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INTRODUCTION GENERALE 
 

 Les puces à ADN sont devenues un outil indispensable dans le domaine de la 

recherche en biologie et devraient rapidement être utilisées comme outils de 

diagnostic médical [1]. Leur conception est relativement bien maîtrisée et les 

recherches actuelles portent essentiellement sur l’amélioration de leurs 

performances (sensibilité, fiabilité …), et leur adaptation à des problèmes 

spécifiques. Aujourd’hui, quelques années après celui des puces à ADN, a 

commencé à émerger le concept de puces pour la protéomique, que nous 

appellerons "puces protéomiques". 

Ce domaine est dynamisé par la perspective de l’analyse à « haut débit » du 

protéome, c’est à dire l’ensemble des protéines synthétisées à partir du génome. Le 

défi de la protéomique consiste à trouver des moyens d'analyser les protéines 

actives à l’échelle du protéome et de connaître avec quels composants de la cellule 

elles interagissent (ADN, ARN, autre protéines, molécules). Ces puces devraient 

donc servir à identifier, en parallèle, des milliers de protéines. 

 

Une puce protéomique est essentiellement constituée d’un réseau de plots répartis 

sur un substrat, généralement en verre, sur lequel sont greffées, soit des protéines 

complètes (ex : anticorps), soit des protéines modifiées ou partielles (ex : protéines 

recombinantes, épitope d'anticorps), soit des oligopeptides ou même des ADN.  Ces 

molécules "sondes" (ou récepteur) servent alors à capturer des protéines "cibles" (ou 

ligand) par interaction affine. On parlera ainsi de puces à protéines, à anticorps, ou à 

peptides. Les applications, issues de l’étude de n’importe quel système 

ligand/récepteur, permettent l’identification, la purification, la caractérisation 

structurale et la détermination des propriétés fonctionnelles des protéines, l’analyse 

des interactions intermoléculaires et la recherche de marqueurs de processus 

pathologiques. 

 

Si les puces protéomiques semblent des outils potentiellement très intéressants pour 

l'analyse des protéines [2], leur mise en œuvre sera longue et difficile. Les 

recherches sur les puces à ADN ont permis d'aborder et de dépasser certains 

verrous technologiques (chimie de surface, machines de dépôt de sonde, synthèse 
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in situ de sondes, systèmes d'hybridation) concernant les acides nucléiques. Cette 

expérience a d'ores et déjà permis d'orienter les recherches pour les puces à 

protéines. Toutefois, la difficulté de mise en œuvre de puces à protéines est sans 

commune mesure avec les puces à ADN [3]. Ce fait tient à la différence de nature et 

de comportement de ces deux classes de biomolécules. Alors que l'ADN peut être 

considéré, du moins pour un fragment comportant un nombre relativement restreint 

de nucléotides, comme un polymère linéaire, robuste et au comportement 

relativement prévisible, il n'en est pas de même des peptides et des protéines. Le 

grand nombre des acides aminés constitutifs (combinatoire sur 20 acides aminés, 

alors que l'ADN ne possède qu'une combinatoire sur 4 nucléotides) et leurs 

différences structurales conduit à une importante variété de structures, certaines 

posant d'importants problèmes de synthèse, en particulier à cause de leur 

insolubilité. De plus, la nécessité de protéger les chaînes latérales lors de la 

synthèse peptidique et l'utilisation de solvants organiques rendent difficile la 

prédiction des problèmes susceptibles d'être rencontrés. L'altération ou la 

modification de tout ou partie d'une structure peptidique aura pourtant des 

conséquences importantes sur les propriétés de la molécule synthétisée ou 

immobilisée, en particulier au niveau de leur structure tridimensionnelle et des 

interactions avec leur environnement.  

 

L’équipe Nanochimie & Biotechnologies de l’INL possède depuis plusieurs années 

un savoir-faire en matière de silanisation de verre et de silice, d’immobilisation de 

biomolécules (oligonucléotides, ADN, PNA, peptides) et de synthèse directe 

d’oligonucléotides sur puce.  

L’ensemble des supports utilisés au cours de cette thèse a été silanisé par un silane 

comportant un acide carboxylique terminal, selon un protocole couramment utilisé 

dans notre plate-forme. Ce type de surface a ensuite été modifié selon les besoins 

au cours de la thèse. Trois types de modifications ont été mises en œuvre : 

activation des groupements acides en fonctions esters, amination de surface par 

couplage d’une diamine, et greffage de polymère d’anhydride maléique (de type 

P(AMMVE)). Nos travaux ont également bénéficié d’un protocole déjà mis au point 

pour immobiliser des oligopeptides protégés [4]. Ce protocole a été validé avec des 

peptides simples (G8, H6), non reliés à une problématique biologique définie. La 

méthode consiste à activer l’extrémité C-terminale d’un oligopeptide, pour la coupler 
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sur des supports aminés. Les chaînes latérales du peptide étant protégées, seule 

l’extrémité C-terminale peut réagir avec la surface. Ceci permet de contrôler le site 

de couplage des peptides sur la surface. Enfin, une étude préalable, basée sur  les 

réactions classiquement utilisées en synthèse peptidique, avait permis d’établir les 

premières étapes de couplage d’acides aminées par la chimie des Fmoc pour la 

mise en œuvre de synthèses peptidiques complètes sur nos puces (travaux de 

Pascale Hazot, non publiés). 

 

L’objectif général de la présente thèse était d’explorer des méthodes de fabrication 

de puces protéomiques, en s’appuyant sur les savoir-faire préalables de l’équipe. 

Notre objectif n’était pas de fabriquer des puces de moyenne ou haute densité, mais 

d’identifier des voies générales de fabrication à l’échelle macroscopique : chimie de 

surface, validation de méthodes de couplage ou de synthèse de biomolécules, mise 

en oeuvre d’interactions protéine/ligand à l’interface liquide/solide. Les critères de 

qualité des voies de fabrication explorées étaient les performances analytiques des 

prototypes: seuil inférieur de détection, sensibilité, spécificité, répétabilité, ainsi que 

les quantités de réactifs mises en œuvre pour la fabrication et l’analyse. Il était donc 

important de comparer nos prototypes à des méthodes classiques telles que l’ELISA 

et le Western blot. Afin de pouvoir tester nos prototypes dans des conditions proches 

de conditions réelles, il était nécessaire d’employer un modèle biologique permettant 

l’analyse de sérums.  

 

Le premier chapitre de ce mémoire est une étude bibliographique. Il présente d’abord 

des notions fondamentales sur les acides aminés, les protéines et les peptides. Il 

aborde ensuite une présentation des protéines histones, le modèle biologique utilisé 

au cours de la thèse, et les questions d’auto-immunité. Enfin, il traite de l’état de l’art 

en matière de puces à peptides et de puces à protéines.  

 

Le second chapitre regroupe les réactifs, matériels et méthodes utilisés au cours de 

la thèse. En matière d’élaboration, il présente les différentes voies de 

fonctionnalisation chimique et biologique de supports abordées au cours de l’étude : 

immobilisation de peptides sur lames de verre aminées, synthèse peptidique directe 

sur lame de verre aminé, immobilisation de protéines sur lames de verre comportant 

des esters activés, et immobilisation de protéines sur lames de verre modifiées par 
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AMMVE. Il indique également les méthodes de caractérisations utilisées au cours de 

la thèse : les méthodes classiques ELISA et Western blot, et différentes 

caractérisations des puces faisant intervenir des mesures de fluorescence.  

 

Le troisième chapitre rassemble les résultats obtenus sur les puces à peptides. Dans 

un premier temps, le modèle biologique choisi (peptide H3 / anticorps anti-histone 

H3) est validé par ELISA, puis  le comportement des lames aminées pour 

l’immobilisation du peptide H3 protégé est étudié. Dans un deuxième temps, la 

stabilité des supports fonctionnalisés vis-à-vis du traitement de déprotection du 

peptide H3 immobilisé est évaluée. Enfin, la synthèse directe sur puce du peptide H3 

est présentée et caractérisée avant et après déprotection, par rapport au peptide 

immobilisé.   

 

Le quatrième chapitre concerne le développement de puces à protéines. Les 

protéines utilisées sont les histones H1 et H3. L’interaction entre H1 ou H3 et un 

anticorps commercial anti-H3 est d’abord étudiée par ELISA, puis après 

immobilisation des protéines histones sur lames de verre fonctionnalisées. Les lames 

testées sont des lames comportant des groupements esters activés, et des lames 

fonctionnalisées avec un polymère (AMMVE). Nous montrons ainsi dans quelles 

conditions les supports modifiés par AMMVE fournissent les meilleures 

performances analytiques pour la détection d’anticorps anti-H3 commercial. Dans un 

dernier temps, des sérums humains sont testés sur les lames AMMVE optimisées. 

Les performances analytiques de ces lames sont comparées à des analyses par 

ELISA et Western blot des mêmes sérums.  
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CHAPITRE I : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 
 

I. Introduction 

 Le développement de tests immunologiques, qu’ils soient classiques tels que 

l’ELISA ou le Western blot, ou bien miniaturisés tels que ceux utilisant les biopuces, 

nécessite la compréhension des phénomènes d’immobilisation des protéines, ou des 

peptides, sur support solide et des interactions antigène-anticorps. Ainsi, après un 

rappel sur les structures et les propriétés physico-chimiques des acides aminés et 

des protéines (notamment les protéines histones et les anticorps), la synthèse 

chimique de peptide en phase solide sera présentée. Puis, cette étude 

bibliographique décrira le principe des tests ELISA et Western blot, utilisés pour la 

détection d’anticorps anti-histones au cours d’une maladie rhumatologique, le lupus 

érythémateux systémique (LES). Enfin, les méthodes d’élaboration de puces à 

peptides et à protéines seront présentées, ainsi que leurs domaines d’application. 

Une attention particulière a été portée aux différentes stratégies d’immobilisation des 

protéines et des peptides, étape clé dans la fonctionnalisation biologique des puces. 

Quelques techniques de détection classiques des interactions entre sondes et cibles, 

dont certaines utilisées au cours de cette thèse, seront également brièvement 

décrites. 

II. Acides aminés, protéines et peptides  

II.1. Acides aminés 

 Les acides aminés sont les éléments constitutifs des protéines et des 

peptides. Ce sont des molécules organiques qui possèdent une fonction amine 

primaire et une fonction carboxyle (acide carboxylique). Leur structure générale est 

représentée sur la figure I.1.  

 
Fig.I.1. Structure générale des acides aminés (sauf la proline). 
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Vingt acides aminés constituent les unités de structure de base de toutes les 

protéines des organismes vivants, et jouent des rôles métaboliques importants pour 

le fonctionnement des cellules. Ils sont répertoriés dans le tableau I.1. Des dérivés 

de ces aminoacides se trouvent aussi à l’état libre et ont souvent des rôles 

métaboliques importants 
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Tableau I.1. Classification des vingt acides aminés. 
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II.1.1. Propriétés physico-chimiques des acides aminés 

II.1.1.1. Propriétés ioniques 

Tous les acides aminés ont deux groupements ionisables, un groupement carboxyle 

et un groupement amine primaire, liés au Cα ; ce sont des composés amphotères. 

Selon le pH de la solution, le groupement carboxyle peut céder un proton et le 

groupement amine peut en fixer un : 

 

 

K1 et K2 sont les constantes de dissociation correspondants aux deux équilibres :  

 

Ainsi, pour une solution d’un acide aminé, en passant d’un pH acide à un pH alcalin, 

on obtient les transformations suivantes : 

 

A pH acide, l’acide aminé est sous forme de cation (charge nette = +1), et à pH 

basique, il est sous forme d’anion (charge nette = -1). En passant par une certaine 

valeur de pH, les molécules d’acide aminé sont sous une forme dite zwitterion, et la 

charge totale de la molécule est nulle. Cette valeur de pH correspond au point 
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isoélectrique (pI ou pHi) de l’acide aminé. La solubilité d’un acide aminé est minimale 

à son pHi et elle dépend des propriétés de sa chaîne latérale. 

Les valeurs de pK1, pK2 et pK3 données dans le tableau I.1, correspondent, aux pH 

de demi-dissociation des protons des groupements carboxyle et amine liés au Cα et 

des fonctions ionisables des chaînes latérales. Par exemple, pour l’arginine, les 

valeurs de pK (1,82; 8,99 et 12,48)  correspondent respectivement aux pH de demi-

dissociation des protons des groupements carboxyle et amine liés au Cα, et du 

groupement amine de la chaîne latérale (goupement guanidique) : 

 

 

La fonction amine de la chaîne latérale de la lysine ou de l’histidine esr également 

protonée à des valeurs de pH inférieures à leur pK (pK (ε-amine) de la                         

lysine  ~ 10,54 ; et le pK du noyau imidazole de l’histidine = 6,04). Si une protéine est 

riche en Lys, Arg et His, à pH physiologique, ces résidus confèrent une charge nette 

positive à la protéine.  

Les fonctions carboxyles de la chaîne latérale des acides aspartique et glutamique 

peuvent aussi s’ioniser. A des pH supérieurs à leur pK, ils sont chargés 

négativement.  

De même, les groupements thiol (-SH) de la cystéine et phénol de la tyrosine 

peuvent s’ioniser en perdant un proton en milieu alcalin.  

Selon le pH d’une solution protéique, les groupements ionisables des chaînes 

latérales déterminent donc la charge nette de la protéine. La macromolécule pourra 

être chargée positivement, négativement ou avoir une charge nette nulle (à son pHi).  

  



CHAPITRE I   ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

 42 

II.1.1.2. Caractère hydrophile ou hydrophobe 

 Les acides aminés peuvent être classés selon les caractéristiques de leur 

chaîne latérale (hydrophobe ou hydrophile), comme le montre le tableau I.1 On 

distingue, les acides aminés à chaînes latérale hydrophobe non polaire aliphatique 

(Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Met) ou aromatique (Phe, Trp et Pro). 

La glycine est l’acide aminé dont la structure est la moins complexe, sa chaîne 

latérale  ne consistant qu’en un atome d’hydrogène. La méthionine est l’acide aminé 

à chaîne latérale aliphatique le plus réactif, grâce à son groupement thioéther avec le 

doublet électronique de l’atome de soufre. Il peut aussi accepter des liaisons 

hydrogènes. La proline est le seul acide aminé qui possède une fonction amine 

secondaire liée au Cα. Parmi les acides aminés à chaîne latérale hydrophobe 

aromatique, le tryptophane est capable d’absorber la lumière ultraviolette (UV) à             

280 nm, grâce à son noyau indole. La présence de cet aminoacide dans les 

protéines peut permettre leur dosage spectrophotométrique à cette longueur d’onde. 

 

On distingue aussi, les acides aminés à chaîne latérale hydrophile polaire neutre 

(Ser, Thr, Asn, Gln, Cys et Tyr), basique (Lys, Arg, et His) ou acide (Asp, Glu). 

Les résidus d’acides aminés hydrophiles se trouvent généralement à la surface des 

protéines, ils réagissent en solution avec le milieu environnant aqueux. La cystéine a 

un caractère polaire grâce à son groupement thiol (-SH), donneur de liaisons 

hydrogène. Le noyau phénol de la tyrosine peut absorber la lumière UV à 280nm et 

peut, comme le tryptophane, permettre le dosage des protéines. 

 

Les acides aminés à chaîne latérale hydrophobe non polaire peuvent interagir par 

des liaisons de type van der Waals ou par interaction hydrophobe, par exclusion des 

molécules d’eau de leur milieu environnant. Par contre, les acides aminés à chaîne 

latérale hydrophile polaire peuvent s’associer par des liaisons ioniques ou 

hydrogène. Le caractère hydrophobe et la polarité des chaînes latérales des acides 

aminés influent sur la solubilité des protéines et sur leurs interactions  avec d’autres 

protéines ou biomolécules. 

 

 Par ailleurs, les groupements carboxyle et amine et les autres fonctions 

réactives des chaînes latérales (ex : thiols, hydroxyles…) des acides aminés 
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confèrent aux protéines la possibilité de réagir avec différents groupements 

chimiques fonctionnels. 

II.1.1.3. Réactivité des groupements carboxylates 

 Le groupement carboxylate libre lié au Cα d’un acide aminé, ou celui de la 

chaîne latérale du glutamate ou de l’aspartate, peut être activé en ester ou en 

carbonyle, capables de réagir avec des groupements chimiques fonctionnels. Les 

esters activés peuvent réagir avec des fonctions amines primaires et former des 

liaisons amides, ou avec des hydrazines pour former des dérivés hydrazides. Les 

intermédiaires carbonyles réactifs peuvent réagir avec des fonctions alcools ou thiols 

et former, respectivement, des liaisons ester ou thioester, (fig.I.2). 

 

 

 

Fig.I.2. Activation du groupement carboxylate et formation d’intermédiaires capables de réagir  avec 
différents groupements fonctionnels [5]. 
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II.1.1.4. Réactivité des groupements amines 

 Les groupements α-amine primaire déprotoné et les groupements amine des 

chaînes latérales de la lysine et de l’arginine, peuvent subir des acétylations et des 

alkylations (fig.I.3). La réaction d’acétylation s’effectue par attaque nucléophile du 

groupement amine sur un groupement acyle actif. L’alkylation s’effectue par transfert 

d’un groupement alkyle sur l’amine nucléophile avec perte d’un atome d’hydrogène, 

(fig.I.4).  

 
 

Fig.I.3. Réactions d’alkylation et d’acylation des fonctions amines [5]. 
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Fig.I.4. Mécanisme de la réaction d’acylation par attaque nucléophile de l’amine primaire[5]. 

 

II.1.1.5. Réactivité des fonctions chimiques autres que les 

groupements amines et carboxyles 

 Les groupements thiols de la cystéine : la cystéine est le seul acide aminé qui 

contient un groupement thiol ou sulfhydryle. A pH physiologique (pH = 7,4), ce résidu 

est protoné (pK ~ 8). La réaction la plus importante des groupements thiols est la 

formation des ponts disulfure stables entre deux résidus cystéines d’une protéine ou 

d’un peptide (fig.I.5) : 

 

 
Fig.I.5. Deux résidus cystéines liés par un pont disulfure. 
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L’atome d’hydrogène du groupement thiol est mobile, il est peut être substitué par 

des radicaux acyles ou alkyles formant, respectivement, des dérivés thioesters ou 

thioéthers, (fig.I.6). 

 
Fig.I.6.  Dérivés formés par acylation ou alkylation des fonctions thiols des résidus cystéines. 

 

Les fonctions hydroxyles alcooliques des résidus sérine, thréonine ou tyrosine, 

peuvent être estérifiées par phosphorylation. La phosphorylation des protéines 

enzymatiques permet la modification de leur structure et la régulation de leur 

fonction. Le groupement phénol de la tyrosine est ionisable, l’ion phénolate pouvant 

également subir des réactions d’acylation ou d’alkylation (fig.I.7). 

 
Fig.I.7.  Dérivés formés par acylation ou alkylation du groupement phénol des résidus tyrosines. 

