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ReEsuME Cet article présente un systeme miniaturisé capableagéurersur la surfaced’or
d'une biopuce plusieurypesde cellules et de letbérer sélectivementTout d’abord, @s
lymphocytes non marqués sont capturés sur une puce apADRNntermédiaire d’anticorps
spécifiqguesonjugués a des brind’ADN. On illumine ensuit@vec un laserpar le dessous

de I'échantillonet dansles conditions de réflexion totale, les plots de cedlaleelarguer
Dans des conditions bien définies I'énergie de I'onde évanescente est absorbée par les
oscillations des plasmons de surface et convertie en chgléuse dissipe dans le milieu
environnant Sous l'effet de I'augmentatidocaliséede la température, les doubles brins
d’ADN sedéshybridente qui libére les objets biologiques correspondast lymphocytes)
Les cellules sordinsilibéréeset leur relargage est controEpatialement et temporellement.

ABSTRACT This work proposes a miniaturized system able to perform multiple cell capture
followed by celtype selective release from gold-coated biochip surface. Unlabeled
lymphocytes are first specifically captured onto a DNA array by antiddiéx conjugates.
Thena laser illuminatesfrom below the sample undastal reflection conditios, the cells
spots to be releaseth well-definedconditions,the energy of incoming photons is absorbed
by surface electron oscillations, and thesat converted and dissipated into theighboring
medium Because of théemperaturerising, the doublestanded DNA dehybridate which
enables a spatially and tempdyacontrolled liberation of corresponding biologicabjects

(i.e. lymphocytes)pon laserinduced local heating
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1. Introduction

L'examen détaillé d'échantillons biologiques complexes comme le sang,
présente un grand intérét pour la recherche en biologie, lechimlogies oles
applications biomédicales (Liot&t al.,2003; Andersonet al.,2002) Analyser de
facon pertinente qualitativement et quantitativement un milieu compiékessite
de pouvoir extraire des soepspulations de cellules a partir d'un lawége
hétérogeng¢Roupiozet al.,2009) Assurer un tel tri multiplexé dans des conditions
compatibles avec la survie cellulaire représente un défi ambitieuxiste edes
dispositifs micrestructurés et mickiluidiques capables de séparer des celluls p
l'intermédiaire de contraintes mécaniqugdm et al., 2008) de reconnaissance
antigéne/anticorpfLiu et al.,2013) d'apgication d’'un champ magnétique (Adams
et al.,2008)etc. Cependant, ces techniques sont limitées en termes de multiplexage
et regiierent souvent un marquage préliminaire des échantillons ¢phmto
magnetemarquage pour les systemes HFACS ou pMACS). C'est pourquoi il est
intéressant de concevoir descrosystemedasés sur des surfaces «-bamsibles »
capables de faire du tri cellulaire multiplexé et sans marg(i2igar et al., 2010)
L'objectif de cesmicrosystemesst de capturer des cellules ciblées et de procéder a
leur relargage sélectif et contrélé sans altérer leur survie. Dans les dispositi
existant, le relargage est ¢dié mécaniquement(Wang et al., 2010)
électriquement (Zhet al.,2008; Yeoet al.,2006) thermiquemen{Hatakeyamaet
al., 2007)ou par des enzym&Bomberaet al.,2012; Kwong et al.,2009) Notre
équipe a quant a elle développé un systeme de tri cellulaire sans marquage basé s
les propriétés thermodynamiques de 'ADN et sur la résonance des plasenons d
surface (SPRjLeroy et al.,2014) Le principe de I'expérience est détaillé dans les
paragraphes suivants.

2. Principe de I'expérience

Les cellules ou les molécules ciblées sont capturées sur la surfeice’whe
biopuce grace a des anticorps spécifiques conjugués a des brins dfigig 1).
Ces brins d’ADN (conjugués aux anticorps) sont hybridés a leur brin
complémentaire qui est immobilisérda surface tr de la biopuce. Un chauffage
laser localisé induit la déshybridation des doubles brins d’ADN et eatiain
libération des molécules/cellules capturées.

Le chauffage est réalisé par le dessous de I'échantillon. Dans cette coigfigurat
I'’échantillon n'est pas exposé a la totalité du flux de lumiére incidemis m
seulement a I'onde évanescente. Dans ces conditions, le chauffage est localisé a
I'interface or/milieu ce qui limite I'exposition du milieu & la chaleurassure un
impact minim& sur les échantillons biologiques libérés. Ce dernier point est
essentiel étant donné que notre objectif final est le tri de cellules sanguinesia
plupart des cellules de mammifére sont trés sensibles au stress tiegi@hignet
al., 2006).
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Figure 1 Principe de la stratégie de capture/relargage des cellules. 1) Greffage
des ADN sur la surface d’or. 2) Hybridation des ADN complémentaires conjugués
a des anticorps antymphocytes. 3) Immobilisation des lymphocytes B et T. 4)

