. [16][17] Cette section est des lors
dédiée a la compréhension des différents comportements des protéines lors de leur
interaction avec une surface en vue de trouver des solutions pour conserver leurs
fonctions dans de futures applications.

Le comportement des protéines vis-a-vis d'une surface a d’abord été décrit par
Irving Langmuir et sa théorie sur I'adsorption des molécules de gaz sur les sur-
faces (isotherme d’adsorption de Langmuir). Elles étaient considérées comme des
petites spheres rigides capables uniquement de s’adsorber ou de se désorber d'une
surface. Cependant, cette théorie comporte plus d'une limitation étant donné que
les protéines posseédent une large gamme de formes, tailles et conformations. Ces
différents parametres auront donc une influence sur leur adsorption. [10] [1§]

En tant que polyélectrolytes (polymeres chargés électriquement), les protéines
peuvent étre soumises a des forces électrostatiques au contact des surfaces (généra-
lement chargées). Des lors deux cas de figure s’offrent a elles. D’un c6té, les charges
opposées des deux composants facilitent grandement ’adsorption a la surface. Il y
a alors attraction électrostatique et la protéine tend a maximiser le contact. De
I'autre coté, si les charges sont de méme signe, il y aura répulsion électrostatique
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et la protéine n’entrera pas en contact avec la surface, sauf lorsque d’autres forces
attractives surmontent cette répulsion (exemple de l'attraction hydrophobe). Pour
ces deux cas de figures, la densité des protéines sera plus faible que si 'espece
n’était pas chargée. En effet, la biomolécule chargée est soumise non seulement a
des répulsions électrostatiques entre ses groupes chargés qui tend la biomolécule a
s’étendre, mais également a des forces de répulsion entre deux molécules chargées
de méme signe qui tend a les éloigner I'une de l'autre. [14]

Les protéines sont généralement des polyampholytes (voir Figure , especes
composées de charges positives et négatives. Si manipulées a leur point isoélectrique,
les protéines possedent un nombre égal de charges positives et négatives et dues a
ces interactions électrostatiques intramoléculaires, la biomolécule se contracte, ce
qui engendre une plus grande densité d’adsorption a la surface. [14] Au contraire,
si les protéines sont manipulées dans un solvant dont le pH différe de leur point
isoélectrique, la protéine devient chargée. A pH supérieur au point isoélectrique, la
protéine est chargée négativement ; a 'inverse, a pH inférieur au point isoélectrique,
la protéine se charge positivement. [19]

(a) (b)

FIGURE 1.3 — Les polyampholytes. a) Au point isoélectrique du polyampholyte,
la densité adsorbée est maximale due & la contraction de la molécule. b) Le pH
differe du point isoélectrique de la protéine et donc la densité d’adsorption est plus
faible a cause des répulsions électrostatiques intra- et inter-moléculaires. [14]

Un autre comportement intéressant a connaitre est celui des interactions entre
les groupements hydrophobes/hydrophiles constituant la protéine et les surfaces
hydrophobes et hydrophiles. Ce processus d’adsorption est important a comprendre,
car il permet de surmonter les répulsions électrostatiques décrites précédemment.
Ce mécanisme y est semblable dans un sens car certaines interactions sont favo-
risées. En effet, la molécule présente ses groupements hydrophiles a une surface
hydrophile, de méme que pour ses groupements hydrophobes qu’elle présente a une
surface hydrophobe. [10][20] En solution aqueuse, la protéine tend a protéger ses
groupements apolaires en adoptant une structure globulaire. La stabilisation des
hélices alpha ou des feuillets beta est assurée par les liaisons hydrogenes. Par le
contact avec la surface, la protéine peut exposer ses groupements apolaires a cette

7
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surface. Si la surface est apolaire, elle favorise le maintien des liaisons hydrogene
qui forment les structures ordonnées (hélice alpha et feuillets beta). Au contraire,
si la surface est polaire, la protéine peut se déplier. Les liaisons hydrogenes sont
rompues et peuvent réagir avec la surface. [14]

Quand une protéine est adsorbée sur une surface, elle est généralement en configu-
ration stable pour elle. Cependant, pour une protéine elliptique, deux orientations
par rapport a la surface peuvent étre considérées. En fonction du type de surface
avec laquelle elle entre en contact et la disposition de ces groupements, elle peut
adopter une orientation dite side-on ou une orientation dite end-on. [10][20] Par
exemple, dans le cadre d’une étude sur le lien entre la croissance de ’empreinte
(nombre de contacts segment-surface) et I’énergie d’adsorption du fibrinogene, les
chercheurs ont remarqué que le fibrinogene prenait des orientations side-on ou
end-on. Side-on signifie qu’elle s’adsorbe de maniere latérale tandis qu’en end-on,
elle adopte une orientation frontale (moins de contact protéine/surface dans cette
orientation, et des lors une moins grande empreinte de la protéine sur la surface mais
plus de protéines adsorbées et une plus grande épaisseur de couche de protéines).
Néanmoins, au fil du temps, il a été observé que le fibrinogene tend a maximiser
son empreinte sur la surface en se dénaturant sur les surfaces hydrophobes ou en
se réorientant sur les surfaces hydrophiles. [20]]10]

Il est également possible d’identifier les protéines "dures" et "molles". Les protéines
dures représentent des petites molécules "rigides" qui subissent de plus faibles
réarrangements structuraux lors de ’adsorption a la surface. Elles possedent une
énergie de cohésion interne élevée et sont structuralement stables. Pour les molécules
dites "molles", c’est I'inverse. Il s’agit de molécules plus grandes et plus aptes a
subir des réarrangements structuraux pour maximiser le contact avec la surface,
leur énergie de cohésion interne est faible. Elles sont dites structuralement labiles.
Ces réarrangements structuraux surviennent a la suite des interactions avec des
surfaces hydrophiles/hydrophobes ainsi que des interactions électrostatiques avec
ces surfaces. Dans le cas de surfaces hydrophobes, protéines "dures" et "molles" s’y
adsorbent. Les interactions électrostatiques attractives ou répulsives n’ont pas de
poids, car 'attraction hydrophobe est plus forte que la répulsion électrostatique.
La protéine "molle" a le méme comportement pour une surface hydrophile. Tandis
que la protéine dure ne s’adsorbe sur une surface hydrophile que si les interactions
électrostatiques le permettent, c¢’est-a-dire si la molécule est attirée de fagon élec-
trostatique. Lors de ces adsorptions, les protéines peuvent subir de plus ou moins
forts réarrangements structuraux. [10][14][21][22]

Jusqu’a présent le cas d’une biomolécule unique dans une solution a été abordé, mais
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qu’en est-il d’'un mélange de plusieurs protéines en solution tel que celui d'un fluide
corporel comme le sang ou le fluide cérébrospinal ? |12] Comment s’adsorbent-elles 7
Plusieurs chercheurs se sont penchés sur ce cas. Parmi ceux-ci, Vroman et Adams
ont analysé le phénomene qui se déroulait entre des protéines plasmatiques et 'ont
enregistré a I'aide d'un ellipsometre. [23] C’est ce premier chercheur qui a donné son
nom au phénomene auquel les protéines sont soumises. Il s’agit d’'un phénomene de
compétition appelé effet de Vroman. L’effet de Vroman s’opére en trois étapes. Une
premiere couche de protéines s’adsorbe a la surface solide. Ensuite, un complexe
transitoire est formé grace a une seconde couche de protéine. Ce complexe tourne
et la premiere couche de protéines est ainsi orientée vers la solution. Finalement,
cette premiere couche se désorbe et s’élimine a travers la solution laissant place a
une couche de protéines secondaires sur la surface. Ce processus se réalise suite
aux différentes vitesses de diffusion des biomolécules a travers la solution jusqu’a la
surface a atteindre. En effet, il a été observé que les protéines de plus faible poids
moléculaire étaient adsorbées dans un premier temps avant d’étre remplacées par
des protéines de poids moléculaire plus important. [10][23][24][25]

Au cours de son étude sur le comportement des protéines aux interfaces (sur des
surfaces planes), Willem Norde remarque que 1’excés d'un type de protéine par
rapport a la surface d’adsorption disponible méne a un certain échange homo-
moléculaire entre les protéines adsorbées et les protéines diluées dans la solution.
Les protéines observent une adsorption transitoire sur la surface face a d’autres
protéines de la méme espece. C’est comme si un effet de Vroman avait lieu au
sein d'une espece. De plus, il constate que les protéines "molles" conservent leurs
changements structuraux dus a l'adsorption lorsqu’elles sont a nouveau libres en
solution. [14]

1.2.1 Adsorption de protéines en solution aqueuse : les
limitations

Malgré qu’elle soit une méthode assez simple a mettre en oeuvre, et qu’elle soit
spontanée dans un grand nombre de cas, ’adsorption de protéines en solution
aqueuse n’a pas que des avantages. Si elle est couramment utilisée, et qu’elle a fait
ses preuves pour toute une série d’applications, elle a également montré ses limites
pour une série d’autres.

Dans un premier temps, I’adsorption est généralement irréversible. Willem Norde
décrit dans son papier [14] que les deux protéines principales utilisées dans son doc-
torat (albumine de sérum humain, et ribonucléase de pancréas bovin, [RNase)

sont adsorbées sur la surface pendant plusieurs jours, ce qui peut étre considéré
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comme une adsorption irréversible mettant en doute la théorie de Langmuir.

De plus, la biomolécule peut subir des changements de conformation lors du pro-
cessus d’adsorption a la surface. Ces changements de conformation peuvent induire
alors une perte de la fonction biologique de cette molécule qui n’est ainsi plus apte
a assurer son role. |14] [26] [27] Le changement de conformation d’une protéine est
di au changement du minimum d’énergie libre (qu’elle tente toujours de minimiser)
en solution par rapport a son minimum d’énergie libre quand elle est adsorbée
sur une surface. Or lors du contact a la surface, ’action est accompagnée d'un
gain d’énergie libre au sein de la molécule et par conséquent, a des changements
conformationnels plus ou moins importants expliqués par le concept des protéines
"dures' et "molles" décrit au point [I.2 et par la capacité qu’elles ont a subir des
réarrangements structuraux. Le changement conformationnel crée des interactions
favorables entre la protéine et la surface qui induit des réarrangements structuraux
dans la protéine. Par ailleurs, les réarrangements structuraux ont aussi pour origine
le gain d’entropie lié a la perte de la structure ordonnée et a la libération de
molécules d’eau et d’ions de sels. Ce gain d’entropie est considéré comme la force
motrice de I'adsorption des protéines a la surface. Il n’est néanmoins pas suffisant
pour atteindre le degré d’entropie de la protéine en solution. Finalement, ’entropie
conformationnelle de la protéine adsorbée est inférieure a celle de la protéine dans
son état natif en solution. [10][14]

Ensuite, cette méthode offre généralement la possibilité de construire au maximum
une seule monocouche, ce qui mene a une quantité adsorbée limitée. Or dans cer-
taines applications, des multicouches de biomolécules sont nécessaires, des quantités

plus élevées de protéines adsorbées permettent d’assurer une activité suffisante.
[27][28]

Dans le cas ou 'on voudrait adsorber deux protéines différentes sur une méme
surface, la compétitivité des molécules lors de I'adsorption devient importante. Or
cette derniére est un phénomene difficile & comprendre et a prédire. En effet, dans
une solution qui n’est pas pure que d’une seule espece, comment savoir que 1’espece
d’intérét sera bien celle adsorbée et quune autre n’aura pas une affinité supérieure
avec la surface 7 [27]]29][30][31]

Enfin, une étape de séchage supplémentaire peut étre nécessaire pour faire l'inter-
médiaire entre la création et l'utilisation de la surface. Ce séchage induit souvent
des dommages et des réorganisations spatiales des biomolécules qui peuvent perdre
de leur bioactivité. [27][29][32]

10
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Pour éviter une partie de ces inconvénients liés a ’adsorption spontanée, d’autres
techniques de dépdt des protéines ont été développées. Parmi les plus notoires on
retrouve la chimisorption covalente, le piégeage des protéines dans des brosses de
polymeres, ou un dépdt couche par couche. [33] Cependant, deux inconvénients
majeurs sont encore observés avec ces différentes techniques. Dans un premier
temps, la distribution spatiale des protéines n’est pas maitrisée. Ensuite, les étapes
de séchage nécessaires avec ces techniques résultent en des performances limitées
de la couche adsorbée. [27]

11



Chapitre 2

Les outils pour déposer les
protéines en phase gazeuse

A présent que les limitations de l'adsorption en solution aqueuse sont mieux
comprises (point , une alternative pour le dépot de biomolécules en phase
gazeuse est proposée pour outrepasser ces inconvénients. Cependant, avant d’entrer
dans les détails de cette technique, il est important de décrire les outils utilisés
pour y parvenir.

2.1 Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse a été développée dans le but d’identifier les especes
moléculaires qui constituent un échantillon a étudier. |34]35] Elle caractérise la
composition chimique de ce dernier grace aux différentes masses moléculaires iden-
tifiées. |36] Tout d’abord, les molécules qui composent 1’échantillon, qui peut étre
liquide ou solide en fonction du type de spectrométrie de masse utilisé, doivent
étre ionisées. Les molécules ionisées sont séparées en fonction de leur masse puis
détectées par le détecteur. [34]

A Theure actuelle, il s’agit d’'une technique puissante de caractérisation. En effet, elle
possede une grande précision en terme de masse, car elle est capable de détecter des
éléments atomiques. En outre, elle offre une grande sélectivité par la large gamme
de masse, mais également par les isotopes ou autres molécules de compositions
moléculaires différentes qu’elle prend en compte et différencie dans le spectre de
masse. [36][37]

Le principe d’un spectrometre de masse est schématisé a la Figure

12
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FIGURE 2.1 — Schéma simplifié d’un spectromeétre de masse. [3§]

2.2 Soft-Landing

La "spectrométrie de masse préparative' est une méthode qui permet de collecter
des ions moléculaires provenant d’un échantillon sur un substrat choisi. Elle offre
I’avantage de ne récolter qu'une seule espece d’ion. Cette technique de dépdt molé-
culaire utilise un spectrometre ou les filtres de masse sont réglés pour ne laisser
passer que lion voulu jusqu’au collecteur. [36]

Le soft-landing ou atterrissage en douceur des ions est une catégorie de spectromé-
trie de masse préparative ou les sources d’ionisation de I’échantillon sont douces. [36]
Différentes sources d’ionisation douces sont citées au point Elles permettent
de déposer sur un collecteur des ions moléculaires provenant de I’échantillon &
étudier tout en conservant leur état natif et leur activité biologique. [39] Leur charge
acquise durant l'ionisation peut également subsister. [40] Ces ions sont filtrés en
fonction de leur rapport masse-sur-charge , et le dépot se fait uniquement
sous vide. [36] Un schéma du mode de fonctionnement est visible & la Figure [2.2]

Des lors, le soft-landing peut également étre classé comme une sous-catégorie de

la spectrométrie de masse, car la fonction premiere de la spectrométrie de masse
(caractérisation chimique) est déviée. [27] La fonction d’analyse est interrompue
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en placant un collecteur avant le détecteur. En quelque sorte, la composition chi-
mique de ’échantillon est connue avant-méme la manipulation, et le transfert de
I’échantillon est souhaitable sur un collecteur dans le but de créer des surfaces fonc-
tionnelles. Néanmoins, des méthodes de caractérisation supplémentaires sont
nécessaires afin de confirmer ou infirmer le bon transfert des molécules souhaitées.

"

Heated

Capillary

HV Octopole Quadrupole Surface

Detector

Protein
Mixture

FIGURE 2.2 — Appareillage pour soft-landing. La premiere partie du schéma est
la source d’ionisation : la solution de protéines entre sous vide et est ionisée a la
sortie du capillaire. Ensuite, les ions sont dirigés vers le détecteur et soumis a des
filtres de masse (octopole et quadrupole) qui composent la partie spectromeétre
de masse. Finalement, avant d’atterrir sur le détecteur, les ions rencontrent une
surface placée juste avant celui-ci qui les réceptionne.

Selon une étude réalisée pour la création de micro réseaux de protéines, des cher-
cheurs ont utilisé la méthode de soft-landing pour déposer du lysozyme et de la
trypsine. Les résultats de I'expérience ont conclu a la préservation (quasi) totale
de I'activité de ces enzymes. Cela permet de déduire que la méthode est efficace.
Néanmoins une question reste sans réponse. Est-ce que les protéines se déplient
durant le processus pour se replier a la toute fin ou conservent-elles leur repliement

tout du long ?

D’autres chercheurs dans le cadre de ’étude réalisée par Rdder et al., ont démontré
la formation de couches partielles puis completes ordonnées ou désordonnées en
utilisant une spectrométrie de masse a partir de phénaléne. Finalement
des multicouches se construisent en formant des ilots ou couche par couche. Ils
ont ainsi développé I'un des premiers modeles d’épitaxie via des faisceaux d’ions.

Le soft-landing offre de beaux avantages par rapport aux autres méthodes de dépot.
En effet, dans un premier temps il permet de surmonter les effets négatifs liés
a l'adsorption en solution aqueuse. Ensuite, les molécules déposées peuvent étre
intactes, préservent leur activité, et sont pures. La barriere de réaction de
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surface n’est plus un obstacle non plus. En donnant une énergie suffisante a la
molécule transférée, elle peut s’y adsorber méme si ’énergie de surface tente de
la repousser dans des conditions normales. [29] Cette technique de dépdt des ions
permet aussi un controle de différents parametres. L’énergie de dépot est évaluée
a partir de I’énergie cinétique procurée aux ions moléculaires. [36] Enfin, il est
également possible de dessiner des micro réseaux de protéines grace a cette technique
puisque les faisceaux d’ions peuvent étre défléchis par des plaques électrostatiques.
29

Cependant, un inconvénient majeur de cette méthode de dépot de biomolécules est
la faible intensité du courant d’ions engendré par le faible rendement d’ionisation
des biomolécules ou dii & une limite instrumentale. [27]

2.2.1 Source d’ionisation

Il existe plusieurs sources d’ionisation qui sont utilisées pour le soft-landing : io-

nisation par électrospray ([ESI), désorption laser assistée par matrice (MALDI),
ionisation par désorption électrospray (DESI), etc. [29]

La source d’ionisation est la premiere partie du spectrometre de masse par laquelle
passe I’échantillon avant d’étre analysé. Son but est d’ioniser les particules qui
composent 1’échantillon et de les envoyer dans le filtre de masse.

Le développement des sources d’ionisation douces est apparu pour désorber des ions
moléculaires organiques polaires en phase gazeuse sans que ceux-ci ne s’abiment.
Les techniques précédemment développées traitaient 1’échantillon par vaporisation.
Cependant ces larges molécules subissaient beaucoup de dommages. Avec les tech-
niques d’ionisations douces, il est possible d’ioniser de plus grosses molécules qui
n’ont pas une bonne capacité de vaporisation. [41]

Diverses idées ont vu le jour. Beuhler et al. ont pensé une méthode qui apporterait
rapidement une grande quantité d’énergie aux molécules de 1’échantillon. Avec cette
énergie, elles se vaporiseraient et se transformeraient en ions sans avoir le temps de
subir des dégradations. Plusieurs techniques pour y parvenir ont été considérées
(désorption par plasma ou encore spectrométrie de masse d’ions secondaires par
exemple) mais un inconvénient majeur persistait : les ions produits n’engendraient
qu’un faible courant. Une autre observation faite était la diminution importante
du courant & mesure que le poids moléculaire augmentait. [41]

L’ionisation par désorption de champ additionne les effets d’une haute tension, du

vide et du réchauffement pour transformer un échantillon de molécules non volatiles
en ions. Cependant, trouver le bon équilibre entre les différents parametres et
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préparer correctement les échantillons rendent cette source d’ionisation compliquée
a gérer. [41]

L’ionisation électrohydrodynamique a été élaborée a partir des molécules dissoutes
dans un liquide non volatile. L’échantillon est envoyé a travers un fin capillaire
sous haute tension et sous vide pour subir l'effet d’'un champ qui extrait les ions.
L’utilisation de solvant liquide de basse pression de vaporisation (pour éviter la
lyophilisation) rend son utilisation moins répandue par le fait que ceux-ci ne sont
généralement pas de bons solvants. [41]

Electrostatic
lenses

Quadrupole
mass spectrometer
Capillary ’ l
Skimmer ‘ l -
First pumping Second pumping
stage stage

FIGURE 2.3 — Schéma d’une source d’ionisation par électrospray suivie par le filtre
de masse du spectrometre de masse. [41]

Cylindrical
electrode

Needle

Liquid
sample

Pour pallier aux différents inconvénients rencontrés avec les ionisations précédentes,
I'ionisation par électrospay est préférée. Comment cela fonctionne-t-il 7 Le chemin
de I’échantillon a ioniser peut étre suivi via la Figure L’échantillon liquide passe,
avec un débit entre 1 et 20 pL/min, a travers une aiguille sous tension de quelques
kilovolts par rapport aux électrodes qui ’entourent pour maintenir un champ qui
dirige le flux du gaz. A la sortie de l'aiguille, les molécules de 1’échantillon sont
soumises a un champ et forment alors des petites gouttelettes de liquide chargées
et dirigées vers I'entrée du capillaire. Ces gouttelettes ne peuvent pas encore étre
considérées comme des ions moléculaires étant donné qu’elles sont remplies de
solvant. L’évaporation du solvant a lieu grace aux effets combinés d’un gaz inerte
(afin d’éviter toute réaction avec les ions produits), d'une température entre 320
et 350 K ainsi que d'un débit d’environ 100 mL/s et elle continue jusqu’a ce que
Iion quasi-moléculaire soit totalement désorbé. C’est ici que la différence avec les
techniques précédentes réside, la désorption se passe sous gaz ambiant plutdt que
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sous vide. Ensuite, les ions passent dans deux chambres sous vide pour atterrir dans
le filtre de masse ou ils sont filtrés selon leur rapport masse-sur-charge, rapport
Sur ce schéma, le filtre de masse est un quadrupole. [41]

2.3 Faisceaux d’ions

Pour pallier au faible rendement des sources d’ionisation douces, des scientifiques
ont construit un systéme de faisceau d’ions accélérés vers la surface pour désorber
des particules atomiques, moléculaires ou sous forme d’agrégats. [42]

2.3.1 Spectrométrie de masse d’ions secondaires

La spectrométrie de masse d’ions secondaires est une méthode d’analyse de
surface qui tire profit de ces faisceaux d’ions. Ils peuvent étre sous forme atomique ou
polyatomique. Ces ions primaires bombardent la surface a analyser et des particules
secondaires sont éjectées. [42] La partie analyseur associée au spectrométre de masse
est généralement un analyseur quadripolaire, secteur magnétique ou analyseur a

temps de vol (ToF)). [43]

[ToFHSIMS|

signifie "Time-of-Flight Secondary Ion Mass Spectrometery". Le spectro-
metre de masse d’ions secondaires combiné & un analyseur & temps de vol
constitue l'outil de choix pour la moléculaire. [42] Cet outil analyse un
échantillon aussi bien en deux dimensions qu’en trois dimensions. [27]

Un analyseur se base sur le temps de vol de l'ion a travers une certaine distance
(longueur du tube spécifiée) pour mesurer son rapport [m/z sous vide. [35] Pour
une analyse en deux dimensions, 1’échantillon est balayé a 'aide d’un faisceau
d’ions pulsé pour désorber les ions secondaires qui acquierent une certaine énergie
cinétique. Ils sont ensuite accélérés et entrent dans 'analyseur via l'extracteur ou
leur temps de vol mesuré permet de déterminer leur rapport Le spectre de
masse est ainsi graduellement dessiné en faisant la somme des ions détectés pour
chaque masse. L’appareil est illustré a la Figure [2.4] [44]

2.3.2 Faisceaux d’ions monoatomiques

Lors de I'impact entre le faisceau d’ions monoatomiques et la surface, 1’énergie
est transférée a I’échantillon et une cascade de collisions se propage qui résulte en
I’émission de particules, voir Figure Elles sont constituées par approximative-
ment 95% de molécules qui proviennent des deux premiéres couches supérieures
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FIGURE 2.4 — Principe de la spectrométrie de masse a ions secondaires avec un

analyseur a temps de vol, .

de la surface solide, et sont neutres ou ionisées. Seule la partie ionisée (les ions
secondaires émis par les ions primaires) permet 'analyse par le spectrometre de

masse (séparateur selon le rapport masse-sur-charge) et constitue le spectre de
masse de 1’échantillon. [42]
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FIGURE 2.5 — Un ion monoatomique (bleu) bombarde la surface en un endroit,
et une cascade de collisions est engendrée (rouge et jaune). Certaines collisions
remontent & la surface, et en résulte I’émission de particules (vert) atomiques ou

en petits agrégats, ionisées ou neutres. L’image provient d’un article de Lorenz
et al.
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Cette méthode cause des dégats dans la surface analysée. C’est pourquoi lors de
I’analyse de surface avec des faisceaux d’ions monoatomiques, le mode de la spec-
trométrie de masse d’ions secondaires statique est utilisé. Une dose d’ions primaires
inférieure a 10'3 jons/cm? permet ainsi de diminuer fortement ces dommages. En
effet, moins d'1% de la surface est ainsi bombardée. [42]

