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constitue de silice ou d’oxyde metallique. Elle concerne
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caracteris¢ en ce qu’il consiste a: fonctionnaliser la
surface par nettoyage, par I'intermeédiaire d’au moins un
solvant ou un plasma d’oxygene ou tout autre procede
permettant la formation de groupements alcool au niveau
de la surface du support, pour la rendre hydrophile;
mettre en contact la molécule biologique sur ladite
surface fonctionnalisée, et fonctionnaliser le support par
la fixation du site specifique de haison de la molecule
biologique sur au moins 1'un des groupements alcool du
support. La présente invention trouve une application
particuliecrement 1ntéressante dans le domaine du
diagnostic biomedical.
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(57) The immvention concerns a method for fixing a
biological molecule, associated with a specific binding
site, on the surface of a support made of silica or metal
oxide. The 1nvention also concerns a surface
functionalised by the method and the use of such a
surface. The method 1s characterised 1n that 1t consists 1n:
functionalising the surface by cleaning, using at least a
solvent or an oxygen plasma or any other process for
forming alcohol groups on the support surface, to make
1t hydrophilic; contacting the biological molecule on said
functionalised surface; and functionalising the support
by fixing the biological molecule specific binding site on
at least one of the support alcohol groups. The invention
1s particularly useful 1n the field of biomedical diagnosis.
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(54) Titlee METHOD FOR FIXING A BIOLOGICAL MOLECULE ON A SUPPORT SURFACE

(54) Titre: FIXATION D'UNE MOLECULE BIOLOGIQUE SUR UNE SURFACE D’UN SUPPORT
(57) Abstract

~ The invention concerns a method for fixing a biological molecule, associated with a specific binding site, on the surface of a support
made of silica or metal oxide. The invention also concems a surface functionalised by the method and the use of such a surface. The
method is characterised in that it consists in: functionalising the surface by cleaning, using at least a solvent or an oxygen plasma or
any other process for forming alcohol groups on the support surface, to make it hydrophilic; contacting the biological molecule on said |

functionalised surface; and functionalising the support by fixing the biological molecule specific binding site on at least one of the support
alcohol groups. The invention is particularly useful in the field of biomedical diagnosis. |

(57) Abrégé

La présente invention concerne un procédé de fixation d’une molécule biologique, associ€e 2 un site spécifique de liaison, sur la
surface d’un support constitué de silice ou d’oxyde métallique. Elle concerne également une surface fonctionnalisée avec le procédé et
I"utilisation d’une telle surface. Le procédé est caractérisé en ce qu’il consiste 2: fonctionnaliser la surface par nettoyage, par I’'intermédiaire
d’au moins un solvant ou un plasma d’oxygene ou tout autre procédé permettant la formation de groupements alcool au niveau de la surface
du support, pour la rendre hydrophile; mettre en contact la molécule biologique sur ladite surface fonctionnalisée, et fonctionnaliser le
support par la fixation du site spécifique de liaison de la molécule biologique sur au moins 1’un des groupements alcool du support. La
présente invention trouve une application particulierement intéressante dans le domaine du diagnostic biomédical. |




1
FIXATION D’UNE MOLECULE BIOLOGIQUE SUR UNE SURFACE D’UN
SUPPORT

La présente invention concermne un procédé de fixation d’un molécule
biologique, tel qu'une protéine recombinante issue d’un antigéne, un anticorps, une
5 enzyme, mais également de peptides de synthése et de PNA (peptide nucleic acids),
sur la surface d’un support constitué de silice ou d’oxydes métalliques ; elles

concemnent également les supports ainsi réalisés et les utilisations qui peuvent étre
faites d'un tel support.

Il existe de nombreuses méthodes de fixation de molécules biologiques sur les
10 suppons de silice. Toutes passent par une étape de silanisation de la silice donnant &

la surface les propriétés ou les fonctions recherchées. Cette Jonctionnalisation permet
ensuite de fixer ces composés par adsorption, couplage covalent ou complexation.

Premierement, il y a la technique d’adsorption. Une telle technique est par

exemple décrite dans les demandes de brevet EP-A-0.368.208 et WO-4-91/02980.

15 Dans ce cas, les protéines peuvent s’adsorber sur un support par plusieurs voies

- d’imteractions (1). Les principales sont les interactions hydrophobes, polaires et

 ioniques. Ces interactions sons fonction & la fois du support, de la protéine et du
mzlzeu considéres.

L’adsorption hydrophobe s’effectue par une méthode d ‘adsorption sur support
20 de silice plan employée au laboraroire (2) qul utilise les interactions entre une surface

stlanisée avec de longues chaines alkyles et une ou plusieurs zones hydrophobes de la
protéine. ' '

Neanmbins, la fixation en terme d’orientation des éléments sur les chaines
alkyles n’est pas du tout uniforme, et seule une petite partie des &léments sera
25 réellement disponible pour des réactions ulteneures ce qui peut limiter la sensibilité.