Désorption localisééles cellules par chauffage laser
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Figure 2.Schéma du dispositif expérimental utils&node imagerie SPR (SPRI) :

dispositif standard de SPRi complété avec un microscope qui permet le contréle en

temps réel de la construction de I'assemblage moléculaire sur la biopuce (par SPRi)
et des étapes de capture et de relargage des cellules (par microscopie)

Notre stratégie repose sur une désorption physique induite par unageauff
localisé généré par un rayonnement laser continu appliqué dans lesoocsndé
résonancales plasmons de surface (SPR) (X@&aal., 2010) Notre dispositif est
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basé sur une configuration optique représentée figure 2. Il est dépoélémehts

de chauffage sophistiquéKajiyamaet al., 2003) et assure une élévation localisée
de température. Ce dispositif, congcu au laboratoire, est constitué d'unmsyste
d'imagerie SPR classique (figure 2) complété par un microscope (pour pemesttr
observations par le dessus de la puce) et d'une source laser (qui induit fagehauf
localisé) (fgure 3. Le dispositif laser convergent, polarisé transverse magnétique et
de puissance ajustable (A = 660 nm, P = 500 mW) est monté sur platine x/y qui
permet de choisir la zone de la biopuce sur laquelle induire I'effet phototjuermi
recherché. Sous I'ange d’'incidence approprié, I'énergie des photons tacdeen
premier lieu partiellement convertie en oscillation collective des électrtamsm(pn

de surface) puis finalement dissipée en chaleur dans le milievoenant. La
puissance laser effective absorbée par couplage avec les plasmons de surface est de

I'ordre de 1 pW/prh

T T A
Injection de _EI:O ;‘ CE_'
tampon .
'I' g"
=

Prisme SPR
471> Blocage du
S.oun:ce laser %placement contrélé en x/y faisceau laser
fibrée de la lentille de collimation

Figure 3. Schéma du dispositif expérimental utiksenode laser : configuration
optique pour le chauffage SPR localisé permettant la désorption photothermique
des especasapturées sous l'effet du rayon laser

La libération des cellules dépend des propriétés thermosensibles des doubles
brins d’ADN. Ces dernierssous l'effet du chauffagese déshybridentce qui
entraine le relargage controlé des objets ciblés (ici deshlyoypes). En premier
lieu, des assemblages moléculaires assurent la capture spécifique de cellutes s
puce a ADN. Les expériences ont été réalisées sur un prisme recouvert d’'or et
fonctionndisé par électropolymérisation (Fuclet al., 2010s) avec decourtes
séquences d’ADN, les oligonucléotides Zipl, Zip2 et Zip3. Le réseau de sondes
d’ADN était composé de plusieurs plots de 1 mm de diametre. La puce a ensuite été
assemblée dans un systeme mitwaique intégré au dispositif SPRi et convertie
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en pue a anticorps capables de réaliser des captures spécifiques de cellules par
l'intermédiaire d’anticorps conjugués a de I'AD(Bomberaet al., 2012) Les
cellules ont ensuite été injectées sur la puce grace au circuit-fimidique.
L'assemblage molécul@a a été érigé a l'aide de brins d’ADN intermédiaires
(Zipl*-Zipl, Zip2*-Zipll, Zip3*-Ziplll ou Zipl*, Zip2* et Zip3* correspondent
respectivement aux séquences complémentaires de Zipl, Zip2 et Zip&)piétéo

par des anticorps liés covalemment & des ADdimplémentaires des brins
intermédiaires (Zipl*, Zipll*, Ziplll*) (Bomberaet al.,2012)

Le détail des procédures de préparation des sondes, de leur greffag
dispositif expérimental et du traitement des données est décrit dans la partie
suivante.

3. Matériel et méthodes
3.1. Réactifs

Les réactifs suivants ont été commandés chez SAjdrich (France) IgG de
sérum de lapin (IgG R), NaCl, NaOH,%$0,, H,0,, Diméthylsulfoxyde (DMSO),
Tris (2-carboxyéthyle) Phosphine acide chlorhydrique (TCEPRodecaethiol,
tampon phosphate salin (PBS), albumine sérique bovine (BSA), séruead feetal
(FBS), Concanavaline A (ConA), acidegthylénediaminetétraacétique (EDTA),
milieu de culture RPML640 et MgCl. Le NHHCO; et le N,N
Dimethylformamide  (DMF)  provienent de  Fluka. Le THEICI
(Tris(hydroxyméthyl) aminométhane) dtagent de réticulation SM(PEG)12
(succinimidyt(N-maleimidopropionamidejlodecaethyleneglycol]) ont été
commandés chez Interchim (France). Le pyrrole a été acheté chez Tokyo Casei
(Japn). L'anticorps monoclonal de rat argouris CD19 (clone: 1D3) et I'anticorps
de rat antisouris CD90 (clone: G7) ont été achetés chez BD Biosciences (France).
L'anticorps de souris IgG anti domaine HcB a été généreusement fourni par L.
Bellanger (CEA/Instiit de biologie environnementalet biotechnologielBEB,
France). Tous les produits chimiques listédessus ont été utilisés sans purification
supplémentaire. Les oligonucléotides ont tous été commandés chez rifecoge
(France) et sont listés dans le letu 1. Les oligonucléotides (Zipl, Zip2,,R)
portant a l'origine un groumpeentamine primaire a leur c6té 5’, ont été couplés
covalemment a un groupement pyrrole comme dpotit les protéinepar Livache
et al. (1994 et Mailleyet al. (2009.
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Tableau 1. Séquences des oligonucléotides utilisés dans I'étude