L’énergie du faisceau incident se situe souvent entre 1 et 25 pour des énergies
d’émissions de molécules secondaires tres faibles d’environ 20 [eV] ou moins. [42]

2.3.3 Faisceaux d’agrégats ionisés ou d’ions polyatomiques

Les faisceaux d’agrégats ionisés sont créés a partir d’'un matériau gazeux, liquide ou
solide avant d’étre ionisés et accélérés vers la surface voulue. Ils sont condensés en
agrégats de milliers d’atomes par expansion adiabatique ou supersonique pour un
gaz ou par électrospray pour un échantillon liquide produisant des microgoutelettes
qui peuvent contenir jusqu’a des millions d’atomes. A I'impact du faisceau d’ions,
des molécules et fragments sont pulvérisés de la surface. [43]

La technologie des faisceaux d’agrégats ionisés a été développée pour contrer le
faible rendement des faisceaux d’ions monoatomiques. Des chercheurs se sont
rendus compte que pour des énergies d’accélération égales, la quantité de matiere
pulvérisée de la surface augmentait considérablement apres I'impact en passant
des faisceaux monoatomiques aux agrégats. Des lors, le rendement d’ions produits
augmentait aussi. En outre, 'impact d’un agrégat ionisé de n atomes désorbe
plus que le bombardement successif de n ions monoatomiques en ayant la méme
vitesse d’accélération, ce qui définit un accroissement non-linéaire de 1’émission
neutre ou ionique [43] Néanmoins, l'utilisation de certains faisceaux d’agrégats
d’ions métalliques nécessite toujours le mode statique. Par exemple, des faisceaux
d’agrégats d’ions métalliques d’Au; et de Bi avec des énergies entre 10 et 40
sont utilisés car ils ménent a un bon rendement d’éléments pulvérisés ainsi qu’a une
excellente résolution spatiale, mais ils engendrent toujours beaucoup de dommages.
[42]

2.3.4 Rendement de pulvérisation

Pour des ions monoatomiques ou des petits agrégats, le rendement de pulvérisation
dépend aussi de I’énergie d’accélération du faisceau d’ions. A énergie trop faible,
aucune pulvérisation de particules secondaires n’est détectée. Ce n’est qu’a partir
de 20-40 qu’elle apparait. Ensuite, le rendement de pulvérisation augmente a
mesure que cette énergie augmente jusqu’a atteindre un maximum aux environs
de 5 a 50 Au-dela, I'énergie transférée a 'impact a de plus en plus difficile a
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remonter jusqu’a la surface pour émettre des particules secondaires. [42| L’évolution
du rendement de pulvérisation est illustré avec plusieurs exemples a la Figure
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FIGURE 2.6 — Evolution du rendement de pulvérisation en fonction de I’énergie
par atome et de I’élément qui constitue le faisceau d’ions. [46]

2.4 Faisceau d’agrégats ionisés d’éléments gazeux

signifie "Gas Clusters Ions Beam" ou en francais, faisceau d’agrégats ionisés
d’éléments gazeux. Il s’agit d’une catégorie de faisceaux d’agégats ionisés. Les
agrégats composés de gaz rare, tels que I'argon , sont obtenus par expansion
adiabatique ou supersonique étant donné qu’il s’agit d’'un gaz. Ce type d’agrégats
est principalement utilisé pour la désorption douce, le lissage ou la gravure des sur-
faces, I'implantation peu profonde, I'analyse lorsqu’il est associé a un spectrometre
de masse, etc. [43]

Sattler et al. ont développé une méthode pour la réalisation d’agrégats métalliques
de bismuth, antimoine et plomb. Afin d’obtenir les agrégats, la vapeur de ces métaux
est envoyée dans une chambre. Sous leffet de la pression d'un second gaz (I’hélium
par exemple) présent dans la chambre, les agrégats se forment par nucléation. Le
systeme est refroidi par de 'azote liquide. La pression dans la chambre est un
parametre important. Si elle est trop basse, la nucléation n’a pas lieu. [47]
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Apres 'obtention des agrégats, 'ionisation se fait par impact électronique. Le
faisceau d’agrégats entre par une petite ouverture dans une autre chambre, et un
faisceau d’électrons est dirigé perpendiculairement a celui-ci. Pour la création d’un
faisceau ionisé de mercure, Cabaud et al. ont utilisé des énergies entre 0 et 100
pour les électrons et un courant électronique de 40 uA. En outre, la pression dans
la chambre était de 2.10~7 Torr. Le faisceau d’électrons provient généralement
d’un filament de tungstene. [49)

Par apres, les agrégats ionisés sont accélérés suite a une tension de plusieurs élec-
tronvolts pour les extraire de la chambre d’ionisation et les faire entrer dans
la quatrieme chambre. Dans cette partie, les agrégats avec le nombre d’atomes
voulu peuvent étre choisi grace au principe du temps de vol entre deux déflecteurs

avant qu’ils ne soient dirigés sur la cible.

Un exemple de source d’agrégats et du chemin parcouru par le faisceau d’agrégats
ionisés sont illustrés a la Figure
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FIGURE 2.7 — Source d’agrégats et chemin parcouru pour atteindre la cible. Regue
par communication interne.
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2.4.1 L’impact agrégat-matiere

Un aspect montré par Mahoney et al. est celui de la fragmentation de ’échantillon.
Pour une méme énergie d’accélération de 'agrégat ionisé, la fragmentation de
’échantillon bombardé diminue avec le nombre d’atomes par agrégat (donc avec
I'énergie par atome qui diminue). La quantité d’ions quasi-moléculaires augmente
tandis que le rendement des fragments de molécule diminue. [43][51][52]

FIGURE 2.8 — Simulations de la dynamique moléculaire suite a I'impact d’un agrégat
d’argon sur différentes surfaces. a) Substrat d’argent couvert par une monocouche
de tétramere de polystyrene bombardé par un agrégat Argggy accéléré a 90 . b)
Cristal de fullerite bombardé par un agrégat Arqsg accéléré a 15 ¢) Substrat de
polyéthylene cristallin sur lequel sont déposées des nanoparticules d’or bombardées
par un agrégat Arggo accéléré a 5 d) Substrat en polyéthyléne amorphe sur
lequel une molécule de polystyrene est adsorbée, bombardé par un agrégat Arsogg

accéléré a 10 . [43]

Pour mieux comprendre ce qu’il se passe au niveau microscopique de la surface
bombardée, la dynamique moléculaire classique permet d’étudier les méca-
nismes de désorption des especes d'une surface solide en tenant compte de toutes
les interactions inter-atomiques. Sur la Figure 2.8, des simulations d’impact
d’agrégats d]Ar|sur différentes surfaces ont été calculées. La formation et la taille
des crateres formés en surface sont généralement proportionnelles a I’énergie des
agrégats et inversément proportionnelle a I'énergie de cohésion du matériau.
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Pour les substrats organiques, le phénomeéne observé est toujours le méme quel
que soit I'énergie d’accélération (, les agrégats ionisés marquent la surface
d’un cratere apres 'impact, plus important a mesure que ’énergie augmente. [42]
Les faibles forces qui lient les atomes, forces de van der Waals, sont a l'origine du
phénomene. Il est visible & la Figure 2.8d. [43)

Un autre exemple de résultat de la @ montre que le substrat d’argent (inorga-
nique) reste intact pour une égale a 2 par atome, comparée a celle de 10
par atome utilisée lors de la simulation représentée a la Figure [2.8a, ot un
cratere est formé apres impact. [43]

Ceci est expliqué par le fait que I’énergie de liaison des atomes a la surface est
légeérement inférieure & 2,95 [eV] L’énergie du faisceau n’est donc pas suffisante
pour déloger les atomes. [43]

Finalement il a été remarqué qu’a tres haute , la collision de I'agrégat induit des
dégats importants a la surface quel que soit son type (organique ou inorganique). [43]

Aoki et al. ont approfondi le sujet dans le cas de la pulvérisation d’une surface de
silicium dont I’énergie de liaison se situe a 5 par des faisceaux d’agrégats
dJAr] Dans un premier temps, la formation des cratéres a été étudiée, et des ré-
sultats similaires a ceux expliqués précédemment ont été observés. La formation
du cratere ne commence qu’a partir d'un certain seuil d’énergie par atome calculé
a 2-3 par atome. Ensuite, le volume du cratere augmente linéairement avec
I’énergie par atome de 'agrégat a partir de 5 par atome.

En réitérant la simulation sur des surfaces organiques (oligomeres de polyéthylene),
aucun seuil de formation de cratére n’a été détecté, ce qui coincide avec les résultats
observés sur la surface de polyéthylene cristallin du paragraphe précédent. Le
volume suit néanmoins une croissance non-linéaire jusqu’a 50 par atome et
continue ensuite a évoluer linéairement avec 1’énergie par atome. [43]

Toujours dans le cadre de cette simulation, la forme du cratére a été examinée.
Deux formes ont pu étre distinguées pour un angle d’incidence du faisceau de 45° :
une forme ellipsoidale allongée pour des grandes énergies (E) et petites nucléarités
(n) et une forme ellipsoidale aplatie pour des petites énergies et grandes nucléarités.
[43] Une certaine logique peut étre conclue & partir de ces formes étant donné que
les projectiles a plus grande énergie par atome s’implantent plus profondément
dans la surface.

D’autres simulations de la dynamique moléculaire suite a l'impact d’agrégats d’ar-
gon ont permis quelques observations. Sur les Figures [2.9h-d, I’évolution du volume
du cratere, la masse pulvérisée, les ondes de pressions et la formation de nouvelles
liaisons moléculaires en fonction de ’énergie par atome sont étudiées. La dyna-
mique moléculaire confirme les résultats expérimentaux. Le volume du cratere, la
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pulvérisation et la fragmentation augmentent avec I’énergie par atome des agrégats
d’argon. [43]

A Torigine de la formation des crateres, les atomes du solide subissent des ondes
de pression verticales et latérales. Si I’énergie d’accélération d’un agrégat est suf-
fisamment faible, le solide est capable de supporter ces ondes de pression sans
pulvérisation de matiere. A I'inverse, avec I'augmentation de ’énergie par atome
de 'agrégat, le solide n’a plus cette aptitude et des molécules sont pulvérisées de la
surface. Sur la Figure [2.9¢, les vitesses de ces ondes de pression suite a I'impact
d’un agrégat d’argon dans une surface d’icosane amorphe sont représentées. Ces
vitesses augmentent jusqu’a 5 km/s avant d’atteindre un maximum aux alentours
de 10 a 50 par atome qui indique un changement de situation. [43]

Ce changement de situation est observé dans les Figures[2.9p-d. Pour chaque graphe,
un régime linéaire et un régime non-linéaire sont constatés. L’énergie par atome
correspondant a ce changement de régime est différente pour chaque matériau.
Le changement survient a des énergies par atome plus élevées pour des substrats
inorganiques qui sont plus cohésifs. En outre, un changement de composition du
flux de pulvérisation s’ajoute a ce changement de régime, avec environ 50% de
fragmentation pour les élevées. [43]

En conclusion, 'augmentation de 1’énergie par atome d’un agrégat ionisé augmente
le rendement de pulvérisation, la fragmentation des molécules désorbées (moins
d’ions moléculaires), et les dommages dans la surface. [43][42] Par conséquent, un
juste équilibre doit étre trouvé entre ces différents parametres pour satisfaire le
besoin recherché. En particulier, pour le transfert de grandes molécules intactes,
on privilégie des faibles (entre 1 et 3 , ce qui est permis avec les agrégats
d’argon ; par exemple a I’ Arsggo accéléré a 10 (2 atome).

Pour les grands agrégats d’argon, les particules émises suite a la collision entre les
projectiles et la surface acquierent une énergie certaine cinétique qui dépend de
I’énergie du faisceau de particules primaires, de ’angle d’incidence ainsi que du
nombre d’atomes qui composent I'agrégat (nucléarité, n). Cette énergie cinétique
acquise differe également d’'un matériau bombardé a ’autre pour les mémes valeurs
des parametres cités juste avant. En effet, elle dépend aussi de 1’énergie d’adhésion
de la particule a la surface, du nombre de liaisons qui la retiennent, ainsi que de
la capacité d’énergie interne qu’elle peut stocker sans fragmenter. Par exemple,
un ion secondaire métallique a une distribution d’énergie cinétique plus large que
celle d'un agrégat ionisé en raison de la fragmentation des plus énergétiques ou
du stockage de I'énergie dans les vibrations des atomes et la rotation de I'agrégat. [42]
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FIGURE 2.9 — Simulations de la dynamique moléculaire suite a 'impact d’un
agrégat d’argon. a) Volume des crateres formés en fonction de ’énergie par atome
de I'agrégat d@. b) Masse pulvérisée par atome en fonction de I’énergie par atome
et de langle d’incidence de agrégat dfAr] La ligne en pointillés grise représente
les résultats expérimentaux obtenus par pulvérisation d’agrégats sur une surface
Irganox 1010. Dans I’encadrement, il s’agit de la fraction de molécules intactes. c)
Vitesses des ondes de pression absolue (noire) et divisée par la vitesse de 1’agrégat
d (rouge) subies par les atomes de la surface apres I'impact en fonction de
I’énergie par atome de 'agrégat d d) Evolution des nouvelles liaisons inter- et
intra-moléculaires suite a I'impact en fonction de ’énergie par atome de I'agrégat

dAr. 43

Comme on I'a laissé entendre plus haut, en plus de I’énergie cinétique acquise,
une fraction des particules secondaires émises sont ionisées et sont appelés ions
secondaires. L’ionisation dépend de I'état électronique de la surface qui peut faire
fortement varier le rendement d’ionisation d’'un élément. Par exemple, e tableau
reprend les rendements d’ionisation de quelques métaux et de leurs oxydes.
En général, I'ionisation survient suite a des échanges d’électrons, de cations ou
d’anions entre la particule émise et la surface. Une molécule entiére peut ainsi étre
ionisée par la capture d'un proton Ag*, Na*, KT ou H*. [42]
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TABLE 2.1 — Rendement d’ionisation positive de certains métaux et leur oxyde
métallique. [42]

Rendement d’ionisation | Rendement d’ionisation

Métal | positive du métal, positive de oxyde métallique,
Métal M+ Oxyde M™

Al 0.007 0.7

Si 0.0084 0.58

Ti 0.0013 0.4

Fe 0.0015 0.35

Cu 0.0003 0.007

2.4.2 Analyse d’échantillon par

Le peut étre utilisé dans le cadre de l'analyse de surface d’un échantillon
solide. Pour se faire, il doit étre lié & un spectrometre de masse. Un exemple souvent
adopté est le spectrometre de masse d’ions secondaires . Grace a cette
méthode, des molécules telles que le cytochrome C, I'lrganox 1010, des protéines et
leurs des acides aminés ont été détectés. Pour 'analyse, puisque ces agrégats d’ions
se basent sur le méme principe expliqué au point la diminution de 1@ des
agrégats augmente le rendement des especes de masses élevées dans le spectre de
masse et donc de 'ion moléculaire également. [43]

100

FiGURE 2.10 — Coupe d’'un cerveau de souris. En rouge : phospholipide phospha-
tidylcholine [M + K|* avec un rapport [m/z de 772,52. En vert : sphingolipide
[M + Na]* avec un rapport 832,66. [43]

Malgré une faible résolution de quelques micrometres, les faisceaux d’ions de gaz
nobles sont apprécié pour 'analyse 2D de biomolécules dans les tissus biologiques
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en raison de la désorption douce qui ne cause pas de dommage a ’échantillon. [43]
Dans ce cas, ’énergie transférée a la surface pour la désorption des molécules n’est
transmise que dans les couches superficielles de 1’échantillon. [27] Chaque agrégat
pulvérise les dégats créés a 'impact, de sorte que 'analyse de ces tissus peut se faire
sur un temps suffisamment long pour maximiser les signaux moléculaires et la sensi-
bilité de la méthode. Dans ce cas, seule la durée de I’analyse constitue une limitation.

Par exemple, une coupe de cerveau de souris a été bombardée par un faisceau
continu d’Arjy,, avec une égale a 10 L’analyse a été réalisée a l'aide du
J105—3D Chemical Imager et d’une dose d’ions égale a 1,05 x 102 jons/cm?. La
surface est divisée en pixel et le faisceau d’ions primaires balaye chacun de ces
pixels séparément. De chaque pixel, les ions secondaires entrent dans ’analyseur
Tok|a réflectron a champ quadratique pour étre sélectionnés en masse et détectés.
L’analyseur mesure le temps de vol jusqu’au détecteur de chaque ion pour trouver
leur rapport masse-sur-charge et graduellement construire le spectre de masse.
Ensuite, une image peut étre obtenue a partir des spectres de masse de chaque
pixel. Cette analyse a permis de mettre en évidence deux lipides appartenant 1'un
a la matiere grise et I'autre a la matiere blanche du cerveau pour une résolution de
4 pum observable a la Figure . Seuls les rapports des ions moléculaires des
lipides ont été choisis pour construire I'image a partir des spectres. Les différences
d’intensités pour chaque lipide sont dues aux différentes quantités d’ions molécu-
laires détectées lors de la mesure des spectres de masse. [43][53][54]

Comme indiqué plus haut, ce type de faisceau est particulierement intéressant pour
le profilage de matiere organique, car il peut analyser en profondeur tout en causant
un minimum de dommage moléculaire. Dans les appareils de la firme ION-TOF, il
est combiné avec un faisceau de bismuth qui analyse puis qui lui laisse la place
pour creuser, et ainsi de suite, ils s’agit d'un mode "double faisceau". Cela assure
une haute résolution latérale car le faisceau de est mieux focalisé, mais la
quantité pulvérisée par le faisceau dfAr] est inutilisable pour 'analyse. Finalement,
la résolution en profondeur est la conséquence des actions des deux faisceaux. Par
exemple, pour un faisceau Arq7gp avec une égale a 2,5 , une résolution en
profondeur d’environ 5 nm a été rapportée. [43]

2.4.3 Distribution angulaire des molécules émises

Une expérience réalisée par Lorentz et al. sur des molécules Irganox 1010 pulvérisées
grice a des faisceaux d]Arhooo ayant une énergie par atome de 5 [eV] consistait &
varier I’angle d’incidence du faisceau sur la surface pour étudier le comportement
et les distributions des molécules éjectées, Figure 2.11] [45]
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FIGURE 2.11 — Expérience de Lorenz et al. : variation de I'angle d’incidence pour
étudier les distributions angulaires des éjectas d’Irganox 1010 pulvérisé par [Aragno

a[E/n égale a 5 [45]

Une premiere observation concernant les molécules éjectées est 1’angle moyen d’émis-
sion par rapport a la normale de la surface qui est toujours supérieur a 45°.
Ensuite, pour un angle d’incidence égal a 0°, aucune dépendance azimutale de la
distribution angulaire n’est reportée, cela veut dire que la probabilité d’éjection
est la méme pour tout angle azimutal, mais un maximum est observé dans ’angle
polaire des particules projetées a 55° par rapport a la normale de la surface.
Lorsque 'angle d’incidence varie et est différent de 0°, il a été remarqué que les
éjectas sont toujours dirigés "vers I'avant" comme cela est dessiné sur la Figure
m, pour des angles d’incidence supérieurs ou égal a 15°. [45]

Déja pour une incidence de 15°, bien que la distribution des éjectas par rapport a
la normal soit tres similaire (avec un maximum a 55°), la distribution azimutale
est bien différente de O° étant donné qu'une grande majorité des éjectas est dirigée
vers ’avant.

Ces résultats sont visibles a la Figure [2.12. Ils ne couvrent pas 'entiéreté des angles
en raison des dimensions du collecteur, et sont cohérents avec la [45]

L’expérience répétée avec des angles d’incidence différents allant de 15° a 62°
montre une tendance de direction de plus en plus précise, avec des intervalles
d’angles azimutaux qui diminuent, Figure [45]

D’autres expériences de ce genre ont conclu a un rendement de pulvérisation qui

augmente régulierement avec cet angle d’'incidence, et a un maximum trouvé pour
des angles d’incidence de pulvérisation autour de 45-60°. La réponse des molécules
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FIGURE 2.12 — 0 est I'angle de pulvérisation des éjectas par rapport a la normale,
¢ est langle azimutal ; (a-b) Distributions angulaires des éjectas pour un angle
d’incidence du faisceau égal a 0°. (b) Distribution par rapport a la normale de la
surface en fonction de différents angles de réflexion pour différents angles azimutaux.
(c-d) Distributions angulaires des éjectas pour un angle d’incidence du faisceau
égal a 15°. La probabilité d’éjection des molécules vers I'arriere et sur les cotés est
beaucoup plus faible que celle de les envoyer vers 'avant du faisceau. (e) Résumé
qui compare un angle de d’incidence de frappe de 0° et 15°. Distribution par rapport
a I’angle avec la normale similaire, mais distribution azimutale différente avec une
grande majorité d’éjectas dirigés vers I’avant pour 'angle d’incidence de 15°. ||
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surface en fonction de différents angles de réflexion pour différents angles azimutaux.

[45]

pulvérisées est similaire a celle d'une distribution en 1/cos(#) jusqu’au maximum.

[42]

Cette découverte de la distribution angulaire du rendement de pulvérisation dé-
pendant de I'angle d’incidence offre des perspectives de contréle sur le dépot des
molécules éjectées de la surface.

2.4.4 Transfert de biomolécules par

Le [ToF{SIMS| est I'instrument qui a permis le transfert de protéines a l'aide de
faisceaux d’agrégats ionisés d’argon dans le cadre de ce mémoire. Le collecteur
est placé avant ’analyseur qui est coupé pendant cette manipulation. Seul le
faisceau d’agrégats ionisés d’argon est utilisé et est fourni via le Dans ce
cas-ci, toutes les especes sont récupérées par le collecteur (fragmentées et entieres,
ionisées et neutres).

Ce développement de technologies a permis de surmonter le faible rendement lié
au soft-landing d’ions étant donné que toutes les especes, chargées ou non, sont
récupérées, mais aussi les limitations de ’adsorption en solution aqueuse ainsi que
tous ses inconvénients tels que la difficulté de créer des multicouches. En
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outre, 'une des particularités principales de cette méthode est qu’elle est fonctionne
en 'absence de solvant.

Deux montages de la cible et du collecteur ont été construits et sont disponibles
pour la réalisation des transferts de protéines. Ils sont illustrés a la Figure [2.14] Sur
le premier montage, la cible forme un angle de 30° par rapport a I’horizontale et le
faisceau d’ions primaires frappe la cible avec un angle d’incidence par rapport a la
normale de la surface de 75°. Il est aussi illustré a la Figure 2.15] Sur le deuxiéme
montage, le collecteur est incliné a 45° et placé au-dessus de la cible de sorte a
récupérer un maximum d’especes émises par faisceau d’ions primaires qui frappe la
cible avec un angle de 45°.

=== Cible
=== Collecteur
150 . lons primaires
lons secondaires

30° 45° 45°

FIGURE 2.14 — Deux montages pour le transfert de biomolécules. A gauche :
premier montage ; A droite : deuxieme montage.

ToF-SIMS chamber
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Lysozyme

Bioassay

N
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FIGURE 2.15 — Premier montage cible-collecteur. ||
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Chapitre 3

Objectifs et stratégie

Ce chapitre détaille les objectifs visé par ce mémoire. En outre, la stratégie mise en
place pour y parvenir est expliquée. Elle prend en compte le choix des matériaux
et des protéines étudiées pour parvenir aux objectifs.

3.1 Objectifs

L’objectif du projet dans lequel ce mémoire est incorporé est le développement d’une
méthode de construction en phase gazeuse de couches minces de biomolécules pour
la création de surfaces biofonctionnelles. L’outil utilisé pour le dépdt des protéines
sur des surfaces est le qui dans ce cas est dévié de sa fonction analytique
en plagant une cible et un collecteur sur le porte échantillon. La disposition des
deux tend a récupérer les especes pulvérisées. En réalité, c’est uniquement la source
d’agrégats d’argon du [ToF{SIMS qui est utilisée pour transférer les protéines sur
un collecteur. En effet, son faisceau d’argon frappe une source de protéines (la
cible) et les molécules pulvérisées apres I'impact du faisceau sont récupérées sur le
collecteur. Le transfert des protéines est ainsi réalisé de la cible vers le collecteur.

A ce jour, le transfert et la détection de la présence de certaines protéines transférées
sur un substrat de silicium (lysozyme et bradykinine) par @4811\/[8 ainsi que la
mesure de 'activité biologique du lysozyme transféré ont été réalisés avec succes
[27]. Cependant, la mesure de l'activité d’autres protéines ainsi que I’évaluation
de la quantité transférée n’ont pas encore été résolues. Une premiere hypothese
qui pourrait illustrer les problémes rencontrés lors des tentatives pour arriver aux
résultats est la mauvaise désorption des couches de protéines transférées lorsqu’elles
sont remises en solution. Elles seraient fortement attachées a la surface de silicium.
Ensuite, lors d’essais de tests biologiques, des problémes techniques liés au substrat
de silicium ont été rencontrés. Le collecteur en silicium sur lequel les protéines ont
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été transférées devait étre coupé en plusieurs morceaux pour le placer dans un tube
Eppendorf. Apres I'ajout des réactifs du test biologique, cela laisse la possibilité a
ces morceaux de coller entre eux. Ceux-ci collent via la face ou les protéines ont été
transférées, et cela peut empécher le bon relargage de celles-ci en solution et par
conséquent empécher le bon déroulement du test. Enfin, la détection du transfert
de protéines plus grosses telles que la trypsine n’a pas non plus donné de résultat
significatif.