Deuxiémement, il a y la technique de couplage A ce propos, il existe
également les méthodes de fixation covalente qui utilisent la silice Jonctionnalisée par
des silanes se terminant par des fonctions de type : amine, thiol ou époxy. Ces
fonctions reagzssem sur les groupements chzmzquemem réactifs des acides aminés

30 accessibles de la protéine. La covalence s’effectue alors directement ou par
Uintermédiaire d’agents de couplage. o

La fixation de protéine sur un support par covalence est meversxble et
s’effectue generalement sur plu31eurs fonctions acceSS1bles d’une protéine. Il en
résulte parfois une inhibition de 1’activité de 1a molécule.

35 Par exemple, la demande de brevet EP-A-0.8 74.242 concerne la silanisation
~ d’un support (oxyde de silice) sur lequel peuvent étre fixées de maniére totalement

!
| |

' |
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aléatoire des molécules biologiques. La Jixation s’effectue en plusieurs érapes.
Premierement, l'activation des silanols par hydrolyse des ponts oxygenes.

Deuvxiemement, la liaison entre les silanols et une molécule de fixation intermédiaire,
qul peut recevoir un ligand.

5 Il y a donc au moins deux étapes, ce qui allongent 1a durée de réaction et n’est
pas toujours compatible avec de bons résultats biologiques ou autres, ce qui
complexifie la fixation du ligand et ce qui ne permet pas ’orientation du hga.nd ILa
fixation est alors aléatoire sur la molécule de fixation intermédiaire. .

La demande de brevet EP-A-0.272.792 a sensiblement les mémes
10 inconvénients que la demande décrite ci-dessus, puisqu’elle propose de fixer,

' toujours de maniére aléatoire, des antigenes sur des particules. LA encore, il y a une
deuxieme étape intermédiaire qui consiste en I’apport de bromure de cyanogene qui,
par des lLiaisons covalentes, va associer indirectement les particules et les antigénes.

Ainsi ces deux demandes de brevet EP-A-0.874.242 et EP-A-0.272.792 sont.
15 donc trés €loignées de 'un des objectifs principaux de la présente invention. Cet
' objectif consiste en I'orientation des molécules biologiques fixées sur le support.
Néanmoins, il est possible de fixer sélectivement de Jacon orientée une
protéine possédant un « tag », par exemple lysfne, tel que décrit dans la demande de
brevet, déposée le 20 juin 1997 sous le numéro FR97/08055 par le demandeur.
20 Pourtant, il n’est pas question dans ce document de fixation en une seule etape ' ’
sur un support constitué de silice oun d’oxyde métallique. o
Troisiémement, il y a la technigue de la chélation. Ainsi une molécule
~ biologique peut également érre fixée sélectivement par chélation sur un support, selon
un principe connu de l'homme du métier, tel que celui employé pour la purification

25 des protéines par le procédé IMAC (Tmmobilized Metal ion-Affinity Chromatography)

~ sur des résines (3, 4). Une telle protéine posséde un marquage, dit « tag », riche en
histidines. La difficulté de la méthode consiste & générer un support présentant des
ions divalents nécessaires & la chélation. Une telle approche est décrite dans la
demande de brevet, déposée le 16 avril 1997 sous le numéro FR97/04923 par le

30 demandeur. Selon cette invention, un procédé de fixation de matériel biologique
- permet d'optimiser la complexation de ce maiériel avec un complexe métallique, tout

en diminuant, voire éliminant, toute réaction secondaire d'adsorption dudit matériel

sur le complexe méiallique. A cetre fin, le procédé de fixation d'un matériel
biologique, de l'invention, utilise un composé ligand de coordination, ou un composé

35 complexe obtenu & partir de ce dernier, ledit composé ligand éiant sous forme
microparticulaire ou sous forme linéaire et constitué par ou moins un polymere
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particulaire ou linéaire, avec une surface apparente hydrophile, et des groupes
complexants libres, fixés de maniére covalente. _

L’objet de la présente invention est de permettre la fixation d’une molécule
biologique, tel qu’une protéine recombinante issue d’un antigene, un anticorps, une
enzyme, mais également de peptides de synthése et de PNA (peptide nucleic acids)
sur des supports de silice ou d’oxydes métalliques. Cette 1mmobﬂxsat10n utilise des

support biospécifique ainsi créé sont principalement une bonne orientation des
molécules biologiques ou ligands & la surface et un support engendrant de trés bons

rapports de signal sur bruit de fond. En outre, ce type d’immobilisation est simple et
stable dans le temps.

A cet effet la présente invention concerne un procédé de fixation d’une

molécule biologique sur la surface d’un support constitué de silice ou d’oxyde

- metallique, Ia molécule comportant un site spécifique de liaison, caractérisé en ce
qu’il consiste A :

- fonctionnaliser la surface du support en nettoyant, par I'intermédiaire d’au
moins un solvant ou un plasma d’oxygéne ou tout autre procedé permettant la
formation de groupements alcool au niveau de la surface du 'Support, pour la rendre
hydrophile, |

- mettre en contact 1a molécule biologique directement sur ladite surface, et

- fonctionnaliser ledit support par la fixation du site spécifique de liaison de la
molécule biologique sur au moins I'un des groupements alcool porté par la surface du
support, ce qui permet 1’orientation de la molécule pour une meillleure réactivité.

Selon un mode préférentiel d’utilisation, le procédé comporte, avant la mise en
contact, une €tape d’'immersion de la surface fonctionnalisée dans un melange
sulfochromique.