Nom Séquences » 3’
Sondes
Zipl pyrrole-(T,0)-GACCGGTATGCGACCTGGTATGCG
Zip2 pyrrole-(T,o)-GACCATCGTGCGGGTAGGTAGACC
Zip3 pyrrole{T10} TGCGATCGCAGCGGTAACCTGACC
R pyrrole-(T,0)-TGGAGCTGCTGGCGT

Brins complémentaires

Zipl* CGCATACCAGGTCGCATACCGGTC

Zip2* GGTCTACCTACCCGCACGATGGTC

Brins intermédiaires

Zip1*—Zipl TACCTTCGGAATTC-
ACTCGCACCGCATACCAGGTCGCATACCGGTC
Zip2*~Zipll GACAAGGT-CAGCTG
TAGGCAAGGGTCTACCTACCCGCACGATGGTC
Zip3*—Ziplll CACTCACT-CCATGG-
GCACTTGCGGTCAGGTTACCGCTGCGATCGCA
Cibles
Zipl* GTGCGAGTGAATTC-CGAAGGTA-(T,g)-SH
Zipll* CTTGCCTACAGCTGACCTTGTC(T419-SH
Ziplll* GCAAGTGGCCATGGAGTGAGTG(Ty0)-SH

* Les brins complémentaires sont indiqués par un astérisque.

3.2 Méthodes de synthese

3.2.1. Fonctionnalisation de la puce a ADN

La puce aADN a été préparée sur un prisme en veeeuvert d'une couche
d'or de 45 nm d'épaisseufourni par Horiba Scientific(France). Avant la
fonctionnalisation, la surface’al a été nettoyée a l'aide die solutionpiranha
(mélange2:1 H,SO/H,0, (Attention, le mélange piranha est trés exothermique et
réagit fortement avec les matiéres organiques)) et immergée dandution ste
dodecanethiol a 20M dans de I'éthanpla température ambiantpendant30
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minutes La surface a ensuite été rincée avec de I'éthanol et de I'eau déidi8sEe (
MQ.cm). Le greffage des sondes ADN a été réalisé par élpcisaonérisation
comme décrit par Livachet al. (1994 et Mailley et al. (2005. Pour chaque sonde,

une solution contenant 20 mM de pyrrole et 10 uM de sonde couplée a un pyrrole en
5’ a été préparée (dans de I'eau contenarfro3@acétonitrile, 20 de DMSO,

0,5% de glycérol et A M de LiCIOy). Les sondes ont alors été polymérisées sur la
surface d’or a I'aide d’'un cone de migp@etteet grae a des impulsions électriques
d’'amplitude 2 V et de duréel00 ms. Les plots d’ADN obtenus par cette méthode
mesuraient 80um de diametre et la densité des oligonucleotides a été estimée a
10 pmol.cm? (Guedonet al., 2000) Plusieurs plots d’ADN coehant les mémes
sondes rgplicag ont été greffés afime couvrir la plus grande surface possible
(environ Q5 cm? par type de sonde). La puce ainsi préparée a été séchée, stockée a
4°C et utilisée dans les jours suivasdispréparatian

3.2.2. Couplage anticorp#\DN

Le couplage entre I'ADN et les anticorps I1gG a été réalisé gidegent de
réticulation hétérebifonctionnel SM(PEG)12La premiére étape a consisté a lier
covalemment les IgG et SM(PEG)12. L'anticorps lg@propriéa étédilué a 5uM
dansdu PBS de pH 2 et mélangé avecnularge exés (100 mdaire) de
SM(PEG)12. La réaction d'activation de la protéine s'est déropéalant une
heure a température ambiantgéanticorps activéa ensuite été purifié sur une
colonne NAP5 (GE Healthcare) équilibrée auparavant avec du tampon PBE
(tampon PBS de pt6.8 contenant nM d’EDTA) afin de retirer I'excés de
SM(PEG)12 L’éluat purifié a ensuite étéoocentré par centrifugation (1in,
15000 g) a travers des membranes filtrde$ poids moléculaires de 30 kDa puis
resuspendu dans du PBE. La concentratiotad®@otéine activée a été déterminée
par la mesure de son absorbance a 280 nm. En paralléle, les oligonucléotiégs thio
dilués dans I'eau déionisée (50 uM), ont été mélangés avec du TCEP (matiawent
finale 5 mM) afin de réduire les ponts disulfuretentiellement formés entre les
oligomeres d’ADN thiolésNous avons laissé l&ductionse produire pendant 30
minutes a température ambiante. Les oligonucléotides ont ensuiterifi&s m@ur
une cdonne NARS5, élués dans du PBE et concentrés par camgtion (15 min,
15000g) a travers des membranes filtratés poids moléculaires d& kDa. La
concentration finale dans le PBE a été déterminée via la mesure d’absorbance des
échantillons & 260 nm.