Ce mémoire vise a dépasser les limitations rencontrées précédemment. Ses objectifs
sont le transfert de protéines (lysozyme et bradykinine) sur différents substrats
(silicium ou polyéthylene, fonctionnalisé ou non), et la quantification de ces protéines
transférées, au moyen de différent tests chimiques. Le transfert d’une plus grande
protéine (trypsine) ainsi que la mesure de son activité biologique sont aussi une
finalité.

3.2 Stratégie

Dans 'intention d’atteindre les objectifs fixés dans ce mémoire, différents substrats
sur lesquels sont transférés les protéines sont utilisés/créés avec chacun des proprié-
tés différentes.

Dans un premier temps le transfert de protéines sur de simples films de polyéthylene
est visé afin de confirmer leur présence ou leur activité via des tests biochimiques
et d’éviter les problemes rencontrés avec le substrat de silicium (les morceaux qui
se collent). Dans un second temps, le développement de couches fonctionnelles
ou sacrificielles est investigué. Les couches fonctionnelles sont réalisées avec du
poly(éthylene glycol) , greffé sur des surfaces de silicium recouvertes d’or,
tandis que les couches sacrificielles sont préparées en déposant du thréhalose directe-
ment sur le silicium. Sur ces substrats couverts de polymere ou sucre est transférée
par une certaine quantité de protéines & déterminer. La création de
ces couches a pour but le relargage des protéines transférées dans I'eau afin de les
quantifier. En effet, les sucres ont tendance a se solubiliser dans ’eau tandis que les
couches de ont tendance a se débarrasser des protéines qui sont a leur surface.

Dans les sous-points suivants, les choix des matériaux et des protéines sont expliqués.

3.2.1 Choix des matériaux

Afin de mener a bien les différents objectifs et pallier aux différents problemes cités
au point le substrat collecteur est varié. Trois types différents ont été employés
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et/ou créés dans le but de répondre a la problématique.

Polyéthyléene

Le polyéthylene (PE) est le polymere le plus basique avec une longue chaine
aliphatique composée de carbone et d’hydrogene, a la structure (3.1). Il s’agit d’un
matériau isolant électrique, résistant en termes chimiques et flexible. De plus, il est

peu cotiteux. [55]
CH, T (3.1)

Le manipulé dans le cadre des expériences réalisées dans ce mémoire se trouve
sous forme d'un fin film, visible a la Figure , découpé en petit carré de lem?.
Il s’agit d’'un matériau simple d’utilisation. Pour ce travail, il évite les problemes
techniques liés au silicium car il vient se coller le long de la paroi du tube Eppendorf,
et la face ou les protéines sont transférées est tournée vers l'intérieur du tube. La
situation est observée sur la Figure [3.2. Par conséquent, les protéines ont la
possibilité d’étre relachées dans I’environnement des réactifs nécessaires pour mener
a bien le test biologique. De plus, contrairement au silicium, ce matériau ne réagit
pas avec les composants du test qui est I'un des tests les plus couramment
utilisés pour quantifier la présence de protéines. Le fonctionnement et le protocole
de ce test sont expliqués plus loin dans le chapitre. Un autre avantage est sa
température de fusion qui se situe entre 108 et 132°C' . L’incubation lors du
test se fait a 56°C', le [PE] résiste a des changements conformationnels a cette
température.

FIGURE 3.1 — Film transparent et FIGURE 3.2 — Carré de lem? de poly-
souple de polyéthylene. éthyléne placé un tube Eppendorf.
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Silicium

Le silicium est le matériau qui forme jusqu’a présent la base des substrats
solides employés comme collecteur pour les protéines projetées. Sur cette base
de silicium pur, une couche de sucre est déposée. Du |Si| recouvert d’une couche
d’or d’environ 100 nm est également employé comme base pour construire
des couches de polymere. C’est sur ces dernieres couches que les protéines sont
attendues lors de leur transfert (le transfert des protéines est expliqué plus loin
dans le chapitre). Les substrats recouverts d’or sont présentés a la Figure

Le silicium est également utilisé en tant que substrat cible. Les faisceaux d’argon
bombarde la surface sur laquelle des protéines ont séché dans le but de les désorber
et les transférer sur le collecteur.

FIGURE 3.3 — Substrat de silicium recouvert d’or.

Tréhalose

Le tréhalose, Ci9 H22O11, est un sucre non réducteur présent dans beaucoup d’or-
ganismes vivants (bactéries, insectes, invertébrés, certaines plantes, etc.) qui relie
deux D-glucopyranose par une liaison «, o — 1,1 glycosidique, voir Figure [3.4. 1l
joue principalement le role de réserve d’énergie et de source de carbone. Dans
certains organismes, d’autres fonctions sont remplies par le tréhalose : protection
des protéines et membranes cellulaires, signalisation, guide, etc. C’est un excellent
stabilisateur et protecteur de protéines lorsqu’elles sont soumises a un stress.

Pour assurer sa fonction de couche sacrificielle, le sucre est déposé sur la surface
d’un substrat en silicium sur laquelle les protéines d’intérét sont transférées par la
suite. En effet, le sucre se solubilise dans I’eau et peut alors relacher avec lui les
protéines. De ce fait, cela améliore la désorption du substrat des protéines, et les
tests biologiques peuvent étre réalisés de maniere optimale.
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FIGURE 3.4 — Structure de I'isomére naturel du tréhalose. [56]

Polyéthylene glycol

Le poly(éthylene glycol) (PEG), représenté a la structure (3.2), est un polymere de
structure linéaire en atomes de carbone, hydrogene et oxygene. Il est terminé d’un
coté par un hydrogene et de I'autre par un groupement -OH.

0 CHQL
H/{ \CH2/ »OH (3.2)

Le choix de ce polymere réside dans le fait qu’en solution aqueuse, le relache
les protéines. En effet, en présence de [PEG, les protéines ont tendance a préférer
I’hydratation. Une étude réalisée sur la protéine [-lactoglobuline démontre que
Iexclusion stérique de la protéine envers le est un parameétre majeur dans
les interactions protéine{PEG et par conséquent dans I’hydratation de la protéine.
De plus, cette hydratation préférentielle est présente pour des présentant un
poids moléculaire supérieur a 400, et augmente avec ce dernier. [58] Dans le cadre
de ce mémoire, le choisi a un poids moléculaire de 1200. Le mécanisme de
répulsion stérique résulte de 'effet suivant. Quand 1’échantillon est remis en solution
aqueuse, les protéines transférées sur la couche de polymere compressent les chaines
menant a une diminution de ’entropie qu’il tend a maximiser. En outre, cette
compression empéche I’hydratation du polymere qui voit son enthalpie augmenter
alors qu’il veut la minimiser. Par conséquent, les polymeres veulent retrouver un
certain équilibre et expulsent les protéines par répulsion stérique. [59]

Dans ce cas, le utilisé en tant que couche fonctionnelle sur un substrat de
silicium recouvert d’or est le terminé par un thiol, voir la structure . La
fonction thiol réagit avec 'or de la surface générant petit a petit la couche voulue.
Pour le reste de 'écrit, [PEG fait référence au [PEG terminé par un thiol.

J[cm o}\ CH,
/
H,CO S, n CHQ/ Sgp (3.3)
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3.2.2 Choix des protéines

Les protéines manipulées lors des transferts et des tests chimiques sont le lysozyme,
la bradykinine et la trypsine.

Bradykinine

La bradykinine est un peptide composé de neuf acides aminés pour un poids
moléculaire faible égal a 1,06021 kDa. Sa formule chimique est CsoH73N15011.
Elle exerce une influence sur les mécanismes de la vasodilatation, le relargage de
médiateurs inflammatoires, la stimulation des nerfs sensitifs, mais également sur le
systéme immunitaire ou rénal par exemple. Cette protéine est multi-fonctions. [60]
OLe choix de cette protéine se justifie par son bas poids moléculaire. Elle est utilisée
afin de mettre au point les protocoles de quantifications, et peut aussi permettre
de comparer la quantité qui pourrait étre déposée par rapport au lysozyme, bien
plus gros. En outre, son ion moléculaire est détecté par ce qui permet
de vérifier in situ U'intégrité des molécules transférées.

" ME % ﬂrJI\r?J\?

Ha

FIGURE 3.5 — Structure de la bradykinine. [61]

Lysozyme

Un autre type de protéine choisi est le lysozyme, souvent étudié pour sa fonction et
sa structure dans la recherche. Découvert en 1922 par Alexander Fleming, c’est une
molécule composée de quatre ponts disulfures entre les cystéines : Cys® et Cys'?7,
Cys® et Cystt® CysS et Cys®®, Cys™ et Cys™ (Figure . Elle agit comme
anti-bactérien dans plusieurs types de tissus (hépatiques, articulaires, etc.) et fluides
corporels (salive, plasma, etc.) en hydrolysant la liaison  — 1,4—glycosidique entre
deux acides aminés de la paroi cellulaire d’une bactérie (acide N-acétylmuramique
et N-acétylglucosamine). [62][63][64] Cette protéine est peu cotiteuse. En outre, son
bon transfert ainsi que la conservation de sa structure tridimensionnelle et donc de
son activité biologique ont été prouvé. [27] C’est la raison pour laquelle les premiers
tests et transferts de ce travail ont été réalisé avec le lysozyme. Finalement, le
lysozyme a un poids moléculaire de 14,3 kDa. [65]
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(a) Chaque groupe de trois lettres représente un  (b) Structure tridimensionnelle d’un
acide aminé. lysozyme de blanc d’oeuf.

FIGURE 3.6 — Structure du lysozyme.

Trypsine

En tant qu’enzyme protéolytique (protéase) représentée a la Figure la trypsine
découpe d’autres protéines ou peptides en sectionnant la liaison du groupement
carboxyle des acides aminés lysine ou arginine par hydrolyse. Elle est formée dans
le pancréas sous forme inactive, le trypsinogene, et est activée dans I'intestin apres
clivage d'un peptide (HoN —Val— Aspy— Lys —COOH) par I'entérokinase. 1l s’agit
d’une plus grosse protéine que les deux précédentes, avec un poids moléculaire de
23,746 kDa pour celle du pancréas bovin. Sa formule chimique est Cs5 H47N;O1g
et s

FIGURE 3.7 — Structure tridimensionnelle de la trypsine bovine.
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Chapitre 4

Matériaux et méthodes

Les matériaux employés, les différentes méthodes de préparation des substrats
cibles ou de collecteurs, et les protocoles de tests biochimiques sont décrits dans
cette section.

4.1 Matériaux

Le D-(+4)-Trehalose dihydrate (C12H22011) de Saccharomyces cerevisae (poudre,
pureté > 99%, référence T9531), le sel d’acétate de bradykinine (poudre, pureté
> 98% (HPLC), référence B3259), la trypsine de pancréas bovin (poudre lyophilisée,
traitée essentiellement sans sel, > 10000 BAEE unité/mg de protéine, référence
T1426), et le lysozyme de blanc d’oeuf de poulet (poudre lyophilisée, protéine
> 90%, > 40000 unité/mg de protéine, référence L6876-5G) proviennent de Sigma-
Aldrich (Saint-Louis, MO). Le poly(éthylene glycol) méthyl éther, terminé-{2-thiol
(référence P8698-EGOCH3SH) est obtenu par Polymer source, Inc. Les fines plaques
de [Si| (référence WAK2PN) ont été commandées chez Neyco s.a. Tandis que les
plaques prédécoupées de silicium couvert d’'une fine couche d’or ont été fabriquées
au laboratoire Winfab a I’Université Catholique de Louvain. Le kit Pierce™ de
dosage fluorescent d’une protéase (référence 23266) et le kit Pierce™ de dosage
[BCA d’une protéine (référence 23227) sont achetés chez Thermo Fischer Scientific.
Les films de polyéthyléene de faible densité (LDPE Film, épaisseur de 0.05 mm,
référence LS186732) ont été acquis chez Goodfellow (Cambridge, England). Pour
I’électrophorese sur gel, les gel (iD PAGE Gel, 4-20%, référence ID-PA4201-010)
ont été trouvés chez Kaneka Eurogentec S.A. (Seraing, Belgique), et la coloration
protéique (InstantBlue® Coomassie Protein Stain, ISB1L, référence ab119211) chez
Abcam.
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4.2 Préparation des substrats collecteurs et source
de protéines

Film [PE collecteur

Le film de est découpé en carrés de 1em?. Ces petits carrés sont ensuite placés
dans une solution d’éthanol pur dans un bécher fermé par un Parafilm et nettoyés
pendant 15 minutes au sonicateur (via ultrasons). Finalement, ils sont séchés au
flux d’azote, Ns.

Silicium pur collecteur

Les fines plaques de [Si| sont découpées en carrés de 1lem?. Ces carrés sont immergés
dans une solution piranha (trois doses d’acide sulfurique pour une dose de peroxyde
d’hydrogene) pendant 5 minutes, puis rincés a ’eau pure 10 fois pour enlever tout
résidu de solution piranha (elle réagit fortement avec les molécules organiques, et il
ne faudrait pas que cela soit le cas avec les protéines transférées sur le collecteur).
Ils sont ensuite séchés au flux d’azote, Ny. Pour terminer la préparation, ils sont
soumis a un traitement UV /ozone pendant 15 minutes. Une lampe a UV irradie la
surface pour dissocier les particules (organiques entre autres) en particules volatiles
(Oq, HyO et COy) qui s’enléevent de la surface. [69)

Silicium recouvert d’or collecteur

Le|Silrecouvert d est recu prédécoupé en carrés de 1em?. Ils sont placés dans une
solution d’acétone pur dans un bécher fermé par un Parafilm et nettoyés pendant
15 minutes au sonicateur. Finalement, ils sont séchés au flux d’azote, Ns, et la
préparation se termine par un passage dans la machine UV /ozone.

Silicium pur cible (source de protéines)

Les plaques de [Si| épaisses sont découpées en petits bouts de moins d’0,3 x 1 em?.
La méme méthode de nettoyage que pour les silicium purs collecteurs est appliquée.
Finalement, trois fois 20 L d’une solution de protéines de concentration égale
a 20 g/L sont déposées sur la surface non polie du Entre chaque dépot, le
recouvert de la solution de protéines est placé a l'incubateur (max 40°) afin de
sécher plus rapidement.
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4.3 QOutils d’analyse
4.3.1 Mesures avec [ToF{SIMS

Les mesures sont réalisées a 1’aide du modele TOF.STM S5 équipé d’un analyseur
de type réflectron a temps de vol, provenant de IONTOF GmbH (Miinster, Alle-
magne). La cible est bombardée par le faisceau avec un angle de 45°, tandis que les
particules désorbées entrent dans ’analyseur perpendiculaire a la surface.

Chaque échantillon est cartographié en 2D avant et apres le relargage des protéines
transférées en solution aqueuse. Un faisceau de Bii accéléré a 30 balaye
la surface de 1’échantillon pour une densité d’ions d’environ 7.10® BiZ /em?. Ces
cartographies ont pour dimensions 7 x 7 mm? pour 256 pixels, et ont duré environ
20 minutes chacune. L’analyseur enregistre les signaux moléculaires pour construire
des spectres de chaque pixel et la cartographie.

Ensuite, entre deux et trois analyses en profondeur (profil 3D) ont été effectuées,
chacune étant séparée de quelques millimetres d’'une autre afin d’éviter toute in-
terférence. Les profils réalisés varient en temps et en courants de pulvérisation
(entre 50 pA et 5 nA) en fonction de l'objectif souhaité : atteindre la couche
protéine/tréhalose ou protéine/PEG, ou atteindre le silicium. Le faisceau d]Ar3000
accéléré a 10 bombarde la surface sur une aire de 600 um? pour désorber une
couche et permettre au faisceau de Bii (source LMIG, Liquid Metal Ton Gun)
d’analyser sur une superficie de 200 um? avec un courant d’environ 0,07 pA. La
différence de superficie sur lesquels les faisceaux ont un impact évite les effets de
bords lors de I’analyse des espéces émises par le faisceau de Bia . Toutes ces mesures
sont faites selon le mode interlacé, dans une polarité positive, et les spectres sont
calibrés grace aux pics CHy , CoHS, C3Hy et CyHT .

Les données ont été acquises grace au programme Surfacelab 6.5 et traitées par
SurfaceLab 7.2.

4.3.2 Spectroscopie photoélectronique a rayons X, XPS

Dans le cadre de ce mémoire, la spectroscopie photoélectronique a rayons X permet
la caractérisation semi-quantitative des couches de polyéthylene glycol formées sur
les substrats de silicium recouverts d’or. Cette méthode utilise I’énergie d’un photon
envoyé (& 1486 |eV|dans nos mesures) sur la surface pour mesurer 1’énergie cinétique
des différents photo-électrons expulsés de I’échantillon et ainsi dessiner un spectre
de ces énergies cinétiques. Un élément chimique qui compose ’échantillon peut se
trouver sous différents états électroniques, c’est-a-dire qu’il peut étre lié a lui-méme
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ou a d’autres éléments entrainant alors un déplacement chimique. L’énergie de
liaison est différente (supérieure) de celle de 1'état élémentaire (lié a lui méme)
lorsque 1’élément est lié a un atome différent. Ces informations sont a prendre
en compte pour évaluer 1'état électronique de cet élément & travers I’échantillon. [70]

Une réelle analyse quantitative n’est pas possible avec ce type de spectroscopie.
Néanmoins les intensités mesurées peuvent permettre de calculer les rapports
atomiques. Si I'on souhaite comparer les rapports de deux éléments entre deux
échantillons, ils donnent une idée sur les proportions entre les deux éléments dans
un échantillon. Cependant, le rapport le plus élevé ne permet pas d’affirmer que
la quantité est plus élevée dans cet échantillon. Attention tout de méme que ces
rapports peuvent étre influencés par la contamination de surface qui est aussi prise
en compte. [70]

Mesures avec

Les analyses ont été réalisées avec un spectrometre photoélectronique SSX 100/206
de Surface Science Instruments (Etats-Unis) équipé d’une source de rayons-X Al
microfocalisée monochromatisée (alimentée a 20 mA et 10 HeV)). La pression dans
la chambre d’analyse était d’environ 107% Pa. L’angle entre la normale & la surface
et 'axe de la lentille de I'analyseur était de 55°. La surface analysée était d’environ
1,4 mm? et énergie de passage était fixée & 150 Un canon a eau réglé a 8
et une grille de Ni placée a 3 mm au-dessus de la surface de I’échantillon ont été
utilisés pour la stabilisation de la charge. La séquence suivante de spectres a été
enregistrée : spectre d’étude, C 1s, O 1s, N 1s, S 2p, Au 4f et C 1s a nouveau pour
vérifier la stabilité de la compensation de charge dans le temps. La composante
C-(C,H) du pic Cls du carbone a été fixée a 284,8 |eV|pour définir 1’échelle d’énergie
de liaison. Le traitement des données a été effectué avec le programme CasaXPS
(Casa Software Ltd, Royaume-Uni). Certains spectres ont été décomposés avec la
routine d’ajustement des moindres carrés fournie par le logiciel avec une fonction
produit Gaussienne/Lorentzienne (85/15) et apres soustraction d’une ligne de base
non linéaire. Les fractions molaires ont été calculées en utilisant les surfaces des pics
normalisées en fonction des parametres d’acquisition et des facteurs de sensibilité
fournis par le fabricant.

4.4 Transfert des protéines

Le transfert de protéines est réalisé a I'aide du SIMS| Il s’agit a la base d'un
outil d’analyse, mais dans le cadre du projet, il est détourné de son role premier
pour réaliser du transfert de molécules d'une cible a un substrat collecteur. En
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FIGURE 4.1 — a) Porte-échantillon supportant le dispositif pour le transfert de
protéine. b) Dispositif imprimé en 3D sur lequel le collecteur est collé. ¢) Source
de protéines (substrat de |Si|sur lequel des protéines ont séché) qui est la cible du
faisceau. d) Collecteur collé sur le dispositif (dans ce cas, il s’agit d'un film de .

réalité, c’est uniquement son faisceau d’argon (faisceau (GCIB|) qui est utilisé pour
transférer les protéines sur les substrats collecteurs.

Les dispositions de la cible et de la source de protéines sont représentées a la Figure
[4.1. Tout comme pour l'analyse, le faisceau d’argon frappe la source de protéines
avec un angle d’incidence par rapport a la normale de la surface égal a 45°. Le
collecteur est positionné a 45°, car c’est la disposition qui permet de récupérer un
maximum d’espece pulvérisée.

Le bombardement de la source de protéines est réalisé avec des faisceaux de agrégats
dooo et un courant de pulvérisation compris entre 6 et 9 nA pour des temps de
transfert inférieurs ou égaux a 7h. Lorsque des agrégats doo sont utilisés, le
courant de pulvérisation est compris entre 1,2 et 1,8 nA. Les temps de transferts
doivent alors étre adaptés pour atteindre des doses du méme ordre de grandeur, les
temps de transferts sont plus longs. Dans toute manipulation, 'accélération des
clusters est a 10 Hell

4.5 Les tests biochimiques

Dosage d’une protéine

Le test (kit visible & la Figure est un test & base d’acide bicinchoninique
(BCA) qui mesure la concentration protéique dans un échantillon. C’est ce composé
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7
10 S ZER protoin Assay Kit

FIGURE 4.2 — Kit Pierce™ de dosage BCA d’une protéine. |\

qui par réaction chimique avec un complexe chélaté forme la couleur mauve apercue
a l'oeil nu. [71]

Deux réactions ont lieu durant le test. La premiere étape est la réduction de I'ion
cuivre Cut en Cu™ par les protéines, connue sous le nom de réaction de Biuret
et représentée par I’équation . Attention, cette réaction doit se dérouler en
milieu alcalin, sous réserve d’influencer les résultats. Les protéines ou peptides se
lient a l'ion cuivrique pour former un premier complexe chélaté. Ensuite, le cuivre
réduit en Cut réagit avec I’'acide bicinchoninique, a hauteur de deux molécules
d’acide pour un ion cuivreux. Apres une incubation d’une heure a 60°C', un nouveau
complexe chélaté hydrosoluble est formé et donne cette couleur mauve qui peut
étre déterminée grice a son absorbance & 562 nm, Figure [£.3. Trois parameétres
relatifs a la protéine influenceraient également la couleur du test : la structure
macromoléculaire, le nombre de liaisons peptidiques, et certains acides aminés
(cystéine, cystine, tryptophane et tyrosine). [71]

Protéine + Cu®* —»Protéine + Cu™* (4.1)
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Bicinchoninic Acid L. . . N
Bicinchoninic acid - Cu* complex

Purple color

FIGURE 4.3 — Réaction chimique lors du test BCA.

La réponse a un test BCA a une tendance quasi-linéaire avec 'augmentation de
la concentration en protéines allant de 20 & 2000 pug/mL. L’allure de courbes
typiques sont représentées a la Figure 4.4 pour deux protéines : albumine de sérum

bovin (BSA|) et gammaglobuline bovine (BGG)). Le test a ici été réalisé avec une

incubation de 30 minutes a 37°C.

Lors de I’élaboration du test, les protéines sont séchées dans une plaque de 96
puits transparente sous 40°C dans 'incubateur jusqu’a disparition de la solution
aqueuse dans laquelle elles baignaient. Ensuite, une solution des réactifs A et B en
concentration 50 : 1 respectivement est préparée en quantité suffisante pour remplir
chaque puits de 200 pL de solution. Lorsque le test est fait avec des films de [PE,
ceux-ci sont placés dans des tubes Eppendorf, et 250 ;L de solution sont préparés
par puits. Apres incubation dans un bain a 60°C', ’absorbance d’une longueur
d’onde de 562 nm est mesurée a 'aide d'un lecteur de plaques multipuits. Pour
les films de [PE dans les tubes Eppendorf, 200 uL sont prélevés et mis dans une
plaque multipuits pour permettre la mesure d’absorbance.

Dosage fluorescent d’une protéase

Ce test permet de quantifier la trypsine grace a son activité protéolytique. Il se
base sur la digestion de caséine marquée a la fluorescéine par une protéase pour
mesurer son activité par fluorescence. [72] Un aperc¢u du kit utilisé au laboratoire
est visible sur la Figure 4.5

La caséine qui permet la détection de 'activité protéasique est marquée par du
isothiocyanate de fluorescéine présent en large exces par rapport a elle.
Tant que la molécule est intacte, la fluorescence est inhibée. Lors de la digestion
de la FITC-caséine en plusieurs fragments par la protéase (phénomene dessiné
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BCA Protein Assay
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F1GURE 4.4 — Allures de courbes classiques en réponse au test Dans ce cas,
il s’agit des courbes pour les protéines et avec une concentration de 20

a 2000 pg/mL.