Dans tous les cas de figure, le site spécifique de liaison de la molécule
biologique comporte les caractéristiques suivantes :

- 1l s’agit d’une séguence en acides aminés rapportee C est-a-dlre ajoutée a la
séquence originale de la molécule biologique,

- cette séquence est introduite en un lieu privilégié ‘de' la s€quence originale ol
elle est exposée de facon pertinente vis-a-vis de sa fonction ou de ses propriétés, et

- elle contient notamment des acides aminés d'intérét vis-i-vis de Ia fonction
recherchée.
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‘Selon un premier mode de réalisation, le site spécifique de lizison de la

molécule biologique est un site riche en histidines et ses dérivés, tel qu'un site

contenant une densité suffisante d’histidines, notamment supérieure ou égale 4 25%,

- et préférentiellement supérieure ou égale & 33 %).

Plus précisément, selon un deuxitme mode de réalisation, la molécule

biologique et le site spécifique de liaison constituent une protéine recombinante
comportant au moins deux histidines adjacentes, appelées « tag ».

Notamment, selon un troisitme mode de réalisation, le site spécifique de
liaison de la molécule biologique comporte au moins quatre histidines, et
préférentiellement six histidines adjacentes.

Quel que soit le cas de figure, le site spécifique est situé au sein de 1a protéine
recombinante ou préférentiellement & son extrémité N-terminale ou C-terminale.

La mise en contact s’effectue pendant 30 & 60 minutes.

Plus précisément, la mise en contact s’effectue pendant 45 minutes.

L’étape d’immersion s’effectue pendant 5 2 30 minutes.

Plus précisément, I'étape d’immersion s’effectue pendant 15 minutes.

Le procédé s’effectue 2 un potentiel hydrogéne (pH) optimal en fonction des
caractéristiques physico-chimiques de la molécule biologique et du site specifique de
liaison, préférentiellement co mpris entre 6 et 7,5.

La présente invention conceme également une surface d’un support
fonctionnalisée par le procédé ci-dessus décrit.

Dans un mode préférentiel de réalisation, la surface est plane.

Dans un autre mode de réalisation, la surface est constituée par une bille.

La présente invention concerne encore [’utilisation d’une surface
fonctlonnahsee d’un support, tel que décrit ci-dessus, ou fabriquée par le procéde,
décrit plus haut, caractérisée en ce qu’elle consiste 3 effectuer des tests pour défecter,
dans un liquide a analyser, la présence de toute molécule biologique capable de se
fixer, par un site spécifique de liaison, sur le support.

Dans un mode préférentiel d’utilisation, une surface fonctionnalisée d’un
support, tel que décrit ci-dessus, ou fabriquée par le procédé, décrit plus haut, est
utilisé pour effectuer des tests immunologiques pour détecter, dans un liquide a
analyser, la présence d’anticorps spécifiques d’une protéine naturelle, par exemple la
prot€éine P24, par liaison spécifique, de 12 méme manitre qu'avec la protéine

naturelle, sur au moins une protéine recombinante, par exemple la protéine RH24 ou
R24.
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Cette protéine P24 est une protéine recombinante de la capside du virus de
I’immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1).

Les figures ci-jointes sont données 3 titre d ‘exemple indicatif et n’ont aucun
caractere limitatif quant 2 la portée exacte de la présente invention.
5 La figure 1 représente un graphique comparatif de la densité optique (DO)
obtenue sur un test ELISA de RH24 et R24 absorbées sur différents supports.

La figure 2 représente un graphique comparatif du coefficient signal / bruit du
systtme protéine absorbée RH24 et R24 sur différents supports.

_ La figure 3 représente une courbe d’effet du pH sur 1’absorption de RH24 sur
10 silice. ' o

La figure 4 représente une courbe de dosage des anticorps monoclonaux
15F8C7 par SFMIA (Scanning Force Microscopic ImmunoAssay).

Enfin, la figure 5 représente une courbe de dosage des anucorps polyclonaux
de lapin par SEMIA. | ' ,
15 Un support plan d’oxyde de silicium ou silicee et une protéine recombinante
- de la capside du virus de I'immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) sont utilisés
comme modele. Ce systéme permet ’exploitation de la microscopie & force atomique
(AFM) en tant que méthode d’analyse immunologique ou SFMIA (2).
La protéine considérée ici est la RH24. Elle est obtenue en utilisant les
20 méthodes classiques de biologie moléculaire et d’expression eucaryote (J5). Celle-ci
est quasiment semblable & la R24 (immunogénicité identique) mais est beaucoup plus
facilement purifiée grice & la présence d’une petite séquence d’acides aminés
supplémentaires. Cette série d’aminoacides, appelée « tag », contient en particulier six
- histidines consécutives. L’affinité d’un tel motif moléculaire pour certains ions
25 metalliques est extrémement forte. Cette propriété permet une purification aisée avec
la technique IMAC (chromatographie d’affinité métal-chélate). La protéine de
contrble sans le « tag » est la R24. Elle est obtenue de la méme fagon que la RH24
mais elle est purifiée par immunoaffinité.
Les sites spécifiques de liaison peuvent se présenter sous la forme de suites