II.1.1.6. Formation d’une liaison amide entre deux acides 

aminés  

 Deux acides aminés peuvent se lier entre eux par une liaison amide qui 

s’établie entre le groupement α-carboxyle de l’un et le groupement α-amine de 

l’autre, avec élimination d’une molécule d’eau. Cette liaison covalente dite liaison 

peptidique, lie entre eux les aminoacides consécutifs qui constituent les séquences 

des peptides et des protéines. Les quatre atomes de carbone de la liaison peptidique 

sont coplanaires. Le plan de la structure de cette liaison est donc  rigide, ce qui 

empêche la rotation des atomes qui l’entourent, alors que l’orientation des autres 
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liaisons qui entourent les atomes de carbone Cα, reste libre. La figure I.8 montre 

deux aminoacides liés entre eux par une liaison peptidique, formant un dipeptide : 

 
Fig.I.8. Liaison peptidique entre deux acides aminés. 

 

Les fonctions amine primaire et acide carboxylique du Cα des résidus d’aminoacides 

étant engagées dans des liaisons peptidiques, les chaînes latérales confèrent alors 

leurs propriétés de réactivité chimique aux protéines. 

II.2. Protéines 

 Les protéines sont des macromolécules constituées de séquences d’acides 

aminés liés entre eux par des liaisons peptidiques. L’ordre dans lequel sont 

enchaînés les acides aminés d’une protéine est déterminé par la séquence des 

gènes de l’ARNm (acide ribonucléique messager).  

II.2.1. La biosynthèse des protéines 

 La synthèse des protéines consiste en deux étapes importantes : la 

transcription des gènes de l’ADN (acide désoxyribonucléique) en ARN messager 

(ARNm) et la traduction de l’ARNm en séquences d’acides aminés. Chez les 

eucaryotes, la transcription se déroule dans le noyau de la cellule, et la traduction se 

déroule dans le cytoplasme, au niveau des ribosomes (fig.I.9). Chez les procaryotes, 

ces deux étapes s’effectuent dans le cytoplasme, ces organismes unicellulaires ne 

possédant pas de noyau séparé du cytoplasme par une enveloppe nucléaire. 

Chez les eucaryotes, les gènes sont constitués d’exons (séquences codantes) et  

d’introns (séquences non codantes). La transcription du gène de l’ADN double brin 

aboutit à la production d’un transcrit primaire ou précurseur de l’ARNm (pré-ARNm), 

molécule d’ARN simple brin. Le pré-ARNm subit des excisions (élimination des 

introns) et des épissages (réunion des exons), ainsi que d’autres modifications post-

transcriptionnelles, pour donner l’ARNm mature. Cette étape de maturation est très 

délicate, une erreur au niveau de l’épissage pouvant conduire, lors de la traduction, à 

une protéine tronquée, différente, active ou inactive. 
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Fig.I.9. Représentation schématique générale de la biosynthèse des protéines dans une cellule 
eucaryote. 

 

 L’ARNm mature passe du noyau vers le cytoplasme où s’effectue la traduction 

au niveau des ribosomes. Le ribosome est constitué d’une petite et d’une grande 

sous-unités qui sont dissociées et libres dans le cytoplasme, avant la traduction. Il 

reçoit les éléments nécessaires pour la synthèse des protéines : l’ARNm et les ARNt 

(ARN de transfert) qui transportent les acides aminés (aminoacyl-ARNt). L’ARNt est 

lié d’un côté à un acide aminé et de l’autre côté, il possède une séquence de trois 

bases dite anti-codon complémentaire d’un codon (3 bases) présent sur l’ARNm. A la 

phase initiale de la traduction, la petite sous-unité du ribosome forme un complexe, 

d’une part avec l’ARNm au niveau de trois bases dites codon initiateur, et d’autre part 

avec l’ARNt portant l’acide aminé initial, qui est une méthionine protégée au niveau 

de sa fonction α-amine par l’acide formique. Toutes les chaînes protéiques ont donc 

une formylméthionine comme acide aminé initial, qui sera clivée, le plus souvent, 

après la synthèse de la protéine. La grande sous-unité du ribosome s’ajoute ensuite 

au complexe. Le ribosome est alors fonctionnel. Il a deux sites pour lier les ARNt, un 

site A pour recevoir l’aminoacyl-ARNt, et un site P porteur de la chaîne peptidique en 
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cours d’élongation. L’ARNt qui porte la méthionine est logé directement dans le site 

peptidique P, un nouveau ARNt portant un deuxième acide aminé, vient se fixer sur 

le site A. La liaison entre la méthionine et le premier ARNt est rompue et une liaison 

peptidique se forme entre le (-COOH) de la méthionine et le (-NH2) du deuxième 

acide aminé. La synthèse des protéines s’effectue du côté NH2-terminal vers le côté 

COOH-terminal. Le dipeptide alors formé est  logé dans le site A du ribosome et le 

premier ARNt est libéré du site P. Le ribosome va avancer ensuite de 3 nucléotides 

sur l’ARNm, le site A est alors libre pour recevoir un nouvel aminoacyl-ARNt. Une 

nouvelle liaison peptidique se forme entre le deuxième et le troisième acide aminé, et 

le ribosome avance de nouveau d’un codon sur l’ARNm. De nombreux cycles se 

succèdent, à chaque cycle, la chaîne s’allonge d’un acide aminé. La traduction se 

termine lorsque le ribosome arrive sur l’un des codons dits codons stops de l’ARNm 

qui ne codent aucun acide aminé. Aucun ARNt ne vient donc se loger dans le site A 

du ribosome. Il y aura une coupure entre le dernier ARNt et la chaîne peptidique de 

la protéine. Cette chaîne sera alors libérée. Le ribosome se dissocie en deux sous-

unités qui pourront  commencer une nouvelle lecture d’ARNm. 

II.2.2. Modifications post-traductionnelles 

 Après leur synthèse, les protéines peuvent subir des modifications                    

post-traductionnelles [6, 7]. Certaines modifications sont réversibles,  comme 

l’acétylation de la fonction amine de la chaîne latérale des lysines. C’est le cas des 

protéines nucléaires qui entrent dans la constitution de la chromatine, comme les 

protéines histones [8]. Cette modification  joue un rôle dans la régulation de la 

transcription et des interactions protéines-ADN [9, 10]. Certaines protéines 

enzymatiques, les protéines kinases, subissent des modifications réversibles comme 

la phosphorylation de la thréonine, de la tyrosine ou de la sérine, au niveau de la 

fonction alcool primaire de leur chaîne latérale. La phosphorylation des protéines est 

impliquée dans la régulation de presque tous les processus cellulaires, notamment le 

contrôle des activités enzymatiques, la régulation du métabolisme, la transduction du 

signal [11], la croissance cellulaire [12], le contrôle de la transcription des gènes et 

de la synthèse des protéines…[13].  

 

D’autres types de modifications sont irréversibles, comme le raccourcissement de la 

chaîne peptidique d’une protéine par clivage d’un ou de plusieurs acides aminés (ex : 
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clivage de la formylméthionine initiale) ou le clivage du précurseur d’une protéine. La 

plupart des protéines sont syntéthisées sous forme de précurseurs dont les chaînes 

plus longues subissent des clivages protéolytiques pour aboutir à la protéine mature 

biologiquement active [14]. D’autres modifications irréversibles peuvent aussi se 

produire, comme la formation de ponts disulfures entre deux fonctions thiols (–SH) 

de deux cystéines, ou l’hydroxylation de la proline ou de la lysine. 

 

La glycosylation des protéines est aussi l’une des modifications post-traductionnelles 

les plus importantes pour la stabilisation de la structure des protéines, la transduction 

du signal, ou les phénomènes de reconnaissance biologique. Des résidus de sucres 

sont liés de façon covalente à la protéine après sa synthèse. Ces glycoprotéines sont 

formées par couplage covalent de polysaccharides par une liaison O-glycosidique au 

niveau d’un résidu d’hydroxylysine, de sérine, ou de thréonine, ou par une liaison                   

N-glycosidique, entre la fonction hydroxyle d’un sucre et la fonction amine de la 

chaîne latérale de l’asparagine par exemple [15-18]. 

 

Les modifications post-traductionnelles des protéines déterminent leur structure ou 

conformation spatiale, et régulent leurs activités et leurs fonctions biologiques. Etant 

donné les différents types de modifications que peuvent subir les protéines après 

leur synthèse, l’étude de l’expression des gènes ne suffit pas pour comprendre et 

étudier la fonction des protéines et leurs activités. En effet, une faible corrélation a 

été démontrée entre le niveau d’expression de l’ARNm d’un gène et celui de la 

protéine codée [19, 20].  

L’analyse d’un processus biologique doit donc aussi s’effectuer au niveau de l’étude 

des fonctions et activités des protéines.   

II.2.3. Structure tridimensionnelle des protéines 

II.2.3.1. Structure primaire 

 La structure primaire d’une protéine correspond à la séquence en acides 

aminés liés entre aux par des liaisons peptidiques. L’acide aminé situé à l’extrémité 

NH2-terminale (N-ter) possède une fonction α-amine libre, et celui qui est situé du 

côté COOH-terminale (C-ter) possède une fonction α-carboxyle libre (fig.I.10).  
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Fig.I.10. Séquence d’acides aminés liés entre eux par  des liaisons peptidiques. 

 

En plus des liaisons peptidiques covalentes, d’autres types d’interactions (liaisons 

hydrogènes, ioniques, hydrophobes, ponts disulfures) peuvent s’établir entre les 

différents aminoacides, ce qui confère à chaque protéine sa propre conformation ou 

structure tridimensionnelle (secondaire, tertiaire ou quaternaire). La protéine est alors 

dite native. 

II.2.3.2. Structure secondaire  

 On distingue deux types principaux de structure secondaire : l’hélice α et le 

feuillet β. La figure I.11 montre une structure en hélice α, stabilisée par des liaisons 

hydrogène intra-chaînes (représentées en pointillés). Les chaînes latérales liées au 

Cα dirigées vers l’extérieur, peuvent interagir entre elles ou avec le milieu 

environnant. 

 
Fig.I.11. Structure en hélice α. 
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Pour une conformation en feuillet β, des chaînes polypeptidiques parallèles ou 

antiparallèles interagissent par des liaisons hydrogène entre les fonctions carbonyles 

des liaisons peptidiques d’une chaîne et les fonctions amines des liaisons 

peptidiques de l’autre chaîne (fig.I.12).  

 

 
Fig.I.12. Structures en feuillets β. 

 

II.2.3.3. Structure tertiaire  

 La structure tertiaire d’une protéine résulte de plusieurs types de liaisons 

(hydrogènes, hydrophobes, électrostatiques, ponts disulfures) entre des résidus 

acides aminés de la chaîne peptidique de cette protéine. Les liaisons hydrophobes 

s’établissent entre les chaînes latérales hydrophobes apolaires des acides aminés. 

Les liaisons électrostatiques se font entre les charges électriques des radicaux des 

aminoacides. Les liaisons covalentes disulfures s’établissent entre deux résidus de 

cystéine (fig.I.13). 

 
Fig.I.13. Liaisons chimiques intervenant dans la structure tertiaire des protéines. 
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Les repliements dans la structure tertiaire de la protéine sont indispensables à son 

activité biologique, ils forment par exemple le site actif des enzymes. 

La figure I.14 montre la structure tertiaire de la myoglobine, protéine comportant              

8 hélices α et ayant un rôle dans le transport de l’oxygène dans les tissus 

musculaires grâce au groupement hème. 

 
 

Fig.I.14. Structure tertiaire de la myoglobine. 

 

II.2.3.4. Structure quaternaire  

 La structure quaternaire d’une protéine est l’association par des liaisons 

hydrogènes, électrostatiques, hydrophobes, de plusieurs chaînes polypeptidiques 

identiques ou différentes. Lorsque des chaînes polypeptidiques (ou sous-unités) 

identiques s’associent entre elles, chacune constitue un protomère, l’association de 

plusieurs protomères forme des oligomères (dimère : deux chaînes, tétramère : 

quatre chaînes…). Cette structure quaternaire est aussi indispensable à l’activité 

catalytique de plusieurs enzymes. Ces enzymes consistent en oligomères où les 

sites actifs sont situés au niveau de chacun des protomères de la protéine. 

La figure I.15 représente la structure quaternaire de l’hémoglobine, protéine 

tétramérique chargée de transporter l’oxygène dans les globules rouges. Chacune 

de ses quatre sous-unités est semblable à la structure tertiaire de la myoglobine. 
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Fig.I.15. Structure quaternaire de l’hémoglobine. 

 

II.2.4. Propriétés physico-chimiques des protéines  

II.2.4.1. Dénaturation 

 Les liaisons qui maintiennent la conformation tridimensionnelle des protéines 

peuvent être rompues. Les protéines sont alors dénaturées et perdent leurs activités 

et leurs propriétés biologiques. Plusieurs agents peuvent provoquer la dénaturation 

des protéines, comme  la chaleur : l’agitation thermique destabilise les liaisons 

faibles telles que les liaisons hydrogène entre les chaînes latérales des résidus 

d’acides aminés ;  les variations du pH peuvent aussi entraîner une dénaturation  : si 

le pH est très bas ou très élevé, il peut y avoir modification de l’ionisation des 

chaînes latérales et déstabiliser les liaisons ioniques et les liaisons hydrogènes. Les 

solutions d’urée, de chlorure de guanidium, le SDS (sodium dodecyl sulfate) sont des 

agents chimiques classiquement utilisés pour dénaturer des protéines. 

II.2.4.2. Caractère amphotère 

 Comme abordé dans le paragraphe II.1.1.1, selon le pH de la solution, les 

groupements fonctionnels des chaînes latérales des acides aminés peuvent être 

ionisés en fonction de leur pK. Ces groupements confèrent aux protéines un 

caractère amphotère. A pH acide, la protéine est chargée positivement (cation), à pH 

alcalin, elle est chargée négativement (anion). Comme dans le cas des acides 

aminés, il existe une valeur de pH où la charge nette de la protéine est nulle, c’est 

son point isoélectrique, la protéine est sous forme de zwitterion, elle ne migre plus 

lorsqu’on la place dans un champ électrique : 
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II.2.4.3. Solubilité 

 La solubilité des protéines dépend de plusieurs facteurs, tels que le pH, la 

force ionique de la solution, la température, la nature du solvant… En solution 

aqueuse, les acides aminés hydrophobes des protéines ont tendance à interagir 

entre eux, alors que les acides aminés hydrophiles sont exposés à la surface de la 

protéine et interagissent avec les molécules d’eau. A forte force ionique ou à des 

concentrations salines élevées, la solubilité des protéines diminue : les molécules 

d’eau interagissent avec les ions en solutions et le nombre de molécules disponibles 

pour interagir avec les charges de la protéine diminue ; on assiste alors à la 

précipitation des protéines. 

La solubilité des protéines est minimale au voisinage du point isoélectrique, la charge 

nette de la protéine est nulle ; les macromolécules en solution ont tendance à réagir 

entre elles, plutôt qu’avec les molécules d’eau. Les protéines forment alors des 

agrégats et précipitent.   

Les solvants organiques miscibles à l’eau, tels que l’acétone ou l’éthanol sont de 

bons agents pour précipiter les protéines, à des températures proches ou inférieures 

à 0°. A des températures plus élevées, ces solvants peuvent provoquer la 

dénaturation des protéines. D’autres solvants organiques miscibles à l’eau 

(constante diélectrique εeau = 80) comme le diméthyl sulfoxide (DMSO) ou le                   

N,N-diméthyl formamide (DMF), ont des constantes diélectriques élevées, de 48 et 

39, respectivement, et sont de bons solvants pour les protéines. 

II.2.4.4. Masse moléculaire 

 La masse moléculaire est une caractéristique fondamentale de chaque 

protéine, elle est généralement supérieure à 10 000 Da (10 kDa) ou 10 000 g/mol. 

Elle peut être déterminée par différentes méthodes, comme la filtration sur gel de 

dextran, l’électrophorèse sur gel de polyacrylamide, ou la spectrométrie de masse. 
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 Parmi les différents types de protéines, nous présentons maintenant un type 

particulier de protéines mis en jeu au cours de la thèse, les protéines histones. 

II.2.3. Les protéines histones 

 Les histones, découvertes en 1884 par Albrecht Kossel, sont des protéines 

étroitement associées à l’ADN des cellules eucaryotes et constituent le composant 

protéique principal de la chromatine. Elles représentent la moitié de la masse des 

chromosomes (fig.I.16).  

 

Fig.I.16. De la cellule à l’ADN. 

 

Ces protéines sont réparties en cinq classes principales : les histones H1, H2A, H2B, 

H3 et H4.  Ce sont des protéines basiques, riches en acides aminés chargés 

positivement, notamment l’arginine et la lysine (fig.I.17) , ce qui leur permet de former 

des liaisons ioniques avec les groupements phosphates de l’ADN chargés 

négativement. Les protéines histones sont hautement conservées entre les espèces. 

La composition et la séquence en acides aminés des histones des tissus humains 

sont ainsi très similaires à celles des tissus de veau. Plusieurs études 

expérimentales effectuées sur les histones ont été réalisées sur les protéines du 

thymus de veau (Tableau I.2) [21-25].  
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Fig.I.17. Séquences en acides aminés des histones du thymus de veau, les résidus d’acides aminés 
soulignés sont conservés entre l’homme et le veau [26].  

 

 
Tableau I.2. Protéines histones du thymus de veau [21, 26]. 

 

L’analyse par microscopie électronique montre que la chromatine est formée d’un 

ensemble de particules de diamètre d’environ 10 nm. Elles sont reliées entre elles 

par des brins d’ADN, selon un modèle dit « en collier de perles » [27]. La digestion 
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partielle de la chromatine par la nucléase micrococcale (enzyme qui clive l’ADN 

double brin) produit des particules appelées nucléosomes, correspondant chacune à 

un octamère d’histones (H2A)2(H2B)2(H3)2(H4)2 associé avec environ 200 pb d’ADN. 

Une digestion enzymatique prolongée dégrade l’ADN, et produit un fragment d’ADN 

plus court, de 145 pb, associé à l’octamère d’histones. Le complexe formé par ce 

fragment d’ADN et l’octamère d’histones constitue la particule centrale du 

nucléosome [24]. L’ADN qui est dégradé après cette digestion enzymatique est 

appelé ADN de liaison. L’histone H1 est liée en partie à ce fragment d’ADN. Elle se 

lie à l’ADN nucléosomique dans une cavité formée par le segment central de son 

ADN et les segments qui entrent et sortent de la particule centrale (fig.I.16). L’histone 

H1 permet de sceller le nucléosome. 

 

 

Fig.I.18. Micrographie électronique de la chromatine montrant sa structure en collier de perles [27]. 

 

La structure tridimensionnelle du nucléosome a été déterminée par des analyses de 

cristallographie aux rayons X (fig.I.18) [28]. Cette structure montre le nucléosome en 

forme de disque de diamètre ~ 110 Å et d’épaisseur ~ 60 Å. L’ADN double brin est 

enroulé autour de l’octamère d’histones à raison de 1,65 tour en super hélice 

gauche.  
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Fig.I.19. Structure par rayons X du cœur de la particule du nucléosome. a) Le cœur  du nucléosome 
vu selon un axe superhélicoïdal (à gauche) et après une rotation de 90° autour d’un axe vertical (à 
droite). Le fragment d’ADN double brin de 146 pb est enroulé autour de l’octamère d’histones. b) 
Moitié supérieure du cœur de la particule du nucléosome. Les nombres de 0 à 7 disposés le long de la 
face interne de la superhélice d’ADN de 73 pb indiquent les positions successivent correspondant à 
un tour de double hélice [21].   