Product # 28376

BupH™ Tris Buffered
Saline Pack

25 mM Tris, 0.15 M sodium chioride, pH 7.2,
in

uhen pouch contents dissotved in a
final volume of 500 m deionized water.

For long term storage, add 50 mg sodium
azide per 100 mi (0.05%).

FIGURE 4.5 — Kit Pierce™ de dosage fluorescent d’une protéase. ||
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FIGURE 4.6 — Digestion protéolytique d'une caséine marquée par une protéase. [72]

sur la Figure , I’appareil détecte 'augmentation de la fluorescence a mesure
que la FITC-caséine est fragmentée. Cette mesure de 'activité de la protéase se
réalise avec un fluorometre et des longueurs d’ondes d’excitation et d’émission de
la fluorescéine, soit 485 et 538 nm. [72]

Lors de I'expérience sur les protéines transférées, les films de ont été placés dans
des tubes Eppendorf. Afin qu’ils soient bien couverts de la solution, 180 L ont été
insérés. D’abord, il y a 'ajout de 80 L d’une solution tampon TBS (25 mM Tris,
0,15 M NaCl, et pH 7,2), et puis, 100 uL de solution réactive contenant du TBS et
la caséine en concentration 500 : 1 respectivement. Une incubation de 5 minutes a
température ambiante précede la mesure sur le SpectraMax. Un prélevement de
150 L de cette solution est mis dans les puits d'une plaque 96 puits noire pour la
mesure de fluorescence pour des longueurs d’ondes d’excitation et d’émission de
485 et 538 nm.

Mesure des absorbances et fluorescences

Les mesures d’absorbances et fluorescences réalisées pour obtenir les résultats des
tests qui utilisent les kits Pierce™ de dosage [BCA et fluorescences de protéines
sont obtenues a partir d'un SpectraMax® iD3 provenant de Molecular Devices (San
Jose, Californie, Etats-Unis). Elles sont faites en "point final" dans des plaques de
96 puits transparentes ou opaques en fonction du test.

4.5.1 Electrophorese sur gel

L’¢électrophorese sur gel de dodécylsulfate de sodium-polyacrylamide (SDS-PAGE]
est une méthode qualitative qui permet de détecter la présence d’une protéine. Son
principe repose sur la migration de la protéine sous un champ électrique, les plus
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petites protéines migrant plus loin que les grosses. Connaissant le poids moléculaire
de la trypsine, il est facile de savoir ou attendre un trait apres ’application du
champ.

Préparation de la solution contenant les protéines transférées

Chaque film de [PE est placé dans un tube Eppendorf, dans lesquels 100 pL de
solution Laemmli est incorporée afin de couvrir quasi entierement le carré. Trois
inhibiteurs de protéases sont ajoutés a la solution a différentes concentrations dans
le but d’empécher les molécules de trypsine de rompre les liens peptidiques entre
elles. Chaque tube Eppendorf passe au vortex pendant 15 minutes. Toutes les 5
minutes, 'appareil est mis sur pause pour repousser les films de [PE dans le fond
des tubes Eppendorf a 'aide d’une centrifugeuse (30 secondes a 10 000 rpm). Cela
est aussi fait une dernere fois a la fin des 15 minutes. Ensuite, les échantillons
sont placés dans un bain d’ultrasons a 56°C' pendant 15 minutes. Finalement, une
nouvelle centrifugation pendant 1 minute a 14 000 rpm termine le processus de
préparation.

Montage de la cellule d’électrophorese

Le gel de polyacrylamide qui contient les puits dans lesquels les solutions sont
déposées est monté dans une cellule plongée dans un bain de solution tampon MOPS
(3-(N-morpholino)propanesulfonic acid). Dans le premier puits, 8 pL de solution
Ladder (échelle de référence de poids moléculaires) sont insérés. Une référence de
trypsine (2 pg) est introduite dans le deuxieme puits. Dans les puits 3 a 5, 70 pL
(capacité maximale d’un puits) de la solution contenant les protéines transférées
sont injectés délicatement. Finalement, pour éviter que les protéines ne dérivent
dans la ligne du puits 6, 20 uL de solution Laemmli y sont ajoutés.

Electrophorese

Le lancement de 1’électrophorese se fait d’abord a tension constante, 140 V. Apres
environ 30 minutes, il y a un changement et il faut passer a courant constant, 50
mA. L’expérience dure environ 1h20 jusqu’a ce que la couleur bleue de la solution
Laemmli soit visible tout en bas du gel, alors le processus est stoppé.

Coloration des protéines

Finalement, la cellule d’électrophorese est démontée et le gel est placé dans une
boite et baigné dans du bleu de Coomassie, une coloration protéique a base de
Coomassie. Ce colorant permet de visualiser les protéines qui ont migré a travers
le gel. Le gel reste une nuit entiere avant de regarder aux résultats.
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Résultats et discussion

Dans cette section, les résultats obtenus a l'issue des expériences et des manipula-
tions réalisées sur les différents transferts de protéine sont discutés.

5.1 Transfert de protéines sur films de polyéthy-
léne

Bien que le polyéthyléne soit un matériau avec beaucoup d’avantages (vus au point
dans le cadre du test @, il reste nécessaire de vérifier §’il interfere ou non
sur le test. Pour y parvenir, une courbe de calibration, reprenant la méme gamme
de masse de lysozyme que celle de la courbe de calibration de référence (Figure
E en Annexe), est construite. La courbe de référence du lysozyme est élaborée
afin de comparer les résultats obtenus en ajoutant d’autres composés au test. En
sachant, que la courbe de calibration de référence est construite avec une solution
de lysozyme pure, aucune interférence n’est attendue pour ce test. De plus, 'allure
de la courbe est similaire a celle de la Figure [4.4] L’absorbance est différente, mais
c’est normal étant donné que les molécules comparées ne sont pas identiques.

Dans ce cas-ci, le lysozyme est déposé sur des carrés de a partir de solution
aqueuse. Il seche ensuite dans un incubateur a 40°C' jusqu’a disparition totale de
I’eau. La courbe de calibration de vérification est reprise dans la partie Annexe
a la Figure [A.2. La tendance linéaire sur ce genre de graphe est toujours ajoutée
car elle permet d’obtenir I’équation de la droite qui donne une estimation sur la
quantité transférée a partir de ’absorbance mesurée. La pente de la droite suite a
la régression linéaire est similaire a celle obtenue pour la référence, tout comme les
valeurs d’absorbance. En conclusion, le [PE n’interfére pas avec les résultats d’un

test [BCAl
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Pour la suite des transferts sur des films de polyéthylene, la bradykinine et le
lysozyme sont choisis dans le but de quantifier la masse de protéines déposée.

5.1.1 Transfert de bradykinine sur

Une premiere série de transferts de bradykinine sur des films de polyéthylene est
effectuée a l'aide d’agrégats d’Ariyg, accélérés a 10 Pour chacun des transferts,
la masse transférée de bradykinine est estimée a l’aide de la courbe de calibration a
la Figure en Annexe. Les parametres de transferts sont exposés au tableau [5.1]

TABLE 5.1 — Tableau reprenant les parametres de la premiere série de transferts
de la bradykinine sur films de polyéthyléne & I'aide d’Argy, accélérés a 10
ainsi que la masse estimée.

Dose totale | Densité Masse
s s Courant | Temps de .
d’ions d’ions Al transfert estimée
[#ions] [ions/cm?] [1g]
1|5,43.10" 1,1.10'6 5,8 25min 0,9323
2 | 7,41.10%3 1,81.10% 3,3 1h 1,0609
3 ]1,69.10" 3,44.10'° 5 1h30 1,6768
4| 3,38.10" 4,86.10'0 5,3 2h 3,0637
5| 8,99.10 1,83.10%7 5 8h 8,1042
Estimation de la masse de bradykinine transférée
sur des films de PE
9
8 e °
£
& 6 e
s e
.0 e y = 4E-17x + 0,4867
§ 3 o . R? =0,9891
20 e o
1 o'
0
0,00E+00 4,00E+16 8,00E+16 1,20E+17 1,60E+17 2,00E+17

Densité d'ions [ions/cm?]

FIGURE 5.1 — Graphe de I'estimation de la masse de bradykinine transférée [pug|
en fonction de la densité d’ions primaires d’argon [ions/cm?] pour la premicre série
de transferts. La droite a pour équation : y = 4,20249.10~7 x + 0,486689821.
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Un graphe reprenant la masse transférée estimée en fonction de la densité d’ions
primaires est obtenu a la Figure [5.1. La valeur du coefficient de détermination
indique que la régression linéaire obtenue a partir des points sur le graphe explique
correctement les valeurs trouvées. Il faut néanmoins garder a 'esprit que certaines
masses estimées sont hors de la gamme de masse utilisée pour la courbe de cali-
bration. Des lors une deuxieme série de transferts est pratiquée. Dans ce cas, la
courbe de calibration est construite avec une gamme de masse allant jusqu’a 10
1g, et aucun transfert supérieur a 8h n’est réalisé. Les parametres et les masses
estimées se trouvent dans le tableau [5.2, et la Figure représente 1’estimation
de la masse de bradykinine transférée en fonction de la densité d’ions primaires
envoyés sur la surface.

TABLE 5.2 — Tableau reprenant les parametres de la deuxieme série de transferts
de la bradykinine sur films de polyéthyléne a 'aide d’Argyy, accélérés a 10
ainsi que la masse estimée.

Dose totale | Densité Masse
”e . Courant | Temps de .
d’ions d’ions Al transfert estimée
[#ions] [ions/cm”] [1g]
1|1,33.10" 2,72.101° 7,9 45min 1,6456
2 | 3,55.10 7,25.101° 7,9 2h 3,7177
3|7.01.10" 1,43.10"7 | 7.8 4h 8,2311
4 | 1,49.10% 3,04.10'" | 5,3 8h 7,7936
Estimation de la masse de bradykinine transférée
sur des films de PE
10
; . .
R
é e e e y = 2E-17x + 2,1757
""" R?=0,6561
2 [}
0
0,00E+00 7,50E+16 1,50E+17 2,25E+17 3,00E+17 3,75E+17

Densité d'ions [ions/cm?]

FIGURE 5.2 — Graphe de 'estimation de la masse de bradykinine transférée [pg| en
fonction de la densité d’ions primaires d’argon [ions/cm?] pour la deuxiéme série
de transferts. La droite a pour équation : y = 2,21171.107" z + 2, 175650468.
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Dans ce cas-ci, le coefficient de détermination de la régression linéaire n’est pas
favorable. Ce n’est pas étonnant quand on compare les résultats des trois derniers
transferts de la derniére série. Etant donné que pour des densités d’ions différentes
d’un facteur 2, la masse transférée estimée a plus que doublé pour les transferts
2 et 3, on s’attend a un résultat similaire entre le transfert 3 et 4. Or, la masse
estimée du transfert 4 est plus petite que celle du transfert 3. L’hypothese qui peut
expliquer ce résultat, est que la cible de protéines soit épuisée (couche complétement
érodée et substrat de Si atteint) avant la fin du transfert. En outre, il est difficile
de contréler précisément 1’épaisseur de la couche de protéines sur la cible, et
celle-ci n’est certainement pas homogene. Il n’est pas évident non plus de savoir
précisément I'endroit de frappe du faisceau d’argon sur la cible. La couche a ’endroit
de frappe du transfert 4 pourrait étre moins épaisse que celle a I’endroit de frappe
du faisceau d’ions primaires du transfert 3. Une seconde hypothese pourrait étre
la contamination du troisieme échantillon. Ces hypotheses sont expliquées plus en
détail dans la section [5.2, car elles permettent également de comprendre d’autres
résultats obtenus dans cette section.

5.1.2 Transfert de lysozyme sur

Les manipulations du point précédent sont répétées avec le lysozyme. Les para-
metres de transfert de chaque échantillon sont résumées dans le tableau Le
graphe a la Figure montre la tendance de 'estimation de la masse en fonction
de la densité d’ions envoyés sur la surface de la cible. Malgré un bon coefficient
de détermination de la courbe de calibration (Figure @ en Annexe), celui de
la régression linéaire a la Figure [5.3 est trés mauvais. Il n’est pas possible de
tirer quelconque conclusion de cette courbe. L’espoir de voir une masse estimée
qui augmente avec la densité d’ions primaires envoyés a la surface de la source
de protéines est balayée par les résultats exprimés au tableau A nouveau,
I’hypothese que la couche de protéines (source) soit épuisée avant la fin du transfert
en plusieurs endroits de la cible est probable.

Aucune tendance entre la densité d’ions primaires envoyés et la masse transférée
ne peut donc étre observée.

Une deuxieme série de transferts de lysozyme sur des films de [PE est réalisée
afin d’obtenir de meilleurs résultats a partir desquels on pourrait tirer quelques
conclusions. L’estimation de la masse transférée pour les trois derniers transferts du
tableau sont reportées dans un graphe, représenté a la Figure en fonction de
la densité d’ions primaires envoyés sur la cible. Le coefficient de détermination de
la courbe de calibration (Figure en Annexe) est tres bon et celui de la Figure
5.4] est excellent. Cela veut dire que pour des prochains transferts de lysozyme,

52



CHAPITRE 5. RESULTATS ET DISCUSSION

TABLE 5.3 — Tableau reprenant les parametres de la premiere série de transferts
du lysozyme sur films de polyéthyléne a l'aide d’Ar3yy, accélérés a 10 ainsi
que la masse estimée.

Dose totale | Densité Masse
”e ) Courant | Temps de .
d’ions d’ions Al transfert estimée
[#ions] [ions/cm’] [1g]
1|1,6.10" 3,26.101° 7,1 1h 1,4689
2| 2,4.10" 4,89.106 6,4 1h40 1,3826
3| 3,24.10" 6,6.10%° 5,8 2h15 2,7352
4 | 4,45.10™ 9,08.10' 6,6 3h 1,8576
5| 5,9.10 1,06.10%7 6,6 3h30 2,3735
Estimation de la masse du lysozyme transférée
sur des films de PE
3
[ J
21 °
B2 T
=T PY
5 15 o .
g 1 y=1E-17x +1,1903
R? = 0,3329
0,5
0
0,00E+00 2,50E+16 5,00E+16 7,50E+16 1,00E+17 1,25E+17

Densité d'ions [ions/cm?]

FIGURE 5.3 — Graphe de l'estimation de la masse de lysozyme transférée [ug] en
fonction de la densité d’ions primaires d’argon [ions/cm?] pour la premiére série
de transferts. La droite a pour équation : y = 1,12311.107" = + 1,190263957.

on pourrait s’attendre a cette méme tendance de la masse estimée en fonction de
la densité des ions primaires. Cependant, un certain esprit critique est a garder
par rapport a ces résultats. La courbe de la Figure [5.4 n’est basée que sur trois
points. Le premier transfert du tableau n’est pas pris en compte dans le graphe
a la Figure |5.4}, car le transfert n’a pas été réalisé avec la méme énergie par atome
des agrégats d’argon. Par conséquent, le rendement de pulvérisation n’est pas le
méme et cela n’a pas de sens de les mettre dans le méme graphique. Il serait donc
intéressant de réitérer I’expérience avec plus de transferts et, pour chacun d’eux,
avec une source de protéines plus épaisse afin d’éviter son épuisement avant la fin
du transfert.
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TABLE 5.4 — Tableau reprenant les parametres de la deuxieme série de transferts
du lysozyme sur films de polyéthylene a I'aide d’agrégats d’argon accélérés a 10
ainsi que la masse estimée.

D,(.)SG totale DfnSlte Courant | Agrégats | Temps de Ma&sse’
d’ions d’ions Al dareon | transfert estimée
[#ions| [ions/em?) ® [1g]
1|4,21.10" 8, 58.101° 1,56 Ardioo 12h 0,9043
2| 1,77.10" 3,62.10'° 7,9 Ardio 1h 0,6935
3 |3,73.10% 7,61.10%° 8,3 Ardioo 2h 0,9302
4 |5,33.10" 1,09.107 | 7,9 Ar3o00 3h 1,1136
Estimation de la masse du lysozyme transférée
sur des films de PE
1,2
...... ®
14 e
Y o
BO8 e
3 o
g 06 y = 6E-18x + 0,4863
s 0,4 R? = 0,9997
0,2

0

0,00E+00 2,50E+16 5,00E+16 7,50E+16 1,00E+17 1,25E+17

Densité d'ions [ions/cm?]

FIGURE 5.4 — Graphe de l'estimation de la masse de lysozyme transférée [ug] en
fonction de la densité d’ions primaires d’argon [ions/cm?] pour la deuxiéme série
de transferts. La droite a pour équation : y = 5,77627.107'® = + 0,486337231.

5.1.3 Comparaison entre la bradykinine et le lysozyme

La comparaison entre les graphes de la masse transférée en fonction de la densité
d’ions primaires envoyés sur la cible, fait remarquer que pour une méme densité
d’ions, la masse transférée de bradykinine est supérieure a celle du lysozyme. Les
pentes des graphes concernant la bradykinine sont plus grandes que celles pour le
lysozyme. Cette observation permet de déduire que les protéines de poids molécu-
laires plus petits ont une vitesse de dépot plus grande que les protéines avec un
poids moléculaire plus élevé. En outre, cette vitesse de dépot croit linéairement avec
le temps. Il devient alors facile de controler la masse transférée voulue en fonction
du temps et du courant du faisceau. Dans le cas du lysozyme, la reproduction de
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I’expérience est nécessaire pour affirmer cette théorie.

Il est a souligner que ces résultats sont obtenus grace a la facilité de manipulation
du polyéthylene, contrairement a celle du silicium qui n’a pas donné de résultat
concluant pour la quantification.

5.2 Transfert de protéines sur couches fonction-
nalisées

Une autre partie des objectifs est la création de surfaces fonctionnalisées. L’élabo-
ration des couches exploitées pour le largage des protéines en solution nécessite en
premier lieu de vérifier I'interférence des matériaux choisis avec le test [BCA. Ce
test est choisi pour détecter la présence des protéines, car il est simple et fiable.
Fructose, tréhalose et sont ajoutés a la solution de protéines de concentration
connue pour ensuite étre comparée a une courbe de calibration de protéines "pure"
en solution aqueuse. Les quantités de protéines de la courbe de calibration sont
connues et le résultat souhaité est une courbe de calibration similaire pour tous les
tests. Ces courbes sont visibles en Annexe aux Figures[A.1] [A.7 [A.§ et [A.9]

Sur les graphes, il est flagrant que le fructose a une interférence avec le test, tandis
que le tréhalose et le donnent des résultats tres similaires au test blanc
(solution aqueuse de protéines pures). Les coefficients des droites pour ces deux
matériaux sont semblables. Les valeurs de la courbe avec la solution de [PEG sont
néanmoins légérement inférieures, mais cela peut résulter d’imprécisions lors de la
manipulation.

La courbe du fructose s’explique par le fait qu’il s’agisse d’un sucre réducteur
qui a la capacité de réduire 'ion cuivrique Cu?t en Cu®. C’est confirmé par
les résultats de Milton et Mullen qui démontrent que le fructose, parmi d’autres
sucres, est trés réactif au test[BCA. Son absorbance est reprise sur la Figure (73]

Ces résultats permettent de choisir les matériaux utilisés dans les prochaines étapes :

tréhalose et [PEG.
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FIGURE 5.5 — Absorbance de différents sucres en réaction au test [BCA: fructose
(fru), lactose (lac), glucose (glc), N-acetyl-glucosamine (glenac), galactose (gal),
mannose (man), sucrose (suc) et a-methyl-glucose (megl).

5.3 Transfert de bradykinine sur une couche de
tréhalose

Cette section est dédiée aux transferts de bradykinine sur des couches de tréhalose.
La premiere partie étudie le développement de la couche. Les deux autres parties
se concentrent sur la caractérisation des couches avant et apres le transfert de
bradykinine.

5.3.1 Création de la couche de tréhalose

Pour réaliser la couche sacrificielle de tréhalose, quelques sublimations sont effectuées
grace a un appareil "fait maison" dans le laboratoire BSMA (Bio- and Soft Matter)
a I'Université Catholique de Louvain. L’appareil est visible aux Figures et [5.6b.
Il est composé de deux pompes et d'une jauge pour mettre le circuit, completement
fermé a 'extérieur, sous-vide afin de permettre I'opération. Les deux pompes sont
visibles a la Figure et la jauge a la Figure La pompe primaire est mise
en route et permet d’atteindre une pression de 102 mbar. Ensuite, la pompe
turbomoléculaire (ou secondaire) est enclenchée et descend la pression jusque 1074
mbar. A partir de cette pression, le sucre préalablement placé dans un creuset
(Figure est chauffé & 180°C' et sublime pendant 2h. Au-dessus, un substrat de
silicium carré d’1 em? est fixé a une tige en cuivre constamment refroidie par de la
glace a 'extérieur afin que le sucre en phase gazeuse se condense et se solidifie sur
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le silicium. Ces parameétres de sublimation sont trouvés par essais/erreurs, et sont
jugés satisfaisants, car la couche obtenue est visible a 1’oeil nu.

FIGURE 5.6 — Appareil de sublimation du laboratoire Bio- and Soft Matter a
I"Université Catholique de Louvain. (a) : 1) Colonne dans laquelle le substrat de
silicium est placé. 2) Creuset qui contient le tréhalose. 3) Vanne pour mettre le
circuit a 'air. 4) Vanne pour séparer les pompes du reste du circuit. 5) Jauge. 6)
Permet de sélectionner la température voulue et de commencer la sublimation. 7)
Chauffe le creuset pour que le tréhalose sublime. 8) Boost du 6) pour atteindre les
plus hautes températures. (b) : 1) Jauge. 2) Pompe primaire. 3) Pompe secondaire.
4) Colonne ou le substrat est placé et creuset.

5.3.2 Caractérisation des couches de tréhalose avant le
transfert de bradykinine

Sur les deux prochaines Figures et on observe des parties de spectre de
masse prises sur un échantillon préparé en sublimant du tréhalose sur un substrat
de [Si| qui sont choisies pour le représenter. Le premier pic choisi pour représenter le
tréhalose correspond au fragment CgH,;07 encadré en rouge sur la Figure A
gauche de ce pic, un plus petit est présent a un de 163 et semble correspondre
au Si,CoH;O". Tandis que le second pic choisi a la Figure est celui de la
molécule de tréhalose qui a perdu un groupement —OH, soit C1oHy Oy, A droite
du pic de C1oHy 07y, le pic du Oy HogOF est reconnu. Ces spectres de masse sont
mesurés sur un essai de sublimation, et prouvent que la méthode pour créer la
couche de sucre est efficace.
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16280 16290  163.02

FIGURE 5.7 — Spectre de masse partiel illustrant un pic caractéristique du tréhalose,

CoHOF .

102

Intensity (counts)

3246 3247 3248 3249 3250 3251 3252 3253 3254 3255 3256. 325.7
m/z

FIGURE 5.8 — Spectre de masse illustrant un pic caractéristique du tréhalose,
C12Hy, 0.

5.3.3 Caractérisation des couches de tréhalose apres trans-
fert de bradykinine

Deux échantillons de silicium sur lesquels une couche de tréhalose est formée sont
utilisés dans le but de réaliser deux transferts de bradykinine et deux doses d’ions
primaires différentes. Les transferts sont réalisés avec des agrégats d’ Argyo, accélérés
a 10 Les parametres de transferts qui different pour les deux échantillons sont
repris dans le tableau [5.5
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FIGURE 5.9 — Molécule de tréhalose. Encadré en rouge, il s’agit du fragment
012H21010. [56]

TABLE 5.5 — Parametres des transferts de bradykinine sur les couches de tréhalose.

Dose totale Densité d’ions Courant | Temps de
d’ions [#ions] | d’ions [ions/cm?] | [nA] transfert
113,03.10" 6,18.10' 9 1h30
2| 1,13.10% 2,31.10%7 8,4 6h

Différents profils sont réalisés et les spectres de masse mesurés a partir de ces
profils sont montrés pour déterminer la présence de la bradykinine et du tréhalose
ci-dessous. Les profils sont montrés et analysés plus loin dans la section pour
déterminer la composition en profondeur de la couche formée. Pour la réalisation
des profils, le courant d’analyse au BiZ est d’environ 0,07 pA et le courant d’Ar3yg,
varie d'un profil a 'autre. Sur les Figures de cette section, chacune représentant une
partie de spectre de masse mesurés a partir des profils, les trois premiers spectres
de masse correspondent aux transferts de bradykinine d’1h30. Ils sont analysés
avec des courants d’Argy,, de 0,05 nA pour le premier (orange), 0,5 nA pour le
deuxieme (rouge) et 2 nA pour le troisieme (bleu). Les deux derniers spectres
de masse correspondent au transfert de bradykinine de 6h, et sont analysés avec,
respectivement, des courants d’Argy, de 1 nA (rose) et 5 nA (vert). L’utilisation
de courants plus faibles d’Arjyy, permet de ne pas désorber trop vite la couche de
bradykinine afin d’analyser I'interface entre la protéine et le sucre.