30 desdits acides aminés, identiques ou différents, contigus ou non, mais voisins,
La définition du « tag » est la suivante :

1/ il s’agit d’une séquence en acides aminés rapportee C est a dn:e ajoutée i la
séquence originale (protéique, peptidique, PNA),

2/ cette séquence est introduite en un lieu privilégié de la séquence originale
35 ou elle est exposée de fagen pertinente vis-2-vis de sa fonction (ou de ses propriétés,
par exemple chélaiion, couplage, interaciions avec un support particulier, etc), en
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particulier les extrémités N-terminale et C-terminale des protem es recombinantes ou

des peptides de synthése ou des PNA, et

3/ elle contient notamment des acines aminés d'intérét vis-a-vis de la fonction
recherchée, dans notre cas des histidines, distribués a 1'intérieur de la séquence soit
de fagon contigu€ (notamment deux histidines contigués, préférentiellement six
histidines contigués), soit avec une densité suffisante (notamment 25%,
préférentiellenient sup€rieure ou égale a 33%).

Avantageusement, ledit site de liaison comprend de trois & dix acides aminés,
contigus ou non contigus, pour une structure primaire ordonnée du matériel protéique
comprenant au moins trente acides aminés. A titre de variante préférée, il consiste en
au moins deux, préférentiellement au moins trois, et préférentiellement au moins six
résidus d’histidine, plus particulierement, ces résidus sont contigus.

Le ou les sites décrits ci-dessus peuvent se trouver i un endroit quelconque de
la structure primaire du matériel protéique. De préférence, il est situé sur 1'extrémité
N—terrmnale ou C-terminale du matériel protéique.

La silice, disponible sous de nombreuses formes (surfaces planes, billes,
fibres, etc.), est un composé abondamment utilisé en micro-électronique. Or, la

recherche en diagnostic médical s’intéresse de plus en plus & des systtmes dits
« mntegres » (DNA chips, biochips,...) comprenant des puces sensibles & des
molécules biologiques. De telles technologies allieraient sensibilité, rapidité et
miniaturisation.

De plus, il est possible d’obtenir des surfaces de silice dont la rugosité
n'excéde pas quelques Angstroms. Cette propriété permet alors 'utilisation d’un
moyen de détection et d’analyse extrémement puissant: la microscopic a force
atomique (AFM). La microscopie & force atomique réalise aussi bien I’observation
des surfaces fonctionnalisées par des molécules biologiques que des immunoessais
trés sensibles (2).

Il est apparu que la RH24 posséde un afﬁmte naturelle pour les supports de
silice. Cette propriété provient d’une interaction directe forte entre la surface d’un
support et la séquence poly(histidine). -

- La présente invention vise donc 2 fixer une protéine recombinante sur la silice
par l'intermédiaire de sa séquence d’histidines. Cette technique permet aussi
d’orienter une telle protéine sur la surface. En effet, si la zone exposée de la molécule

est un site de reconnaissance, alors celle-ci est d’autant plus réactive (site actif
d’enzyme ou épitope immunodominant par exemple).
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Plus précis€ément, I'invention concerne la fixation orientée de la RH24 et de
toute protéine recombinante sur silice. Il s’inscrit donc dans cette tendance. Des
informations complétes sur la protéine R24 et ses recombinants RH24 et RH24K
peuvent étre trouvées dans une demande de brevet précédente du demandeur, déposée

5 le 20 juin 1997 sous le numéro FR97/08055. Le contenu de cette demande est
incorporé a la présente invention.

L’invention concerne une voie de fixation directe, sans silanisation de la silice,
pour permettre la liaison entre Ia silice et la protéine recombinante.

La démarche utilise 1’affinité particulitre du « tag » de la RH24 pour la silice

10 hydrophile. Cette technique de fixation est nouvelle et extrémement simple et robuste.
Elle est ’objet de la protection recherchée par la présente invention. .

L’1ntérét de cette immobilisation selon la seconde démarche est i trouver dans
deux techmiques majeures, d’une part, I’'ELISA pour sa simplicité et sa robustesse, et

~ d’autre part, le dosage immunologique par AFM (SFMIA) pour sa finesse et sa
15 sensibilit€. - '

- Exemple 1 : Fabrication du support biospéciﬁg ue :

20 - A titre de comparaison, I’adsorption de la R24 et de la RH?24 sur différents
supports de silice a été testée. Trois types de supports plan de silice ont &t utilisés :

- - une silice nue partiellement hydrophobe car non nettoyée et non hydrolys te
- par le mélange sulfochromique, ' - .

25 - une silice trés hydrophile car nettoyée et hydrolysée par lé meélange
~ sulfochromique, et S '
- une silice trés hydrophobe fonctionnalisée avec du n-

octadécyldiméthylméthoxysilane.
Les supports utilisés ici sont des disques de silicium (disque poli de 4’’ de

30 chez ACM (France), type N dopé P, épaisseur 525 micrometres (um), orientation
<100>)

Dans un premier temps, ces disques sont clivés en plaques carrées de 0,64

cm?>.