 

L’octamère d’histones est organisé dans le coeur du nucléosome sous forme d’un 

tétramère (H3)2(H4)2 avec lequel interagit chaque paire des dimères (H2A-H2B).    

Les histones du nucléosome ne réagissent qu’avec la face interne de l’ADN, 

principalement avec le squelette phosphodiester, par des liaisons hydrogènes, 

ioniques et des liaisons dues aux dipôles des hélices (extrémités N-t  riches en 

résidus lysines et arginines chargés positivement). Des interactions hydrophobes ont 

aussi lieu avec le désoxyribose de la chaîne sucre-phosphate de l’ADN. 

Les protéines histones du nucléosome ont des queues N-t étendues à l’extérieur du 

cœur de la particule. Ces fragments polypeptidiques sont riches en résidus lysines et 

arginines et sortent du nucléosome entre les tours de la superhélice de l’ADN. Ils 

interviennent au niveau des interactions inter-nucléosomiques. Au niveau des 

queues N-t, les histones peuvent subir des modifications post-traductionnelles (ex : 

acétylation ou méthylation des lysines, méthylation des arginines, phosphorylation 

des sérines). Ces modifications covalentes jouent un rôle essentiel dans la 

modulation de l’affinité des protéines histones pour l’ADN et l’activation de la 

transcription. Elles permettent de faciliter le dépliement de la chromatine pour rendre 

l’ADN accessible et lui permettre ainsi de participer aux processus de réplication, de 

transcription, de recombinaison et de réparation. 

Par exemple, l’acétylation des chaînes latérales des résidus lysines, chargées 

positivement, s’effectue selon une séquence de réactions catalysées par des 
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enzymes spécifiques appelées histone acétyltransférases (HAT), en présence de 

l’acétyl-CoA. L’addition de l’acétyle génère un groupement amide non chargé, ce qui 

réduit l’affinité de la queue N-t à l’ADN et par suite l’affinité du complexe d’histones à 

l’ADN, ceci provoque le dépliement de la chromatine. Ce phénomène de modification 

facilite l’accessibilité de l’ADN aux éléments intervenant dans la transcription des 

gènes. En plus, les résidus de lysines acétylés interagissent avec des protéines 

permettant le remodelage de la structure de la chromatine.  

Selon les besoins de la cellule, les résidus lysines acétylés peuvent être déacétylés. 

La réaction de déacétylation est catalysée par des enzymes spécifiques appelées 

histones déacétylases, ces enzymes contribuent à la répression de la transcription 

des gènes [21, 27]. 

Les protéines histones jouent donc un rôle essentiel dans le contrôle de la 

transcription des gènes. 

 

Au cours de certaines maladies auto-immunes, le système immunitaire déclenche 

une réponse dirigée contre les composants de la chromatine (ADN natif, histones, 

nucléosomes). Cette réponse immunitaire est caractérisée par la production d’une 

variété d’auto-anticorps, dont les anti-ADN natifs, les anti-nucléosomes et les anti-

histones.  

II.2.3. Les anticorps 

 Les anticorps sont des immunoglobulines sécrétées par les plasmocytes 

(lymphocytes B différenciés), dans le sang ou présents sous forme de récepteurs 

membranaires à la surface des lymphocytes B (BCR : B cell receptor). Les anticorps 

sériques sont les effecteurs de l’immunité humorale. Ils sont produits par l’organisme 

pour lutter contre les antigènes qui sont des substances étrangères, des constituants 

modifiés de l’organisme ou des agents pathogènes, comme les bactéries, les virus, 

les champignons… Les auto-antigènes sont des substances capables d’induire la 

production d’auto-anticorps ou de lymphocytes T auto-réactifs au sein même de 

l’organisme dont elles sont issues.  

Les anticorps interagissent de façon spécifique par leur site appelé paratope avec la 

structure complémentaire des antigènes dite épitope ou déterminant antigénique.  

La plupart des antigènes sont complexes et contiennent de nombreux déterminants 

antigéniques différents. Le système immunitaire répond généralement par la 
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production d’anticorps spécifiques de certains des épitopes. Cette réponse nécessite 

la participation de plusieurs clones de cellules B. Ces derniers produisent des 

anticorps monoclonaux qui se lient chacun spécifiquement à un seul épitope. 

L’ensemble de ces anticorps monoclonaux constitue la réponse anticorps polyclonale 

hétérogène du sérum à un antigène immunisant. 

 

Les anticorps sont classés en cinq catégories d’immunoglobulines : les IgG, les IgM, 

les IgA, les IgD et les IgE. L’IgG est l’anticorps le plus abondant dans le sérum                

(~75% des immunoglubulines sériques totales). L’IgA est sécrétée en majorité dans 

les muqueuses (bronches et intestins), la salive, les larmes. Elle constitue la 

première défense de l’organisme contre les antigènes bactériens et viraux. L’IgM est 

la première classe d’immunoglobuline qui se retrouve dans le sérum après 

l’exposition à un antigène. Le rôle de l’IgD est encore mal connu. L’IgE assure la 

protection de l’organisme contre les parasites et participe aussi aux réactions 

allergiques.  

Ces immunoglobulines ont une même structure de base en forme de Y, d’une masse 

moléculaire de 150 KDa, constituée de deux chaînes légères (L : Light, κ ou λ) 

identiques, de 25 KDa chacune et deux chaînes lourdes (H : Heavy) identiques, de 

50 KDa chacune (fig.I.20). Les chaînes lourdes des IgG sont désignées par les 

chaînes γ et celles des autres immunoglobulines A, M, D et E sont désignées 

respectivement par α, µ, δ et ε. Il existe aussi des sous-classes d’immunoglobulines, 

qui sont déterminées par les différentes combinaisons entre la chaîne légère (soit κ 

ou λ) et la chaîne lourde (α, µ, δ ou ε) de chacune des classes. 

Chaque chaîne légère est liée à une chaîne lourde par une liaison covalente 

disulfure et par des interactions électrostatiques, hydrogènes et hydrophobes. Ces 

deux chaînes polypeptidiques s’associent deux à deux par liaison disulfure pour 

former la structure de base à quatre chaînes polypeptidiques.  

Pour chacune des classes d’immunoglobuline, les chaînes légères et les chaînes 

lourdes ont un domaine, sur leur extrémité N-t, variable d’un anticorps à l’autre. Ces 

domaines sont désignés par VL et VH. Les autres domaines (CL, CH1, CH2, et CH3) de 

l’immunoglobuline sont des domaines constants.  

Le traitement d’une molécule d’IgG avec une protéase, la papaïne, provoque son 

clivage en trois fragments : deux  fragments Fab (fragment antigen binding) qui 

contiennent chacun un site unique de liaison à l’antigène (le paratope), et un 
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fragment Fc (fragment cristallisable). Les domaines variables des anticorps sont 

situés au niveau des fragments Fab [27].  

 

Fig.I.20. Représentation schématique de la structure de base des immunoglobulines.  

 

La figure I.20 présente les différents groupements chimiques fonctionnels des 

anticorps: les fonctions amines et carboxyliques terminales, les fonctions amines des 

chaînes latérales de leurs résidus lysines et arginines, les fonctions carboxyles des 

résidus aspartates et glutamate, et les résidus oligosaccharidiques du fragment Fc. 

Les fragments Fab des anticorps, issus du clivage par la papaïne, possèdent des 

groupements thiols libres. L’ensemble de ces fonctions réactives permet 

d’immobiliser les anticorps sur des supports solides [29].  

II.2.3.1. Anticorps anti-histones au cours de maladies                  

auto-immunes 

 La reconnaissance des constituants du soi ou l’auto-réactivité n’est pas un 

phénomène en lui-même pathogène. En effet, des auto-anticorps anti-ADN natif, 

anti-histones et anti-nucléosomes peuvent être produit dans des cellules normales. 

Ainsi,. des auto-anticorps anti-nucléaires peuvent être détectés chez presque un tiers 

de sujets sains, ces anticorps étant contre des antigènes nucléaires comme les 

ribonucléoprotéines [30, 31], ou les protéines histones; 6% de sujets sains possèdent 

des auto-anticorps anti-histones [32]. Par ailleurs, l’altération de la sélection clonale, 
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de la régulation ou de l’apoptose des lymphocytes T et/ou B peut induire des 

maladies auto-immunes. 

Les maladies auto-immunes touchent plus de 5 % de la population dans le monde et 

leur pathologie est encore mal comprise. Elles peuvent être associées à des facteurs 

génétiques, hormonaux, environnementaux, ou des agents infectieux. Elles peuvent 

être classées en deux catégories : 1) les maladies spécifiques d’un organe (diabète 

de type 1, thyroïdite…), et 2) les maladies systémiques (lupus érythémateux 

systémique LES, polyarthrite rhumatoïde…) [33].  

Les auto-anticorps anti-histones peuvent être détectés au cours de différentes 

maladies auto-immunes: le Lupus Erythémateux Systémique ou LES [34] , la 

polyomyosite/dermatomyosite [35] , la sclérodermie [36] , la polyarthrite rhumatoïde 

[37] et les maladies auto-immunes du foie (cirrhose biliaire primitive) [38]. 

La prévalence des auto-anticorps anti-histones est de 90 % chez les patients atteints 

de LES [34]. Cette maladie est caractérisée par la production d’auto-anticorps dirigés 

contre des composants de la chromatine dont les nucléosomes, l’ADN et les 

histones. Dans cette thèse, nous nous sommes intéressés à la détection d’anticorps 

anti-histones dans le sérum de patients atteints de LES.  

 

Le LES est une maladie systémique où le système immunitaire s’attaque aux tissus 

conjonctifs de plusieurs organes du corps : la peau, les muscles, les os, les 

poumons, le cœur, les reins. Le LES atteint aussi les systèmes sanguin, 

immunologique et nerveux. Il survient trois fois plus chez les femmes que chez les 

hommes, et sa prévalence est généralement estimée à 1%o. Sa pathogenèse peut 

être associée à des facteurs génétiques (prédisposition génétique, déficit en 

protéines du système du complément), environnementaux (exposition aux rayons 

UV), ou une infection virale (ex : virus Epstein-Barr) [34, 39]. Le LES peut aussi être 

induit par des médicaments contenant de la procaïnamide ou de l’hydralazine, qui 

provoquent une autre variante de la maladie dite lupus induit [40].  

 

Les symptômes du LES sont variés, certains ne sont pas très spécifiques de la 

maladie : une fatigue extrême, une perte de poids, de la fièvre. D’autres symptômes 

sont plus spécifiques et constituent les critères de l’American College of 

Rheumatology (ACR) pour le diagnostic du LES. Ces symptômes sont : une rougeur 

au niveau des joues en forme d’ailes de papillon (rash malaire), une éruption cutanée 
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rouge de forme discoïde, une photosensiblité qui se manifeste par une éruption 

cutanée après exposition au soleil, des ulcères dans la bouche, une inflammation et 

des enflures des articulations, des douleurs musculaires, des douleurs au thorax 

durant les respirations, une inflammation du péricarde, un désordre rénal, 

neurologique, une dépression, un désordre au niveau du système sanguin 

(hémolyse, leucémie). Les tests sérologiques révèlent la présence d’une variété 

d’anticorps antinucléaires dirigés contre des ribonucléoprotéines (RNP, Sm, Ro) et 

contre les composants de la chromatine (anti-nucléosomes, anti-ADN, anti-histones). 

Des protéines inflammatoires sont également détectées comme la protéine C 

réactive (CRP). Une personne est atteinte de LES si elle présente au moins quatre 

des critères de l’ACR.  

La détection des anticorps anti-nucléaires n’est donc pas un critère suffisant pour 

évaluer l’activité de la maladie chez les patients atteints de LES, bien qu’ils soient 

présents chez la plupart de ces patients. Parmi ces anticorps, les anti-ADN natif sont 

les plus spécifiques pour le diagnostic du LES.  

La présence des auto-anticorps dans le sérum au cours du LES reste encore mal 

comprise. Elle peut être associée à un phénomène de déficience au niveau de 

l’élimination de cellules apoptotiques de l’organisme.  

Au cours du LES, l’exposition aux rayons UV et l’infection virale déclenche la 

formation des éruptions cutanées ou « rash » chez les patients [41-43]. Dans les 

conditions physiologiques normales, les cellules apoptotiques sont éliminées par 

phagocytose. Une défaillance de la phagocytose des cellules apoptotiques entraîne 

la fragmentation de ces cellules et la libération d’antigènes intracellulaires. Ces 

fragments ne sont pas reconnus par le système immunitaire comme des substances 

du « soi » et déclenchent alors une réponse immunitaire qui peut se manifester par la 

production d’auto-anticorps. Cette défaillance peut être due à une déficience en 

protéine du système du complément, la protéine C1q. Les récepteurs de cette 

protéine à la surface des phagocytes sont extrêmement importants pour les 

mécanismes d’élimination des cellules apoptotiques. Les complexes immuns (auto-

antigène/auto-anticorps) qui sont formés en réponse aux antigènes intracellulaires, 

entraînent une consommation de plus en plus importante de la protéine (C1q), déjà 

déficiente, et provoquent une inflammation au niveau des vaisseaux sanguins. La 

déficience en C1q diminue alors la possibilité d’éliminer ces complexes immuns par 
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opsonisation par les phagocytes, donc d’éliminer les corps apoptotiques (dont les 

auto-antigènes) par phagocytose [41].  

Parmi la variété d’auto-anticorps produits alors au cours du LES, les anticorps anti-

histones détectés peuvent être dirigés contre des complexes d’histone, des dimères 

(H2A-H2B) ou contre les protéines histones individuelles.   

II.3. Peptides 

 Les peptides sont constitués de chaînes d’acides aminés liés entre eux par 

des liaisons peptidiques covalentes. Une chaîne composée de deux ou trois acides 

aminés constitue un oligopeptide. A partir de quatre acides aminés (tétrapeptide), la 

molécule est dite polypeptide. En général, les peptides ont une masse moléculaire 

inférieure à 10 kDa [44]. 

La structure primaire ou la séquence d’un peptide, est l’ordre dans lequel sont 

enchaînés les résidus d’acides aminés de la molécule.  Les peptides peuvent avoir 

une structure linéaire, ramifiée, cyclique ou semi-cyclique. Les peptides linéaires sont 

les plus fréquents. Par convention, le premier acide aminé de la séquence d’un 

peptide linéaire est celui dont le groupement amine lié au Cα est libre et n’est pas 

engagé dans une liaison peptidique : c’est l’extrémité N-terminale. Le dernier acide 

aminé est celui dont le groupement carboxyle en Cα est libre : c’est l’extrémité              

C-terminale du peptide. 

Des fragments peptidiques bien définis constituent les sites actifs des protéines 

(antigènes, enzymes…). Ils ont un rôle essentiel au niveau des interactions 

biologiques entre les protéines et leurs ligands. Ces sites peuvent être constitués de 

séquences d’acides aminés consécutifs au niveau de la structure primaire d’une 

protéine (ce site constitue un épitope linéaire s’il s’agit d’un antigène), ou peuvent 

être formés par le repliement des chaînes peptidiques de la protéine, qui rapproche 

les résidus d’acides aminés responsables de l’interaction biologique avec le ligand 

(ce site constitue l’épitope conformationnel d’un antigène).  

 

Les peptides ont une structure moins complexe et plus stable que celle des 

protéines. L’analyse des activités et des fonctions biologiques des protéines peut 

être effectuée en étudiant les interactions entre des fragments peptidiques 

synthétiques constitutifs du site actif d’une protéine et leurs ligands. C’est le cas pour 
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l’étude des interactions spécifiques entre un peptide épitope d’une protéine et son 

anticorps spécifique. 

 

Les peptides, contrairement aux protéines, peuvent être synthétisés chimiquement 

en phase solide. ce qui représente un intérêt considérable au niveau des applications 

biologiques et biomédicales (ex : criblage d’épitopes, production de vaccins 

synthétiques) [21]. 

II.3.1. Synthèse peptidique en phase solide  

 Les peptides peuvent être synthétisés en phase solide selon plusieurs 

approches, on distingue : la synthèse sur billes de résine en polystyrène ou en 

polyacrylamide [45], et la synthèse en SPOT sur membrane de cellulose ou de 

polypropylène [46].  

II.3.1.1. Synthèse peptidique sur résine 

 La synthèse peptidique sur résine peut s’effectuer selon deux stratégies : la 

stratégie Boc (t-Butyloxycarbonyle), et la stratégie Fmoc                                                    

(9-Fluorénylméthoxycarbonyle), basées toutes les deux sur le même principe 

(fig.I.21).  

La synthèse peptidique en phase solide (SPPS) a été mise au point par Bruce 

Merrifield, en 1963. Elle consiste à fixer par liaison covalente le premier acide aminé 

sur un support solide et ajouter ensuite les acides aminés consécutifs, en les liant par 

couplage covalent l’un après l’autre, à l’extrémité de la chaîne peptidique en cours de 

synthèse. A la fin de la synthèse, le peptide peut être clivé du support, purifié par 

chromatographie liquide (LC) et caractérisé par spectrométrie de masse (MS). La 

synthèse peut être manuelle ou automatisée à l’aide d’un synthétiseur peptidique. 

 

Selon la stratégie Boc, selon Merrifield, la synthèse s’effectue sur un support solide 

constitué de billes de résine en polystyrène (PS, 1% DVB ou divinylbenzène). Il s’agit 

d’un support stable et insoluble dans les solvants utilisés au cours de la synthèse. La 

résine est substituée par un groupement chlorométhyle. Le premier acide aminé est 

fixé par une liaison ester via son groupement acide α-carboxylique. La synthèse 

s’effectue de l’extrémité C-terminale vers l’extrémité N-terminale du peptide, donc la 

chaîne en cours d’élongation présente un groupement amine libre. La fonction            
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α-amine de chaque acide aminé incorporé à la chaîne doit être protégée, sinon les 

acides aminés pourraient réagir avec des molécules analogues. Cette fonction est 

protégée par un groupement Boc (t-Butyl-oxycarbonyl), clivable après un traitement à 

l’acide trifluoroacétique CF3COOH (TFA). Après le couplage du premier acide aminé, 

sa fonction α-amine est déprotégée, pour permettre le couplage à l’acide aminé 

suivant. Les chaînes latérales des acides aminés portant des groupements réactifs 

(NH2, COOH, OH, SH) doivent également être protégées afin d’éviter des réactions 

secondaires au cours des couplages. Ces groupements protecteurs résistent au 

TFA, mais ils sont clivables à l’acide fluorhydrique liquide (HF) ou à l’acide 

trifluorométhanesulfonique (TFMSA). Ces deux acides forts permettent de cliver en 

même temps le peptide du support, à la fin de la synthèse [47]. L’utilisation des 

acides forts est une limitation à cette stratégie. 

 

La stratégie Fmoc a été introduite par Carpino en 1973 [48]. La fonction α-amine est 

protégée par un groupement Fmoc clivable en milieu basique, et les chaînes 

latérales des acides aminés sont protégées par des groupements acido-labiles 

stables en milieu basique, comme le groupement t-Boc. Elles sont déprotégées au 

moment  du clivage du peptide de la résine par un traitement au TFA (fig.I.21). Par 

comparaison à la stratégie Boc, les réactions de déprotection du groupement α-

amine et de clivage du peptide se déroulent dans des conditions plus douces. 