Présence du tréhalose et de la bradykinine

Les mémes signaux pour le tréhalose que ceux de la couche de référence du point
[5.3.2] sont représentés aux Figures et [5.11. Les signaux des deux fragments
de tréhalose ont des intensités supérieures a 10*. Ce résultat prouve la bonne
construction de la couche de tréhalose. Bien que la couche de sucre soit présente
sur le substrat de silicium, les intensités ne sont pas égales sur tous les profils, ceci
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étant dii a I'inhomogénéité de la couche de tréhalose formée.

105 1 | | I | |
—10% ; A
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g 5
810°
>
2
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g 1
g
C 4
=10

162.94 163.98 163.02 163.06 163.10 163.14 16318 163.22

m/z

FIGURE 5.10 — Spectres de masse illustrant le pic du CgH;,07 apres le transfert
de la bradykinine.

Intensity (counts)
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o
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FIGURE 5.11 — Spectres de masse illustrant le pic du Cy5Hy Oy apres le transfert
de la bradykinine.

A la Figure[5.12, des spectres de I'ion moléculaire de la bradykinine sont représentés
(présence de plusieurs pics liée a la distribution isotopique disponible en Annexe
. Pour chaque profil, et donc pour chaque transfert, les intensités des signaux
enregistrés sont supérieures a celle du signal de 1'ion moléculaire de la bradykinine
déposée par spin-coating sur une surface de référence visible en Annexe a la Figure
De maniere qualitative, le bon transfert de bradykinine sur les couches de
tréhalose est avancé.
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FIGURE 5.12 — Spectres de masse illustrant les pics des isotopes de 1'ion moléculaire
de la bradykinine apres son transfert sur une couche de tréhalose.

Distribution des espéces moléculaires en surface de la couche

Une caractérisation de la surface de la couche de bradykinine et de tréhalose en deux
dimensions est réalisée a laide de BiZ accélérés a 30 . Sur les Figures |5.13a,
[5.13b|[5.13c| et [5.13d] les intensités des signaux repris pour représenter chaque partie
de la couche (bradykinine, tréhalose et silicium) sont apergues. Les cartographies
montrées dans cette section sont celles des couches de bradykinine et tréhalose dont
le transfert a duré 6h et dont les parametres sont repris a la ligne 2 du tableau

La cartographie sur la Figure [5.13b|confirme le transfert de la bradykinine sur le
collecteur. Afin de s’assurer du transfert de molécules intactes, il faut regarder la
Figure [5.13a. La détection du signal de I'ion moléculaire de la bradykinine indique
que ce transfert a bien lieu. Attention, il s’agit ici de la surface de I’échantillon
qui est analysée et non 'entiereté de la couche. Le signal du sucre est tres faible
sur toute la surface, ce qui démontre qu’il a bien été recouvert par le transfert
de bradykinine. De faibles lignes d’intensités plus fortes pour le signal du sucre
sont reportées sur I'image. Elles sont certainement dues a la pince qui a enlevé une
fine couche de bradykinine lorsque 1’échantillon a été manipulé. C’est également
confirmé par les Figures [5.13a et [5.13b| ot les intensités des signaux sont élevées
partout, avec des variations d’intensités qui indiquent que la couche n’est pas
homogene, des différences d’épaisseurs semblant apparaitre. Le signal du silicium
est tres faible et semble également indiquer qu’il n’y en a pas sur la couche.

Pour information, les cartographies de I’échantillon avec le transfert de bradykinine
d’1h30 sont disponibles en Annexe aux Figures|C.1al [C.1b, |C.1c et |C.1d| Les mémes
informations peuvent étre tirées de ces images.
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FIGURE 5.13 — Cartographie de I’échantillon dont le transfert de bradykinine sur
une couche de tréhalose a duré 6h.

Disposition des especes moléculaires en profondeur de la couche

Pour analyser plus spécifiquement la composition et ’organisation chimique de la
couche formée sur le substrat de silicium, une analyse en profondeur est nécessaire.
Le résultat montré a la Figure représente un profil dans I’échantillon sur lequel
la bradykinine a été transférée durant six heures. Dans ce cas le courant d’argon
utilisé durant 'analyse est élevé. Par conséquent cela érode rapidement la couche
de bradykinine déposée par le transfert.

Tres vite apres le début du profil, la premiere interface protéine/tréhalose (signaux
verts et oranges) est atteinte aux alentours de 4,8.10' jons/cm?, comme cela est
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FIGURE 5.14 — Profil dans la couche de tréhalose et bradykinine (transfert de 6h)
dont le courant d’Argy,, vaut 5 nA. En rouge : intensité totale. En noir : signal
de lion positif du silicium, Si*. En vert : signaux des ions positifs des fragments
du tréhalose, CsH,,07 et C1oH, 0. En orange : signaux pour la bradykinine. Le
premier est celui de I'ion moléculaire qui a gagné un hydrogene, [M + H]*. Les trois
autres sont ceux de fragments de la protéine : CsH;gNT, CH;N*t et C;,HgNT.

observé sur la Figure L’intensité des signaux du tréhalose grimpe jusqu’a 10%
tandis que l'intensité des signaux de la protéine diminue.

Ensuite, un déclin constant du signal de la bradykinine est attendu pour un signal
du tréhalose constant. Or ce n’est pas le cas, deux autres effets sont observés.

Le premier effet se situe au niveau d’une densité d’ions légerement inférieure a
2.10% jons/cm? et supérieure a 1,5.10' jons/em?. Un creux est observé dans
toutes les courbes. Deux hypotheses peuvent expliquer ce phénomene.

La premieére pourrait étre un défaut de la source d’analyse de BiZ qui fonctionne-
rait mal ou qui aurait une baisse de régime ou un arrét pendant un petit temps,
générant une perte d’intensité des ions secondaires émis et ne permettant pas
une analyse correcte de la part de I'analyseur. La seconde est 'effet de charges,
qui découle de I'accumulation de charges de méme signe a la surface. Le sucre
n’est un pas un électrolyte et ne permet des lors pas le passage de charge. C’est
un inconvénient qui a déja été rencontré lors de 'analyse de surfaces isolantes.
Quand il s’agit d’un faisceau d’ions positifs, 'accumulation des charges positives
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FIGURE 5.15 — Zoom sur la premiere interface du profil de la Figure qui
montre la premiere interface (protéine/sucre).

a la surface et donc le potentiel de la surface augmentent tres rapidement (en
quelques minutes) de plusieurs centaines de volts. Cela résulte en une énergie ciné-
tique des ions trop élevée pour I'analyseur et donc un spectre de masse imprécis. [42]

Le deuxieme effet s’observe par rapport aux signaux représentants les molécules de
bradykinine. Apres un premier déclin, un plateau est observé suivi d’un deuxiéme
déclin des intensités des signaux qui commence au niveau d’une densité d’ions
primaires de 1,2.10'° ions/cm?, légérement avant Peffet de charge qui accentue ce
déclin. Par ailleurs, le signal du C' Hy N ne remonte jamais au méme niveau que ceux
atteint par les signaux du sucre apres ce deuxieme déclin. Une deuxieme interface
est rencontrée. Ce phénomene s’observe facilement & la Figure [5.15. Finalement,
ces signaux suivent la méme tendance que les signaux de sucre et augmentent de
maniere constante. Deés lors, cela pourrait signifier que la protéine ne se dépose
pas simplement sur la surface, mais se mélange également a la couche de sucre,
peut-étre en raison du caractere trop tendre du sucre. Les molécules pulvérisées
arrivent sur la surface avec une certaine énergie cinétique qui n’est probablement
pas négligeable, lorsqu’elles sont désorbées a I’ Argyg, accéléré a 10 . [74] Par
conséquent, elles pourraient migrer dans la surface lors de leur transfert. D’un
autre coté, une réhydratation rapide du tréhalose sur le silicium a température
ambiante et & pression atmosphérique est aussi observée. Afin d’y pallier, des
manipulations rapides ont été faites pour réaliser le transfert de bradykinine, la
caractérisation de ce transfert et le relargage des protéines en solution. Néanmoins,
le temps passé a température ambiante peut favoriser un mélange entre les couches
de sucre et les protéines de 1’échantillon. Les intensités détectées révelent tout de
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méme que la protéine est présente en moins grande quantité dans cette couche
de tréhalose. La Figure représente la situation décrite. A la surface, le dépot
de protéine a recouvert tout le collecteur et une couche uniquement composée de
protéines est formée. La deuxiéme couche est constituée de sucre et de protéines
qui ont eu 'occasion de migrer a travers la couche de tréhalose. La composition
de la troisieme couche n’est pas précise. Un signal pour la bradykinine a encore
une intensité élevée alors que celles des trois autres signaux de la bradykinine
ont considérablement diminué. L’intensité du signal du sucre est toujours la plus
élevée. En outre, apres 'effet de charge, les intensités des signaux du sucre et de la
bradykinine remontent a des valeurs non négligeables. Cela laisse sous-entendre un
gradient de la concentration de bradykinine a travers la deuxiéme et la troisiéme
couche. Finalement, la quatriéme couche est le substrat de silicium.

Substrat

FIGURE 5.16 — Schéma de la couche formée par le transfert de bradykinine (protéine)
sur tréhalose (sucre) sublimé sur silicium (substrat). Les proportions montrées sont
a titre indicatif.

L’analyse du signal (noir) est a présent discutée. Pour les plus petites valeurs
de densité d’ions, il semble suivre I’allure des signaux de la protéine avant de se
stabiliser jusqu’a 0,75.10'6 jons/com®. Ce début de courbe montre qu'un léger
transfert de silicium du substrat cible au collecteur (silicium avec une couche de
tréhalose sublimé) a probablement lieu. En effet, il est plausible que ce transfert se
fasse quand le faisceau d’argon a atteint la fin de la couche de bradykinine sur la
cible, mais que le transfert n’est pas terminé. Cela risque d’arriver si I’endroit (ou
en partie) de frappe a déja été visé lors d’un précédant transfert entrainant une
couche de protéines moins épaisse en cet endroit. Cela laisse moins de possibilités
de pulvérisations de protéines. Cela peut aussi étre dii a une couche initialement
moins épaisse en cet endroit. En effet, la cible n’est pas homogene sur tout le
substrat de silicium, car en séchant, la protéine a tendance a se concentrer en un
endroit et a constituer différentes épaisseurs. Ensuite, bien que lors des expériences,
le faisceau d’ions primaires soit correctement placé pour viser ’endroit ou la couche
de protéine est épaisse, des imprécisions liées aux limites de ’oeil humain peuvent
influencer la visée.

Finalement, le signal du silicium remonte et la seconde interface est atteinte pour
des doses d’ions comprises entre 1 et 1,25.10'6 jons/cm? avant d’une nouvelle fois
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se stabiliser quand il ne reste plus rien a part le silicium. Juste avant sa stabilisation,
les signaux du sucre et de la protéine diminuent fortement jusqu’a s’annuler. Toute
la couche de protéine et de sucre est traversée, et la troisieme interface est atteinte
(sucre (et protéine)/silicium).

Cependant, aucun signal de silicium n’est détecté sur la cartographie qui lui est
propre au point précédent. Dans les spectres, aucun pic n’est montré a la place de
celui du silicium. En outre, un pic différent est apercu dans le voisinage de celui
du silicium. Dans le spectre de masse, il se situe a un @ autour de 28. Il est
possible qu'il s’agisse du C H, N T, un fragment de bradykinine, et qu’il y ait une
contribution de ce pic organique sur le signal du silicium lorsque son intensité est
tres faible. Ceci mene alors au résultat observé en début de profil bien qu’aucun
silicium ne soit réellement détecté. Cette hypothese est la plus probable.
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FIGURE 5.17 — Second profil dans la couche de tréhalose et bradykinine (transfert de
6h) dont le courant d’Argy, vaut 1 nA. En rouge : intensité totale. En noir : signal
de l'ion positif du silicium, Si*. En vert : signaux des ions positifs des fragments
du tréhalose, CsH1,07F et C19Ho 07, En orange : signaux pour la bradykinine. Le
premier est celui de I'ion moléculaire qui a gagné un hydrogene, [M + H|*. Les trois
autres sont ceux de fragments de la protéine : CsH;(N*, CHyN* et C,HgN™.

Afin de confirmer 'apparence générale observée dans ce profil (Figure , une
autre analyse en profondeur est réalisée dans la couche de I’échantillon, disponible a
la Figure[5.17. Le profil n’atteint pas le silicium, car 'analyse se concentre sur 'étude
de la premiere interface et sur le comportement des protéines aux alentours de cette
premiere interface. Ces deux éléments sont visibles a la Figure [5.17, D’abord, une
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densité d’ions tres proche a celle de 'exemple précédent est nécessaire pour atteindre
la premicre interface, soit environ 4,8.10' ions/cm?. Cette légere différence peut
a nouveau se justifier par I'inhomogénéité de la couche de bradykinine. Malgré une
émission dirigée (vers I'avant quand ’angle d’incidence est supérieur ou égal a 15°,
point des molécules émises, la disposition sur I’échantillon des molécules n’est
pas controlée et forme un gradient. Ensuite, le deuxieme déclin des intensités des
signaux débute vers une densité d’ions de 1,2.10' avant le premier effet observé
sur le profil précédent qui est présent aux alentours de 1,5.10 ions/com? bien
que moins marqué que précédemment. Le phénomene observé pour le silicium
est le méme que celui du profil précédent. Enfin, les intensités des signaux des
deux Figures et sont semblables, ce qui signifie que les proportions sont
semblables aussi en prenant en considération qu’il s’agit du méme échantillon qui a
été préparé et analysé dans les mémes conditions.
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FIGURE 5.18 — Profil dans la couche de tréhalose et bradykinine (transfert de 1h30)
A 1" Ar3yoo avec un courant de 0,05 nA. En rouge : intensité totale. En noir : signal
de lion positif du silicium, Si*. En vert : signaux des ions positifs des fragments
du tréhalose, CsH1,07 et C1oHo 07, En orange : signaux pour la bradykinine. Le
premier est celui de I'ion moléculaire qui a gagné un hydrogene, [M + H|*. Les trois
autres sont ceux de fragments de la protéine : CsH;o(N*, CHyN* et C,HgN™.

Concernant ’échantillon dont les conditions de transfert sont reprises a la ligne 1
du tableau [5.5] une premiere couche de protéines moins épaisse que celle de I’échan-
tillon précédent est prévisible. Par conséquent, un courant d’Arjy,, initialement
plus faible a permis de construire le profil suivant, illustré a la Figure [5.18. Des
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densités d’ions comprises entre 2 et 5.10'3 jons/cm? permettent de parvenir a la
premiere interface, soit des doses dix fois plus petites. Ce résultat est en cohérence
avec celui attendu.

Le signal du silicium est également légerement détecté dans le profil de cet échan-
tillon, mais son intensité est moins élevée au départ. Tout comme précédemment,
son signal suit 'allure de ceux de la protéine. Avec un temps de transfert aussi court,
cela est étonnant d’avoir transféré du silicium. Par ailleurs, aucune incohérence n’est
détectée dans l'estimation des masses transférées de bradykinine sur les films de
pour ces temps de transfert et ces densités d’ions primaires. En outre, la présence
du pic a un de 28 est aussi marquée dans cet échantillon. Ceci confirme encore
plus la derniere hypothese concernant le silicium pour le premier profil.

Tous les profils ne sont pas montrés dans cette section, car les mémes constations
peuvent en étre tirées.

Epaisseur de la couche

Des tentatives de mesure de 1’épaisseur de la couche de tréhalose sublimé sont
effectuées avec le profilometre. Malheureusement, le sucre formant une couche trop
malléable, la pointe de 'appareil y passe a travers pour atteindre directement le
substrat de silicium bien plus rigide. Cela empéche de détecter un changement de
hauteur dans la surface apres y avoir fait une rayure a l'aide d’un cutter.
D’autres techniques (ellipsométrie, microscopie & force atomique ou réflectrométrie)
existent pour réaliser la mesure d’épaisseur. Néanmoins, elles débordent du champ
et des objectifs de ce mémoire et ont été abandonnées au profit des objectifs essen-
tiels de ce mémoire.

Une approximation pour estimer 1’épaisseur de la couche de tréhalose est réalisée
grace a de précédentes mesures. Suite a un profil d’une couche de polypropyléne
réalisé a l'aide du au laboratoire Bio- and Soft Matter (BSMA) a
I'Université Catholique de Louvain, le cratére laissé par I’ Arjy,, accéléré a 10
et une densité d’ions de 106 jons/cm? pour arriver jusqu’au substrat solide a pu étre
défini via le profilometre. Cette couche était épaisse de 3 um. Par simple régle de
trois, I’épaisseur de notre couche de tréhalose et de bradykinine transférée pendant
6h est déterminée a partir de la densité d’ions primaires nécessaire pour atteindre
le silicium de cette couche. Le profil a été réalisé avec un courant d’Arjyy, de 5
nA, et la densité d’ions primaires pour parvenir au [Sil était de 1,20.10'¢ jons/cm?,
Figure [5.14] La couche de tréhalose avec un transfert de bradykinine de 6h et un
courant d’Argy,, de transfert de 8,4 nA est estimée & 3,6 um. Cette estimation est
tres approximative. Les deux matériaux ne réagissent tres probablement pas de la
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méme maniere a un méme faisceau d’ions qui les bombarde.

5.3.4 Caractérisation des couches de tréhalose apres le
relargage de la bradykinine

Le but de la création de la couche de tréhalose est le relargage facile des protéines
de bradykinine en solution, car le sucre se solubilise. Pour récupérer le tréhalose et
la bradykinine, une goutte de 100 pL d’eau pure (H,0) est déposée distinctement
a deux reprises sur I’échantillon pendant une minute. Chaque goutte est ensuite
récupérée avec la pipette, et les échantillons sont séchés au flux d’azote, Ns. La
suite de cette section a pour objectif de découvrir si les deux couches qui résultent
de la manipulation décrite ci-avant ont bien disparu de la surface du silicium apres
préléevement. Tandis que la solution récupérée est analysée a la Section [5.6. Une
nouvelle fois, les profils dont les spectres sont montrés aux prochaines figures ont
été réalisés avec un courant de Bid accéléré a 30 de 0,07 pA et un courant
d’Ardygg accéléré a 10 de 50 pA. Dans chacune des figures, les deux premiers
spectres mesurés a partir des profils (bleu et rose) font référence au transfert de
bradykinine d’1h30 et les deux derniers (rouge et vert) au transfert de bradykinine
de 6h.

Absence de la bradykinine et du tréhalose

En comparant les intensités des signaux sur les spectres de masse des Figures[5.19]
et avec les Figures [5.10] [5.11 et [5.12] il est flagrant de remarquer qu’elles
ont considérablement diminué. Une différence de trois ordres de grandeurs (parfois
plus) est observée. La technique utilisée pour enlever ces deux couches est donc
fonctionnelle. Un léger signal de 1'ion moléculaire est tout de méme détecté. Il est
possible que le temps de dépot de chaque goutte laisse I'opportunité aux molécules
de bradykinine de se réadsorber sur le silicium nu.

Distribution des especes moléculaires en surface de la couche

Les mémes cartographies en deux dimensions de la surface de 1’échantillon sont
refaites grace au SIMS|et a son faisceau de Bif aprés la solubilisation du sucre
et de la protéine dans l'eau, Figures [5.22a] [5.22b] [5.22¢ et [5.22d]

La premiere cartographie, Figure ne reflete pas beaucoup de couleur, ce qui
signifie que tres peu de signal est détecté. Des lors, cela confirme le résultat du point
précédent : les molécules entieres sont bien relarguées en solution et ont quasiment
disparu de la surface de silicium ; au contraire, les fragments de bradykinine sont
encore présents, l'intensité de leur signal par rapport a celles des autres pics choisis
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FIGURE 5.19 — Spectres de masse illustrant les pics des isotopes de 1'ion moléculaire
de la bradykinine apres le relargage des protéines et du sucre en solution.
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FIGURE 5.21 — Spectres de masse illustrant le pic du C1oHa; Oy apreés le relargage
des protéines et du sucre en solution.

70



CHAPITRE 5. RESULTATS ET DISCUSSION

étant tres haute.

Concernant le sucre, les deux signaux des pics choisis pour représenter le tréhalose
sont a peine visibles, excepté dans le coin inférieur droit de la surface. Le tréha-
lose pourrait étre presque entierement recouvert des fragments de protéine encore
présents sur I’échantillon. Avec cette seule cartographie, rien n’indique qu’il ait
completement disparu. Seuls les profils réalisés dans la prochaine section peuvent
confirmer ou infirmer le résultat décrit au point précédent. L’intensité du signal
légerement plus élevée dans le coin inférieur droit est potentiellement due a une
mauvaise récupération de la goutte d’eau en cet endroit, laissant du sucre présent
sur la surface apres le séchage. Il est somme toute logique d’apercevoir une faible
intensité de signal du silicium en raison de la présence probable de fragments de
protéines non correctement récupérés.

Pour I’échantillon ou le transfert de bradykinine a duré 1h30, les cartographies sont
disponibles en Annexe aux Figures [C.2a] [C.2b] [C.2¢c|et [C.2d] Les mémes remarques
peuvent étre faites a partir de cet échantillon.

Distribution des espéces moléculaires en profondeur de la couche

Afin de caractériser en profondeur la couche laissée apres les deux gouttes d’eau
sur la surface du silicium, plusieurs nouveaux profils sont construits. Seulement un
profil pour chaque échantillon est présenté, car les informations données par les
autres profils menent aux mémes déductions. Ils sont réalisés avec un courant de

Bi7 accéléré a 30 de 0,07 pA et un courant d’Argyo, accéléré a 10 de 50 pA.

Le comportement a travers le profil est le méme pour les deux échantillons, Figures
[5.23 et [5.24. A la surface, les intensités des signaux des fragments de protéines
sont encore intenses; alors que celles du tréhalose et de I'ion moléculaire sont
faibles, et voire inférieures a celle du silicium. Cela ne signifie nullement que tout a
été relargué en solution, mais a nouveau, cette observation confirme le succes du
relargage en grande partie de molécules entieres de bradykinine et du sucre, mais
ne confirme pas celui du relargage des fragments de la bradykinine.

L’interface entre les fragments restants et le silicium arrive rapidement. Une dose
d’ions plus faible que celle des profils de la section précédente permet d’y parvenir.
Ceci signifie que la couche restante est plus mince. Aprés une densité d’ions Argygg
comprise entre 2,5.10' et 7,5.10'2 jons/cm?, le silicium est atteint. Son signal se
stabilise & une intensité de 10%. Tandis que les intensités des signaux des fragments
de bradykinine ne cessent de diminuer, celles du tréhalose et de I'ion moléculaire
sont déja presque nulles.
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FI1GURE 5.22 — Cartographie de ’échantillon dont le transfert de bradykinine sur
une couche de tréhalose a duré 6h, apres solubilisation.
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FIGURE 5.23 — Profil dans la couche de tréhalose et bradykinine (transfert de 6h)
dont le courant d’Ardy, vaut 50 pA apres solubilisation de I'échantillon. En rouge :
intensité totale. En noir : signal de I'ion positif du silicium, Si*. En vert : signaux
des ions positifs des fragments du tréhalose, CsH,107 et C1pHy 0. En orange :
signaux pour la bradykinine. Le premier est celui I'ion moléculaire qui a gagné
un hydrogene, [M + H|'. Les trois autres sont ceux de fragments de la protéine :

CgH10N+, CH4N+ et C4H8N+.
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FIGURE 5.24 — Profil dans la couche de tréhalose et bradykinine (transfert de
1h30) dont le courant d’Ariy,, vaut 50 pA apreés solubilisation de I’échantillon. En
rouge : intensité totale. En noir : signal de 'ion positif du silicium, Si*. En vert :
signaux des ions positifs des fragments du tréhalose, CH1,07 et C1oHo07,. En
orange : signaux pour la bradykinine. Le premier est celui de 1'ion moléculaire qui
a gagné un hydrogene, [M + H|". Les trois autres sont ceux de fragments de la
protéine : CgHigoN*, CH,;N* et C;HgN™.
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5.4 Transfert de bradykinine sur une couche de
PEG

Cette section présente la méme structure que la Section relative au transfert
de bradykinine sur une couche de tréhalose. Dans ce cas-ci, les résultats obtenus
avec la construction d'une couche de polyéthylene glycol sont discutés.

5.4.1 Création de la couche de PEG

La couche de polyéthylene glycol terminé par un thiol —SH est créée par la méthode
grafting-to. Une réaction chimique entre le groupe fonctionnel du polymere et un
groupe fonctionnel complémentaire sur la surface meéne a un lien covalent entre les
deux groupes. La formation simultanée de plusieurs liens engendre la couche voulue.
Les couches sont généralement de faible épaisseur, car les nouvelles molécules
cherchant a venir se greffer a la surface doivent préalablement traverser la couche
déja formée par les molécules précédentes. A mesure que la couche s’épaissit, les
dernieéres molécules ont de plus en plus difficile a la traverser jusqu’a ne plus y
parvenir, limitant de la sorte I’épaisseur de la couche. La couche créée est appelée
Self-Assembled Monolayers ou monocouche auto-assemblée de molécules
avec groupement fonctionnel. A partir d’une solution aqueuse ou en phase gazeuse,
le groupement de téte thiol se lie a 'or, et le groupement fonctionnel est dirigé vers

I'extérieur de la surface. Le résultat attendu est reproduit a la Figure

AN~
==

F1GURE 5.25 — Construction d’une couche de polymere par méthode grafting-to.