Les solutions d’oligomeéres d’ADN réduits et les anticaptves ont ensuite &t
couplés. Nous avonsiélangéles protéines activées et les brins d’ADN dans les
proportions 2 pour let les avons laiss&éagir pendant une nuit & température
ambiante. L'échantillon a ensuite été concentré par centrifugatiomi(d,3.5000 g)

a travers des membranes filtraiets poids moléculairete 30 kDa et le tampon a été
remplacé par du PBS de pH47 Les protéines n'ayant pas réagi ainsi que les
produits de conjugaison ont été séparés sur une colonne éclmradjanon
HiTrapHM Q FF 1 mL (GE Healthcare). Les espéces ont été éluées de la colonne
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par un gradient de NaCl en flux arL/min a partir d’'un tampon de départ composé

de TrisHCI 20 mM, NaCl 137 mM et de pH 8.0. Les fractiaiwlectéesont été
concentrées par centrgfation (15 min, 15000 g) a travers des membranes filtrant
des poids moléculaires de 30 kDa et resuspendues dans du PBS dé pH 7
charge enADN des protéines a été estimée en déterminant les absorbances des
produits conjugués a respectivement 260 etr@B8@Niemeyeet al.,1994)

3.3 Procédures expérimentales

3.3.1 Culture cellulaire

Des splénocytes primaires ont été collectés a partir d’'une souris adult¥68C57B
(encollaboration avec lhstitut Albert Bonniot, France)luste aprés le retrait de la
rate, les cellules ont étlamisées travers les mailles d’une grilkd mises en culture
dans du milieu RPMILa suspension cellulaire a ensuite étatgigée (5min,
300g9) et incubée dans un tampon de lyse (8.3 g/LANHD.8g/L NaHCQ, 0.04 g/L
EDTA) pendant 5 minutes afin d’éliminer les globules rouges. Leamgé des
lymphocytes B et T a été lavé dans du PBS et a nouveau centrifugé (5 mi), 300
Le culot de cellules a été resuspendu dans du milieu de culture cellulaire RPMI
supplémenté en FBS (10%énicilline (50 pug/mL) etstreptomycing50 pg/mL).

De la concavaline A a été ajoatéu milieu a ug/mL afin de stimuler la
proliférationdes lymphocytesT. Lescellulesont étécultivéespendant 24 a 72h a
37°C dans un environnement a®sd’humiditéet 5% de CQ (Forma Steri Cycle

CO, Incubator, Thermo Scientific) Avant [linjection dans le sysbée
microfluidique, les cellules ont étentrifugéeq5 min, 300 g) et suspenduasne
concentration comprise entred3et 50 1¢ cellules/mL dansdu PBScompléé par

20% (v/v) de N,Ndimethylformamide (DMF). La viabilité des cellulegns du

PBS complété par 20% de DMF a été mesurée et reste supérieuté podb des
temps d’incubation allant jusqu’tois heures. Dans le cas de notre étude, les
lymphocytes sont suspendus dans ce tampon pendant un temps court (moins d’'une
heure). Bien que le DMF puisse altérer la morphologie et la croissance des,cellules
cet effet est réversible comme I'ont démontrés plusieurs étudest @li, 1997;
Dexteret al., 197 ; Gruntet al.,1992). Un tel tampon peut donc étre utilisé avec
succes dans un objectif de tri cellulaire.

3.3.2 Mesure des températures de dissociation

Nous avons mesuré les teénitures de dissociation des duplexgpl/Zipl* et
Zip2/Zip2* (Zipl* et Zip2* sont respectivement les séquencesplémentairese
Zipl et Zip2) Des prismesecouverts d'oHoriba Scientific- GenOptics, France)
ont été fonctionnalisés par électropolymérisation de polypyrrole commé pliéisri
haut (fonctionnalisation dda puce a ADN). Quatre plots par séquendg@u
minimum) ont été greffés afin d'évaluer la reproductibilité expériment8ler
chaque biopuce on a également greffé@ plot contrble de polypyrrole non
fonctionnalisé et un plot d’ADN de séquence non complénrenfZip3) afin de
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vérifier la spécificité de I'hybridation. Toutes les expérienoat été réalisessur un
dispositif d'imagerie SPR maisogontrélé en températurédécrit par Ficheet al.,
2007). Le tamporutilisé étaitdu PBS, 20% DMF (v/v). Pour I'hyiidation, les ADN
complémentaire (Zipl* et Zip2*) ont été introduis dans le tampon ane
concentration de 20M. L’hybridation a ét¢é menée pendant 10 minutes a 23°C
sous un flux de 50L/min. Ensuite, aprés 3 minutes de ringage, une rampe de
températurecontrolée a été appliquée au rythdee 2°C/min jusqu’'a 80°C. Ainsi,
nous avons obtenu des courbes de dénaturation thermique hors équilibteyso
les plots d’ADN du prisme. Afin de déterminer la température de dissoci@h),
définie comme la tempature ou li reste 50% du signal initial d’hybridation
(Urakawa, 2002 Pozhitkov et al., 2007, les courbes de dénaturation ont été
normalisées a 1 et moyensérur les plots identiques. Pour plus de détails sur la
procédure, se référer a Fuatsal.,(2010b).