 

Au cours de notre travail, la synthèse peptidique sur résine a été effectuée selon la 

stratégie Fmoc. La résine en polystyrène (PS, 1% DVB) est substituée par un 

groupement hydroxyméthyle [49]. Le premier acide aminé, est dissous dans un 

solvant organique comme le diméthylformamide (DMF), sa fonction α-carboxyl est 

activée en présence d’un carbodiimide (ex : diisopropyl carbodiimide ou DIC) et d’un 

activateur (ex : hydroxybenzotriazole ou HOBt). Il est ensuite couplé à la résine via 

une liaison ester. La réaction de couplage s’effectue sur ~ 90 min. 

Le clivage du groupement Fmoc s’effectue dans des conditions basiques                   

(20% pipéridine/diméthylformamide ou DMF). Le clivage du groupement Fmoc 

engendre un produit chromophore, le dibenzofulvène-pipéridine (DBF-pipéridine), 

détecté par spectrophotométrie UV (~ 301 nm), ce qui permet d’évaluer 

quantitativement le rendement de déprotection des groupements α-amines. 
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Après plusieurs cycles de couplage/déprotection, les chaînes latérales du peptide 

sont déprotégées au cours du clivage du peptide de la résine, par un traitement dans 

un mélange à 95%TFA dans du dichlorométhane CH2Cl2 (DCM), pendant 1 - 2h. 

 
Fig.I.21. Synthèse peptidique sur résine selon la stratégie Fmoc (● : groupement protecteur de la 
chaîne latéral ;, n : nombre d’acide aminés de la chaîne peptidique ; Analyse LC-MS: 
Chromatographie Liquide-Spectrométrie de Masse). 



CHAPITRE I   ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

 69 

Chaque cycle de synthèse consiste donc en quatre étapes principales : 1) activation 

et couplage d’un acide aminé protégé, 2) déprotection à la pipéridine, 3) lavages, 4) 

activation et couplage de l’acide aminé suivant. Après le clivage du peptide, le 

peptide synthétisé est purifié par HPLC (Chromatographie Liquide à Haute 

Performance) et caractérisé par spectrométrie de masse (MS). 

Donc, la synthèse d’une chaîne peptidique à n résidus demande, au moins, 2n 

étapes réactionnelles, une pour le couplage et une pour la déprotection de chaque 

résidu. Pour synthétiser un polypeptide avec un rendement final suffisant, il faut que 

chaque réaction soit pratiquement quantitative, car le rendement du produit final 

décroît exponentiellement après chaque étape. Même si le rendement de chaque 

réaction est de ~ 99,5%, la longueur des chaînes peptidiques synthétisées est limitée 

à environ 60 résidus, pour un rendement final de synthèse de                                    

(0,995120 x 100) = 54% [21]. 

II.3.1.2. Synthèse en SPOT sur membrane 

 Cette méthode a été développée par Frank en 1992 [46, 50]. Elle est basée 

sur le même principe de la technique de synthèse peptidique sur résine. Elle est 

effectuée selon la stratégie Fmoc [47].  

Cette technique a été développée pour synthétiser en parallèle plusieurs séquences 

peptidiques différentes sur un même support solide plan. Après la synthèse 

peptidique, différentes applications peuvent être effectuées soit en phase solide, 

directement sur le support, soit en solution après le clivage du peptide synthétisé 

[51]. 

La technique en SPOT consiste à synthétiser des peptides sur des spots distincts et 

arrangés sur une membrane poreuse plane de cellulose ou de polypropylène. 

Chaque spot constitue une gouttelette considérée comme un microréacteur. Des 

solvants non volatiles doivent être utilisés pour maintenir les spots dans un 

environnement hydraté. La synthèse s’effectue par dépôt séquentiel, manuel ou 

automatisé, d’acides aminés activés et de réactifs sur chaque spot de la membrane. 

La taille des spots (diamètre compris entre 1 et 1,5 mm) est déterminée par le 

volume des solutions déposées, du solvant ainsi que par les propriétés physiques de 

la surface de la membrane (19 x 28 cm, 15 – 128 spot/cm2) [51] (fig.I.30). 
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Fig.I.22. Schéma général de la technique de synthèse en SPOT et ses applications [51, 52]. 

 

La surface plane utilisée pour la synthèse en SPOT doit répondre à certains critères 

comme: 1) la stabilité mécanique à travers les différentes étapes de la synthèse,       

(dépôt des solutions, lavages, clivages), 2) l’accessibilité aux groupements 

fonctionnels réactifs sur la surface, 3) le caractère hydrophile, propriété nécessaire 

pour éviter les interactions non spécifiques au cours des tests effectués en phase 

solide et 4) la disponibilité commerciale [51].  

Les membranes de cellulose [46, 53-56] ou de polypropylène [57, 58] peuvent être 

substituées par des fonctions amines réactives, permettant de fixer le premier acide 

aminé par son extrémité C-terminale par une liaison amide covalente. Par 

comparaison à la stratégie Fmoc effectuée sur résine, la réaction de couplage de 

chaque acide aminé sur  membrane s’effectue sur 15 min. Les membranes de 

cellulose sont stables pendant 3 hrs dans une solution à 50% TFA/DCM ou 1 h dans 

une solution à 90% TFA pour la déprotection des chaînes latérale du peptide. 
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Toutefois, les liaisons glycosidiques de la cellulose sont sensibles aux solutions 

acides. Les membranes de polypropylène fonctionnalisées sont plus stables pour le 

traitement au TFA  [51].  

Si le peptide synthétisé doit être ultérieurement clivé de la membrane, il peut être 

immobilisé via un bras espaceur photolabile (« photolinker »). Ce bras espaceur 

possède d’un côté une fonction acide carboxylique qui permet de le fixer au support 

aminé par une liaison amide, et de l’autre côté une fonction amine permettant de lier 

le peptide à la surface. La liaison amide du photolinker avec le support est stable au 

traitement TFA de déprotection des chaînes latérales du peptide. Le photolinker peut 

être clivé par des irradiations UV à une longueur d’onde de 365 nm [56, 59]. 

 

La synthèse sur membrane permet d’obtenir des chaînes peptidiques de ~ 15 mers. 

Les peptides clivés du support sont purifiés par HPLC et caractérisés par 

spectrométrie de masse (MS). Les peptides clivés et récupérés en solution peuvent 

être utilisés pour la détermination et le criblage d’épitopes  [60]. Les peptides non 

clivés permettent d’effectuer plusieurs analyses biologiques en parallèle sur le 

support, comme : le test d’interaction entre des peptides et des anticorps pour le 

criblage d’épitopes [61], l’identification de substrats enzymatiques par modification 

des peptides sur le support (phosphorylation par les kinases [62-65] ou clivage par 

les protéases [66]) (fig.I.22). Des interactions entre les peptides et les acides 

nucléiques, ou les peptides et les ions métalliques peuvent également être testées 

[51].  

III. Les tests immunologiques classiques 

 La détection des interactions moléculaires entre un antigène (Ag) et un 

anticorps (Ac) peut être effectuée par différentes techniques immunologiques 

d’application courante en recherche fondamentale et en analyse médicale. La 

réaction entre l’épitope de l’antigène et le paratope de l’anticorps fait intervenir 

différents types de liaisons non covalentes : des liaisons hydrogènes, 

électrostatiques, les forces de Van der Waals et des liaisons hydrophobes. Ces 

interactions sont réversibles et la constante d’association à l’équilibre (KA en L mol-1)  

permet de définir l’affinité d’un Ac pour un Ag : 
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Une constante d’affinité de l’ordre de 106 – 1010 L.mol-1 correspond à une faible 

affinité, alors qu’une constante d’affinité de l’ordre de 1010 – 1013 L.mol-1 correspond 

à une forte affinité antigène-anticorps. L’interaction Ag-Ac est évaluée soit par la 

détection ou dosage des antigènes, soit par la détection et le titrage des anticorps 

dans un milieu biologique. 

 

Différents types de tests immunologiques peuvent être effectués pour détecter des 

anticorps anti-histones (AAH) dans le sérum : les techniques ELISA (Enzyme-Linked 

ImmunoSorbent Assay), Western blot ou immunotransfert, dot blot et 

l’immunofluorescence. 

 

Deux paramètres principaux doivent être considérés dans les tests immunologiques 

de diagnostic : la sensibilité et la spécificité. Pour établir la valeur diagnostique d’un 

test par rapport à une pathologie, il est nécessaire de comparer une population 

malade à une population de sujets sains témoins.  

La sensibilité est le nombre de sujets malades (vrais positifs) par rapport au nombre 

total de sujets dans la population malade (vrais positifs + faux négatifs). 

La spécificité est le nombre de sujets sains (vrais négatifs) par rapport au nombre 

total de sujets dans le groupe témoin (vrais négatifs + faux positifs) [33]. 

 

Les techniques classiques qui ont été appliquées au cours de cette thèse sont 

l’ELISA et le Western blot. 

 III.1. Technique ELISA 

 Cette technique est basée sur la détection et le dosage d’anticorps ou 

d’antigènes sur support solide. L’interaction biologique entre l’antigène et l’anticorps 

est détectée suite à une réaction colorimétrique catalysée par une enzyme. Différents 

types de tests ELISA peuvent être appliqués ; la détection et le titrage des anticorps 

s’effectuent par la technique ELISA indirecte et la détection et le dosage des 

antigènes selon la méthode ELISA sandwich. 
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L’ELISA s’effectue dans des microplaques en polystyrène (128 x 86 mm), réparties 

en 96 ou 384 puits.  

 

Les plaques à 96 puits (ø fond du puits ~ 6,5 mm; 400 µL/puits) sont couramment 

utilisées (fig.I.23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

La technique ELISA indirecte consiste en plusieurs étapes (fig.I.24). 

 
Fig.I.24. Technique ELISA indirecte pour la détection d’anticorps dans un échantillon biologique [27]. 

 

1) Immobilisation de l’antigène (ex : protéine connue) par adsorption physique au 

fond des puits de la microplaque (100µL de solution d’antigène/puits).  

2) Lavages des puits, et saturation des sites libres, avec des protéines comme 

l’albumine bovine (BSA : Bovine Serum Albumin) ou les protéines du lait (caséine). 

En général, un volume de 200µL de solution de saturation est déposé par puits. 

3) Lavages de la plaque et incubation de l’antigène immobilisé avec 100µL de 

l’échantillon biologique à analyser (ex : sérum). L’anticorps à détecter dans 

l’échantillon est désigné par anticorps primaire.  

4) Lavages de la plaque et addition de 100µL d’une solution d’anticorps secondaire 

lié à une enzyme et dirigé contre l’anticorps primaire. L’anticorps secondaire se lie 

alors au complexe Ag-Ac primaire 

5) Lavages pour éliminer les adsorptions non spécifiques des anticorps non liés et 

addition du substrat de l’enzyme (100µL/puits).  
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Après l’addition du substrat, l’enzyme catalyse la réaction qui produit un 

chromophore (produit coloré) détecté dans le domaine du visible.  

6) Mesure de l’absorbance sur un lecteur de microplaque ou un spectrophotomètre. 

Les valeurs de DO sont proportionnelles à la quantité d’anticorps spécifique présent 

dans l’échantillon. Ces valeurs sont réparties sur une échelle entre 0 et 3.        

En général, l’étape de recouvrement de la plaque avec l’antigène peut s’effectuer sur 

une nuit, la saturation sur 2 h et l’incubation des anticorps sur 1 h.  

La détection d’anticorps dans le sérum de patients peut être qualitative : en utilisant 

une même dilution pour tous les sérums étudiés, un seuil de positivité est déterminé 

à partir des valeurs de l’absorbance mesurées dans une population de sujets sains.  

Pour une mesure quantitative d’anticorps, l’analyse peut être effectuée par la 

détermination du titre en anticorps : pour chaque sérum étudié, une gamme de 

dilutions est préparée (généralement à base 2 à partir d’une dilution initiale au 

1:10 ou 1:100) et la réaction obtenue avec chaque dilution est mesurée. Le titre 

correspond à l’inverse de la plus grande dilution permettant d’observer une réaction 

positive. Il dépend de la concentration des anticorps et de leur affinité.  

 

Le principe de la technique ELISA sandwich appliquée pour la détection et le dosage 

d’antigènes, consiste à recouvrir le fond des puits avec une solution d’anticorps 

monoclonal spécifique de l’antigène à détecter 

(fig.I.25). L’anticorps adsorbé est incubé avec 

l’échantillon biologique à analyser. Un second 

anticorps, lié à une enzyme (E) et dirigé contre un 

épitope de l’antigène distinct de celui reconnu par 

l’anticorps de capture, est ensuite ajouté. Le second 

anticorps est souvent un anticorps polyclonal. La 

révélation de la présence de l’antigène s’effectue par 

une réaction colorimétrique selon le même principe que 

la technique ELISA indirecte.  

La formation du produit coloré est dans ce cas proportionnelle à la quantité 

d’antigènes présents dans l’échantillon analysé. Le signal obtenu augmente en 

fonction de la concentration en antigène ajouté jusqu’à atteindre un plateau 

correspondant à la saturation de la réaction. La concentration de l’antigène dans le 
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milieu biologique peut être déterminée par référence à une courbe étalon obtenue 

avec des concentrations d’antigènes connues [33]. 

L’enzyme le plus souvent utilisée pour le marquage des anticorps est la péroxidase 

du raifort (HRP : Horse Radish Peroxidase). Cette enzyme réagit avec son substrat 

l’OPD ou o-phénylènediamine, en présence de l’eau oxygénée et catalyse une 

réaction qui produit un chromophore, le 2,3 diaminophenazine détectable à une 

longueur d’onde de 492 nm : 

 

 

 

La technique ELISA est pratique et simple à mettre en oeuvre, cependant les 

protéines sont des molécules très sensibles aux changements de conditions du 

milieu environnant (température, pH…). Leur immobilisation par physisorption 

s’effectue de manière aléatoire sur le support en polystyrène, entraînant une 

altération de leur conformation tridimensionnelle et une diminution de l’accessibilité 

des biomolécules analysées à leurs sites actifs. Ceci peut limiter l’efficacité 

(sensibilité et spécificité) des tests effectués par cette technique.  

 III.2. Technique Western blot ou immunotransfert 

 La technique Western blot appelée aussi immunotransfert est utilisée pour 

détecter spécifiquement une protéine présente dans un milieu complexe. Cette 

technique est appliquée pour l’identification des différentes classes d’histones (H1, 

H2A, H2B, H3 et H4) cibles des anticorps anti-histones dans le sérum.  

Cette technique est semblable à l’ELISA. Elle se réalise selon les étapes suivantes 

(fig.I.26).  
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Fig.I.26. Technique Western blot ou immunotransfert pour la détection des protéines [33]. 

 

1) Les protéines sont séparées, selon leur masse moléculaire, par électrophorèse sur 

gel de polyacrylamide contenant du dodécyl sulfate de sodium (SDS-PAGE).  

Le gel est coulé sous forme d’une fine plaque rectangulaire, dans laquelle plusieurs 

échantillons peuvent être analysés simultanément. Les protéines sont dissoutes 

dans une solution tampon, généralement à pH ~ 9, contenant du SDS (agent 

dénaturant), elles ont une charge nette négative. Les solutions protéiques sont 

déposées dans des puits préformés au sommet du gel (2,5 – 10µg / puits), un 

courant continu est appliqué à travers le gel pendant 30 – 90 min et les protéines 

vont migrer de la cathode vers l’anode.  

2) Après l’électrophorèse, le gel est appliqué sur une membrane de nitrocellulose sur 

laquelle les protéines vont se fixer par adsorption physique. C’est l’étape de transfert. 

3) Les sites libres de la membrane de nitrocellulose sont ensuite saturés avec une 

protéine, comme la caséine du lait, pour éviter les adsorptions non spécifiques des 

anticorps incubés dans les étapes suivantes. Cette étape peut s’effectuer sur                   

30 min. 

4) Après lavages, les anticorps primaires contenus dans l’échantillon biologique sont 

incubés avec la membrane pendant 90 min. 

5) La membrane est lavée et incubée avec l’anticorps secondaire lié à une enzyme, 

(comme dans le cas de l’ELISA), pendant 90 min.  

6) Après lavages, le substrat de l’enzyme est ajouté, et une réaction colorimétrique 

qui produit un chromophore permet de visualiser, sous forme de bandes colorées, les 

différentes protéines reconnues par les anticorps contenus dans l’échantillon 

biologique [21].  
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Un anticorps secondaire lié à un élément radioactif peut aussi être utilisé, dans ce 

cas la révélation des bandes sur la membrane s’effectue par autoradiographie. 

Notons que les anticorps contenus dans le sérum analysé interagissent avec des 

protéines dénaturées sur la membrane de nitrocellulose. Ces protéines présentent 

donc des épitopes linéaires.   

 

La technique d’immunotransfert est souvent plus sensible que la technique ELISA 

dans la recherche des anticorps anti-histones chez des patients atteints de LES. 

Toutefois, le sérum de ces patients peut contenir des anticorps qui reconnaissent des 

épitopes linéaires et conformationnels. Ainsi, des sérums peuvent être positifs en 

ELISA et négatifs en immunotransfert. En effet,  si ces sérums contiennent des 

anticorps dirigés contre des épitopes conformationnels, ceux-ci seront dénaturés au 

cours de l’électrophorèse sur gel, et ne seront donc plus reconnus par les anticorps 

en immunotransfert. Par contre, certains sérums peuvent être positifs uniquement en 

immunotransfert. Cette réactivité peut être due à la présence d’anticorps dirigés 

seulement contre des épitopes linéaires qui sont alors inaccessibles aux anticorps en 

ELISA.   

Les anticorps dirigés contre les histones de classe H1 (AAH-H1) sont souvent 

prédominants (55 – 60%) [67, 68]. Les fréquences des AAH de classe H2A et H2B 

sont moins élevées (50- 55%) mais plus importantes que celles des AAH de classe 

H3 (~ 35%) et H4 (~30%) [68-71] .  

La prédominance des AAH-H1 peut être due à la localisation de H1 sur la face 

externe du nucléosome, ce qui la rend plus accessible à la réponse immunitaire que 

les autres classes d’histones. Par rapport aux histones du cœur du nucléosome, les 

histones H2A et H2B sont orientées vers l’extérieur de l’octamère d’histones ce qui 

les rend également plus accessibles que les histones H3 et H4 orientées vers 

l’intérieur de l’octamère [68, 71]. 

IV. Les biopuces à protéines et à peptides 

IV.1. Introduction  

 La technologie des biopuces permet d’effectuer simultanément des tests 

miniaturisés, de haute sensibilité, sur plusieurs molécules d’intérêt présentes dans un 

échantillon biologique de faible volume [72-74]. Une biopuce est constituée d’un 
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support solide (silice, verre, métal ou polymère) sur lequel sont immobilisées des 

biomolécules appelées « sondes ». La surface du support est traitée chimiquement 

pour permettre le greffage de ces sondes (fragments d’acides nucléiques, protéines, 

peptides, sucres, cellules ou tissus). Les sondes sont immobilisées et organisées en 

matrices (d’où le terme de « microarrays ») sur le substrat solide. Chaque sonde est 

localisée en des endroits définis appelés « plots » ou « spots ». Un spot contient un 

grand nombre de copie d’une même molécule sonde. Chaque sonde a été choisie 

pour reconnaître spécifiquement, par affinité, une molécule cible (ex : protéines, 

acides nucléiques…) éventuellement présente dans un milieu biologique à analyser. 