[75]

Les couches de terminé par un thiol sont réalisées a partir de solutions
aqueuses de 5, 10 et 20 g/L. Trois échantillons (un dans chacune des solutions de
concentration différente) baignent dans la solution pendant 30 minutes tandis que
trois autres (un dans chacune des solutions de concentration différente) baignent
durant une nuit entiere. Ensuite, ils sont rincés a 1’eau et séchés au flux d’azote Ns.
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5.4.2 Caractérisation des couches de [PEG] avant le transfert
de bradykinine

Avant de construire les couches de polyéthyléne glycol, les résultats en termes de
couche ne sont pas prévisibles. Il y a donc un intérét a caractériser les couches grace
a la spectroscopie a rayons-X. Pour réaliser les couches, six substrats de silicium
recouverts d’or sont plongés dans des bains de solution de de différentes
concentrations (5, 10 et 20 g/L) pendant 30 minutes ou durant toute une nuit

(tableau[5.8).

TABLE 5.6 — Temps d’immersion des substrats de silicium recouverts d’or dans des
solutions de [PEG de concentrations différentes.

Temps | Concentration [g/L]
1 | Nuit >
2 | Nuit 10
3 | Nuit 20
4 | 30min 5
5 | 30min 10
6 | 30min 20

Apres analyse par de ces six surfaces, il est possible d’établir la proportion
des éléments atomiques les plus importants (O, C, S et Au) ainsi que celle de
chacun de leur état chimique. Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau
en Annexe. Pour obtenir cette quantification, il y a lieu de se baser sur le
pic du spectre le plus intense et la pondération se fait grace au facteur de
sensibilité de 1’élément correspondant a ce pic. Dans le calcul des pourcentages,
la quantité d’hydrogene n’est pas prise en compte, car il n’est pas détectable par
L’oxygene est présent entre 21 et 24 % dans les échantillons. Son pic O 1s est
relativement symétrique et sa position correspond a celle de 'oxygene organique
(lié & du carbone). Il est donc supposé que 'oxygene est lié a deux carbones (C-O-
C), car la seule source d’oxygene provient des molécules de (structure [3.3).
Cependant, cela peut aussi étre une liaison de type C=0. En outre, une légere
asymétrie présente dans le pic indique que d’autres especes sont présentes en légere
minorité. La présence du carbone est plus élevée (entre 41 et 47 %) car il compose
en plus grand nombre les chaines de [PEG. De plus, les contaminations de surface
qui peuvent s’y attacher sont majoritairement organiques. Dans ce pourcentage,
deux types de liaisons du carbone sont majoritaires. Le carbone li¢ a un oxygene est
la plus importante contribution, suivie par les carbones liés uniquement a d’autres
carbones ou a des hydrogenes. Le tres faible pourcentage des autres liaisons autorise
a les considérer comme négligeables. Le soufre de la fonction thiol constitue entre
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4,5 et 6,5 %. Pour s’assurer de la construction d’une couche correcte, c’est le
pourcentage de soufre 1lié a 'or qui importe (entre 2,3 et 3 %). Finalement, le
pourcentage de l'or détecté est compris entre 22 et 32 %. L’or 1lié au soufre ne peut
pas étre distingué de 'or métallique en raison de la quantité trop importante de ce
dernier. Ces pourcentages permettent de dire qu’il est encore visible entre 20 et 30
%. En conséquence, la couche formée n’est pas homogene.

TABLE 5.7 — Rapport entre les proportions des liaisons C-O et I'or au sein d’un
méme échantillon. Les numéros correspondent aux échantillons du tableau

C-O/Au
1,07
1,12
1,22
0,98
0,82
0,94

O U x| W N =

Au vu des résultats des tableaus et on remarque qu’aucun échantillon
ne ressort du lot et n’est réellement mieux construit qu’'un autre. En considérant
que le pourcentage de liaison C-O appartient uniquement au (bien qu’il doive
certainement y avoir un peu de contamination), le ratio repris dans le tableau
.7 permet d’affirmer ce qui a été remarqué. Il semble que la concentration de la
solution de et le temps n’aient pas d’impact sur la composition de la couche ou
tres peu. Néanmoins, confirmer cette supposition avec certitude n’est pas possible,
car une diversification de ces parametres n’a pas été recherchée. De plus, il semble
que la couche construite ne soit épaisse que de quelques nanometres. Cette valeur
est une estimation suite a la comparaison de couches similaires étudiées par [XPS
au laboratoire BSMA de I’Université catholique de Louvain. Seuls les 5 a 10 nm
de la surface sont sondés par [XPS. Si la couche de [PEG était uniforme et épaisse
de 5 nm, l'or n’aurait pas été détecté. L’objectif dans lequel s’inscrit cette partie
est le relargage plus facile des protéines en solution. Des lors, il est nul besoin de
connaitre avec certitude I’épaisseur de la couche ni d’avoir besoin qu’elle soit tres
épaisse pour continuer I'expérimentation.

La suite des expérimentations est réalisée avec des substrats de silicium plongés 30
minutes dans une concentration a 20 g/L de , car la reproductibilité du temps
est plus simple. En outre, bien que le ratio C-O/Au soit légeérement plus bas que
celui de I’échantillon réalisé avec la concentration a 5 g/L pour le méme temps, il a
une proportion de soufre lié a l'or plus élevée. Cela signifie probablement que bien
que la quantité totale de soit moindre, la proportion de correctement lié
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a l'or métallique est plus grande. En conséquence, la couche serait mieux construite,
avec moins de proportion de entremélés aux autres [PEG|attachés a la surface
et sans avoir réagi avec la surface. Dans cet échantillon, la proportion de liaisons
C-O est égale a 26,9 %. En considérant que les liaisons appartiennent au [PEG]
13,45 % de l'oxygene provient du qui constitue 13,45 + 26,9 = 40, 35% de la
surface. Il semble que le reste de la composition de la surface soit des contaminations
organiques ou de l'or encore visible. Les pics du carbone et de 'oxygene de cet
échantillon sont disponibles en Annexes aux Figures et et permettent
d’illustrer les pourcentages de ces éléments le constituant.

Apreés la caractérisation par [XPS| un échantillon construit avec les conditions
d’immersion du paragraphe précédent est analysé par et deux pics sont
choisis a partir du spectre de masse pour caractériser le : CH30% et CoH;0™,
affichés aux Figures et Le pic du CHS™ est apercu a gauche du pic du
CyH50T & un de 44.,98. Ce pic est asymétrique car il y a aussi une contribution
du CHOY . Les deux ions choisis sont petits, et sont souvent présents en surface en
tant que contamination. Les intensités de ces ions sur les échantillons comparées a
celles récupérées sur le spectre d’une surface d’or de référence indique qu’ils sont
présents en plus grande proportion dans les échantillons sur lesquels la couche de
[PEG est formée. La création de la couche de [PEG est confirmée.

10%

. H
P H S S S SRR

Intensity (counts)
o
[9,]

0l ] \
30,927 3094 3096  30.98  31.00 31.02 31.04 3106  31.08  31.10
m/z

FIGURE 5.26 — Spectre de masse illustrant le pic du CH3;0™.
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FIGURE 5.27 — Spectre de masse illustrant le pic du CoH5O™.

5.4.3 Caractérisation des couches de apres le transfert
de bradykinine

Comme avec le tréhalose, deux transferts de bradykinine sont effectués sur les
couches de avec des temps de transfert différents pour atteindre des doses
d’ions primaires différentes dans les mémes conditions. Pour ces transferts, c’est
un faisceau d’Arzggo+ a 10 qui bombarde la cible. Les autres parametres sont
résumés dans le tableau [5.8! Différents profils sont réalisés sur les échantillons apres
le transfert de la bradykinine. Ils sont créés avec des courants de BiZ accélérés a 30
de 0,07 pA. Sur chacune des Figures (5.28] [5.29|et [5.30) représentant plusieurs
fois la méme partie de spectre de masse mesurés a partir des profils réalisés, les
deux premiers spectres de masse (bleu clair et gris) représentés correspondent aux
profils de I’échantillon dont le transfert de bradykinine a duré 1h. Des courants
d’ Argyeo accélérés a 10 de 62,9 pA et 50 pA permettent la création des premier
et deuxieme profils respectivement. Les trois spectres de masse suivants (rouge,
vert et bleu foncé) correspondent aux profils de 1’échantillon pour lequel le transfert
de bradykinine a duré 3h. Ils sont construits avec un courant d’Arg,y, de 62,9 pA.

TABLE 5.8 — Parametres des transferts de la bradykinine sur les couches de m

Dose totale Densité d’ions Courant | Temps de
d’ions [#ions] | d’ions [ions/cm?] | [nA] transfert
1] 1,84.107 3,76.101° 8.2 1h
21 5,59.10™ 1,14.1017 83 3h
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Présence de la bradykinine et du

Les Figures et reprennent la méme partie des spectres de masse enregistrés
sur les cinq profils que celle des Figures et [5.27 D’un c6té, les intensités des
signaux observées sur ces Figures prouvent une nouvelle fois la bonne construction
de la couche de [PEG| De I'autre coté, les différences d’intensités observées entre les
pics d’'un méme élément de 1’échantillon indiquent un certain degré d’inhomogénéité
présent dans la couche.

Sur les Figures et [5.29] deux pics en plus de ceux des fragments choisis pour
illustrer le tréhalose sont visibles. A droite du C' H3O™, on apercoit celui du CHsN ™,
tandis qu’a droite du CoH507, c’est celui du CHs N5 . Ce sont certainement deux
pics de fragments de la bradykinine.

Intensity (counts)
=
o
w N

34
1077

30.990 31.000 31.010 31.020 31.030 31.040 31.050

m/z
FIGURE 5.28 — Spectres de masse illustrant le pic du C H3O™" apres le transfert de
la bradykinine.

Afin de vérifier la qualité du transfert de bradykinine, le spectre du pic de l'ion
moléculaire de la protéine repris sur la Figure [5.30 est comparé a celui obtenu
sur une surface de référence (disponible a la Figure en Annexe). A lissue de
cette comparaison, l'intensité du pic de I'ion moléculaire mesurée confirme le bon
transfert de molécules entieres de bradykinine sur la couche de [PEG.

Distribution des espéces moléculaires en surface de la couche

La caractérisation de surface (en deux dimensions) de I’échantillon nécessite 'utili-
sation du faisceau de Bid accélérés a 10 Les mémes signaux (celui de 'ion
moléculaire, ceux de certains fragments de la protéine et celui du silicium) que
ceux choisis lors de la caractérisation des échantillons avec une couche de tréhalose
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FIGURE 5.29 — Spectres de masse illustrant le pic du Co H;0O™ aprés le transfert
de la bradykinine.
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FI1GURE 5.30 — Spectres de masse illustrant les pics des isotopes de 'ion moléculaire
de la bradykinine apres son transfert sur une couche de |PEG.

sont choisis en vue de garder une certaine constance dans la présentation des
résultats. Les signaux du m (Figure sont ceux choisis au point précédent.
Finalement, deux derniers signaux sont choisis pour représenter l'or : Au™ et Auj.
Les cartographies de chaque élément constituant la couche sont disponibles aux
Figures [5.31a} [5.31bl [5.31c, [5.31d et |5.31e.

En se basant sur les résultats avec la couche de tréhalose, la détection des signaux
de ou de l'or n’est pas attendue, mais la détection d’intensités plus élevées
pour les signaux de la bradykinine est souhaitée. En analysant les cartographies,
le méme résultat est bien retrouvé. Les intensités des signaux pour l'or et le PEG
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sont tres faibles. Tandis que celles des fragments de la bradykinine sont élevées. Le
transfert de la protéine est confirmé. Afin de déterminer si des molécules entieres
sont également transférées, il faut regarder la cartographie de I'ion moléculaire
(Figure[5.31a). Bien que l'intensité du signal de I'ion moléculaire soit bien inférieure
a celle de la somme des fragments de la bradykinine (Figure , une légere
quantité est détectée et en confirme le transfert. Des variations d’intensités aux
Figures [5.31a/ et [5.31b indiquent tout de méme I'inhomogénéité de la couche. L’in-
tensité du signal du silicium est dans ce cas considérée comme nulle. La tache noire
apercue dans le coin supérieur gauche provient certainement d’une contamination
de la surface. En effet, si elle était causée par la manipulation des pinces dans la
couche de bradykinine, un carré plus intense serait observé soit sur la cartographie
du [PEG] soit sur celle de 'or. Or, rien n’est observé sur ces cartographies, le carré
reste noir. Il semble donc que sa composition soit différente des éléments retenus
pour les cartographies.

Les cartographies du deuxieme échantillon conduisent aux mémes conclusions et
sont disponibles en Annexe aux Figures|D.2a) [D.2b| [D.2c, |D.2d| et [D.2e.

Distribution des espéces moléculaires en profondeur de la couche

Dans le but de déterminer la composition de la couche en profondeur, les profils,
dont les spectres sont utilisés pour s’assurer de la construction de la couche de
ainsi que de la présence de bradykinine entiere apres son transfert, sont analysés.
Les conditions de construction de ces profils sont celles décrites en début de section.

A la premiére observation du profil de la Figure[5.32, il semble que les intensités des
signaux du suivent la méme tendance que celles des signaux de la bradykinine,
mais en étant inférieures. Cette observation signifie que la couche de bradykinine
transférée est certainement plus épaisse que la couche de construite, mais
aussi que la couche a la surface de l'or est certainement un mélange de et de
bradykinine. Cependant, une légere bosse est marquée dans la courbe du Co H;O.
Elle traduirait une légere interface entre la bradykinine et le PEG, et serait alors
bien caractéristique du Au contraire, le signal du CH;OV suit la tendance
des signaux de bradykinine et ne montre aucune augmentation d’intensité avant de
diminuer. Le comportement du signal laisse entendre que le C H;O1 peut provenir
du lien peptidique ou d’autres résidus de protéiques. Ce n’est probablement pas
le pic qui caractérise le mieux le [PEGL A cette légere interface, les intensités
des signaux de la bradykinine ne faiblissent pas pour autant, excepté pour l'ion
moléculaire. Les molécules entieres paraissent présentes en moins grandes quantités
que les fragments, en cette densité d’ions primaires. Cette observation confirme
’hypothése du mélange entre les couches de bradykinine et de [PEG.
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(a) Signal de I'ion moléculaire de la bra-
dykinine : 1062.26 est le des pics
des isotopes, [M + H]*.

&0

X

(c) Somme des signaux des fragments du
PEG : CH30+ et CQH50+.

a

nm B

m ° 2
(b) Somme des signaux des fragments de
la bradykinine : CHyN™*, C4HgN™* et
CsHioN™.

r—rr T T T T T T
o iy 2 4 8

(d) Somme des signaux de l'or sur le
silicium : Au™t et Auj.

™

0

(e) Signal choisi pour représenter le sub-

strat de silicium : SiT.

F1GURE 5.31 — Cartographie de I’échantillon dont le transfert de bradykinine sur

une couche de |[PEG a duré 3h.

82



CHAPITRE 5. RESULTATS ET DISCUSSION

Tota
Sit

Au*
10° 3 Al.l3+
104 3 —e— CH30*

—*— CHs0*

i

103 5 [M+H]*
CgHioN*

1021 810
CHg4N*

1014 CqHgN ™

Intensity [counts]

100 5

-1 [_._I
10 T T T T

Fluence [ions/cm?]

FIGURE 5.32 — Premier profil dans la couche de et bradykinine (transfert
de 3h) dont le courant d’Argyy, vaut 62,9 pA. En rouge : intensité totale. En noir :
signal de Iion positif du silicium, S7*. En jaune : signaux des ions positifs de l’'or,
Aut et Aud. En rose : signaux des ions positifs des fragments du , CH30+ et
CyH5;07". En orange : signaux pour la bradykinine. Le premier est celui de 1'ion

moléculaire qui a gagné un hydrogene, [M + H]*. Les trois autres sont ceux de
fragments de la protéine, CsH,o(N*, CH;N* et C4HgN™.

La raison de ce mélange peut étre liée a la couche de trop tendre pour les
molécules pulvérisées qui ont acquis une certaine énergie cinétique en raison de la
pulvérisation, mais la cause est vraisemblablement la couche de qui ne couvre
pas suffisamment la surface. L’interface avec 1’or est atteinte avec des densités d’ions
primaires comprises entre 2, 5.10™ et 3,5.10* jons/cm?. Au-dela de cette interface,
il n’y a plus que 'or qui est détecté, les intensités des signaux qui le représentent
sont stables. De méme que pour les résultats observés pour les échantillons avec
les couches de tréhalose, le signal du silicium est influencé par celui du CH,N*.
En effet, il est tres étonnant de détecter le silicium sous 'or ou qu'une certaine
quantité soit transférée depuis la cible avec les doses d’ions primaires des transferts.
Une idée de la couche observée est dessinée sur la Figure |5.33
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/ lf‘f(l & ’J'(J"'J!/
| Substrat ______

FIGURE 5.33 — Schéma de la couche formée par le transfert de bradykinine (protéine)
sur couche de (polymere) construite sur silicium recouvert d’or (substrat).
Les proportions montrées sont a titre indicatif.

Dans le but de vérifier ce qui a été énoncé au paragraphe précédent, le profil de la
Figure[5.34]est réalisé sur ce méme échantillon et avec le méme courant d’ Arzggg. Son
analyse donne les mémes remarques. La seule différence réside dans I'interface avec
I’or qui est atteinte pour des densités d’ions primaires inférieures aux précédentes
comprises entre 3,6.10'% et 1,3.10' jons/cm?. L’inhomogénéité de la couche est
une nouvelle fois vérifiée. Le dépot forme probablement un gradient sur le collecteur.

Sur la Figure [5.35, il s’agit d’un profil réalisé dans 1’échantillon ou le transfert
de bradykinine a duré 1h. La méme construction de couche que celle des profils
de 'autre échantillon est retrouvée. Dans ce cas, I'interface est atteinte pour des
densités d’ions entre 2,5.10' et 7,5.10'% ions/cm?.

—e— Total
—— Si*t
Au*
10° 4 AU3+
’E 104 4 —— CH;0"
g —h— CzH_r,O+
S 10 . [M+H]*
— — +
~ 107 CsHioN
£ / CHaN*
S 10%5 C4HgN*+
E — <
—_ 0
- =
-
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

Fluence [ions/cm?] lel4

FIGURE 5.34 — Second profil dans la couche de @ et bradykinine (transfert de
3h) dont le courant d’Argy, vaut 62,9 pA. En rouge : intensité totale. En noir :
signal de Iion positif du silicium, S7*. En jaune : signaux des ions positifs de 1'or,
Aut et Aud. En rose : signaux des ions positifs des fragments du , CH30+ et
CyH5;07". En orange : signaux pour la bradykinine. Le premier est celui de 1'ion
moléculaire qui a gagné un hydrogene, [M + H]|™. Les trois autres sont ceux de
fragments de la protéine, CsH,o(N*, CH,;N* et C4HgN™.
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FIGURE 5.35 — Profil dans la couche de et bradykinine (transfert de 1h)
dont le courant d’Ar3y,, vaut 62,9 pA. En rouge : intensité totale. En noir : signal
de l'ion positif du silicium, Si7*. En jaune : signaux des ions positifs de 1'or, Au™
et Auj. En rose : signaux des ions positifs des fragments du CH30+ et
CyH5;07". En orange : signaux pour la bradykinine. Le premier est celui de 1'ion

moléculaire qui a gagné un hydrogene, [M + H]*. Les trois autres sont ceux de
fragments de la protéine, CsH,o(N*, CH;N* et C4HgN™.

5.4.4 Caractérisation des couches de apres le relargage
de la bradykinine

Le méme objectif que celui visé avec la création de la couche de tréhalose est main-
tenant ciblé avec la couche de . le relargage facile des protéines en solution.
Comme il est vu au point le repousse les protéines en solution aqueuse
par répulsion stérique sans se détacher de la surface. Afin de récupérer la bradykinine
transférée sur le collecteur, deux gouttes de 100 L d’H,O y sont déposées pendant
une minute. Elles sont ensuite récupérées par pipette et les échantillons sont sé-
chés au flux d’azote N,. La solution récupérée est analysée dans la prochaine section.

Les parties de spectres de masse montrées dans le prochain point sont tirées des
spectres de masse mesurés lors des profils réalisés apres cette manipulation. Les
profils sont construits & partir d'un courant d’analyse de Bi de 0,07 pA et des
courants d’Arjyy, variés. Sur ces images, les trois premiers spectres correspondent
aux profils sur ’échantillon ot le transfert de bradykinine a duré 1h. Les courants
d’ Ar3y00 valent 16,81 pA pour le premier profil (rose) et 29,98 pA pour les suivants
(rouge et bleu clair). Les trois derniers spectres de masse (orange, vert et bleu foncé)
sont mesurés a partir des profils sur I’échantillon ou le transfert de bradykinine a
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duré 3h et avec un courant d’Argy,, de 16,81 pA.

Absence de la bradykinine et présence du |PEG

Le mode de répulsion du retient a présent 'attention. A l'inverse du sucre
qui se solubilise en solution aqueuse, le reste attaché a la surface et repousse
les protéines de la surface. Dés lors, une diminution de I'intensité des pics de I'ion
moléculaire de la bradykinine est attendue, contrairement aux pics choisis pour
représenter le PEG dont aucune diminution d’intensité est désirée.

L’effet attendu pour 'ion moléculaire de la bradykinine est I'effet observé sur la
Figure [5.36. Les intensités observées pour la plupart ne sont que du bruit ou des
intensités tres basses. Cela confirme a nouveau que la méthode pour récupérer les
molécules entieres de bradykinine transférée est efficace. Cependant, sur un spectre,
I'intensité est un peu plus élevée. Sans doute, la présence de I'ion moléculaire en
cet endroit explique cette intensité plus élevée par le fait que des molécules entieres
sont déposées a un endroit de la surface non couvert par le (relargage en
solution aqueuse plus difficile), ou par le fait de leurs réadsorptions a la surface de
I’or au moment du séchage.
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FIGURE 5.36 — Spectres de masse illustrant les pics des isotopes de 1'ion moléculaire
de la bradykinine apres le relargage des protéines en solution.

Les deux Figures et consolident I’hypothése du résultat attendu. Le
CH30" et le CoH50™ sont toujours présent sur la surface. Il est possible que la
quantité de ait légerement diminué en raison des molécules qui ne réagissent
pas avec l'or et qui s’évacuent avec la bradykinine par la méthode des gouttes
d’eau.
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FIGURE 5.37 — Spectres de masse illustrant le pic du CH3O™" apres le relargage
des protéines en solution.
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FIGURE 5.38 — Spectres de masse illustrant le pic du Cy HsO™ apres le relargage
des protéines en solution.

Disposition chimique en surface de la couche

Pour permettre la caractérisation chimique en surface apres avoir récupérer la
bradykinine, les cartographies de I’échantillon avec le transfert de bradykinine de
3h sont obtenues par le bombardement de la surface d'un faisceau d’analyse de Biz
aux Figures|5.39a, [5.39b] [5.39¢| et [5.39d| Malheureusement, la cartographie de 1'ion
moléculaire n’est pas affichée, car elle n’a pu étre développée en raison d'une faute
d’inattention. Le résultat pour les fragments est attendu, car c’est le méme que
celui observé avec la couche de tréhalose. Les fragments de la protéine semblent
encore présents sur la surface. Les signaux du ont également une intensité
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relativement élevée qui confirme leur maintien sur la couche d’or. Les résultats
pour le de ce point-ci et du point précédent ne peuvent pas étre confirmés
totalement. En effet, rien n’a permis de déterminé si les signaux du CH;O% et du
CyHsO™ provenaient totalement, en partie ou pas du tout du Les signaux
de l'or ont une légere intensité qui indique tout de méme sa présence a la surface
due a 'inhomogénéité de la couche de Enfin, aucun silicium n’est détecté a
la vue de la faible intensité mesurée.

Les cartographies pour 1’échantillon avec le transfert de bradykinine d’1h conduisent
aux mémes observations. Elles sont montrées en Annexe aux Figures|D.3a, [D.3b]
[D.3c et [D.3d

m © 2 4 5

(a) Somme des signaux des fragments de mm ¢ 2 A ¢

la bradykinine : CH4N™, C4HsN™ et (b) Somme des signaux des fragments
08H10N+. du : 611;130Jr et 02H50+.

0

m @ 2 4 L] mm @ 2 4 ]
(c) Somme des signaux de l'or : Au™ et (d) Signal choisi pour représenter le sub-
Aug . strat de silicium : Si™.

F1GURE 5.39 — Cartographie de I’échantillon dont le transfert de bradykinine sur
une couche de |PE(? a duré 3h, apres solubilisation.
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Distribution des espéces moléculaires en profondeur de la couche

Dans le but de terminer la caractérisation de la couche apres le relargage de la
bradykinine en solution grace a la méthode des deux gouttes d’H>0, les derniers
profils sont pris avec un courant d’analyse de Biz de 0,07 pA et un courant d’Ariyg,
qui varie.