3.3.3.Dispositifd'imagerie SPR et de désorption phibtermique

Les expériences de désorption photothermique ont été réaligéen dispositif
SPRi maison basé sur la configuration classique de Kretschi{agtisqhmanret
al., 1968. Le prismerecouvert d'or etfonctionnalisé par des sondes ADN, a été
placédans le systeme de détectigptique etassemblé unmodule nicrofluidique
(Figure 2) pour assurer le contact avec le milieu biologique. Le faisceau incident
collimaté (A = 660 nm) a été généré par une diode électroluminescente (LED)
associée a

— un sténopé (8 mm de diameétre),
— une lentille (focale de 50 mm),
— un polariseur linéaire mongdr un support tournant

Le signal réfléchi a été enregistré par une caméra CCD (plSB par Allied
Vision Technologies GmbH) a l'aide d’une lentille d'imagerie VZMTM i68@m
(Edmund opticspermettant la détection en temps réel des interactiorHigpés.
(figure 2). Afin de produire leffet photothermique, un laser rouge a été ajouté au
systeme optique classiquéiglre 3). Selon les expériences, deux faisceaux laser
d’intensité modulable ont été utilsd’our lesexpérience moléculairs, le fasceau
était issu d'une diode laser de puissancerh®d, de longueur d’onde 6G8n. Pour
les expériences cellulaires, le faisceau provenait d'un laser fibré (Laserdtivdr
KS3-22312103, BWT Beijing LTD) d'une puissance de 560V et de longueur
d'onde653nm associé a un objectif 10X/0.33 Olympus UPlan FDAns les deux
cas, I'angle d'incidence et la polsation du laser chauffant ont été précis@in
ajustéspour optimier la générationdes plasmons de surface. Cette optimisation a
été rédisée en rasurant le minimum de l'intensite la lumiére transmisé I'aide
d’'un puissancenétre (Edmunds). Les spots laser ont été focalisés sur la surface d’or
pour minimiser leur taille et maximiser la puissance.
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En mesurant la perte de puissance et la taille effective des spots ldaenstace
d'or, le maximum de la puissansarfaéque déposéea été estimé 3,9 uW/um? pour
le premier dispositif (diode laser) et @\V/um? pour le second (laser fibré).

La position relative du faisceau focalisé étaihtiblée par des moteurs externes
pas a pas (Oriel 1801bu avec des supports manuels de translations linéaires,
permettant un déplacement précis de la trace du laser sur la surface du prisme. Un
microscope(Olympus BXFM)associé a un objectif approprié (10X/0.33 Olympus
UPlanFLN etX4/0.1 Edmund Micro plan)placé awdessus du prismajous a
permis de visualiser les étapes de captel@rgagedes cellulespar microscopie
optique classiquelLes acquisitionsont été réalisées avec une camEwenenera
Infinity2-3C. Afin de visualiserpar microscopida trace du laser, la lumiére du
microscope a été réduite quasiment a son minimum. Malgré I'importarseapae
surfacique du faisceau laser, comme l'incidence correspond a une réflateten t
l'intensité de la lumiére transmise était trés faible (quelques uW).

3.3.4. Chambre de réaction microfluidique

La chambre deéactionest deforme rectangulaire, avec des coins adisret sa
zone de travail mesurg40um de profondeur et @m de largeur(figure 4). La
longueur entre les entrée et sortie du fluiest de 15mm. Les observations et
traitements ont été effectués sur une zone centrale du prisme de 9x9 mma2.

Figure 4. lllustration du disposifimicrofluidique

Le systéeme microfluidique était muni d’'une bouclejéction de 200 pL, d’'une
pompe seringue de 50 mL {99, razel Scientific Instruments Inc.) et de tuyaux en
polyéthyleng(ID = 760 um).
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3.3.5. Déroulement de I'expérience de capture/relargage

Avant I'expérience, la puce a ADN a été nettoyée aux-glires dans un bain
d’eau désionisée pendant 1 & 2 minutes. La biopuce a ensuite été assamblée d
dispositif microfluidique. Les éfes nécessaires a la conversion de la puce a ADN
en puce a anticorps ont &#ectuéesur la puce sous un flux de gQ/min.