La surface de la puce est mise en contact avec l’échantillon biologique à analyser 

(sérum, extrait cellulaire ou autre échantillon biologique d’intérêt). Après élimination 

des molécules en excès, la biopuce est analysée spot par spot pour détecter et 

déterminer quelle sonde a capturé une cible. Les systèmes de détection de 

biomolécules cibles sur biopuces peuvent être basés sur différentes techniques. La 

plus classique est désormais certainement la fluorescence. On peut recenser 

également la chimiluminescence, la spectrométrie de masse, la radioactivité, les 

mesures électrochimiques, optiques, massiques, électriques. 

La figure I.27 montre quelques exemples de puces à protéines: les sondes 

protéiques sont immobilisées sur des surfaces solides planes et incubées avec des 

biomolécules cibles marquées, dans ce cas par des fluorophores. Les interactions 

moléculaires spécifiques sont détectées après analyse de la fluorescence [75]. 
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Fig.I.27. Exemple de puces à protéines effectuées sur support solide plan. Détection de différentes 
interactions moléculaires par analyse de fluorescence [75]. 

 

Le développement des puces à protéines bénéficie de l’expertise liée à l’évolution de 

la technologie des puces à ADN, qui a connu un grand essor dans le domaine de la 

recherche fondamentale et biomédicale. Les puces à ADN peuvent être élaborées 

selon deux stratégies différentes : i) les sondes peuvent être préparées 

individuellement, puis immobilisées sur la surface de la puce (méthode ex situ) [76], 

ou ii) les sondes sont synthétisées directement sur la surface de la puce par 

synthèse chimique d’oligonucléotides sur la surface (méthode in situ) [77-80]. Le 

développement de ces biopuces a permis de mettre au point des essais miniaturisés, 

à très haute densité, fabriqués sur des substrats en verre (lames de microscope). 

Ces puces permettent d’analyser l’expression de la totalité du génome d’un 

organisme au sein d’une seule expérience [81, 82]. L’évolution des technologies a 

permis de faire émerger des méthodes industrielles de fabrication et de production 

de puces à ADN de grande qualité (Affymetrix, Agilent).  

Pourtant, les efforts engagés dans le domaine de la génomique pour analyser les 

différents processus biologiques, physiologiques et pathologiques n’ont pas permis 

d’aboutir à une compréhension suffisamment vaste et profonde des phénomènes du 
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vivant. Il apparaît que la compréhension de ces phénomènes nécessite, en plus de 

l’approche génomique, des analyses au niveau de l’expression des protéines elles-

mêmes. Une faible corrélation existe en effet entre l’activité des gènes et l’expression 

des protéines [19, 20]. Ceci est dû notamment aux modifications post-

traductionnelles des protéines, comme le clivage (élimination de la méthionine 

initiale), l’addition de groupements chimiques (phosphorylation, acétylation) ou 

d’autres molécules plus complexes (lipides, sucres). L’étude du comportement des 

protéines nécessite le développement d’outils toujours plus pointus et puissants : 

électrophorèse sur gel à deux dimensions, chromatographie, spectrométrie de 

masse, ELISA, Western blot. Les puces à protéines constituent un outil additionnel, 

permettant d’étudier les interactions protéine/ligand avec un débit encore 

inatteignable par les méthodes classiques.  

 

 Les puces à protéines peuvent être divisées en deux grandes catégories : 

  1) les puces fonctionnelles, développées généralement en recherche 

fondamentale pour étudier les fonctions des protéines [83]. Un grand nombre de 

protéines, de peptides ou même la totalité d’un protéome peuvent être immobilisés 

sur supports. Ces puces sont utilisées pour analyser des interactions biochimiques 

entre les protéines et leurs ligands. Elles permettent d’étudier les effets des substrats 

sur les activités enzymatiques [84], les interactions entre les protéines et les acides 

nucléiques [85], les cibles pharmaceutiques [86, 87], ou d’autres petites molécules, 

ainsi que d’étudier les activités des hormones [88] ou de déterminer des sites 

antigéniques ou épitopes [89, 90]. 

  2) les puces de diagnostic, qui permettent de déterminer la présence 

et/ou l’abondance de protéines d’intérêt présentes dans un milieu biologique 

complexe comme le sérum [91-93]. Des antigènes ou des anticorps sont immobilisés 

sur le support, pour pouvoir détecter des interactions spécifiques avec les molécules 

cibles présentes dans un échantillon biologique. Ces puces sont utilisées pour le 

diagnostic des maladies auto-immunes [94-97], génétiques, les infections virales ou 

bactériennes  [98, 99], tumorales [93], ou allergiques [100, 101].  

 

La conception et la fabrication de puces à protéines et à peptides fonctionnelles 

nécessite de dépasser plusieurs verrous technologiques. 
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IV.2. Les verrous technologiques  

 Comme nous l’avons dit plus haut, le développement des puces à protéines et 

à peptides a tiré profit de la technologie mise au point pour les puces à ADN. 

Cependant, la structure de la molécule d’ADN et les interactions mises en jeu entre 

deux brins d’ADN complémentaires sont beaucoup plus simples et plus stables que 

ce que l’on peut obtenir dans le cas des protéines. En effet, les protéines sont des 

molécules beaucoup plus complexes et souvent moins stables que l’ADN de part la 

diversité des éléments qui les composent (20 acides aminés) et les possibilités de  

structure. Elles sont également très sensibles aux changements des conditions 

environnantes comme la température, la nature du solvant, le pH… Les peptides, 

quant à eux, sont des molécules de faibles masses moléculaires, stables, faciles à 

manipuler et peuvent être synthétisés sur support solide [77]. Cependant, la structure 

du peptide correspondant au site actif d’une protéine est souvent différente de la 

structure de la même séquence d’acides aminés dans la protéine native. Ainsi 

l’affinité de ce peptide vis-à-vis du ligand de la protéine est souvent plus faible que 

l’affinité de la protéine complète.  

 

Ainsi, pour concevoir des puces à protéines et à peptides, fonctionnelles et sensibles 

[102, 103], plusieurs points doivent être abordés tels que:  

i) choisir un support solide et une chimie de surface permettant d’immobiliser et 

d’orienter les protéines, afin de conserver leur structure tridimensionnelle (état natif), 

leurs propriétés, et leur activité biologique, et en évitant leur détachement au cours 

des différentes étapes expérimentales.  

 ii) contrôler la densité de greffage des sondes sur la surface,  

 iii) minimiser l’adsorption non spécifique des biomolécules sur la surface. Les 

molécules cibles d’intérêts sont contenues dans des solutions biologiques 

complexes, contenant plusieurs types de molécules différentes qui peuvent 

s’adsorber sur la surface et augmenter le bruit de fond des essais, 

 iv) définir une méthode de détection permettant d’analyser l’interaction entre 

sonde et cible étudiée avec les meilleures performances analytiques (sensibilité, 

seuil inférieur de détection, gamme dynamique).  
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Plusieurs modèles de biopuces à protéines et à peptides ont été fabriqués sur 

différents types de supports solides. Les sondes ont été immobilisées sur les 

surfaces selon différentes stratégies. Le choix du support et de la chimie de surface 

dépend de la technique de détection des interactions moléculaires mises en jeu. 

Quelques exemples de ces différentes approches sont détaillés dans les 

paragraphes suivants. 

IV.3. Supports solides et chimie de surface 

 Plusieurs types de supports solides ont été employés pour développer des 

puces à protéines et à peptides. Ces supports solides peuvent être des surfaces 

planes de verre, de polystyrène, ou de métal, ou des supports structurés comme les 

microcuvettes en verre ou en polymère. 

 Les supports solides plans tels que des lames de microscope (76 x 26 mm), 

sont utilisés pour la fabrication de biopuces. Le verre est un matériau rigide et de 

faible coût. Il peut être fonctionnalisé avec divers groupements chimiques permettant 

le couplage des sondes sur la surface, tels que des aldéhydes [73] ; des esters 

activés [104], des aminosilanes [4, 105], des groupements époxy [106] , des           

poly-L-lysines [107, 108].  Les lames de verre peuvent aussi être modifiées avec du 

nickel, pour immobiliser des protéines possédant des séquences (tag) d’histidine 

[109].   

 

Les supports en verre peuvent également être structurés afin d’isoler différentes 

conditions de test d’un échantillon [106, 110]. Ainsi, des microcuvettes de 4 mm de 

diamètre et 100 µm de profondeur sont fabriquées par gravure du verre par voie 

humide. La lame de verre (76 x 26 mm) est recouverte d’un masque formé d’une 

bicouche constituée de chrome (Cr) et d’un film photosensible. Le chrome assure 

une surface d’adhésion entre le substrat de verre et le film photorésistant au cours de 

la photolithographie. Après la gravure, les couches protectrices sont enlevées et la 

surface de verre est silanisée. Ces microréacteurs, peuvent contenir un volume de 

l’ordre du microlitre [110].  

D’autres types de microcuvettes (1,4 mm de diamètre, et de 300 µm de profondeur ; 

300 nl/cuvette) sont fabriquées avec du PDMS (polydiméthylsiloxane) coulé dans des 

moules. Les couches de polymère (18 x 28 mm) sont séchées, détachées du moule 
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et déposées sur des lames de verre. Le PDMS peut être fonctionnalisé avec du 

GPTS (glycidoxypropyltriéthoxysilane). 

 

 Les lames de verre peuvent aussi être recouvertes d’une couche mince de 

métal comme l’or ou l’argent. L’or a une forte affinité pour les fonctions thiol. Des 

chaînes d’alkyl-thiols portant des groupements chimiques fonctionnels, peuvent être 

greffées sur un film d’or et formées, dans certaines conditions, des couches auto-

assemblées ou SAMs (self assembled monolayers) [111, 112] sur la surface. Les 

substrats en or sont des supports essentiels pour les biopuces utilisant la technique 

de détection par résonance des plasmons de surface  (SPR) [97]. 

D’autres types de modifications ont été effectués sur les lames de verre, telles que le 

recouvrement des surfaces par une couche de polymère comme le polyacrylamide, 

le PDMS, l’agarose ou la gélatine, qui confèrent au support une structure poreuse. 

Les protéines sont piégées à l’intérieur d’une matrice de gel hydraté, permettant de 

conserver leur structure native et l’accessibilité à leurs sites actifs [113-115]. Des 

gels hydratés supramoléculaires récemment développés, semblent être très efficaces 

pour l’analyse des activités biologiques des protéines. Des poches aqueuses sont 

créées dans la matrice du gel où peuvent se dérouler les réactions biochimiques, et 

des espaces hydrophobes permettent de piéger les produits marqués des réactions 

(ex : produits fluorescents) [116]. 

 

Enfin, des supports comme les surfaces en plastique (ex : le polystyrène), ont  été 

utilisés pour l’immobilisation de protéines et de peptide par adsorption [117].                        

 

Ces différents types de supports peuvent être alors modifiés selon différentes 

chimies de surface de façon à contrôler l’état des sondes immobilisées (orientation, 

densité de greffage…). 

IV.4. Les puces à protéines 

IV.4.1. Stratégies d’immobilisation des protéines sur 

supports 

 Les différentes stratégies d’immobilisation des protéines sur des supports 

dépendent du type d’interactions possibles entre la protéine et la surface de la puce. 
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Des interactions directes ou indirectes peuvent s’établir entre la protéine et le 

support. Les liaisons directes s’effectuent par adsorption physique, ou greffage 

covalent sur la surface, ou par piégeage de la protéine à l’intérieur d’une structure 

poreuse.  Les liaisons indirectes s’établissent par affinité entre une molécule couplée 

à la protéine et une autre molécule immobilisée sur le support. 

 

 L’adsorption physique est le type d’immobilisation le plus simple, les sondes 

étant fixées sur la surface par des liaisons hydrophobes ou électrostatiques. Les 

supports solides utilisés sont les supports en plastique hydrophobe, comme le 

polystyrène [117] , les lames de verre recouvertes d’une couche de poly-L-lysine 

donc chargée positivement (fig.I.28) [107, 118].  

L’orientation des protéines par adsorption physique à la surface de la puce est 

aléatoire et les adsorptions non spécifiques sont élevées, ceci peut limiter la 

sensibilité des tests effectués sur ces puces. 

 
Fig.I. 28. Lame de verre recouverte d’une couche de poly-L-lysine pour permettre l’adsorption 
physique des protéines [118]. 

 

 Le greffage covalent des protéines sur support met en jeu des liaisons de forte 

énergie, et permet de fixer les sondes d’une manière plus stable. Différentes 

stratégies d’immobilisation ont été décrites pour immobiliser les protéines par leurs 

groupements amines (fonction amine terminale ou fonction amine des chaînes 

latérales des résidus lysines), ou par les groupements thiols de leurs résidus 

cystéines.  

Les fonctions amines des protéines peuvent établir des liaisons covalentes avec des 

groupements fonctionnels substitués sur des lames de verre silanisées, tels que les 

aldéhydes [73], les esters activés [119, 120] , les groupements époxy [106], 

(fig.I.29.a).   

Les fonctions thiols des protéines peuvent réagir avec des surfaces fonctionnalisées 

par des groupements chimiques comme le maléimide [105] (fig.I.29.b). 
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Fig.I.29. Stratégies d’immobilisation covalente de protéines sur verre selon différentes chimies de 
surfaces. Les protéines sont immobilisées par (a) leurs fonctions amines [73, 106, 119, 120] ou (b)  
thiols [105] .(R : potéine, NHS : N-hydroxysuccinimide). 
 

L’immobilisation orientée de protéines sur un support est une stratégie plus délicate à 

mettre en œuvre, mais aussi plus efficace. Elle permet d’augmenter la densité 

surfacique de sondes présentant des sites actifs accessibles sur la biopuce. Pour 

faciliter l’accessibilité des molécules cibles aux sites actifs des protéines 

immobilisées, les groupements réactifs de la surface sont portés par des bras               

(-CH2)n espaceurs bifonctionnels afin d’éloigner les protéines de la surface [121]. 

 

 La stratégie d’immobilisation par affinité permet d’assurer une fixation 

sélective indirecte des sondes via des interactions biologiques spécifiques, comme 

celles qui s’établissent entre la biotine et la streptavidine. La streptavidine est une 
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protéine comportant quatre sites spécifiques disponibles pour se lier à une molécule 

de biotine, par une liaison de forte affinité (Kd ~ 4 x 10-4 M) [122]. La protéine peut 

être couplée à la biotine et immobilisée sur une surface fonctionnalisée avec de la 

streptavidine (fig.I.30) [108, 123]. Ce mode de fixation indirecte des sondes permet 

de diminuer l’adsorption non spécifique des protéines sur le support.  

 
Fig.I.30. Représentation schématique de l’organisation de l’interface (PLL : poly(L-lysine), PEG : 
poly(éthylène glycol) [108]. 

 

Toutefois, il ne permet pas d’orienter les protéines sur la surface car la fixation de la 

biotine sur la protéine s’effectue de façon aléatoire au niveau des groupements 

amine. 

D’autres techniques d’immobilisation par affinité ont été développés, comme celle 

utilisant des protéines recombinantes contenant une séquence poly-histidine qui 

permet d’immobiliser les protéines sur un support de Ni/NTA                                           

(nickel (II) / N-nitrilotriacétate). Ce complexe présente une forte affinité pour les 

noyaux imidazoles de l’histidine. De même, la production de protéines de fusion 

contenant une séquence GST (glutathion S-transférase), permet de les immobiliser 

sur des lames de verre fonctionnalisées avec le glutathion [109]. 

  

 Le piégeage consiste à recouvrir la surface des lames de verre d’une couche 

de polymère comme le polyacrylamide, l’agarose ou la gélatine, ce qui confère au 

support une structure poreuse. Les protéines peuvent être mélangées avec le 

polyacrylamide puis déposées à la surface du support, ou déposées directement sur 

le gel adsorbé à la surface. Le film de gel, hydraté, maintient la conformation 

tridimensionnelle et l’activité biologique de la protéine qui est piégée à l’intérieur de 

cette structure [113, 114, 116]. 
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La figure I.31 montre les différentes stratégies d’immobilisation des protéines sur 

supports. 

   

 
Fig.I.31. Différentes méthodes d’immobilisation des protéines. L’immobilisation non orientée des 
sondes à la surface peut altérer la conformation native des  protéines,  diminuer leur activité 
biologique ou les rendre inaccessibles  à leurs cibles ou analytes (en rouge). Les sondes sont alors 
dans un état inactif [84]. 

 

Ainsi plusieurs modes de fixation des protéines sur une surface et plusieurs types de 

supports sont disponibles pour assurer une interaction efficace entre les sondes 

immobilisées et les molécules cibles présentes dans un milieu biologique. Ces 

différentes combinaisons contribuent à l’élaboration de puces à protéines. 

IV.4.2. Les domaines d’applications des puces à protéines  

 Les puces à protéines trouvent leurs applications en recherche fondamentale 

et dans le domaine biomédical. Les sondes immobilisées peuvent interagir avec 

différents ligands, comme les protéines [124, 125], les peptides [126-129], les acides 

nucléiques [130, 131], les lipides [87] ou les cellules [132, 133].  

Les puces dites fonctionnelles, permettent d’analyser les interactions 

protéines/ligands impliquées dans des activités enzymatiques ou hormonales, de 

détecter de nouvelles cibles pharmaceutiques, de déterminer les sites antigéniques 

des protéines ou de mettre en évidence de nouveaux partenaires à des facteurs de 

transcription [84-90, 125]. Par exemple, des puces à protéines histones ont été 
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développées  pour analyser les interactions entre la chromatine et des protéines 

responsables de la réplication, de la transcription ou de la réparation de l’ADN. Ce 

type de puce a notamment permis de révéler une interaction entre les histones et 

une protéine de réparation de l’ADN double brin, la RAD51B. Cette interaction n’avait 

pu être détectée par la technique classique de Western blot [134].  

Les puces dites de diagnostic, permettent de caractériser les interactions 

protéines/ligands impliquées dans différentes pathologies, comme les maladies auto-

immunes [94-97], génétiques, les infections virales (VIH : virus de l’immunodéficience 

humaine) ou bactériennes  [98, 99], les maladies tumorales [93], ou allergiques 

(détection des immunoglobulines IgE) [100, 101].  

Dans le cas du diagnostic des maladies auto-immunes, des protéines nucléaires, 

comme les protéines histones et les ribonucléoprotéines ont été immobilisées sur 

des lames de verre fonctionnalisées avec des groupements aldéhydes ou 

recouvertes avec la poly-L-Lysine [94, 97]. Ces puces ont permis de détecter 

plusieurs auto-anticorps spécifiques présents dans le sérum de patients atteints de 

maladies auto-immunes, comme le lupus érythémateux systémique et la polyarthrite 

rhumatoïde. 