Sur chacun des profils (Figures et , les comportements des signaux sont
les mémes. L’interface est atteinte presque immédiatement, c¢’est-a-dire pour des
densités d’ions primaires inférieures & 2,5.10 jons/cm?. La couche restante est
supposée tres fine. Le signal de 1'ion moléculaire de la bradykinine est devenu
tres faible. Cela conduit a la conclusion que les molécules intactes de bradykinine
ont été désorbées. Néanmoins, les intensités des fragments sont toujours les plus
élevées. La déduction a partir des cartographies est renforcée : les fragments de la
bradykinine sont toujours présents a la surface. Les intensités des signaux du
indiquent qu’il est toujours présent a la surface, mais en plus faible proportion
par rapport a 'or. L’intensité du signal C'H30 en début de profil se situe entre les
deux des signaux de I'or. Ceci n’est pas observé sur les profils avant le relargage
des protéines. L’hypotheése de molécules de qui n’ont pas réagi avec l'or, et
par conséquent, qui se sont aussi évacuées avec les deux gouttes d’eau est appuyée
par le résultat obtenu sur ce profil.

Total
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104 ] M\ AU3+
I —— CH;0*
L
S 1034 —*— CHsO*
+
§. w M+l
> 1024 CgHigN *
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c e O
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Fluence [ions/cm?] lel3

FIGURE 5.40 — Profil de la couche de sans la bradykinine (transfert de 3h)
dont le courant d’Ar3y,, vaut 16,81 pA. En rouge : intensité totale. En noir : signal
de l'ion positif du silicium, S7*. En jaune : signaux des ions positifs de 1'or, Au™
et Auj. En rose : signaux des ions positifs des fragments du CH3;0+ et
CyH5;07". En orange : signaux pour la bradykinine. Le premier est celui de 1'ion

moléculaire qui a gagné un hydrogene, [M + H]|™. Les trois autres sont ceux de
fragments de la protéine, CsH,o(N*, CH,;N* et C4HgN™.
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FIGURE 5.41 — Profil dans la couche de sans la bradykinine (transfert de
1h) dont le courant d’Argy,, vaut 29,98 pA. En rouge : intensité totale. En noir :
signal de I'ion positif du silicium, S7*. En jaune : signaux des ions positifs de 1'or,
Aut et Aud. En rose : signaux des ions positifs des fragments du , CH3;0+ et
CyH507". En orange : signaux pour la bradykinine. Le premier est celui de 1'ion

moléculaire qui a gagné un hydrogene, [M + H]". Les trois autres sont ceux de
fragments de la protéine, CsH,o(N*, CH,;N* et C4HgN™.

5.5 Comparaison entre les résultats obtenus avec
les couches de tréhalose ou avec les couches

de PEG

La comparaison entre les résultats obtenus avec les couches de tréhalose et ceux
obtenus avec les couches de [PEG révele qu’ils sont assez similaires. Dans les deux
cas, le transfert de la protéine se déroule correctement, et la protéine est présente
sur toute la surface. Des variations d’intensité au sein de cette couche sont observées
et indiquent que le transfert n’a pas formé de couche homogene sur la surface.
En outre, il semble que la quantité de molécules entieres soit inférieure a celles
des fragments. Imaginer qu’au sein d’'une méme espece de protéines, la vitesse de
dépots varie en fonction de la grosseur de la molécule comme c’est le cas observé
entre deux protéines différentes (résultat obtenu avec les transferts sur , est une
explication plausible. Dans ce cas-ci, I'ion moléculaire aurait une vitesse de dépot
plus faible que celles des fragments. Cette hypothese est plausible uniquement
lorsque la différence de masse entre deux fragments est grande. En effet, dans
chacun des profils, les intensités de CyHg Nt sont plus élevées que celles de CH,N ™,
et par conséquent sa proportion dans I’échantillon pourrait I'étre également. Des
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tests supplémentaires sont nécessaires pour confirmer ou infirmer cette hypothese.

Un phénomene inattendu est remarqué grace a la réalisation des profils. La couche
formée apres le transfert de bradykinine montre un mélange entre la bradykinine
et la couche sacrificielle ou fonctionnalisée. Pour le sucre, c¢’est probablement di
a laspect trop tendre du matériau. Tandis que pour la couche de aucune
conclusion ne peut étre tirée. En effet, étant donné que 'or est encore visible sur
I’échantillon, rien ne permet d’affirmer que la molécule de protéine soit passée a
travers la couche ou qu’elle se soit adsorbée sur une partie visible de ’or. Cette
deuxiéme hypothese explique alors le résultat observé sur un spectre de la Figure
ou Iion moléculaire est encore visible car la molécule ne s’est pas correctement
désorbée avec 'eau en cet endroit. Aux autres endroits ou les profils sont réalisés,
cette présence de I'ion moléculaire n’est pas aussi marquée. Il semble qu’il ait
bien été évacué de la surface. La cartographie de I'ion moléculaire appuie cette
théorie. C’est également le cas avec la couche de tréhalose, I'ion moléculaire ayant
disparu en grande majorité de la surface. Les fragments de protéines sont quant
a eux toujours détectés. Une hypothese qui pourrait expliquer ce comportement
retrouvé avec les deux couches est que ’énergie cinétique acquise par les plus petites
molécules leur permettrait d’atteindre le silicium et ainsi d’y rester adsorbé lors de
la solubilisation de 1’échantillon.

En ce qui concerne les couches de tréhalose ou de les résultats attendus apres
le relargage de la bradykinine sont aussi ceux constatés : le tréhalose n’est plus sur
la surface tandis que le PEG y est toujours présent bien qu’en quantité inférieure
par rapport a la couche initiale.

En conclusion, le développement de couches sacrificielles ou fonctionnalisées a
permis de relarguer en solution des molécules entieres de bradykinine. A présent
que ce relargage est confirmé, une tentative de quantification des protéines relarguées
en solution a partir de leurs transferts sur les couches construites est étudiée dans
la prochaine section.

5.6 Quantification de bradykinine transférée sur
des couches fonctionnalisées

Pour rappel, un test agit sur les liens peptidiques des protéines. Dés lors, il
estime la quantité de matiere qui réagit avec le test. La matiere comprend les frag-
ments et les molécules entieres de la protéine. Les parametres des quatre transferts
étudiés précédemment sont repris dans le tableau [5.9 ci-aprés. Dans la derniére
colonne, la masse transférée est estimée a partir de I’équation de la courbe de
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calibration qui se trouve en Annexe a la Figure [E.1.

TABLE 5.9 — Parametres des quatre transferts de la bradykinine a ’aide d’un
faisceau d’ions Arigy, accélérés a 10 ainsi que la masse estimée. Les deux
premieres lignes concernent les transferts sur une couche de tréhalose tandis que
les lignes 3 et 4 concernent les transferts sur une couche de polyéthylene glycol.

Dose totale | Densité Masse
) ). Courant | Temps de .
d’ions d’ions Al transfert estimée
[#Fions] [ions/cm?] [119]
1| 3,03.10" 6,18.10' 9 1h30 58,8463
2| 1,13.10% 2,31.10'7 8,4 6h 58,8463
3| 1,84.10" 3,76.10'° 8,2 1h 1,3064
4 | 5,59.10" 1,14.10%7 8,3 3h 9,0087

Malheureusement, on observe que pour les transferts sur les couches de tréhalose,
cela ne fonctionne pas. L’absorbance mesurée est tres élevée et est la méme pour
les deux échantillons. Ce résultat n’est pas désiré. Etant donné les densités d’ions
primaires tres différentes, deux masses transférées estimées sont attendues. Par
ailleurs, la couleur mauve foncée observée et I’absorbance mesurée indiquent que la
solution a fortement saturé. L’explication la plus probable est une contamination
des échantillons. En outre, les doses de tréhalose présentent dans les solutions
récupérées sont élevées. Il est possible qu’a faible dose, le tréhalose n’interagisse
pas avec le test [BCA| mais qu’a dose plus importante, ce soit le cas. Des tests
supplémentaires sont a mettre en place pour vérifier les hypotheses.

Néanmoins, tenter de calculer cette masse transférée grace au graphe de la masse
par rapport a la densité d’ions primaires envoyés sur la source de protéine (Figure
5.1 du point et grace aux densités d’ions de ces transferts est possible. Des
masses de 3,0838 et 10,1944 pg sont alors trouvées pour les transferts de 1h30 et de
6h respectivement. Attention, il s’agit d’une estimation grossiere et non de la valeur
réelle. La source de bradykinine n’est pas la méme. Des différences d’épaisseur
peuvent mener a des différences de quantités pulvérisées entre les deux expériences.
La gamme de masse estimée s’arréte en-dessous de 9 pg, alors qu’ici une des deux
masses estimées est supérieure a cette valeur. En outre, la couche de tréhalose
devrait faciliter le relargage des protéines, une masse estimée supérieure pourrait
étre trouvée.

D’un autre co6té, la quantification de la bradykinine transférée sur les couches de

semble donner des résultats cohérents. Il est intéressant de les comparer a ceux
trouver via la Figure [d.1)a 'aide des densités d’ions primaires dirigées vers la source

92



CHAPITRE 5. RESULTATS ET DISCUSSION

de bradykinine lors des transferts sur les couches de [PEG. Avec ces informations,
les masses calculées sont 2,0668 et 5,2774 pug pour les transferts de 1h et de 3h
respectivement. Il faut se rappeler que l'idée d’utiliser des couches de est
de relarguer les molécules de protéines plus facilement en solution par rapport a
leur désorption en solution aqueuse sur substrat de silicium. En comparant les
deux masses estimées pour le transfert de 3h, il semble que 'objectif soit atteint.
La masse trouvée avec le relargage a partir de la couche de est plus élevée.
Concernant le transfert de bradykinine d’1h sur la couche de [PEG] la situation
inverse se produit. La masse calculée avec la couche de [PEG est inférieure a celle
calculée avec le graphe obtenu a partir des transferts sur films de [PE. La petite
différence de 0,7 pg s’explique par le fait que la disposition de la bradykinine sur le
substrat de silicium (source frappée par les ions primaires) mene a ces différences
de quantités transférées. Néanmoins, une masse transférée supérieure est attendue
pour le relargage a partir de la couche de [PEG.

Avant de pouvoir tirer une conclusion, il est nécessaire de reproduire cette expérience
et comparer les résultats entre eux.

5.7 Transfert de trypsine

Le dernier objectif de ce mémoire est de confirmer le transfert correct de molécules
de poids moléculaire plus élevé que celui du lysozyme. Pour y parvenir, la trypsine
est utilisée.

Une électrophorese sur gel est réalisée sur trois échantillons avec des
temps de transfert différents et par conséquent des doses totales d’ions appliquées
différentes. La protéine est transférée grace a des agrégats d’ Ardy, accélérés a 10
sur des carrés d’1 cm? de @ Le faisceau d’Ardy,, permet des conditions de
pulvérisation plus douces pour la cible, car I’énergie par atome est plus faible que
celle des agrégats Arjy,,. De plus, le courant d’ions primaires est plus faible et
oblige a faire des transferts plus longs pour atteindre les mémes doses d’ions, ainsi
que pour obtenir une quantité transférée suffisante pour la détecter ou la quantifier.

TABLE 5.10 — Tableau reprenant les parametres des transferts de la trypsine sur
des films de [PE|

Dose totale Densité d’ions | Agrégats | Temps de
d’ions [#ions] | [ions/cm?] dfAr| transfert
Puits 3 | 2,36.10 4,81.10 Argong 7h
Puits 4 | 3,8.10™ 7,75.101 Arson 13h
Puits 5 | 2,07.107 422107 Arso00 WE
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Dans les deux premiers puits, une échelle de référence de poids moléculaire (Figure
et une référence pour la trypsine sont introduites. Avec les informations
reprises dans le tableau [5.10; le résultat observé signifie qu’il a fallu une dose totale
d’ions primaires d’environ 2,07.10%, soit prés d'un week-end entier de transfert
dans ces conditions d’expérience, pour détecter de la trypsine via cette méthode.
En effet, une ligne bleue dans I’alignement du cinquieme puits située au méme
niveau que celle de la référence de trypsine est visible. Malgré un poids moléculaire
inférieur & 25 kDa, en se référant a la Figure [5.43, cette ligne semble se localiser
légerement au-dessus. Cela peut étre dii a une légere imprécision du test. Néanmoins
la solution pure de trypsine utilisée pour la référence et cette méthode indiquent le
bon transfert de la protéine.

Dans les troisieme et quatrieme puits du gel, le transfert est fait dans les mémes
conditions mais avec des doses totales d’ions inférieures (soit des temps de transfert
inférieurs dans ces conditions). Aucune couleur bleue n’apparait sur la méme ligne
et dans l'alignement de ces puits. Cela ne signifie pas qu’aucune protéine n’est
transférée, mais cela peut signifier par contre que le test n’est pas assez sensible
(sensibilité de 5 ng [77]) pour détecter de trop petites quantités transférées. Pour
surmonter ce probléeme, une coloration protéique a base d’argent qui augmente la
sensibilité de détection entre 0,25 et 0,5 ng pourrait étre utilisée. [78] Une autre
hypothese pourrait étre le temps de coloration qui n’est pas assez long pour colorer
de plus petites quantités de protéine, mais cette derniére n’a pas beaucoup de poids
pour justifier le résultat.

A présent que le transfert de trypsine est confirmé, un test d’activité de la trypsine
permet de préciser le transfert correct de la protéine, (c’est-a-dire en conservant
son activité biologique) et de donner une idée sur la quantité de molécules intactes
obtenues. Le kit Pierce™ de dosage fluorescent d’'une protéase permet de mesurer
cette activité protéolytique. Au contraire du test dans ce test les fragments
ne sont pas pris en compte. La courbe de calibration du test réalisé peut étre
visualisée en Annexe a la Figure [F.1]

Le tableau [5.11 reprend les conditions de transfert de trypsine de chaque échan-
tillon, a savoir que les agrégats d’argon sont tous accélérés a 10 Quant
au tableau [5.12, il reprend les masses transférées estimées pour chaque transfert
du tableau .11l Il y a correspondance des numéros de lignes entre les deux tableaux.

Avec les points obtenus, on remarque qu’une approximation polynomiale du second

degré permet de calculer les masses de trypsine transférée. Les valeurs trouvées
grace a I'équation de approximation & la Figure [F.1] sont résumées a la premiere
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FIGURE 5.42 —|SDS-PAGE sur la trypsine trans-

férée sur films de [PE. L’échelle de référence de Gel .
poids moléculaire est placée dans le puits 1 et la '
référence de trypsine dans le puits 2. Dans les .
puits 3 a 5, il s’agit des échantillons de trypsine FIGURE 5.43 — Echelle

transférée dont les parametres sont repris dans le de référence de poids
tableau moléculaire Ladder.

colonne du tableau Cependant, deux valeurs ne peuvent pas étre calculées, car
elles sont hors de I'image de la fonction. Dés lors malgré un coefficient de détermi-
nation plus bas, soit 0,9195 (contre 0,9351 pour I'approximation polynomiale), une
approximation par la racine carrée est réalisée. Cette approximation offre 'avantage
de ne pas étre limitée dans 'image de la fonction. C’est pourquoi, a ’avenir il est
préférable de se baser sur les résultats obtenus par I’approximation par racine carrée.

Reproduire ces résultats est difficile. Plusieurs éléments sont a l'origine de cette
non reproductibilité. Dans un premier temps, le test utilisé a une haute sensibilité.
Une autre possibilité est la manipulation des échantillons avec des pinces qui a
mené a enlever une quantité de trypsine sur le film de ou a une contamina-
tion de I’échantillon avec de la trypsine. Le faisceau d’ions peut aussi étre mal
positionné sur la cible. Par exemple, il pourrait taper sur le bord de la couche de
protéines ce qui mene a des diminutions du rendement de pulvérisation, la couche
de protéine étant moins épaisse sur les bords. Inversement, le faisceau d’ions peut
frapper la cible au coeur de la couche qui est plus épaisse. La formation de la
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TABLE 5.11 — Parametres des conditions de transfert des différents échantillons
pour lesquels le test de dosage fluorescent a été réalisé.

Dose totale dD,?:rSl;te Courant | Agrégats | Temps de
d’ions [#ions] lions Jem?) [nA] d transfert
116,10.10™ 1,25.10'7 | 1,68 Ardono 16h10
2 | 4,8.10" 9,79.101 | 1,39 Ardooo 15h23
319,66.10"° 1,97.10' | 86 Ar3000 30min
4| 5,810M 1,18.10'" | 8,6 Ar3000 3h
5| 7,73.10" 1,58.10'" | 8,6 Ar3000 4h
6 | 2,9.10" 5,92.10' | 8,6 Ar3000 1h30

TABLE 5.12 — Dans ce tableau, les masses correspondantes a chaque transfert de
trypsine, dont les parametres sont repris dans le tableau [5.11, sont calculées par
approximation polynomiale du second degré et par approximation par la racine
carrée des données obtenues pour la courbe de calibration.

Masse estimée par | Masse estimée par
approximation approximation par la
polynomiale [ug] racine carrée [ug]

1| 0,083 0,0544

2| 0,1152 0,08699

3 | 0,2601 0,2785

4 | 0,4707 0,542

5] - 1,15125

6 |- 4,0139

source de protéines est une autre cause. En créant ces cibles, on remarque que
la couche de trypsine tend a se diviser et a se décoller du substrat de silicium.
Des endroits dépourvus ou amoindris en quantité de trypsine meénent aussi a des
rendements de pulvérisation plus faibles. Ces différents parametres sont autant de
sources qui rendent difficile la pertinence et la reproductibilité des résultats observés.

Les masses estimées de protéines transférées pour les deux premieres lignes pour-
raient s’expliquer par le rendement de pulvérisation et par 1’énergie par atome. Bien
que les doses totales d’ions et les densités d’ions soient similaires a celles d’autres
échantillons, I’énergie par atome des agrégats diminue (2 atome pour les Arzygq
contre 3,33 atome pour les Ariyy,). Dés lors, on observe que le rendement de
pulvérisation diminue aussi. On remarque également que 'augmentation de ’énergie
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par atome réduit le pourcentage de molécules intactes pulvérisées. Or, c’est sur
base de molécules intactes que le test de dosage fluorescent s’appuie. Etant donné
que I'énergie par atome est plus élevée pour les agrégats Ariyg, une diminution de
la masse estimée par rapport aux mémes doses d’ions primaires a I’ Ard;, pourrait
étre observée. Pour les lignes 1 et 4, la densité d’ions utilisée est similaire, mais
plus de molécules intactes sont détectées avec le test pour le transfert & Argyg,. Ce
résultat s’explique si on se réfere au cadre reprenant la fraction intacte de molécules
par rapport a 'énergie par atome de la Figure [2.9b. Le pourcentage de molécules
intactes calculé dans ce cadre est similaire pour ces deux énergies par atome. Le
changement de situation (augmentation de la fragmentation) ne s’opére qu’a partir
de 10 atome. Cela veut dire que les rendements de molécules intactes pour
ces deux agrégats sont similaires, mais étant donné le rendement de pulvérisation
supérieur (cette affirmation est faite via la Figure @b) pour I’Ar3,00, le nombre
de molécules intactes pulvérisées est supérieur pour 1’Argy,. Ce résultat mene a
une estimation de masse plus élevée, car la fluorescence augmente avec le nombre
de molécules entieres. Cependant, il semble étonnant qu'un facteur 10 différencie
les deux masses estimées aux lignes 1 et 4. Cette incohérence peut s’expliquer par
les nombreuses hypotheses citées au paragraphe précédent.

Pour les lignes 3 a 5, une certaine logique est observée. Au plus la dose d’ions qui
bombarde la surface de protéine augmente, au plus la masse estimée est élevée pour
une méme énergie par atome.

Au sein de chaque groupe (celui utilisant des agrégats d’Ardyy, et celui d’Argy),
des incohérences sont observées. Alors que des doses totales d’ions inférieures sont
utilisées pour une méme énergie par atome, plus de quantité transférée est calculée
(ligne 2 et 6 du tableau . Deux hypothéses peuvent expliquer le phénomene.

La premiere hypothese 'explique par le fait que le faisceau d’ions primaires est
arrivé au bout de la couche de protéine sur le substrat de silicium a ’endroit ou il
la bombarde. Les raisons de I’épuisement de la source de protéine en cet endroit
sont les mémes que celles déja citées au point [5.3.3.

La deuxieme hypothese est peut-étre celle de la contamination par la trypsine
elle-méme. Les pinces utilisées pour détacher les films de sont nettoyées entre
chaque manipulation. Un mauvais nettoyage ou une distraction peut étre a ’origine
d’un dépdt involontaire de trypsine provenant de la pince sur le film de [PE] Le cas
de la ligne 6 du tableau reste tout de méme surprenant. La dose totale d’ions
est plus de deux fois plus petite que celle de la ligne 5 alors que la masse estimée
est presque quatre fois plus grande. L’hypothese la plus probable semble alors la
contamination.
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A la Figure [5.44] un graphe de la masse transférée en fonction de la densité d’ions
primaires est construit uniquement pour les transferts & Ardy,. Le coefficient de
détermination est tres mauvais, aucune conclusion ne peut étre tirée de la régression
linéaire. Si on ne tient pas compte du transfert 6, une certaine tendance linéaire
croissante entre les trois résultats se dégage. En comparant celle-ci a celle obtenue
pour le lysozyme, on remarque qu’il faut des densités d’ions primaires plus élevées
pour transférer autant de trypsine que de lysozyme. Rappelons cependant que le
graphe de la masse du lysozyme prend toute la quantité transférée (fragments et
molécules intactes) tandis que celui de la trypsine ne tient compte que de la masse
des molécules intactes transférées. Des lors, d’autres tests sont nécessaires pour
tirer une quelconque conclusion entre les deux protéines.

Masse transférée de la trypsine en fonction de la
densité d'ions primaires sur films de PE

3,5 y = -4E-18x + 1,8273
R?=0,0177

Masse [ug]

0,5 ®

0,00E+00 3,50E+16 7,00E+16 1,05E+17 1,40E+17 1,75E+17

Densité d'ions [ions/cm?]

FIGURE 5.44 — Graphe de la masse de trypsine transférée [ug] en fonction de la
densité d’ions primaires d’argon [ions/cm?] projetés sur la cible. La droite a pour
équation : y = — 3,72946.107'® x + 1,827309274.

Malgré quelques incohérences, ces résultats sont positifs et démontrent que les
faisceaux d’argon sont une méthode efficace pour le transfert de protéines de poids
moléculaires semblables ou inférieurs a celui de la trypsine, soit environ 24 kDa.
De plus, en utilisant une énergie par atome appropriée, un certain pourcentage de
molécules intactes est disponible apres le transfert et peut étre quantifié.
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Conclusion et perspectives

Depuis un moment déja, la fonctionnalisation des surfaces a 1’aide de protéines est
un défi majeur dans le domaine médical. Nous pouvons noter 1’étude des cellules
souches neurales humaines sur un motif formé par la poly(L-lysine) et le poly-
éthylene glycol. La protéine joue un role adhésif entre les cellules et la surface,
tandis que le polyéthylene glycol les repousse. Ce motif formé par les protéines
encourage la différentiation des cellules et leurs interactions qui sont étudiées par
les chercheurs. [80] La formation de ces couches biofonctionnelles challenge les
scientifiques a travers le monde entier.

En raison de limitations rencontrées avec ’adsorption aqueuse des protéines, ce
mémoire s’inscrit dans un projet qui a pour finalité le dépot de biomolécules en
phase gazeuse. Un faisceau d’ions positifs (argon) transfert ces biomolécules d'une
cible a un collecteur. Des résultats prometteurs ont déja été obtenus grace a la
source d’argon d’un appareil Dans ce travail, les objectifs visaient le
transfert de protéines (bradykinine, lysozyme et trypsine) sur différents types de
substrat (polymere ou métallique, fonctionnalisé ou non) en vue de la réalisation
de tests biologiques pour permettre la quantification de la masse transférée ou la
mesure de I'activité biologique.

Les manipulations et expériences pour mettre en oeuvre ces objectifs ont donné
des résultats encourageants. La premiere partie consistait au transfert de la bra-
dykinine et du lysozyme sur des films de polyéthyléne. La quantification de la
masse transférée sur ces films a permis 1’élaboration d’une courbe de la masse
transférée de chaque protéine en fonction de la densité d’ions primaires dirigés vers
la cible. Les vitesses de dépot de la bradykinine et du lysozyme n’étaient pas les
mémes : une masse plus importante pour les petites protéines (bradykinine) est
transférée comparativement aux plus grandes protéines (lysozyme) pour une méme
densité d’ions primaires. En deuxieme lieu, la création d’une couche sacrificielle
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(en tréhalose) ou fonctionnelle (en polyéthylene glycol) sur un collecteur solide
(silicium) devait permettre un relargage facile des protéines en solution dans le
but de mesurer la masse transférée. Le relargage de 'ion moléculaire s’est avéré
concluant contrairement a celui des fragments de protéines pulvérisés qui restaient
encore présents en grande quantité. La quantification des molécules de bradyki-
nine a bien fonctionné pour les transferts sur la couche de [PEG, mais n’a pas pu
donner de résultat pour les transferts sur couches de tréhalose. Le dernier objectif
poursuivi est le transfert de plus larges protéines. La trypsine a été choisie pour
tenter de l'atteindre. Une premiére série de transferts a permis sa détection par
électrophorése [SDS-PAGE. En outre, un test d’activité biologique sur une deuxiéme
série de transferts a démontré le transfert de molécules intactes et a permis leur
quantification.