Tout d'abord,afin de réduire les interactions non spécifiques, la surface de la
biopuce a été bloquée par une injection de B3A uM et de cytochrome ¢ M
dans du PBS de pH.4 Les échantillons moléculaires ont été préparés dans le
tampon (PBS, pH 7.4 complété avec 20% de DMF) et injectés manuelldrasn
brins d’ADN complémentaires (brins intermédiaires ZiZipl, Zip2*-Zipll,
Zip3*-Ziplll) ont étéintroduits dans le tampon a une concentration denR0@200
puL). Lhydridation des brins complémentaires a été suivie paretign des
conjugués ADNgG (anttCD19IgGZipl*, anti-CD90IgGZipll et antiHcBIgG-
ZiplllI*) a 50 nM. Dans le cas des expériences sur les cellules, les injections de
splénocytes (5xT0 cellules/mL) ont été réalisées juste aprés l'assemblage
moléculaire.Le flux de ces injections a été au départ fixé uBOnin pour
empécher la sédimentation des ceButkans les tuyaux microfluidiques et réduit
ensuite a 3uL/min lorsque les cellules arrivaient sur la puce afin de minimiser le
forcesde cisaillementet favoriser leur capture. La captuspécifiquedes cellules a
été suivie par microscopie optique, sodes grossissementle 4 ou 10 fois et
enregistrée par une camédtafinity2-3C, Lumenera)Pour induire la désorption, la
source laer a été manuellement introgduigntre la caméra et le grieet le flux a
été augmenté a 1Q0L/min. Le spot laser a bajé la surfaced’or a une vitesse
comprise etre 10et 200um/s afin de ne pas détériorer la surface dimus ne
souhaitions pas récupéresicellules dans ces expériences. Pour la deamapture
de cellules, toutes les étapes de préparation de la biopuce ont été faites uhe la mé
facon. A la fin, la biopuca été régénérée par une solution de soudé & @pendant
2 a 3 minutes, lavée a I'eau déionisée et séchée sous un flux d’argorstéraesy
microfluidique a éténettoyéavec del’eau de Javel a % pendant 30 minutes et
lavéeavec du SDS % puisrincée d’eau déionisée. Toutes les exipdices ont été
réalisées en chambre noiréeinpératureambiante (25°C).

3.3.6.Analyse et traitement des données SPRi

Les données d'imagerie SPR (SPRi) ont été acquises a dlailbgjiciel SPR#
ViewL3.1.2 (Horiba Scientifi€zenOptics)que nous avonadapté a notre dispositif
expérimental L’ acquisitiondu signal de réflectivité, enregistré avec une caméra
haute fréquenceF-145B, a démarré aprés linjection de cytochromeet la
stabilisationde la ligne de base. Les images ont étéegistréeslés le début de
chaque injectionafin de suivre chaque étape de I'expérience. Les valeurs de
réflectivité ont été moyennées sur chaque famille de sonde et tracéestemfdn
temps aprés correction. La correction a consistétiZer a chaque signal SPRi
moyenné le signal du plot de référence. Cela a pedi@lsniner les décalages de
réflectivité dus aux changements d’indigiebal du milieu suite aux injections des
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différerntessolutions (données brutes non fourniégs images SPRi différentielles,
les images des cellules et les films ont été obtenus par optimisation dastmatr
I'aide du logiciel de traitement d’'image ImageJ (ImageJ v1.43u, Natingsgiutes
of Health USA).

3.3.7. Analyse d’'images pour la détermination de la densité cellulaire

Afin de quantifier les efficacités des captures (premiere et seconde) et du
relargage des cellules, nous avons analysé avec ImageJ (ImageJ v1.43u, National
Institutes of HealthUUSA) les images des cellules prises au microscope. Les images
couleur ont été converties en niveau de gris et nous avons appliqueupdise
bande afin de détecter les cellules sur les images. Le nombre de cellules a été
déterminé a I'aide du odule« particule analysis d’'ImageJ. La surface de chaque
zone analysée a été calaipur obtenila densité surfacique des celluless taux
de désorption et de seconde capture ont été calculés en prenaoimpte
uniquement les zones de désorptiGes aalyses at été menées sur 2 a 4 répdica
afin d’évaluer la dispersion dessultats.

3.3.8.Test de résistance a tampéraure

Afin de déterminer I'impact du traitement thermique sur les cellules edaliser
des mesures de viabilité statistiquemsignificatives, nous avons mis au point un
dispositif permettant de chauffer une quantité importante de splénodyss
conditions expérimentales ont été choisies au plus prés des canditadles mises
en ceuvre par la désorption photothermique. Afabtenir une élévation rapide de
température jusqu’a 65°C, nous avons utilisé une lame de miceoseoguverte sur
un cété doxyded’indium-étain (Indium Tin Oxide|TO) (Aldrich). Le chauffage a
été réalisé en appliqguant une tension a la couche d’'ITO entre deux électrodes
paralleles Nous avons contrblé et mesuré en temps réel I'évolution de la
température de la surface d’ITO grace a un logiciel Labview de régulation thermiq
pilotant une alimentation électrique réglable.