35 1) Silice nue partiellement hydrophobe :
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Les plaques chivées présentent & leur surface, une couche d’oxyde de silicium,
native ou obtenue par les différents procédés connus de I’homme de P'art. Cette

couche d’oxyde présente, entre autres, des ponts siloxanes hydrophobes et elle peut
ctre polluée par les contaminants atmosphérigues.

Une silice de ce type est partiellement hydrophobe.

2) Silice trés hydrophile :

Afin d’obtenir des supports de silice hydrophiles, propres et de taille désirée,
les plaques subissent le traitement suivant :

- nettoyage de la surface : les plaques de silicium sont lavées avec
divers solvants ; dans 1’ordre sont utilisés : eau, éthanol, acétone, dichlorométhane,

- toluene, et

- hydrolyse des ponts siloxanes en silanols : les supports de silice sont
immergés pendant 15 minutes dans un mélange sulfochromique (solution PROLABO
saturée en Chrome (VI) oxyde dans l'acide sulfurique & 95%). Ces surfaces sont
abondamment rincées & 1’eau et passées au bain 2 ultrasons ; une fois les plaques

séchées & l'azote, elles sont utilisées rapidement pour Iimiter une rapide
recontamination.

La caractéristique principale d’une silice propre est sa grande hydrophilie.
Celle-ci peut &tre vérifiée par la mesure d’angle de contact (angle entre la tangente au
bord de la goutte d’eau et la surface du support) qui doit étre inférieur ou égal & 10°.

3) Silice hydrophobe : |
Les plaques sont nettoyées comme décrit ci-dessus (paragraphe 2).
Puis, la silice est rendue hydrophobe par mise en contact de n-octadécyl-

- diméthylméthoxysilane, silane portant une longue chaine alkyle, 2 2 % dans le
‘toluene pendant trois heures a température ambiante. Les plaques sont ensuite lavées

abondamment a 1’eau, nettoyées aux ultrasons et stabilisées pendant deux heures 3
120 °C..

-4) Adsorption des protéines sur les différents supports décrits :
Dans le cas de 1a R24 ou de 1a RH?24, il est possible d’effectuer une adsorption

sur un support hydrophile (support décrit en paragraphe 2) ou hydrophobe (supports
‘décrits dans les paragraphes 1 et 3). |

~ CA 02328302 2000-10-10

FEUILLE MODIFI E

|




¥ TR .3, o SR

' 40-04-2000 . ~ ~ FR 009900848

botory

Dans le cas d’une adsorption sur un support hydrophile, il n’y a pas besoin de
fonctionnaliser la surface de silice traitée précédemment, celle-ci est considérée
comme déja fonctionnalisée. '

Cette technique n’est habituellement jamais utilisée sur la silice nue

5 hydrophile. En effet, ces interactions sont généralement trop fragiles (trés sensibles
au pH et aux variations de force ionique). Cependant, dans le cas de 1a RH24, ou de

tout autre « ligands » tels que définis précédemment, la présence du « tag » rend cette
adsorpfion extrémement intéressante, car tres facile & mettre en oeuvre.

10 * 40 microlitres de RH24 (ou de R24 comme témoin) diluée dans le PBS, sont
- incubés pendant 45 minutes 2 température ambiante sur silice hydrophile. -
La RH24 possede une forte affinité pour Ia silice. L’intérét de cette affinité est
sa_spécificité envers la RH24 par comparaison avec la R24. A partir de ce pomt,
’analyse qui suit tente de mieux comprendre le role du « tag ».
15 * 40 microlitres de solution de protéine dans le PBS sont incubés durant 2

heures a température ambiante sur les plagues silanisées. Puis elles sont rincées par le
PBS-Tween (Tween a 0,05 % dans le PRS).

20 Exemple 2 : Tests du support blospécifigue :

La présence est 1'orientation de la R24 et de 1a RE24 sont révélées par deux
types d’immunoessais : ELISA et SFMIA.

La présence de la R24 ou de la RH24 2 la surface du support est évaluée au
25 moyen d’anticorps. Des solutions polyclonales ou monoclonales sont utilisées. Une
- goutte de 40 ul d’anficorps en solution dans le mélange PBS-TWEEN-BSA [0.05% de
BSA (w/w) dans PBS-TWEEN] de concentration désirée est déposée durant 1 heure 2
37°C sur une plague. La BSA permet comme le TWEEN de limiter les interactions
non speécifiques. Le carré de silicium est ensuite lavé avec du PBS-TWEEN-BSA afin
30 d’éliminer au maximum les anticorps adsorbés sur le support et non fixés sur la

protéine. Les plaques sont séchées 4 1’air comprimé.

1) Test enzymatique (ELISA) :
La quantité d’anticorps biotinylés, capturée par la protéine recombinante, est
3> ¢&valuée par un test enzymatique. Un complexe phosphatase alcaline (PAL)-
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Streptavidine est fixé en premier. Pour cela, on fait réagir & 37°C durant 45 minutes,
40 pl d’une solution de Streptavidine-PAL & 4 g/ml dans PBS-TWEEN-BSA.

‘Puis la présence de l'enzyme est révélée par addition d’'un substrat
colorimétrique, le p-nitophenyl phosphate (pnPP). Une plaque est immergée dans 0,8

ml de solution pnPP & 2 mg/ml dans son tampon. On laisse réagir I’enzyme sur son

substrat 45 minutes a 37°C. Puis la réaction est interrompue par I’ajout de 0,8 ml de
soude 1 N.