Bien que les résultats soient encourageants pour le futur de cette méthode de dépot
de protéines, ainsi que pour celui des méthodes utilisées dans la formation des
couches et la récupération des protéines, des manipulations sont encore a faire
avant d’affirmer leurs efficacités absolues.

Parmi ces résultats, certaines incohérences ont été remarquées. Au sein d’une série
de transferts, des incohérences au niveau de la masse transférée estimée ont mené a
'hypothese d'une mauvaise construction de cible (source de protéines). Utiliser des
solutions de protéines a concentration plus élevée (50 g/L par exemple) et déposer
plus de trois gouttes (une dizaine) pourrait améliorer possiblement la cible. En
s’assurant qu’une couche suffisamment épaisse soit déposée partout, la différence
d’épaisseur d’un endroit a ’autre ne serait plus un probleme, car en n’importe quel
endroit le silicium ne serait pas atteint.

Les couches de tréhalose formées sont également treés épaisses. Deés lors, diminuer
le temps de sublimation pourrait mener a des couches moins épaisses. Cependant
augmenter suffisamment cette couche empécherait peut-étre certains fragments
d’atteindre le silicium. Trois couches seraient formés. De la surface au substrat,
il y aurait une couche de protéines en surface, suivie par une couche du mélange
protéine /sucre avant d’atteindre le substrat de silicium.

D’un autre part, les couches de ne sont ni assez denses ni ne couvrent com-
pletement la surface. Nagasaki propose une méthode pour tenter de pallier a ce
probléme. Il a remarqué que les chaines longues (poids moléculaire a partir de
3300) diminuaient considérablement ’adsorption de sur une surface d’acide
polylactique (PLA). Or dans le cas présent, le poids moléculaire des chaines est de
1200, cela pourrait étre un premier parametre a améliorer. Cependant, I’augmenta-
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tion de la longueur des chaines diminuait aussi la densité de la couche et laissait
passer des petites molécules qui s’adsorbaient ou réagissaient a la surface. Afin
d’éviter de tels phénomenes, la construction d’une couche composée de SH{PEG]
sur or nécessiterait des SHIPEG]| de deux longueurs différentes. La formation d’une
couche de SH{PEG] de longues chaines (5 kDa) serait améliorée par la réaction de
SH{PEG] (2 kDa) sur l'or entre ces premiéres molécules. Les molécules & longues
chaines repousseraient les protéines avec un poids moléculaires supérieurs a 10 kDa
tandis que les chaines plus courtes repousseraient ’adsorption des protéines de
poids moléculaires inférieurs qui auraient réussi a passer la premiere barriere. [81]
L’expérience avec le transfert sur les couches de devrait étre refaite en consi-
dérant les idées de Nagasaki pour améliorer la couche de [PEG. Il faudrait ensuite
analyser avec les profils si des molécules de protéines penetrent dans la couche
formée apres avoir atteint la premiere interface. Si ¢’était le cas, des mesures pour
réduire 1’énergie cinétique trop importante des molécules devraient étre prises en
compte.

Nous pourrions également jouer avec les brosses de polymeres thermo-sensibles.
Il faudrait alors choisir un polymere dont la température de solubilité critique la
plus haute soit supérieure a la température ambiante (condition dans lesquelles les
transferts sont réalisés actuellement) et inférieure a la température de dénaturation
des protéines. En-dessous de cette température, les polymeres se replient sur eux
et permettent le transfert de protéines sur cette couche. Au-dela, le phénomene
inverse est observé, ils deviennent solubles et repoussent les protéines en solution. Il
est important que cette température ne dépasse pas la température de dénaturation
des protéines, car nous souhaitons récupérer des protéines encore actives. [82]
D’autre part, si I’expérience est réitérée avec une protéine thermophile et une couche
en brosse de polymeres thermo-sensibles, la température de solubilité critique la
plus haute du polymere choisi doit toujours étre supérieure a la température am-
biante, mais cette fois-ci peut valoir jusqu’a 100° (température de dénaturation
des protéines thermophiles).

Dans le but de parvenir a la construction d’un échantillon ou aucune molécule
de protéine n’atteindrait le substrat de silicium, soit trois couches pures et dis-
tinctes, soit quatre couches dont ’avant-derniere n’est pas composée de protéine;
nous pourrions tenter de diminuer 'énergie cinétique des molécules pulvérisées
en diminuant ’énergie par atome des agrégats d’argon envoyé sur la cible. Cela
est possible en diminuant 1’énergie d’accélération du faisceau ou en utilisant des
agrégats plus grands tels que I’ Ard;q, (pour rappel les transferts ont été réalisés a
I’ Ardyoo accélérés a 10 . Si la deuxieme solution est choisie, alors des temps de
transfert plus longs seront nécessaires pour atteindre des mémes densités d’ions
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primaires, car le courant est plus faible.

Une derniere idée pour récupérer au maximum les molécules entieres est de dimi-
nuer le temps de dépot des gouttes d’eau. Par conséquent, la réadsorption de ces
molécules sur le substrat de silicium nu pourrait étre évitée.

Nous avons vu dans le relargage des protéines, que la proportion de I’ion moléculaire
relargué par rapport a celui restant sur la surface semblait plus grande que celle
des fragments. Afin de vérifier si seul I'ion moléculaire a été relaché ou non, il serait
intéressant de produire deux transferts de lysozyme sur une couche sacrificielle ou
fonctionnalisée dans des conditions identiques. Sur la solution récupérée du premier
transfert, un test pourrait étre élaboré. Tandis que sur la solution récupérée
du deuxieme transfert, nous pourrions faire un test d’activité enzymatique qui
fonctionne uniquement avec les molécules intactes. Avec les courbes de calibra-
tion de chacun des tests, deux masses seraient estimées. Si les deux masses sont
similaires, cela pourrait confirmer 'hypothese que seuls les molécules entieres sont
récupérés. Si celle calculée avec le test [BCA est significativement plus grande, alors
nous aurions récupéré une grande quantité de fragments également. Si le résultat
inverse est observé, c’est qu’une erreur dans le protocole du test a eu lieu ou que
les conditions de transferts n’étaient pas les mémes. Des répétitions de I'expérience
sont incontestablement nécessaires pour vérifier la tendance des résultats, mais il
faudra certainement étre attentif a la reproductibilité des transferts. Etant donné
que le courant du faisceau varie souvent d’un jour a l'autre, ce n’est pas a la durée
du transfert qu’il faut préter attention, mais a la densité d’ions primaires envoyés
sur la cible. Ce parametre est primordial. D’un autre c6té, nous avons observé
que le courant ne variait pas beaucoup entre deux transferts consécutifs. Des lors,
cela pourrait tendre vers des temps de transferts similaires, en gardant toujours a
I'esprit la densité d’ions primaires envoyés sur la cible.

Ensuite, cela pourrait étre intéressant d’augmenter la proportion du transfert de
molécules intactes en jouant sur différentes combinaisons des parametres de trans-
fert.

Finalement, réaliser ces transferts sur les substrats fonctionnalisés ou augmentés
d’une couche sacrificielle avec des protéines plus larges que la bradykinine serait
une étape supplémentaire dans le développement de cette méthode de dépots de
protéines.

En conclusion, nous pouvons considérer la méthode de transfert de protéines a
laide d’agrégats d’argon fiable : le transfert de protéines a été confirmé a multiples
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reprises. En outre, ce travail a démontré différentes fagons de quantifier la masse
transférée. Néanmoins, cette méthode demande du temps, qui de surcroit, augmente
a mesure que la protéine transférée est large. En effet, des énergies par atomes plus
faibles sont utilisées pour transférer ces molécules, et ainsi leur induire le moins de
dommages possibles. Par ailleurs, ces énergies par atome qui diminuent ameénent a
une densité d’ions dirigée sur la cible plus basse et de ce fait, moins d’especes pulvé-
risées sont récupérées sur le collecteur. Un autre inconvénient de cette méthode de
dépot des protéines est la reproductibilité difficile des résultats. Ils dépendent d’un
nombre important de facteurs tels que la couche de protéines sur la cible, le courant
du faisceau d’ions primaires, les positions de la cible et du collecteur par rapport
a ce faisceau ou encore les sources multiples de contamination des échantillons.
Comme il est observé grace a l'analyse des résultats des diverses expérimentations
faites, 'ensemble de ces facteurs risque d’influencer tres sensiblement les résultats
pour un temps de transfert identique.

On n’imagine plus aujourd’hui le développement de la médecine sans avancée
majeure dans la science des biomatériaux. Rendre les surfaces des matériaux
fonctionnelles par adsorption et colonisation de protéines représente une étape
fondamentale dans ces avancées. Le défi est difficile. Le champ d’investigation est
vaste et complexe, mais tellement riche et passionnant.
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Annexe A

Courbes de calibration des tests
BCA

Cette annexe reprend toutes les courbes de calibration réalisées pour les tests [BCA.

A.1 Courbe de référence pour le lysozyme

Une calibration avec une gamme de masse du lysozyme allant de 0 a 1 pug est
construite sur la Figure avec le kit de dosage afin d’y comparer d’autres
résultats. Le lysozyme se trouve en solution d’eau pure.

Absorbance du lysozyme

y =0,2724x +0,0003 e
0,25 R?=0,9964 e
‘

Absorbance
o
N
G

0,05 T

0 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2

Quantité de protéine en solution [ug]

F1GURE A.1 — Courbe de calibration du lysozyme avec le kit de dosage BCA. Elle
a pour équation : y = 0,272352381 x + 0,000334921.

A.2 Pour transferts sur films de [PE

Cette calibration est élaborée en déposant une quantité de solution de lysozyme
dans de 'eau pure sur des films de pour obtenir une gamme de masse de 0 a 1
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g, Figure Ensuite, les échantillons sont placés dans I'incubateur a 40° pour
sécher. Son but : vérifier que le n’interfere avec le test [BCA]

Absorbance du lysozyme déposé sur des
films de PE

o
w

o
N
G

y =0,2274x - 0,0062
R? = 0,9964 §

o
o

Absorbance
o
i
G

o ¥
i

0,05
B

0 &

Quantité de protein en solution déposée sur des films de PE [ug]

0,2 04 0,6 0,8 1 1,2

FIGURE A.2 — Courbe de calibration du lysozyme déposé sur des films de avec
le kit de dosage Elle a pour équation : y = 0,227357143  — 0,006150794.

A.2.1 Transfert de bradykinine sur

Ces deux graphes (Figures et |[A.4) représentent les courbes de calibration
réalisées pour la quantification de la bradykinine transférée sur les films de avec

le kit de dosage

Absorbance de la bradykinine déposée sur des Absorbance de bradykinine déposée sur des films
films de PE de PE
03 12
=0,0921x +0,0402
0,25 y=0,1148x- 0,0117 1 V=Rl .
R? = 0,0909 . R?=0,9882 w
g 02 - @08 e
e § _____ e Y
< @
-g 0,15 -g 0,6 g
& o1 B 204 e
0,05 e " 02 o L
o I s 0 &®
0 05 1 15 2 25 0 2 4 6 8 10 12
Quantité de protéine déposée sur films de PE [ug] Quantité de protéine déposée sur films de PE [pg]

FIGURE A.3 — Courbe de calibration FIGURE A.4 — Courbe de calibration
de la bradykinine déposée sur des films de la bradykinine déposée sur des films
de pour la premiere série de trans- de pour la deuxiéme série de trans-
ferts avec le kit de dosage Elle a ferts avec le kit de dosage [BCA. Elle a
pour équation : y = 0,114788845 x — pour équation : y = 0,092126705 = +
0,011742364. 0,040232311.
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A.2.2 Transfert de lysozyme sur

Sur les deux prochaines Figures[A.5|et les courbes de calibration pour quantifier
les deux séries de transfert du lysozyme sur des films de avec le kit de dosage
[BCA!sont déterminées.

Absorbance du lysozyme déposé sur des films Absorbance du lysozyme déposé sur des films
de PE de PE

2,5 y=0,1888x + 0,137
R?=0,9771

~
L]
w
w »
o

e y=0,6252x - 0,2826

05 j . ¥ R?= 09321
.o 05 e
8 0o 0.08

0 2 4 6 8 10 12 0 1 2 3 4 5 6
Quantité de protéine déposée sur des films de PE [ug] Quantité de protéine déposée sur des films de PE [ug]

Absorbance
-
“e
Absorbance

FI1GUureE A.5 — Courbe de calibration du FIGURE A.6 — Courbe de calibration du
lysozyme déposé sur des films de[PE|pour lysozyme déposé sur des films de pour
la premieére série de transferts avec le kit la deuxiéme série de transferts avec le kit
de dosage BCA. Elle a pour équation : y de dosage BCA. Elle a pour équation : y
= 0, 188814526 = + 0, 136984582. = 0,625206382 = — 0,282560374.

A.3 Avec différentes solutions

Les trois prochaines courbes (Figures|A.7} |A.8 et [A.9)) de calibration sont construites
avec le kit de dosage dans le but de vérifier si le PEG, fructose ou tréhalose

ont une interférence sur les mesures.

Absorbance du lysozyme dans une solution de

PEG [1g/L]
03
0,25 y =0,2378x - 0,0167 s
R?=0,9835 .-
Y 02 )
< -
{015 e
[=} .t
2 -l
2 01
e ®
005 e
0 )
0 02 04 0,6 08 1 12

Quantité de protéine en solution [pg]

F1GURE A.7 — Courbe de calibration du lysozyme dans une solution de avec
le kit de dosage Elle a pour équation : y = 0,237780952 x — 0,016668254.
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Absorbance du lysozyme dans une solution de Absorbance du lysozyme dans une solution de
fructose [1g/L] tréhalose [1g/L]

5 0,3
45 - .8

, y =0,269x + 0,0051

4 e ° . . ) 0.25 R?=0,9976
3,5 0,2

3 y =0,0059x + 3,9862 .

Absorbance
~
n

R?=0,0521

Absorbance
o
i
]

o
i

.
0,05 o
s
0,2 04 0,6 038 1 1,2 0 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2
Quantité de protéine en solution [ug] Quantité de protéine en solution [ug]

FiGURE A.8 — Courbe de calibration FIGURE A.9 — Courbe de calibration
du lysozyme dans une solution de fruc- du lysozyme dans une solution de tré-
tose avec le kit de dosage [BCA. Elle a halose avec le kit de dosage BCA. Elle
pour équation : y = 0,005857143 = + a pour équation : y = 0,269033333 = +
3,986249206. 0,005111111.
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Annexe B

Référence de I’ion moléculaire de
la bradykinine

Cette partie de spectre montre les pics des isotopes de I'ion moléculaire de la
bradykinine qui a gagné un atome hydrogene a la Figure B.1. Il s’agit d’une surface
de référence créée en déposant la protéine par spin-coating et analysée par Bid .

[y
(=
™

Intensity (counts)
CLRLN . B e e

''1060.5 10610 10615 10620 10625 10630 1063.5

m/z

FIGURE B.1 — Référence des isotopes de l'ion moléculaire [M+ H]* de la bradykinine
déposée par spin-coating sur du silicium et analysée par Bid .

L’abondance de chaque isotope n’est pas égale. Sur la Figure ci-dessus, chaque
pic représente un isotope. Le premier correspond au CsqH74N1501; et est abon-
dant & environ 54%. Le deuxieme avec environ 32% d’abondance est celui du
BOCwH74N1501:. BCyCugH74N1501; est présent a 11%. Finalement, le dernier
représente C3Cy7 H74N15011 avee 2, 5%.
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Annexe C

Caractérisation de la couche de
tréhalose

L’annexe C résume les cartographies réalisées sur I’échantillon avec une couche de
tréhalose dont le transfert de bradykinine a duré 1h30, avant et apres le relargage
de la protéine en solution.

C.1 Apres le transfert de bradykinine

Les cartographies de la Figure E sont faites a 'aide d'un faisceau de Bid accéléré
a 30 apres le transfert de bradykinine d’1h sur une couche de tréhalose.
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= B Tenhen b= Dol B Unnillips I notomlm Boslr S Lol
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(a) Signal de I'ion moléculaire de la bra-

dykinine : 1061.44 est le des pics
des isotopes, [M + H]T.
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(c) Somme des signaux des fragments du
tréhalose : CﬁHllO;_ et 012H21Of_0.
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(b) Somme des signaux des fragments de
la bradykinine : CHyN™*, C4HgN™* et
CsHioN™.

L 2 2 é

(d) Signal choisi pour représenter le sub-
strat de silicium : Si*.

FiGure C.1 — Cartographie de I’échantillon dont le transfert de bradykinine sur

une couche de tréhalose a duré 1h30.

C.2 Apres le relargage de bradykinine et du tré-

halose en solution

Les cartographies de la Figure|C.2 sont obtenues grace & un faisceau de BiZ accéléré
a 30 apres avoir déposé deux gouttes d’H,O sur I'échantillon avec le transfert

de bradykinine d’1h.
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ANNEXE C.

CARACTERISATION DE LA COUCHE DE TREHALOSE
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(a) Signal de I'ion moléculaire de la bra-

dykinine : 1061.44 est le des pics
des isotopes, [M + H]*.
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(c) Somme des signaux des fragments du
tréhalose : CﬁHllO;_ et ClgHglOf_O.
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(b) Somme des signaux des fragments de
la bradykinine : CHyN™*, C4HgN™* et
CsHioN™.

0 2
nm - o

(d) Signal choisi pour représenter le sub-
strat de silicium : Si*.

FiGure C.2 — Cartographie de ’échantillon dont le transfert de bradykinine sur
une couche de tréhalose a duré 1h30, apres solubilisation.
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Annexe D

Caractérisation de la couche de

PEG

L’annexe D résume les pics des éléments obtenus par les cartographies réalisées
sur I’échantillon avec une couche de [PEG dont le transfert de bradykinine a duré
1h, avant et apres le relargage de la protéine en solution.

D.1 Pics sur les spectres d’énergies de liaison du
carbone et de 'oxygene

Les Figures [D.1a et représentent les pics des spectres de 1’énergie de liaison
pour le carbone et 'oxygene.

% 190 o
K2 1 2
S 180 ] % 34
9 Q
o ]
1703 © 32
‘_2 E S
;; 160_; :; 30|
g% 19 é 28]
£ 14073 £ 26
1303 24 |
1203 |
! 22]
1 10_: ¥ ik A T I T T T I T T l T T T | T T T I
206 202 288 284 280 540 536 532 528 524
Binding Energy (eV) Binding Energy (eV)
(a) Pic du carbone. (b) Pic de loxygene.

FI1GURE D.1 — Spectre de I'énergie de liaison illustrant les pics du carbone et de
I'oxygene.
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ANNEXE D. CARACTERISATION DE LA COUCHE DE [PEG

Dans le pic du carbone, la courbe rouge correspond aux liaisons C' — (C, H), la
bleue a C' — O, la brune aux liaisons C' = 0O ou O — C' — O, et la verte au carbone
entouré de deux oxygenes, soit O = C — O.

D.2 Avant le transfert de bradykinine

La caractérisation de la couche de avant le transfert de la bradykinine est
réalisée par [XPS| Le tableau reprend les pourcentages des états chimiques des
éléments atomiques présents a la surface de 1’échantillon.

TABLE D.1 — Composition du substrat de silicium couvert d’or avec les différentes
couches de [PEG du tableau Tous les résultats sont en pourcent [%)].

Oxygene Carbone

O 1s C 1s

Otot. |0=c.0| =9 |co C-(C,H) | C tot.

- 0-C-0 — — 7

124 1,1 1,6 283 | 131 44,4
2 [ 21,8 0,8 1,8 28,8 | 14,2 46,2
3|24 0,9 2 28 14,9 46,7
4233 0,8 1,7 29 | 10,4 42,4
5| 21,8 1,3 1,5 25,5 | 13,6 41,8
6| 21,5 1,3 1,6 26,9 | 13,5 43,6

TABLE D.2 — Suite du tableau de la composition du substrat de silicium couvert
d’or avec les différentes couches de [PEG! du tableau [5.8] Tous les résultats sont en
pourcent, [%].

Soufre Or

S 2p3/2 Au 4af

§ulfates g__SSH’ §'Au S tOt. A.u tOt.
1]08 21 23 |52 26,5
208 3,1 26 |65 |255
3107 34 23 6,4 |229
4 10,7 1,6 2.5 4,7 29,6
508 1.8 2.5 5,1 31,2
609 2,3 3 6,2 28,7
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ANNEXE D. CARACTERISATION DE LA COUCHE DE [PEG

D.3 Apres le transfert de bradykinine

Les cartographies de la Figure de I’échantillon avec le transfert de bradykinine
qui a duré 1h sont construites avec un faisceau d’analyse Bid accéléré a 30

.................

10*

08

04

(a) Signal de I'ion moléculaire de la bra- (b) Somme des signaux des fragments de
dykinine : 1062.26 est le des pics la bradykinine : CHyN*, C4HgN™ et
des isotopes, [M + H]*. CsHijgN™t.

2

I

0 0

::::::::::::::::::

(c) Somme des signaux des fragments du (d) Somme des signaux de l'or sur le
PEG : CH30+ et CoH50™T. silicium : Au™t et Auj.

1

1

] 0

wm 9 2

(e) Signal choisi pour représenter le sub-
strat de silicium : Si™.

F1GURE D.2 — Cartographie de I’échantillon dont le transfert de bradykinine sur
couche de |PEG a duré 1h.
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ANNEXE D. CARACTERISATION DE LA COUCHE DE [PEG

D.4 Apres le relargage de bradykinine en solution

Sur ces quatre images de la Figure les dernieres cartographies construites a
partir du faisceau de Bid accéléré A 30 sont représentées. Elles sont réalisées
sur 1’échantillon avec couche de |[PEG|ou le transfert a duré 1h apres avoir récupéré
la bradykinine avec les deux gouttes d’H,O.

a

mm 0 2 4 6

(a) Somme des signaux des fragments de
la bradykinine : CHyN*, C4HgN™ et (b) Somme des signaux des fragments
: OH30+ et CQH50+.

30 4
3
20
2
10
1
rr—rrrTrrTrr T T T 0
m 9 2 4 & m - 4 8
(c) Somme des signaux de l'or : Au™ et (d) Signal choisi pour représenter le sub-
Aug . strat de silicium : Sit.

F1GURE D.3 — Cartographie de I’échantillon dont le transfert de bradykinine sur
couche de |PE§ a duré 1h, apres solubilisation.
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Annexe E

Quantification de la bradykinine
transférée

La courbe de calibration (Figure |[E.1) pour la quantification de la bradykinine
transférée sur les couches de tréhalose et de est réalisée avec le kit de dosage
pour la quantification de la bradykinine.

Absorbance de la bradykinine

o
o w
w o

K=}
N
w

[}
e
S 02 [
o
= .
3 0,15
2 . y =0,061x + 0,0139

0,1 L R? =0,9935

o-'%".
0,05 e
0e
0 1 2 3 4 5 6

Quantité de protéine [ug]

F1Gure E.1 — Courbe de calibration de la bradykinine avec le kit de dosage |BCA
pour la quantification de ses transferts sur couches de tréhalose et Elle a
pour équation : y = 0,060958111 x + 0,013879143.
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Annexe F

Quantification de la trypsine

La courbe de calibration pour la quantification de la trypsine transférée sur des
films de a la Figure est obtenue a partir d'une approximation polynomiale
du second degré.

Fluorescence de la trypsine déposée sur de fins films

de PE

1,20€+07

1,00€+07 i
8 8,00E+06 i
]
2 6,00E+06 8 -
5 y = -2E+0752 + 3E+07x + 915580
2 4,00E+06 R? 20,0351

2,00E+06 i

0,00E+00 &

0 01 02 03 04 05 06 07 08

Quantité de protéiné déposée [pg]

FiGURE F.1 — Courbe de calibration pour quantifier la quantité de trypsine
transférée a l'aide du kit de dosage fluorescent d’une protéase avec approximation
polynomiale et pour équation : y = —22 036 117 22 + 28 762 628 = + 915 579, 61.

La courbe de la Figure |[F.2 est construite en faisant la régression linéaire d’une
fonction v/ qui a pour équation : y = a\/x + b.
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ANNEXE F. QUANTIFICATION DE LA TRYPSINE

Fluorescence de la trypsine déposée sur de fins films
de PE

1,20£+07

1,006407 { ................................ 3

Y 800E+06 |- e
A T
g 6,00E+06 l.'“ ..........
g .
2 4,00E+06

2,00E+06 i

0,00E+00 &

0 01 02 03 04 05 06 07 08

Quantité de protéiné déposée [ug]

FiGURE F.2 — Courbe de calibration pour quantifier la quantité de trypsine
transférée a l'aide du kit de dosage fluorescent d’une protéase avec approximation
par racine carrée qui a pour équation : y = 12758347, 81/ + 178496,0134. Le
coefficient de détermination, R? vaut 0,9195.
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