Les splénocytes primaires afté collectés comme décrit 8r8.1 et resuspendus
dans du milieu de culture RPMI & une concentratio.6e1G cellules/mL. Deux
séries de mesures de viabilité ont éféaftiées par I'analyseur de viabilké-Cell
XRcell (Beckman Coulter) a partir d®©A puL de suspension cellulaire par série
Pour la condition «ans chauffage, I'échantillon(100 uL) de cellules a été déposé
sur la surface de verre et collecté gacage dans 1,9 mL drilieu RPMI. Pour la
condition« avec chauffage, I'échantillona été chauffé a 65°C pendanse&tondes
et collecté de la méme facon.

4. Résultatset discussion

La faisabilité de la désorption a tout d’abord été démontrée sur I'assemblag
moléculaire (ADN/ADN intermédiaire/ADN complémentaaaticorps). Des
anticorpsmodéle (IgG de lapin) ont été utilisés et incorporés sur la biopuce dans ce
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objectif. L'imagerie par SPR a permis la visualisation en temps réel des dmmpes
construction de I'assemblage moléculaire sur la pdigaré 5a). Une fois les
assemblages molélaires ADNIgG terminés, la désorption spécifique de certaines
sondes a été induite par chauffage laser. Le relargage a été réalisé en concentrant le
faisceau laser sur une zone ciblée de la biopuce. Afin de réduire la tempéeature d
dissociation des ADNdouble brins et d'assurer une dénaturation efficace des
substrats, nous avons utilisé un tampon composé de PBS (Pleosaliatbuffer)
comprenant 206 (v/v) d’agent déstabilisant N;Nimethylformamide (DMF). Le

DMF permet d'abaisser la température de alietion des ADN dable-brin d’en
moyenne 0,5& 0,05°C/%DMF (Bressanet al., 1974) Nous avons vérifié qu'il
n'affectait pas la survie cellulaire. La libération des anticorps a été réaliselepou
sondes (Zip2 et Zip3) en focalisant la source lasetesuplots correspondant a la
surface de la biopuce. Deux trajectoires du laser ont été enregistrées sack dearf

la biopuce. On observe une diminution de la réflectivité correspondant awagelarg
adéquat des composants ciblés. Cette observation est confirmée par I'PRageiS
révele les zones ou le matériel biologique a été enligérd 5b). Une fois la
désorption terminée, de ’ADN complémentaire correspondant au maeésmbe a

été réintroduit dans le systéme et correctemertybéidé. Les architectures
moléculaires ont donc été restaurées ainsi que le signal SPR, prouvant ains
I'intégrité et la capacité de régénération de la biopuce.
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Figure 5. Contr6le en temps réel de la construction moléculaire de la biopuce
et de la désorption indwtpar chauffage laser localisé. a) Réflectivité enregistrée
pour les sondes Zip2 et Zip3):tpuce originale a ADN (Zip2 et Zip3);, ts :
hybridation des brins intermédiairess; t, : hybridation des anticorps conjugués
a ’ADN ; t5 : désorption deZip2 ; t; : désorption de Zip33zity, : re-hybridation des
brins complémentaires conjugués aux anticorps. b) Image SPR d’un plot d’ADN
avant et apres désorption laser suivie de I'étape deyl@ridation
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Les résultats précédents ayant validé le concept de la désorption localisée des
assemblages moléculaires, nous avons ensuite testé la désorpticellutes c
vivantes. Des splénocytes de souris, contenant a la fois des lymghBogtd, ont
été immobilisés a la surface de la biopuce grace a des antipgqpigeies antr
CD19 et antiCD90 respectivement. Ces anticorps ont été au préalable conjugués
avec les oligonucléotides Zipl* et Zipll* (respectivement compléniesgtales brins
intermédiaires Zipl et Zipll) puis immobilisés sur les plots Zipl et Zip2.
L'oligonucléotide Ziplll* (complémentaire de Ziplll) a été conjégwvec un
anticorps antiHcB incapable de reconnaitre les cellules B et T et a servi de contrble
négatif. La suspension de splénocytes a été injectée dans le circuit de micro
fluidiqgue et mé en contact avec la puce a anticorps. L'immobilisation des cellules a
été imagée par microscopi@(re 6, t). L'introduction de la suspension cellulaire a
entrainé une capture efficace des lymphocytes B et T sur les plots Zipl et Zip2
respectivement @00 cellules/plot) et pas de capture significative sur le plot
contréle Zip3. Aprés immobilisation des lymphocytes sur la puce, noossav
procédé au détachement des cellules par illumination lasesowet flux. La
désorption photihermique a été induiteo¢alement sur chaque plot et suivie en
temps réel par microscopigure 6, t; & et vidéos (information complémentaire))