Les puces à auto-antigènes permettent d’identifier simultanément plusieurs auto-

anticorps et d’étudier leur spécificité et leurs réactions croisées avec d’autres 

protéines. Ces puces permettent : i) d’effectuer le criblage d’épitopes avec le sérum 

de patients, ii) d’identifier de nouveaux auto-anticorps cibles, iv) d’effectuer le 

diagnostic précoce des maladies auto-immunes, v) et de développer de nouvelles 

thérapies contre ces maladies (ex : vaccins). 

Des auto-anticorps peuvent aussi être détectés dans le sérum de patients atteints de 

maladies tumorales (ex : cancer du poumon, de sein, de la prostate…). Ces 

anticorps sont dirigés contre des antigènes dits TAAs (tumor-associated antigens) 

[135]. La conception et la fabrication de puces à antigènes, de haute sensibilité et 

spécificité peut donc amener au développement d’outils très puissants pour le 

diagnostic précoce du cancer et la mise au point de nouvelles thérapies anti-

cancéreuses [136].   

La technologie des puces à protéines utilisant des auto-antigènes comme sondes, 

est encore en phase de développement. Cependant, ces biopuces sont des outils 

très prometteurs dans le domaine de la recherche en immunologie. 
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IV.5. Les puces à peptides 

 Les activités biochimiques et enzymatiques des protéines, au niveau du 

métabolisme cellulaire et de la transduction du signal, sont gouvernées par des 

séquences peptidiques particulières de leur structure primaire. Le développement de 

puces à peptides a donc tout son intérêt pour identifier des motifs biologiques actifs 

et étudier différentes activités cellulaires, au sein d’une même expérience. De plus, 

compte tenu de la simplicité de leur structure, l’immobilisation orientée des peptides 

à la surface de la puce est réalisable plus facilement que pour les protéines. Elle 

permet d’assurer leur accessibilité et leur interaction avec les cibles [137, 138].  

 Les propriétés du support constituent un point critique pour la performance 

des puces à peptides. Les supports doivent être inertes vis-à-vis de l’adsorption non 

spécifique des protéines, et assurer une immobilisation orientée pour favoriser ainsi 

les interactions spécifiques entre les sondes peptidiques et leurs cibles. Les supports 

solides utilisés pour la fabrication des puces à peptides sont le plus souvent, les 

lames de verre fonctionnalisées chimiquement ou des substrats en or.  

IV.5.1. Stratégies d’élaboration des puces à peptides 

 La fabrication des puces à peptides peut être effectuée par deux méthodes 

différentes, selon le mode d’assemblage des sondes peptidiques à la surface. Ces 

puces peuvent être conçues, soit par immobilisation de peptides présynthétisés 

chimiquement ou de peptides recombinants, soit par synthèse in situ de peptides 

directement sur le support. 

 

IV.5.1.1. Immobilisation de peptides présynthétisés 

 Cette méthode consiste à immobiliser, par couplage covalent ou par des 

liaisons de forte affinité, des peptides présynthétisés chimiquement en phase solide 

ou des peptides recombinants, sur un support.  

L’immobilisation covalente des peptides sur des supports fonctionnalisés 

chimiquement peut s’effectuée par : 1) la fonction amine terminale ou la fonction 

amine de la chaîne latérale des résidus lysine, 2) la fonction acide carboxylique 

terminale, ou 3) par l’intermédiaire de résidus cystéines.  
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L’immobilisation des peptides par les fonctions amines s’effectue sur des lames de 

verre silanisées, portant des groupements chimiques comme les aldéhydes [73], les 

esters activés [110, 119, 120] , les groupements époxy [106] (fig.I. 32.a). 

L’immobilisation des peptides par leur groupement C-terminal s’effectue après 

activation de la fonction acide carboxylique par les carbodiimides et la N-

hydroxysuccinimide (NHS) [4] (fig.I.32.b). 

        

 
Fig.I.32. Stratégies d’immobilisation covalente de peptides sur supports fonctionnalisés selon 
différentes chimies de surfaces. Les peptides sont immobilisés par leurs fonctions amines (a) [73, 106, 
110, 119, 120] ou acide activé avec et des carbodiimides et du NHS (b) [4, 105, 139] (NHS :                
N-hydroxysuccinimide). 

 

La modification des peptides par l’addition d’un résidu cystéine au niveau N-terminal, 

a largement été utilisée pour les immobiliser selon une approche dite de liaison 

covalente chimiosélective. Ainsi, le résidu cystéine  peut réagir avec un groupement 

maléimide [140-142], une fonction thioester [140], ou un groupement acide 

glyoxylique [143, 144] (fig.I.33.a). Une autre stratégie d’immobilisation covalente 

chimiosélective consiste à modifier les peptides synthétisés par des groupements 

réactifs capables de se lier aux groupements fonctionnels portées par la surface. Par 
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exemple, la substitution du cyclopentadiène sur un peptide permet son 

immobilisation sur une surface fonctionnalisée avec la benzoquinone. La formation 

de cette liaison covalente sélective est basée sur la réaction Diels-Alder entre le 

diène et la quinone (fig.I.33.b) [112]. 

 

 
Fig.I.33. Différentes stratégies d’immobilisation covalente chimiosélective de peptides sur supports 
fonctionnalisés. a) Les peptides sont immobilisés par des résidus cystéines [140-144]; b) Le peptide 
est lié à une groupement cyclopentadiène. Une réaction Diels-Alder est effectuée entre le diène et un 
groupement benzoquinone porté par la surface [112] . 

 

Les peptides immobilisés sur support étant des séquences courtes de faible masse 

moléculaire (< 10 000 g/mol), des bras espaceurs (ex : polyéthylène glycol ou PEG) 

sont insérés entre le support et les sondes immobilisées afin d’assurer une meilleure 

accessibilité aux molécules cibles en solution [143]. 

IV.5.1.2. Synthèse par photolithographie 

 Cette approche de synthèse peptidique in situ, à haute densité a d’abord été 

décrite par Fodor et al. [78]. Les monomères d’acides aminés utilisés sont protégés 
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au niveau de l’extrémité N-ter par un groupement photo-labile, tel que le 

nitrovératryloxycarbonyle (NVOC) ou l’ α-méthyl-2-nitropipéronyloxycarbonyl 

(MeNPOC) (fig.I.34.a). Le principe général de cette méthode consiste en plusieurs 

étapes : les monomères d’acides aminés protégé en N-ter sont à immobilisés sur un 

support en verre fonctionnalisé chimiquement (ex : surface aminée). Les 

groupements photo-labiles sont clivés par irradiations UV (~ 365nm), dirigées vers 

des sites spécifiques de la surface. Ces sites sont sélectionnés grâce à un photo-

masque appliqué sur le support. Un nouveau cycle de synthèse se poursuit par 

couplage d’un deuxième monomère d’acide aminé, protégé du côté N-ter, qui vient 

se fixer au niveau des groupements N-terminaux déprotégés. Chaque cycle de 

synthèse consiste alors en  deux étapes principales : 1) la photo-déprotection 

sélective des groupements en N-ter, et 2) le couplage sur un d’un nouveau 

monomère protégé sur le côté N-ter de la séquence en cours de synthèse (fig.I.34.b). 

 

 

 

Fig.I.34. a)  Exemple de groupement photo-labile ; b) Principe de la synthèse peptidique in situ par 
photolithographie sur support de verre fonctionnalisé, en utilisant des groupements phoro-laabiles 
pour la protection des groupements amines en N-t [78]. 
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Cette méthode de synthèse peptidique en parallèle et à haute densité, permet donc 

de contrôler les différents sites réactifs sur la puce. Des milliers de séquences 

peptidiques différentes peuvent ainsi être synthétisées pour des applications 

biologiques très variées. Notamment, une puce de 1024 pentapeptides synthétisés 

selon cette méthode a permis d’étudier leur reconnaissance spécifique vis-à-vis 

d’anticorps monoclonaux [78]. 

Cependant, cette approche présente certaines limitations comme la nécessité de 

production d’un grand nombre de photo-masques rendant ce processus long. De 

plus, cela implique d’utiliser des monomères d’acides aminés liés à des groupements 

photo-labiles. Cette méthode est alors chère et difficile à mettre en œuvre [145]. 

 

De ce fait, une nouvelle stratégie de synthèse peptidique par photolithographie a été 

développée. Les principales modifications apportées sont les suivantes : 1) 

l’utilisation d’acides aminés liés à des groupements protecteurs acido-labiles 

conventionnels (t-Boc), 2) l’utilisation de précurseurs d’acide photo-généré (PGA-P : 

photo-generated acid –precursor) (fig.I.36.a), 3) l’irradiation lumineuse  des sites 

réactifs grâce à des micro-miroirs numériques, 4) la fabrication de microréacteurs sur 

une puce microfluidique pour isoler les différents spots et éviter la diffusion du PGA 

sur des sites indésirables de la surface [146, 147]. 

Les différentes étapes de synthèse peptidique effectuée sur ces puces sont : 1) la 

fonctionnalisation de la surface avec un espaceur d’aminopropyltriéthoxysilane 

protégé ; 2) le remplissage des microréacteurs par la solution de précurseur d’acide 

photo-généré (PGA-P) dans du dichlorométhane (DCM) (fig.I.35.a) ; 3) l’irradiation 

UV (405nm), dirigée sur les chambres de microréacteurs désirées ce qui permet de 

générer l’acide qui va permettre de déprotéger le groupement espaceur (7 min). 

L’acide photo-généré remplace ici l’acide trifluoroacétique (TFA) utilisé en synthèse 

classique ; 4) la neutralisation de l’acide généré ; et 5) le couplage du premier 

monomère d’acide aminé (10 min). Les cycles successifs de synthèse                         

(~20 min/cycle) sont ensuite poursuivis selon la méthode conventionnelle de 

synthèse peptidique, y compris l’étape de « capping » (2 min) des groupements 

amines déprotégés qui n’ont pas réagis et l’étape de déprotection au TFA des 

chaînes latérales des peptides synthétisés (fig.I.35.b).  
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Fig.I.35. a) Acide photo-généré en solution à partir du précurseur SSb (sel de triarylsulfonium 
hexafluoroantimonate) après ’irradiation lumineuse ; (DCM : dichlorométhane) ; b) Principe de la 
synthèse peptidique in situ sur puce microfluidique, par photolithographie digitale, en utilisant des 
acides photo-générés pour la déprotection des groupements amines en N-t [146, 147].  

 

Cette technologie a ainsi été appliquée à la découverte de nouvelles interactions 

entre différentes séquences de peptides p53, suppresseur de tumeur,  et les 

anticorps spécifiques (PAb240). Les puces à peptides permettent donc de mieux 

comprendre la spécificité et la sélectivité des paratopes au niveau des anticorps.  

Par ailleurs, ce type de biopuce a permis d’étudier les interactions entre différents 

tétrapeptides des ions métalliques [Pb(II)] pour détecter leur présence dans l’eau 

potable. D’autres essais réalisés sur ces puces ont également permis de détecter la 

présence de métaux lourds en solution [145, 146]. 

 

Ces deux approches photolithographiques sont très prometteuses pour la synthèse  

in situ de librairies peptides et elles sont encore en phase de développement. 

Cependant, l’accessibilité aux sources lumineuses et aux outils optiques nécessaires 

présente toujours certaines limitations. Le tableau I.2 présente les caractéristiques 

principales de la méthode de synthèse peptidique in situ par photolithographie. 
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 Synthèse peptidique in situ par photolithographie 

 

Support 

Dimensions du support 

Taille des spots 

Densité des spots 

Longueur de la chaîne 

peptidique synthétisée 

Limitations 

 

Supports de verre silanisés 

1,4 x 1,7 cm 

60 – 800 µm 

144 – 30000 microréacteurs/cm2 

~ 10 mers 

 

Coûts élevés et accessibilité limitée aux outils utilisés          

(ex : matériel optique) 

 
Tableau I.3. Caractéristiques principales  de la synthèse in situ par photolithographie. 

 

  

 Les systèmes de détection des interactions entre les sondes et leurs cibles sur 

les biopuces sont basés sur deux approches : la détection avec ou sans marquage. 

IV.6. Techniques de détection  

 Les méthodes de détection et d’analyse des interactions entre les 

biomolécules sur puces doivent avoir certaines caractéristiques, comme une bonne 

résolution,  une haute sensibilité, et une bonne reproductibilité dans les mesures 

effectuées. Ces méthodes peuvent être classées en deux groupes : i) les méthodes 

avec marquage, comme la fluorescence, la chimiluminescence, la radioactivité, et ii) 

les méthodes sans marquage, comme la spectrométrie de masse, la résonance de 

plasmons de surface (SPR). La technique utilisée au cours de notre travail est la 

détection de fluorescence. 

IV.6.1. Techniques de détection avec marquage 

 La méthode de détection de fluorescence est couramment utilisée sur 

puces car elle est simple à mettre en oeuvre, sensible, et permet d’effectuer des 

analyses à haute résolution [84]. Son principe est basé sur le marquage par un 

fluorophore soit directement des biomolécules cibles, soit de biomolécules 

permettant de détecter indirectement l’interaction sonde-cible. Dans ce dernier cas, il 

s’agit le plus souvent d’un anticorps secondaire marqué et dirigé contre l’anticorps 

primaire correspondant à la cible recherchée. La détection peut aussi s’effectuer 
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selon la méthode sandwich, un anticorps primaire est immobilisé sur la surface et 

incubé avec la molécule d’intérêt qui est révélée après son interaction avec un 

anticorps secondaire marqué.  

Les fluorophores sont des molécules qui absorbent l’énergie des photons issus d’une 

source de lumière (ex : laser), dans une gamme de longueur d’onde donnée 

(λexcitation). Ce phénomène provoque l’excitation des électrons des molécules et la 

restitution de l’énergie sous forme d’une lumière fluorescente, à une longueur d’onde 

différente (λémission). 

Certains facteurs peuvent influencer sur la fluorescence, comme le phénomène de 

« quenching » dû à l’interaction du fluorophore avec d’autres molécules 

fluorescentes présentent dans le milieu, et le phénomène de « photoblanchiment » 

ou photodécomposition dû à la destruction des molécules fluorescentes sous l’effet 

d’une forte intensité lumineuse. La vitesse du photoblanchiment varie en fonction de 

plusieurs paramètres, comme la température, le pH de la solution, la puissance de la 

source d’excitation… 

Plusieurs fluorophores sont actuellement utilisés pour le marquage et la détection 

des biomolécules sur puces, comme les cyanines (Cy3 et Cy5), la rhodamine, la 

fluoresceine.  Le fluorophore Cy3 a été utilisé au cours de nos applications. Ses 

longueurs d’onde maximales d’absorption et d’émission sont situées respectivement 

à 548 nm et 562 nm (fig.I.36). 
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Fig.I.36. Structure chimique (a) et spectres d’absorption et d’émission (b) de la cyanine 3. 

 

Le Cy3 est une molécule fluorescente peu sensible aux processus de 

photoblanchiment  et aux variations du pH [148, 149].  
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 Le système de mesure de la fluorescence, tel que celui du scanner utilisé au 

cours de ce travail de thèse, comprend un laser couplé à un photomultiplicateur 

(PMT) connecté à un ordinateur permettant de récupérer et formater les signaux de 

fluorescence en image (fig.I.37). 

Le faisceau issu du laser vient éclairer la puce à travers :  

i) un filtre d’excitation, permettant de sélectionner la bonne longueur d’onde 

d’excitation du marqueur, 

ii) un miroir dichroїque réfléchissant le faisceau sur la surface de la puce, 

iii) un système optique permettant de faire converger le faisceau. 

Ainsi, lorsque le faisceau rencontre une cible marquée, celle-ci va émettre de la 

fluorescence. Cette fluorescence va être filtrée, d’abord, par l’intermédiaire du miroir 

dichroїque, puis à travers le filtre d’émission, centré sur la longueur d’onde 

d’émission du fluorophore [150] . 

 
Fig.I.37. Représentation schématique du scanner [150]. 

  

La technique de détection de fluorescence est simple à mettre en oeuvre, et les 

puces sont facilement analysées sur le scanner. Cependant, elle comporte certaines 

limitations qui peuvent être liées : i) aux fluorophores (phénomènes de quenching et 



CHAPITRE I   ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

 98 

de photoblanchiment, et ii) à la nécessité de marquer les molécules cibles, ce qui 

risque de modifier leurs  propriétés et leurs interactions avec les molécules sondes 

[149, 151].  

Des immunoessais ont été effectués selon la méthode sandwich pour la détection de 

facteurs rhumatoїdes dans le sérum humain, la limite de détection atteinte était de 

900 amol/spot [152].    

 

 La détection par chimiluminescence sur puces est issue des techniques de 

détection utilisées en ELISA et Western blot. Dans le cas de la détection des 

interactions  antigène/anticorps primaire,  un anticorps secondaire lié à une enzyme 

comme la peroxydase du raifort (HRP) ou la phosphatase alkaline est utilisé. Une 

réaction chimique catalysée par l’enzyme en présence de son substrat, produit une 

lumière détectée par une caméra CCD (Charge-coupled device) [153]. 

 

 La radioactivité a été utilisée pour le marquage des biomolécules par des 

isotopes tels que le 32P, le 33H, ou le 125I. La détection du signal est effectuée par 

autoradiographie et quantifié par un densitomètre [143, 154, 155]. L’avantage de 

cette technique est la quantification directe des biomolécules immobilisées sur la 

surface des puces. Cependant, les limitations de cette méthode sont liées surtout à 

des problèmes de sécurité (risque de contamination par les isotopes radioactifs) et le 

temps de détection (> 10 h) [151] 

IV.6.2. Techniques de détection sans marquage 

 La spectrométrie de masse SELDI-TOF (Surface Enhancement Laser 

Desorption/Ionization-Time of Flight) est une technique de caractérisation qui peut 

être appliquée à l’analyse des biomolécules immobilisées sur puces. Ces molécules 

d’intérêt sont ionisées, et les ions sont libérés de la surface vers un détecteur où ils 

seront caractérisés selon leur rapport masse/charge (m/z) [151, 156]. 

 

 La technique SPR ou résonance de plasmons de surface permet d’étudier en 

temps réel, les cinétiques d’interaction entre les biomolécules [157, 158]. C’est la 

méthode la plus utilisée pour la détection des interactions moléculaires sans 

marquage (ex : interaction antigène/anticorps, protéine/ADN...) [158]. Les supports 

sont composés d’une couche mince de métal, le plus souvent l’or ou l’argent. Le 



CHAPITRE I   ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

 99 

principe est le suivant : lorsqu’un faisceau de lumière polarisée monochromatique 

atteint une interface entre deux milieux d’indices de réfraction différents, une partie 

de la lumière incidente est réfléchie et l’autre partie est réfractée à travers la surface. 

Quand la lumière passe d’un milieu d’indice de réfraction élevé vers un milieu 

d’indice plus bas, la réflexion peut être totale, et un composant de la lumière, l’onde 

évanescente se propage perpendiculairement à la surface. Si une fine couche de 

métal, riche en électrons libres, généralement de l’or ou de l’argent, est déposée à 

l’interface, ces électrons entre en résonance avec les photons de cette onde 

évanescente, ce phénomène est appelé résonance plasmonique de surface. Cette 

résonance se traduit au niveau du faisceau réfléchi par une chute de l’intensité à un 

angle de réflexion minimum. Cet angle est l’angle de résonance. Il varie en fonction 

de l’indice de réfraction du milieu présent dans le champ évanescent [159, 160] 

(fig.I.37). Ainsi, lorsqu’une interaction se produit entre des biomolécules sondes 

immobilisées sur le support et des cibles, il y a une perturbation locale de l’indice du 

milieu diélectrique donc un  changement de l’angle de réflexion du faisceau incident. 