Le dosage colorimétrique a 405 nm est effectué sui' 100 ul de solution dans
des microplaques pour lecteur AXTIA. La DO obtenue est liée & la concentration de

10 protéine a la surface.

15

20

30
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2) Test SEMIA :

La quantité¢ d’anticorps biotinylés, capturée par la protéine recombmante Sur
le support est évaluée au moyen d’un marqueur topographique d’ AFM :

* 40 pl d’une solution a 5% (V/V) de billes magnétiques couvertes de

streptavidines et d’un diamétre de 50 nm sont déposés durant 1 heure sur le support.
Afin d’aider la réaction de surface, les supports sont placés sur des aimants puissants
en terres rares. Puis les plaques sont rincées & I’eau et séchées 4 I’air comprimé.

Le nombre de billes magnétiques a la surface est proportionnel 2 la quantité de
proteines retenue sur le support. Ce nombre de billes est quantifi€ par AFM.

Exemple 3 : Comparaison des modes de ﬁxatioﬁ de la R24 et de 1a RH24

Pour des concentrations de 10 pg/ml en protéines révélées en ELISA avec

D’anticorps 13B5 & 1 pug/ml dans les conditions standards, les résultats de la figure 1

sont obtenus.
Cet anticorps a fait ’objet d’un dépdt de demande de brevet frangais, le méme

jour que cette demande de brevet, par la demanderesse. Le titre de cette autre
demande est : « Ligand peptidique présentant une affinité spécifique vis 2 vis de la

~ protéine P24 du rétrovirus HIV ». o

Seul le support de silice hydroPhﬂe montre une dlfference de signal significatif
entre 1a R24 et la RH24. Ceci montre que le « tag » de la RH24 joue un rble
particulier dans ’adsorption hydrophile.

D’autre part, si le graphique des rapports si gnal/brult est tracé, les résultats
obtenus sont présentés a la figure 2.
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Outre la spécificité de I’adsorption sur un support hydrophile, ce support
permet d’obtenir un coefficient signal/bruit excellent. Ceci provient probablement -du

fait que I’adsorption des anticorps se fait peu sur un support hydrophile (le Fc des
anticorps est plut6t hydrophobe).

La limitation du bruit de fond est un facteur essentiel pour réaliser des
systtmes sensibles de détection. Donc, méme si le signal brut obtenu est un peu

inférieur a celui d’une surface hydrophobe, le gain en bruit de fond en fait un systeme
potentiellement plus intéressant.

1) pH et force ionique :

L’affinit¢ de la RH24 pour la silice est remarquable car elle est trés peu
sensible a la force ionique du milieu environnant. Ainsi, des ringages 4 I’eau ou avec
une solution de Nal 9 M n’ont aucun effet sur la surface. La RH24 une fois fixée est
donc fortement li€e au support. - -

La RH24 a été diluée 2 1 pg/ml dans différents tampons phosphate dont les pH
varient entre 4 et 11. Puis elle est adsorbée et révélée par un test ELISA standard au
polyclonal de lapin 2 1 pug/ml. Les conditions optimales d’adsorption obtenues se
situent entre 6 et 7 (voir la figure 3). . '

Sachant que le point isoélectrique de Ia protéine est de 6 ,03, que le pKa d’une
séquence polyhistidine est de 6 et que le pKa des silanols est compris entre 4 et 7, ce
résultat est cohérent avec plusieurs modes d’interaction possibles (husons induites
entre le cycle aromatique de I’histidine et les silanols, liaisons hydrogénes entre les
silanols et les groupements donneurs ou accepteurs d’clectrons, Haisons
clectrostatiques entre des silanols déprotonés (-SiO) et des noyaux imidazoles chargés
positivement & pH inférieur ou égal 2 6. Le “tag” présentant une surconcentration

locale de ces différents types d’interaction, ceci permet d’expliquer I’ afﬁmte et la
solidite€ de la Liaison.

- 2) Forcé de liaison : .
Afin de démontrer que le « tag » a effectivement une grande affinité pour le
support, une adsorption de la RH24 en compétition avec un polypepnde de séquence
€quivalente au « tag » (MRGSHHHHHHSVDES) a eté effectuée. Pour cela, une
solution a 3,7.10-7 mol/l en RH24 (10 pg/ ml) et a 3,7. 10-4 mol/l en polypeptide est

préparée (1 molécule de REH24 pour 1000 molécules de polypeptide). Puis la plague

est incubée avec ce mélange et révélée en ELISA avec le monoclonal 13B5D10 & 1
1g/ml. Les résultats suivants sont obtenus :
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Réaction Densité optique (bruit de fond
soustralt)

Mélange pol et1de-RH24

Protéine seule

d Tableau III : Densité obtenue pour un mélange « tag »-RH24

Le signal décroit de plus de 85 % en presence du polypeptxde ce qui suggére

que la séquence, en occupant les sites de fixation empeche la RH24 de se fixer sur
son support. | '

10 Ce résultat a également ét€ obtenu par une compétition avec la pyndme mais il
a fallu une solution 0,11 mol/l pour réduire le signal de plus de 70 % (1 molécule de

RH24 pour 300 000 molécules de pyndine). Sachant que I’affinité de la pyndme pour
la surface de silice est considérée comme trés forte, il est manifeste que le «'tag » de

la RH24 posséde une affinité excellente pour le support. De tels résultats n’ont pas pu
15 é&tre obtenus avec 1’imidazole. Ceci montre que l'interaction forte entre la RH24 et Ia
surface provient non seulement de la nature des groupements concernés mais

également de leur nombre sur le «tag ». Cet effet cooperauf de liaisons muluples
explique la force de cette liaison.