Les images suggérent que le passage du laser induit un détachetastanésdes
cellules. Le controle a distance de la trajectoire du faisceau laser permet les
relargages successifs et indépendants des lymphocytes B et T. Le taux de
détachement a été mesuré et estimé & 8% (igure 7) pour les deux types
cellulaires.La seconde capture semble étre Iégerement plus efficace que la premiere.
Cela est probablement di & la variabilité intrinseque de I'efficacité de capture.

to Lty t, ty t,
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Contrdle négatif LymphocytesT  Lymphocytes B
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Figure 6. Désorption localisée de lymphocytes par chauffage logamage
au microscope de cellules capturées sur leurs plots spécifiques ADN/anti€Qrps ;
t,) relargage localisé des cellules durant le passage du laser (le plot Zipl est balayé
verticalement, le plot Zip2 horizontalement)) plots ADN/anticorps observés
apreés le passage du lasety) ré-hybridation de cellules sur leurs plotssende»
spécifiques aprés reconstruction de I'assemblage moléculaire

Finalement, la biopuce a été régénérée avec succes et des cellules spécifiques ont
a nouveau été efficacement capturées. La seconde capture, réalisée aprés ré



Désorption localisée de cellules 23

hybridation, montre que le chauffage induit seulement I'ouvertuted®N double
brin et que le systéme de tri cellulaire proposé est réutilisable (Bguje
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H Lymphocytes T
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1% capture Aprés désorption 2éme capture

Figure 7. Efficacité de capture et de désorption des lymphocytes B et T.
Les barres d’erreur représentent la déviation standard des densités ceBulaire
entre les réplicas

Afin de déterminer la température a laquelle étaient exposées les cellules lors du
chauffage, nous avons mesuré les températures de dissociation des Hoobles
utilisés pour la capture cellulaire : ZiplpZ* et Zip2/Zip2*. Les courbes de
dénaturationf{gure 8) indiquent une température de dissociation égale a 8343
La température a laquelle sont exposées les cellules est trées probablement
équivalente. Cependant le détachement est rapide, grace desflesllules restent
exposées moins de 3 secondes (estimation effectuée par I'analyse des séquences des
désorptions).

Réflectivité normalisée
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25 35 45 55 65 75
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Figure 8. Courbes de dénaturation pour Zipl/Zipl* et Zip2/Zip2* obtenues
dansdu PBS 206 DMF
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Afin d’estimer I'impact sur les cellules de la température induite par le chauffag
laser, nous avons exposé des splénocytes a 65°C pendant 3esedtmas avons
ensuite mesuré les proportions de cellules vivantes dans les échaumtilbrifés et
non chaufféqfigure 9). Le taux de cellulesivantes est de 9% dans I'échantillon
non chauffé et passe a #&dans I'échantillon chaufféOn constantelonc que le
taux de (sur)mortalitt di au clifage n'excéde pas 16oints Pour des
développements futurs, d’autres solutions pourraient étre geeisgour réduire la
température a laquelle sont exposées les cellules. Par exemple, nous pourrions
utiliser un laser pulsé afin d'augmenter le gradient de températuecl@isurface et
les cellules. Nous pourrions également utiliser des séquencedNd#d3entant des
défauts d’appariement et donc des températures de dissociation gks faib
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80000 -

Nombres de cellules
(2]
o
o
o
o

m Nombre total de
cellules
B Cellules vivantes

Chauffage a 65°C

Pas de chauffage pendant 3 secondes

Figure 9. Comptages cellulaires et mesures de viabilité sur les échantillons chauffés
a 65°Cet non chaufféd.es barres d’erreur représentent la déviation stamidentre
trois mesures indépendantes¥%j

5. Conclusion

Nous avons développé une miglateforme capable de réaliser la capture
multiplexée de cellules vivantes spécifiques et leur désorption cont@dés/steme
est basé sur la conjugaison d'anticogpsle brin d’ADN et tire profit des propriétés
thermodynamiques de I'’ADN. Cette approche innovante constitue urteodeét
précise, économe (en réactif) et non invasive pour le tri cellulaire neuktipDans
I'avenir, cette biopuce pourrait étre adaptée pour capturer et relacher plus de deux
types cellulaires et permettre I'analyse d’'échantillons biolegggbruts tels que le
sang. Cela nécessiterait 'intégration d’'acides nucléiques stahilfisgsquement
afin d’améliorer la résistance de 'ADN aux nudéa présentes dans le sang. Ces
modifications n’engendreraient pas de changements significatifs desiépés
thermodynamigugede la molécule. Notre approche pourrait alors étre utilisée pour
étudier par exemple des phénoménes immunologiques compleseselllles, tout
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d’'abord identifiées et triées, pourraient étre individuellement détachéesdpsu
analyses ultérieures telles que le séquengage d’ADN ou d’ARN.
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