La méthode de mesure consiste à suivre, pour un angle d’incidence et une longueur 

d’onde fixés, les variations de la réflectivité dues au déplacement du pic d’absorption 

de la SPR.  

La résonance de plasmons de surface est une technique permettant l’étude des 

interactions entre protéines dans une gamme étendue de masses moléculaires [161], 

allant jusqu’aux cellules entières [162].  

 

Fig.I.37. Phénomène de réflexion interne totale du faisceau incident à l’interface prisme-métal-solution 
pour l’observation de la résonance des plasmons de surface [160]. 
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CCCCHAPITREHAPITREHAPITREHAPITRE    IIIIIIII    : : : : MMMMATERIELSATERIELSATERIELSATERIELS    ETETETET M M M METHODESETHODESETHODESETHODES    

 

I. Introduction 

 Ce chapitre est divisé en trois sections :  

 1) la première section présente les matériels utilisés au cours des différentes 

expériences,  

 2) la deuxième décrit les protocoles expérimentaux, elle est composée de 

deux parties :  

  i) la première partie concerne les protocoles effectués pour le 

développement de puces à peptides (synthèse peptidique sur résine, technique 

ELISA, immobilisation de peptides par voie ex situ sur lames de verre aminées, 

immunoessais sur lames et synthèse peptidique in situ sur supports Si/SiO2 aminés), 

  ii) la deuxième partie décrit les protocoles utilisés pour le 

développement de puces à protéines (mise au point d’immunoessais sur du sérum 

commercial : technique ELISA et tests immunologiques sur lames de verre NHS 

esters et lames AMMVE; détection d’anticorps anti-histones dans le sérum humain 

par les techniques Western blot, ELISA et par immunoessais sur lames AMMVE),  

 3) la troisième section de ce chapitre concerne les méthodes d’analyse de 

fluorescence et de calculs statistiques effectués, et définit les termes utilisés pour les 

performances analytiques des tests réalisés. 

II. Matériels 

II.I. Réactifs biochimiques et produits chimiques 

 Les acides aminés utilisés pour la synthèse peptidique sont protégés au 

niveau de leur fonction α-amine par un groupement Fmoc. Ils sont sous formes 

d’esters de pentafluorophényle (OPfp), activés au niveau leur fonction α-carboxyle. 

Certains acides aminés sont protégés au niveau des fonctions de leurs chaînes 

latérales. Le tableau suivant présente les masses moléculaires des différents acides 

aminés protégés et activés. Leur structure chimique est présentée dans la figure II.1.  
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Tableau II.1. Liste des acides amines utilisés au cours de la synthèse peptidique sur supports solides. 
(Trt : trityl-; Pmc: pentaméthylchroman-, OtBu: O-tertiobutyl-). * L’arginine utilisée a été activée selon 
un protocole qui sera décrit ultérieurement.  
 

Les acides aminés ont été fournis par Bachem®. La biotinyl-N-hydroxysuccinimide 

(biotine-OSu ; MM 341,4 g/mol) (fig.II.1), et le N-Hydroxybenzotriazole (HOBt ;             

MM 153,1 g/mol ; pureté : > 98%) ont été fournis par Novabiochem® de la société 

VWR. 
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Fig.II.1. Structure chimique des acides aminés et de la biotine-OSu utilisés au cours de la synthèse 
peptidique sur résine.  

 

Les réactifs suivant : N-éthyl-N′-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide chlorhydrate 

(EDC ;  MM 191,7 g/mol), N, N’-Diisopropylcarbodiimide (DIC ; MM 126,2 g/mol ; 

d : 0,815 à 20°C ; pureté : > 98%), N-Hydroxysuccinimide (NHS ; MM 115,09 g/mol; 
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pureté > 97%), ainsi que le triisopropylsilane (TIS ; pureté > 98 % ), l’anhydre 

acétique (pureté > 98%), le bicarbonate de sodium (NaHCO3 ; MM 84,01 g/mol) et le 

carbonate de sodium (Na2CO3 ; MM 105,99 g/mol) ont été fournis par Fluka (société 

Sigma-Aldrich). 

La pipéridine (pureté > 98 %) et l’acide trifluoroacétique (TFA) (pureté > 99,5 %) 

proviennent de la société Roth-Sochiel®.  

Le dichlorométhane anhydre (CH2Cl2 , DCM ; pureté > 99,8%) a été commandé chez 

SdS®.  

Le méthanol, le diéthyl éther (pureté >  99,9%), le diméthylformamide (DMF ;               

pureté > 99,8%), le diméthylsulfoxide (DMSO ; pureté > 99,8%) et la                                

N-Méthyl-2-pyrrolidone (NMP ; pureté > 99,5%) anhydres, ainsi que le sodium 

dodécyl sulfate (SDS ; MM 288,38 g/mol) et le 4-chloro-1-naphtol sous forme de 

tablettes de 30 mg ont été fournis par la société Sigma-Aldrich. 

Le copolymère alterné d’anhydride maléique et de méthyl vinyl éther P(AMMVE)  

(MM 67000 g/mol) provient de la société Polysciences, Inc.  

L’eau ultrapure (18,2 MΩ) est préparée au laboratoire par un système Elga : Elgstat 

Option 4 (réf. 04AM146558), et PURELAB Ultra (réf. UAC213867). 

L‘ortho-phénylènediamine (OPD) a été fourni sous forme de tablettes de 2 mg par 

DakoCytomation Denmark A/S. 

La solution d’eau oxygénée H2O2 30 volumes a été fournie par la société Gilbert. 

La solution d’acide sulfurique H2SO4 (0,5 M) a été préparée à l’Etablissement 

Français du Sang (EFS) et stockée à 4°C. 

La solution à 40% d’acrylamide/Bis-acrylamide (37,5 :1) a été fournie par la société 

Bio-Rad. 

II.2. Solutions tampons et autres solutions  

 Le tampon phosphate de sodium (NaH2PO4 / Na2HPO4) à 0,01M (NaCl 0,138 

M; KCl – 0,0027 M) pH 7,4, à 25 °C, a été fourni par Sigma-Aldrich. Ce tampon est 

désigné dans la suite du mémoire sous le nom PBS. 

Le tampon PBS 0,01M -Tween 20 à 0,05% a été fourni sous forme de tablettes par 

Calbiochem® de la société VWR.  

La solution de lavage PBS-Tween 20 à 0,05% (PBS-T) est préparée selon les 

instructions du fournisseur en dissolvant une tablette de PBS-Tween dans 1 L d’eau 

ultrapure. 
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Les solutions tampons carbonate de sodium (NaHCO3/Na2CO3) à 0,05 M, pH 9,6 à                  

25 °C et 0,02 M, pH 10,7 à 25°C ont été préparées au laboratoire et stockées à               

4°C. 

La solution de saturation  BSA à 2%/ PBS est préparée par dissolution de 2g de BSA 

dans 100 mL de PBS 0,01 M, pH 7,4. 

II.3. Solutions biologiques et biomolécules 

 La solution de streptavidine couplée à la peroxydase du raifort (SAv-HRP) à 

1mg/mL, a été fournie par Sigma-Aldrich, et la solution de streptavidine couplée à la 

cyanine-3 (SAv-Cy3) à 1mg/mL par Fluka. Ces deux solutions de streptavidine ont 

été aliquotées en tubes Eppendorf (10µL/tube) et conservées à -20°C. 

La solution d’anticorps polyclonal de lapin anti-histone H3 (fraction IgG d’antisérum 

dans une solution de PBS à 0.01 M, pH 7,4, contenant 0,015 M d’azide de sodium), 

les protéines histones de thymus de veau H1 (type III-S), H3 (type VIII-S), ainsi que 

les différentes classes d’histones non fractionnées (type II-A), et l’albumine de sérum 

bovin (BSA ; MM ~ 66 kDa ; pureté > 98%) ont été fournies en poudre lyophilisée par 

Sigma-Aldrich et conservées à 4°C. 

Les anticorps polyclonaux de chèvre anti-IgG [H & L] de lapin et anti-IgG [H & L] 

humain couplés à la Cy3 (anticorps primaires), ainsi que les anticorps polyclonaux de 

chèvre anti-IgG [H & L] de lapin et anti-IgG [H & L] humain couplés à la 

HRP (anticorps secondaires) ont été fournis sous forme de poudre lyophilisée, par 

les laboratoires Jackson ImmunoResearch, Inc, société Interchim®. Ils ont été 

solubilisés dans 2 mL d’eau ultrapure. Les solutions d’anticorps liés au Cy3                       

(1 mg/mL) et les solutions d’anticorps liés à la HRP (0,8 mg/mL) ont été aliquotées 

(10µL/tube) et conservées à -20°C.  

Pour une même série d’expériences, les tests ont été effectués en utilisant le même 

lot de solution de streptavidine ou d’anticorps polyclonaux.  

II.4. Sérums humains 

 Huit sérums contenant en anticorps anti-histones (AAH), prélevés chez des 

patients atteints de lupus érythémateux systémique (sept sujets de sexe féminin et 

un de sexe masculin) ont été fournis par le Service d’Immunologie du Centre 

Hospitalier, Lyon-Sud - Unité Fonctionnelle d’Auto-Immunité (Dr Nicole Fabien) - 

Hospices Civils de Lyon. L’âge moyen des patients est de 35 ans 6 mois. 
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Six sérums prélevés chez des sujets sains ont servis de témoins négatifs. 

Les sérums ont été conservés à - 40°C au laboratoire d’Immunologie de 

l’Etablissement Français du Sang.  

II.5. Supports solides 

 Les supports solides utilisés au cours de ce travail sont les résines en 

polystyrène, les microplaques à puits en polystyrène, les lames de verre ,les 

substrats de dioxyde de silicium et les membranes de nitrocellulose. 

Les résines utilisées pour la synthèse peptidique sont la résine Fmoc-Gly-Sasrin® 

(0,63 mmol Fmoc-Gly / g de résine), et la résine Fmoc-Gly-Wang (4 mmol/g),               

(200-400 mesh), (fig.II.3), fournies par Bachem®. 

 

 

Fig.II.3. Structure chimique des résines: N-α-Fmoc-Gly ester de 4-oxyméthyl-phénoxyméthyl- 
polystyrène, 1% divinylbenzène ; (PS : polystyrène, DVB : divinylbenzène). 

 

Les microplaques 96 puits MaxiSorpTM fond plat ont été commandées chez Nunc®, 

société VWR. Les lames de verre borosilicaté (76 x 26 x 1 mm) ont été fournies par 

Schott Nexterion®. Les substrats de dioxyde de silicium (22 x 22 mm, épaisseur             

500-550 µm, épaisseur de la couche de SiO2 : 90nm + 10%) ont été fournis par 

SILTRONIX.  

Les membranes de nitrocellulose (0,2 µm) ont été fournies par la société Bio-Rad. 
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III. Protocole expérimental - 1ère partie - Puces à peptides : 

Déprotection de sondes peptidiques sur supports aminés   

III.1. Synthèse peptidique sur résine 

 La synthèse peptidique sur résine a été effectuée par Mme Marie-Christine 

Duclos sur un synthétiseur automatique (Labortec, modèle SP4000), au Laboratoire 

de Biochimie Analytique et Synthèse Bioorganique - LBASB (Professeur Jean 

Wallach) -  Université Claude Bernard Lyon 1.  

Le peptide 16-mers GGIQLARRIRGERAGG lié à une biotine du côté N-terminal, a 

été synthétisé sur résine selon la technique Fmoc.  Ce peptide contient une 

séquence d’acides aminés correspondant aux résidus I125-A136 situés du côté           

C-terminal de la protéine histone H3 humaine.  

La séquence peptidique protégée sur les chaînes latérales a été synthétisée sur une 

résine Fmoc-Gly-Sasrin® (256 mg ; 0,1625 mmol), alors que la séquence peptidique 

non protégée au niveau de ses chaînes latérales, a été synthétisée sur une résine 

Fmoc-Gly-Wang (100 mg ; 0,4 mmol). 

Pour la synthèse de chacun des deux peptides, la résine Fmoc-Gly est rincée trois 

fois avec 5 mL de DMF, puis déprotégée avec 5 mL d’une solution de                              

20% pipéridine / DMF pendant 10 min, sous agitation à température ambiante, puis 

pendant 5 min après renouvellement de la solution de déprotection, La résine est 

ensuite rincée trois fois avec 5 mL de DMF.  

Une solution de Fmoc-Gly-OPfp à 0,16 M est préparée en dissolvant 300 mg d’acide 

aminé (4 équivalents, par rapport au nombre de moles de Fmoc-Gly / résine) dans 4 

mL de DMF en présence de 100 mg de HOBt (4 équivalents). Cette solution est 

incubée avec la résine pendant 90 min, à température ambiante. La résine est 

ensuite lavée trois fois dans 5 mL de DMF ; puis l’acide aminé couplé est déprotégé 

avec 5 mL de pipéridine 20%/DMF pendant 10 min, puis pendant 5 min sous 

agitation. La résine est ensuite lavée trois fois dans 5 mL de DMF.  Le même cycle 

de synthèse est répété pour le couplage et la déprotection de chacun des résidus 

d’acides aminés du peptide synthétisé GGIQLARRIRGERAGG. 

Pour le couplage des résidus arginine, une étape préliminaire d’activation a été 

effectuée car cet acide aminé a été commandé sous forme non activée: 1 g de 

Fmoc-Arg(Pmc)-OH (10 équivalents) est dissous dans 5 mL de DCM en présence de 
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83 µL de DIC (5 équivalents), pendant 20 min, sous agitation à 0°C. Le DCM est 

ensuite évaporé dans un rotavapor à température ambiante et l’acide aminé est 

récupéré avec  4 mL de DMF. 

 

Après le dernier cycle de synthèse peptidique et la dernière réaction de déprotection 

du groupement α-amine à la pipéridine, la biotine est couplée à l’extrémité                    

N-terminale du peptide synthétisé. Ainsi, une solution à 0,12 M de biotine-OSu (167 

mg de biotine-OSu (3 équivalents) dans 4 mL de DMF en présence de 75 mg de 

HOBt (3 équivalents) est laissée à réagir pendant 3 h sur la résine, sous agitation à 

température ambiante. Puis la résine est lavée successivement trois fois avec 5 mL 

de chacun des solvants suivants : DMF, méthanol, DCM, et éther. Elle est ensuite 

séchée sous vide. 

Chacun des deux peptides est clivé de la résine après un traitement au TFA.    

Le peptide synthétisé sur la résine Fmoc-Gly-Sasrin® est clivé après incubation dans 

3 mL d’un mélange TFA/DCM (1:99 ; v/v) pendant 30 min, puis pendant deux fois 5 

min, sous agitation. Le peptide clivé est appelé dans la suite du mémoire  « peptide 

protégé biotinylé ». 

Le peptide synthétisé sur la résine Fmoc-Gly-Wang est clivé après incubation  dans 5 

mL d’un mélange TFA/TIS/DCM (95 :2,5 :2,5 ; v/v) pendant 1 h puis pendant deux 

fois 10 min, sous agitation. Ce peptide clivé est appelé dans la suite du mémoire 

 « peptide déprotégé biotinylé ». 

Chacun des deux peptides est ensuite précipité avec le diéthyl éther. 

Après la synthèse sur résine, les peptides sont caractérisés par spectrométrie de 

masse par bombardement par des atomes rapides (FAB-MS: Fast Atom 

Bombardment-Mass Spectrometry) et purifiés par chromatographie liquide haute 

perfomance (HPLC) au LBASB. Les masses moléculaires du peptide protégé et du 

peptide déprotégé biotinylés sont de 3010 Da et de 1896 Da, respectivement, et leur 

degré de pureté est > 95 % (cf. Annexe 1).  

Les peptides sont ensuite conservés à - 20°C. 
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III.2. Evaluation de la reconnaisance biologique des peptides 

synthétisés par l’anticorps polyclonal anti-histone H3 en test 

ELISA 

 Les tests ELISA ont été effectués au laboratoire d’Immunologie de 

l’Etablissement Français du Sang (EFS) – Lyon, Gerland.  

Les deux peptides ayant une faible masse moléculaire (peptide protégé                         

MM 3010 Da ; peptide déprotégé MM 1896 Da), le test ELISA a été réalisé par 

immobilisation de l’anticorps polyclonal anti-histone H3 (IgG, MM 150 kDa) en fond 

de puits de la microplaque et non des peptides (cf, chapitre III, paragraphe I.2). 

III.2.1. Solutions utilisées  

 Le peptide déprotégé, soluble dans le tampon PBS 0,01 M, est préparé à une 

concentration de 5µg/mL à partir d’une solution mère à 0,1 mg/mL. 

Le peptide protégé, insoluble dans le PBS mais soluble dans divers solvants 

organiques (ex : DMSO, NMP, DMF), est préparé à une concentration de 5 µg/mL 

dans un mélange 5% DMSO/PBS à partir d’une solution à 0,2 mg/mL en DMSO. 

La solution de SAv-HRP (10-2 mg/mL) est préparée par dilution de la solution mère 

(1mg/mL). 

La solution d’OPD est constituée de : 6mL d’H2O + 2 pastilles d’OPD + 2,5 µL H2O2 

III.2.2. Test ELISA 

 Deux dilutions différentes (10-4 et 10-3) de la solution d’anticorps polyclonal 

anti-histone H3, sont préparées dans une solution tampon carbonate de sodium 

(0,05 M) à pH 9,6. 100µL de chaque dilution d’anticorps sont déposés dans les  puits 

de la microplaque et incubées une nuit à 4°C. 100µL de tampon de dilution sont  

déposés dans des puits contrôles (blancs). Les dépôts sont effectués en triplicata. 

La microplaque est ensuite lavée trois fois avec le PBS-T (200µL/puits), et les puits 

sont incubés avec la solution de saturation (200µL/puits), pendant 2 h à 37°C. Puis la 

microplaque est lavée trois fois avec le  PBS-T, et les puits sont incubés avec 100 µL 

de chacune des solutions peptidiques à 5 µg/mL, pendant 1 h à 37°C. Après une 

étape de lavages avec le PBS-T, 100 µL de la solution de SAv-HRP (10-2 mg/mL) 

sont déposés dans chaque puits, et incubés pendant 1 h à 37°C. La microplaque est 

alors lavée six fois avec le  PBS-T et la solution d’OPD est ajoutée (100µL/puits) et 
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incubée pendant 20 min, à température ambiante, à l’abri de la lumière. La réaction 

est arrêtée par addition d’une solution d’acide sulfurique à 0,5 M (100µL/puits). 

L’absorbance est mesurée à 492 nm dans le lecteur de plaque Metertech Σ 960           

(réf. 7713616). 

III.3. Fonctionnalisation chimique des supports plans 

 Les lames de verre borosilicate et les substrats de dioxyde de silicium ont été 

fonctionnalisés au laboratoire par Dr Yann Chevolot selon un protocole publié 

précédemment [4, 163].  

Pour une même série d’expériences, les tests sont effectués sur un même lot de 

supports fonctionnalisés.  