Tous ces résultats permettent de conclure que l’afﬁmté de la RH24 pour la
20 silice est forte. Le modele des liaisons mulnples entre le « tag » et les silanols a été
demontre de maniere indirecte par compétition.

3) Orientation :

La sensibilité du systtme de détection de la RH24 sur support de sﬂlce est
25 evaluee au moyen d’'un SFMIA.

(15F8C7) marqués par des particules magnétiques. La quantité de billes magnétiques
couvrant la surface est évaluée grﬁce au systtme de traitement d'i 1mages. Les 'courbes

30 de pourcentage de recouvrement en fonction de la concentration en antlcorps utilisés
~ sont ainsi tracées aux figures 4 et 5.
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Les résultats obtenus en SFMIA montrent une différence importante de signal
entre la R24 et 1a RH24 lorsqu’un anticorps monoclonal est utilisé.

Les monoclonaux utilisés n’étant pas dirigés & I’encontre du « tag », ils ont
intrinstquement la méme réactivité vis-a-vis de la R24 et de la RH24. L’augmentation
J de signal concernant la RH24 peut provenir de deux phénomeénes. La RH24 est plus
concentrée superficiellement que la R24, ou la RH?24 est orientée sur son support.
S1 la RH24 est partiellement orientée sur son support, alors I’épitope. de
fixation de I’anticorps monoclonal est accessible plus fréquemment.
En fait, en cas de FIXATION ORIENTEE, l'épitope reconnu par le
10 monoclonal est TOUJOURS accessible ou JAMAIS, alors que dans le cas d'une
FIXATION ALEATOIRE, il ne sera accessible que PARFOIS. 11 en résulte donc une

augmentation du signal en immunoessai sur ce monoclonal. Cette amplification du
signal n’aura pas lieu avec un polyclonal sur la RH24 car celle-ci n’a pas d’épitope

immunodominant. Orienter une telle protéine sur un support n’a donc pas d’intérét
15 pour une solution polyclonale. '

Si I'effet est dii a la concentration de surface, cela provient nécessairement
d’une interaction spécifique engendrée par le «tag». Cette interaction étant
geographiquement localisée sur la protéine, elle est alors indissociable d™un effet
d’orientation. ' '

20
4) Conclusions :

Les expériences réalisées montrent clairement que la spécificité de
I'interaction entre la silice et la RH24 provient du site spécifique de liaison ou « tag ».
L’1immobilisation obtenue est peu sensible aux variations de force 1onique et

25  conserve ses propriétés immunogéniques sur une longue période. De plus, ce support

donne de bien meilleurs rapports signal/bruit qu’un systtéme par adsorption sur un
support hydrophobe.

Les tests standards de dosages enzymatiques d’anticorps anti-R24 sont

habituellement réalisés sur des supports (puits de polystyréne) ot la protéine est
30 adsorbée par interactions hydrophobes. Les limites de détection obtenues par
adsorption sur silice hydrophile sont comparables & ces inimunoessais.

En outre, le support plan utilis€ se préte i ’utilisation de Iz microscopie &
force atomique. Les tests SFMIA réalisés avec des billes magnétiques, tels que décrits
dans la demande de brevet FR97/01313 déposée le 30 janvier 1997 au nom de la

35 demanderesse, permettent d’effectuer des immunoessais de haute sensibilité.
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- La comparaison systématique entre le RH24 et 1a R24 pour les immunoessais a
montré une similarité de comportement vis-a-vis d’un polyclonal et une sensible

différence vis-a-vis des anticorps monoclonaux. L’orientation de la RH24 3 1z surface

en est la meilleure explication.
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REVENDICATIONS

1. Procédé de fixation d’une molécule biologique sur la surface d’un
support constitué de silice ou d’oxyde métallique, la molécule comportant un site
spécifique de liaison, caractérisé en ce qu’il consiste 2

S - Tonctionnaliser la surface du support en nettoyant, par 1’intermédiaire
d’au moins un solvant ou un plasma d’oxygéne ou tout autre procédé permettant la
formation de groupements alcool au nivean de la surface du support, pour la rendre
hydrophile,

- mettre en contact la molécule biologique directement sur ladite surface,
10 et

- immobiliser sur ledit support la molécule biologique, au niveau de son
site spécifique de liaison, par sa fixation sur au moins I’un des groupements alcool

porte par la surface du support, ce qui permet I'orientation de la molécule pour une
meilleure réactivité.

15 2. Procédé, selon la revendication 1, caractérisé en ce qu’il comporte,

avant la mise en contact, une étape d’im mersion de la surface fonctionnalisée dans un
mélange sulfochromique. |

3. Procédé, selon ’'une quelconque des revendications 1 & 2, caractérisé

en ce gque le site spécifique de liaison de la molécule .biologiqu'e comporte les
20 caractéristiques suivantes : '

- 11 s’agit d’une séquence en acides aminés rapportée, c'est-a-dire ajoutée
a la séquence originale de la molécule biologique, et
- cette séquence est introduite au niveau de la séquence originale en un

emplacement ol elle est exposée de fagon a permettre son immobilisation sur un
2> support.

4. Procédé, selon I’une quelconque des revendications 1 & 3, caractérisé
en_ce que le site spécifique de liaison de la molécule biologique est un site riche en
hastidines et ses dérivés, tel qu'un site contenant une densité d’histidines, supérieure
ou égale a 25 %, et préférentiellement supérieure ou égale & 33%).

30 S. Procédé, selon 'une quelconque des revendications 1 & 4, caractérisé
en ce que la molécule biologique et le site spécifique de liaison constituent une

protéine recombinante comportant au moins deux histidines adjacentes, appelées :
« tag ». | | | ' o J

6. Procédé, selon I’une quelcongue des revendications 1 & 5 , caractérisé

35 en ce gue le site spécifique de liaison de la molécule biologique comporte au moins
quatre histidines et préidrentisllcment six histidines adjacentes,
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7. Procédé, selon la revendication 6, caractérisé en ce que le site

spéCiﬁque est situé au sein de la protéine recombinante ou préférentiellement & son
extrémit€ N-terminale ou C-terminale,
8. Procédé, selon I'une quelconque des revendications 1 2 7, caractérisé
5 en que la mise en contact s’effectue pendant 30 2 60 minutes.

9. Procédé, selon 'une quelconque des revendications 1 a 8, caractérisé
en gue 1a mise en contact s’effectue pendant 45 minutes.

10. Procéde, selon la revendication 2, caractérisé en que 1’étape
d’immersion s’effectue pendant 5 a 30 minutes. ' '

10 11. Procédé, selon ['une quelconque des revendications 2 ou 10,
caracténisé en que 1’étape d’1immersion s’effectue pendant 15 minutes.

12. Procédé, selon 1’une quelconque des revendications 1 2 9 caractérisé
en ce gu’il s’effectue a un potentiel hydrogéne (pH) permettant 1’immobilisation
orientée de la molécule biologique par fixation de son site spécifique de liaison au

15 niveau du support, préférentiellement ce pH est compris entre 6 et 7,5.
13, Surface d’un support fonctionnalisée par le procédé selon 1'une
quelconque des revendications 1 ou 12. | ’ '

14. Surface, selon la revendication 13, caractérisée par le fait qu’elle est
plane.

20 15. Surface, selon la revendication 13, caractérisée par le fait gu’elle est

constituée par une bille.

16. Utilisation d’une surface fonctionnalisée d’un support, selon 1’une
quelconque des revendications 13 2 15, ou fabriquée par le procédé, selon l'une
quelconque des revendications 1 & 12, caractérisée en ce gu’elle consiste & effectuer

25 des tests pour détecter, dans un liquide 2 analyser, la présence de toute molécule
biologique capable de se fixer, par un site spécifique de liaison, sur le support.

17. Uthsation d’une surface fonctionnalis€e d’un support, selon l'une
quelconque des revendications 13 ou 15, ou fabriquée par le procédé, selon 1'une
quelconque des revendications 1 & 12, caractérisée en ce qu’elle consiste & effectuer

30 des tests immunologiques pour détecter, dans un liquide & analyser, la présence
' ‘d’anticorps spécifiques d’une protéine naturelle, par exemple la protéine P24, par
liaison spécifique, de la méme manitre qu’avec la protéine naturelle, sur au moins

une protéine recombinante, par exemple la protéine RE24 ou R24.

CA 02328302 2000-10-10

FEUILLE MODIFI E




CA 02328302 2000-10-10

WO 99/53321 | . PCT/FR99/00848

1/2
F1G1
DO
3000
20004
1000
K N 7 . ‘ A.
A B C

Signalbruit T 1O 2

7 7 . y,
si/al/all/n
o Zn
B C
F1G 3
500 '
400
300
200 -
35 55 15 95 pH




CA 02328302 2000-10-10

WO 99/53321 - PCT/FR99/00848
' 2/2 '

FIG 4

10( % de recouvrement ' B _a
ad
/:’
7
5¢ e
Y 4
1/‘/ o®
“~r. .2 ® O _&#{r-o?ro coc® " - e
0 I ' ng/ml]
01 10 100 1000

FIGS
80 % de recouvrement

\0

40 o -~




	Page 1 - abstract
	Page 2 - abstract
	Page 3 - description
	Page 4 - description
	Page 5 - description
	Page 6 - description
	Page 7 - description
	Page 8 - description
	Page 9 - description
	Page 10 - description
	Page 11 - description
	Page 12 - description
	Page 13 - description
	Page 14 - description
	Page 15 - description
	Page 16 - description
	Page 17 - description
	Page 18 - claims
	Page 19 - claims
	Page 20 - drawings
	Page 21 - drawings