Les étapes principales de cette procédure de fonctionnalisation sont décrites dans ce 

paragraphe. 

Les supports on été silanisés avec du t-butyl-11-(diméthylamino)silylundecanoate. 

Les groupements t-butyl esters ont été hydrolysés et clivés par un traitement à l’acide 

formique pendant une nuit, à température ambiante. L’acide carboxylique généré a 

été activé avec un mélange NHS/DIC (rapport molaire 1 :1) dans du tétrahydrofurane 

(THF), sur une nuit, à température ambiante, pour produire des fonctions NHS esters 

activées. Un bras espaceur portant une fonction amine a été ensuite greffé sur les 

surfaces activées après l’incubation d’une solution de Jeffamine® D-230® 

(polyoxypropylènediamine) à 0,1 M dans du THF, pendant une nuit, à température 

ambiante. Les supports ont été ensuite lavés dans une solution à 0,1% de dodécyl 

sulfate de sodium, pendant 30 min, à 70°C, puis rincés avec de l’eau ultrapure et 

séchés par centrifugation pendant 3 mins à 1300 tours/min. 

Les surfaces aminées ainsi préparées permettent d’immobiliser par couplage 

covalent des peptides protégés activés au niveau de leur fonction α-carboxyle 

terminale.  

 

Les surfaces de verre silanisées portant un groupement de surface ester activé sont 

appelées dans la suite du mémoire « lames NHS esters ». Les surfaces de verre et 

les substrats de dioxyde de silicium silanisés puis traités à la jeffamine sont appelés, 

respectivement, « lames aminées » et « substrats aminés » (fig.II.4). 
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Fig.II.4. Surfaces silanisées portant un groupement ester activé (a) ou amine primaire (b).  

 

N.B. Dans tous les protocoles développés par la suite, le dépôt des solutions           

(1 µL/plot) sur les lames a été effectué manuellement à la micropipette. La même 

micropipette a été utilisée pour tous les dépôts. 

III.4. Immobilisation de peptide protégé par voie ex situ sur 

surfaces aminées 

III.4.1. Influence de la concentration du peptide immobilisé 

sur le rendement de greffage 

 Des solutions de peptide protégé sont préparées à trois concentrations 

différentes (10-4, 2.10-3 et 10-2 M) par solubilisation du peptide protégé 

biotinylé (biotine-GGIQLARRIRGERAGG) dans la NMP. Le groupement C-terminal 

du peptide est activé avec un mélange NHS/EDC (peptide: NHS: EDC ; rapport 

molaire 1:2:2), pendant une nuit, à température ambiante.   

1µL de chaque solution de peptide activé est déposé sur les lames aminées. 1 µL de 

solvant (NMP) est déposé sur le support en tant que plot témoin. Chaque condition 

est effectuée en triplicata. Les lames sont incubées pendant 3 h sous une 

atmosphère humide à 21°C. Elles sont ensuite lavées trois fois avec la NMP, puis 

une fois avec le PBS-T et une fois avec l’eau ultrapure, pendant 3 min, sous 

ultrasons. Puis elles sont séchées par centrifugation pendant 3 min à 1300 tours/min. 

Après cette étape d’immobilisation du peptide protégé, les lames sont incubées avec 

la solution de saturation (2% BSA / PBS) pendant 2 h à 37°C.  Les lames sont 
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ensuite lavées avec le PBS-T, puis avec l’eau ultrapure, et séchées par 

centrifugation.   

 La densité de greffage du peptide est évaluée par marquage indirect du  

peptide biotinylé avec la SAv-Cy3. 1 µL de la solution de SAv-Cy3 (1 mg/mL) diluée 

au 1 :100 dans du PBS-T, est déposé sur les plots de peptide et de solvant. Les 

lames sont alors incubées sous une atmosphère humide, pendant 1h, à 37°C. Elles 

sont ensuite lavées avec le PBS-T, puis à l’eau ultrapure et séchées par 

centrifugation. 

Les lames sont analysées par mesure de la fluorescence à 532 nm. 

III.4.3. Evaluation de la stabilité des surfaces de verre             

vis-à-vis du traitement acide 

 Après l’immobilisation du peptide protégé et l’étape de saturation, la 

déprotection acide est effectuée par incubation des lames dans un mélange 

TFA/TIS/DCM (95:2,5:2,5; v/v), pendant différents temps de réaction (de 30 min à       

3 h), à température ambiante.  

Après le traitement au TFA, les lames sont rincées et lavées deux fois avec du DCM, 

pendant 3 min, sous ultrasons, et le solvant est évaporé.   

Puis la stabilité des surfaces après le traitement de déprotection a été étudiée par 

évaluation de la densité de greffage du peptide immobilisé.. Chaque plot traité au 

TFA est incubé avec 1 µL de la solution de SAv-Cy3 à 10-2 mg/mL, sous une 

atmosphère humide, pendant 1h, à 37°C. Les lames sont lavées avec du PBS-T, 

puis à l’eau ultrapure et séchées par centrifugation. 

Les lames sont analysées par mesure de la fluorescence à 532 nm. 

III.4.4. Test de l’activité biologique du peptide immobilisé, 

avant et après le traitement acide 

 L’activité biologique du peptide immobilisé a été testée à travers son 

interaction avec l’anticorps polyclonal anti-histone H3, avant et après la déprotection 

au TFA. 

L’anticorps anti-histone H3 est diluée au 1:104 dans une solution  BSA 1%/ PBS-T.  

Avant et après le traitement au TFA, les plots sont incubés avec 1 µL de la solution 

d’anticorps diluée, pendant 1 h à 37°C, sous une atmosphère humide. 1 µL du 
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tampon de dilution de l’anticorps est également déposé sur des plots « peptide » et 

« solvant » comme témoin de l’adsorption non spécifique de l’anticorps secondaire.  

Les lames sont lavées avec du PBS-T, puis à l’eau ultrapure et séchées par 

centrifugation. 

Les plots sont ensuite incubés avec 1 µL d’une solution d’anticorps secondaire lié au 

Cy3, à 10-2 mg/mL, pendant 1 h à 37°C, sous une atmosphère humide. Les lames 

sont lavées avec du PBS-T, puis à l’eau ultrapure et séchées. 

Les lames sont analysées par mesure de la fluorescence à 532 nm. 

 

 Afin d’étudier l’influence de la concentration en anticorps primaire sur 

l’évaluation du rendement de déprotection du peptide, nous avons testé l’interaction 

du peptide immobilisé à 10-2 M, et déprotégé pendant 1h, avec l’anticorps primaire 

anti-histone H3 incubé à différentes concentrations (gamme de dilution de 10-6 à             

10-3) . 

 Pour les expériences effectuées sur le peptide immobilisé par voie ex situ, les 

résultats présentés correspondent à la moyenne des intensités de fluorescence de     

9 réplicats, obtenus à partir de trois expériences (chaque condition est effectuée en 

triplicata au cours d’une même expérience). 

III.5. Synthèse peptidique in situ sur supports plans aminés 

III.5.1. Synthèse peptidique selon la stratégie Fmoc 

 Le peptide biotinylé 16-mers GGIQLARRIRGERAGG protégé sur ses chaînes 

latérales a été synthétisé sur des substrats de dioxyde de silicium (22 x 22 mm) 

aminés (fig.II.5. substrat A) , selon la stratégie Fmoc. La synthèse a été effecutée de 

l’extémité C-terminale vers l’extrémité N-terminale du peptide.  

La densité des fonctions amines sur la surface a été évaluée à 3,5 µmol/m² [163]. La 

surface du substrat utilisé est de 4,84 cm². Le nombre de moles de groupements NH2 

sur la surface est alors estimé à 1,7 nmoles. Les quantités d’acide aminé et 

d’activateur (HOBt) déposés sont 10 fois en excès par rapport à la densité des 

fonctions amines sur le support. 
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FIg.II.5. Les différents substrats de dioxide de silicium utilisés pour la synthèse peptidique in situ et 
ses  applications.    

 

La synthèse a été effectuée sur un substrat déposé dans un réacteur, à température 

ambiante, sous agitation et barbotage d’azote. Les différents réactifs et solvants ont 

été injectés en utilisant des seringues. Après les étapes de lavages, les solvants sont  

éliminés par filtration sous vide (cf. Annexe 3). 

Le support est rincé avec 5 mL de DMF pendant 10 min. 

Une solution de Fmoc-Gly-OPfp à 2.10-4 M (premier acide aminé fixé sur le support) 

est préparée en dissolvant 1 mg d’acide aminé dans 10 mL de DMF en présence de 

0,3 mg de HOBt. Cette solution est diluée pour obtenir une concentration finale de 

3,4.10-6 M, et un volume de 5 mL est injecté dans le réacteur. La réaction de 

couplage est effectuée pendant 90 min. Le substrat est ensuite lavé trois fois avec           

5 mL de DMF, pendant 3 min. Puis l’étape de blocage (« capping ») est effectuée 

avec une solution de 5% d’acide acétique/DMF, pendant 30 min. Le support est 

ensuite lavé trois fois avec 5 mL de DMF, pendant 3 min. L’acide aminé fixé est alors 

déprotégé avec 5 mL d’une solution de 20% pipéridine/DMF, pendant 15 min.  Enfin, 

le support est lavé au DMF, pendant 3 min. Le même cycle de couplage, blocage et 
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déprotection est réalisé pour ajouter les résidus d’acides aminés successifs du 

peptide GGIQLARRIRGERAGG. 

Pour la fixation de chaque résidu arginine, le protocole d’activation est le suivant : 

2 mg de Fmoc-Arg(Pmc)-OH sont dissous dans 20 mL de DCM. Cette solution 

(1,5.10-4 M) est ensuite diluée pour obtenir une concentration de 2,5.10-6 M dans 10 

mL de DCM.  1 µL de DIC est ajouté à la solution diluée, et l’arginine est activée 

pendant 20 min, sous agitation à 0°C. Le DCM est ensuite évaporé dans un 

rotavapor et l’acide aminé est récupéré avec 6 mL de DMF. 

Après le dernier cycle de synthèse peptidique et la dernière réaction de déprotection 

du groupement α-amine à la pipéridine, une solution de biotine-OSu à 3.10-4 M est 

préparée par solubilisation de 1 mg de biotin-OSu dans 10 mL de DMF en présence 

de 0,4 mg de HOBt. Cette solution est diluée pour obtenir une concentration finale de 

3,4.10-6 M. 5 mL de cette solution sont injectés dans le réacteur, et la réaction de 

couplage de la biotine-OSu est réalisée pendant 3 h. Puis, le support est lavé trois 

fois avec 5 mL de DMF, et avec du méthanol.  

 

Pour tester les adsorptions non spécifiques sur le support, un cylce de synthèse a 

été effectué en injectant 5 mL de solvant (DMF), sur un autre substrat de dioxyde de 

silicium (22 x 22 mm), (fig.II.5. substrat B). Ce substrat sert de témoin des 

adsorptions non spécifiques de la streptavidine et des anticorps utilisés dans les 

différents tests effectués sur le support après la synthèse peptidique. 

Chacun des deux substrats est coupé en deux morceaux de 11 x 22 mm (fig.II.5. 

substrats 1 et 2 ; et substrats 3 et 4).  .   

Les supports qui ne sont pas utilisés immédiatement, sont conservés sous azote à             

-20°C.    

III.5.2. Evaluation du rendement du couplage covalent du 

peptide synthétisé in situ 

 Les deux substrats précédemment préparés de 11 x 22 mm (fig.II.5.              

substrats 1 et 3) sont incubés dans la solution de saturation (2% BSA / PBS) pendant 

2 h à 37°C. Les supports sont ensuite lavés trois fois avec du PBS-T, puis une fois à 

l’eau ultrapure, pendant 3 min, sous ultrasons. Ils sont ensuite séchés sous azote.
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La densité de peptide biotinylé synthétisé sur le substrat est évaluée par marquage 

indirect avec la SAv-Cy3. L’expérience est réalisée en triplicata. 

1 µL d’une solution de SAv-Cy3 à 10-2 mg/mL est déposé sur les plots des deux 

supports, et incubé sous une atmosphère humide, pendant 1h, à 37°C. Les substrats 

sont ensuite lavés avec du PBS-T, puis à l’eau ultrapure et séchés sous azote. 

Les substrats sont analysés par mesure de la fluorescence à 532 nm. 

III.5.3. Evaluation de la stabilité de la surface vis-à-vis de la 

synthèse peptidique et du traitement acide  

 La stabilité des surfaces a été testée après les différentes étapes de synthèse 

peptidique et le traitement acide de déprotection au TFA. Pour ce faire, la densité de 

peptide synthétisé sur la surface a été évaluée avant et après le traitement acide, en 

triplicata. 

Deux substrats de 11 x 22 mm (fig.II.5. substrats 2 et 4) comme préparés au 

paragraphe III.8.1, sont incubés dans un mélange TFA/TIS/DCM (95:2,5:2,5; v/v), 

pendant 1h, à température ambiante. 

Après le traitement au TFA, les substrats sont rincés et lavés deux fois avec du 

DCM, pendant 3 min, sous ultrasons, et le solvant est évaporé. Ils sont ensuite 

incubés avec la solution de saturation (2% BSA / PBS) pendant 2 h à 37°C. Puis les 

substrats sont lavés avec du PBS-T, à l’eau ultrapure et séchés sous azote.  

1 µL d’une solution de SAv-Cy3 à 10-2 mg/mL est déposé sur les plots des deux 

substrats, et incubé sous une atmosphère humide, pendant 1h, à 37°C. Les 

substrats sont ensuite lavés avec du PBS-T, puis à l’eau ultrapure et séchés sous 

azote. 

Les substrats sont analysés par mesure de la fluorescence à 532 nm. 

III.5.4. Caractérisation de l’activité biologique des sondes 

peptidiques synthétisées in situ  

 L’activité biologique du peptide synthétisé in situ a été testée vis-à-vis de son 

interaction avec l’anticorps polyclonal anti-Histone H3, avant et après le traitement au 

TFA. Les tests ont été effectués, en triplicata, sur les substrats découpés (11 x 22 

mm), dont deux ont subi le traitement au TFA (fig.II.5). 

1 µL d’une solution d’anticorps polyclonal diluée au  1:104 dans une solution BSA 

1%/ PBS-T est déposé sur les plots des substrats, et incubé pendant 1 h à 37°C, 
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sous une atmosphère humide. Après une étape de lavages avec du PBS-T et à 

l’eau, les substrats sont séchés sous azote. Des plots témoins sont également 

préparés en déposant 1 µL de tampon de dilution de l’anticorps primaire. 

Puis, 1 µL d’une solution d’anticorps secondaire lié au Cy3 à 10-2 mg/mL, est déposé 

sur les plots, et incubé pendant 1 h à 37°C, sous une atmosphère humide. Les 

substrats sont ensuite lavés avec du PBS-T et à l’eau, puis séchés sous azote. 

Les substrats sont analysés par mesure de la fluorescence à 532 nm. 

 

 Les résultats de la synthèse peptidique in situ présentés correspondent à la 

moyenne des intensités de fluorescence de triplicata de plots d’une même 

expérience. 
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IV. Protocole expérimental - 2ème partie - Puces à protéines : 

Détection d’anticorps anti-histones dans le sérum   

IV.1. Immunoessais sur anticorps commercial 

IV.1.1. Technique ELISA 

 Pour évaluer la spécificité de l’anticorps anti-histone H3 pour la protéine 

histone H3, son interaction biologique a été testé avec chacune des deux protéines 

H1 et H3. Une solution à 5 µg/mL de chacune des protéines est préparée à partir 

d’une solution mère à 1mg/mL, dans une solution tampon de carbonate de sodium 

(0,05 M) à pH 9,6. 100µL de chaque solution protéique  sont déposés dans les puits 

de la microplaque et incubées une nuit à 4°C. 100µL de tampon de dilution sont 

déposés dans des puits contrôles (blancs). Les dépôts sont effectués en triplicata. 

La microplaque est ensuite lavée trois fois avec le PBS-T (200µL/puits), et les puits 

sont incubés avec la solution de saturation (200µL/puits), pendant 2 h à 37°C. Puis la 

microplaque est lavée trois fois avec le  PBS-T. Une gamme de dilution de l’anticorps 

polyclonal anti-histone H3 comprise entre 10-5 et 10-2, est préparée dans une solution  

BSA 1%/ PBS-T et les puits sont incubés avec 100 µL de chacune des solutions 

d’anticorps, pendant 1 h à 37°C. Après une étape de lavages avec le PBS-T, 100 µL 

de la solution d’anticorps secondaire anti-IgG de lapin lié à la HRP (solution mère 

diluée à 10-4) sont déposés dans chaque puits, et incubés pendant 1 h à 37°C. La 

microplaque est alors lavée six fois avec le  PBS-T et la solution d’OPD est ajoutée 

(100µL/puits) et incubée pendant 20 min, à température ambiante, à l’abri de la 

lumière. La réaction est arrêtée par addition d’une solution d’acide sulfurique à 0,5 M 

(100µL/puits). L’absorbance est mesurée à 492 nm dans le lecteur de plaque. 

 Pour déterminer la limite inférieure de détection de l’anticorps anti-histone H3, 

le même protocole est effectué en testant une gamme de dilution de l’anticorps           

anti-histone H3  entre 10-8 et 10-4. 

IV.1.2. Immunoessais sur lames de verre fonctionnalisées  

 Deux types de chimie de surface sont testés pour la mise au point des 

immunoessais sur lames de verre fonctionnalisé : i) les lames NHS-ester activé et            

ii) les lames aminées fonctionnalisées avec le copolymère AMMVE. 
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IV.1.2.1. Lames NHS esters  

 L’interaction spécifique de l’anticorps anti-histone H3 avec la protéine histone 

H3 a été testée sur lames de verre par incubation de l’anticorps avec chacune des 

deux protéines histones H1 et H3. 

Des solutions protéiques sont préparées à différentes concentrations (5, 50 et                

500 µg/mL) dans du PBS (0,01 M, pH 7,4). Des plots de 1 µL de chaque solution 

d’histone sont déposés en duplicata sur les lames. Des plots du tampon de dilution 

sont également déposés comme témoins des adsorptions non spécifiques de 

l’anticorps primaire. Les lames sont incubées sous une atmosphère humide pendant 

une nuit à température ambiante. Elles sont ensuite lavées avec du PBS-T, puis à 

l’eau ultrapure et séchées. Les plots sont incubés avec la solution de saturation 

(1µL/plot), pendant 2 h à 37°C, sous une atmosphère humide. Une gamme de 

dilution de l’anticorps polyclonal anti-histone H3 comprise entre 10-5 et 10-2, est 

préparée dans une solution BSA 1%/ PBS-T, et 1 µL de chacune des solutions 

d’anticorps diluées est déposé sur les plots de protéines et de tampon, pendant 1 h à 

37°C, sous une atmosphère humide.  

Des dépôts de 1 µL du tampon de dilution de l’anticorps sont également effectués 

sur des plots avec peptide et solvant comme témoins de l’adsorption non spécifique 

des anticorps.  

Les lames sont lavées avec le PBS-T, puis à l’eau ultrapure et séchées. Les plots 

sont incubés avec 1 µL d’une solution d’anticorps secondaire lié au Cy3, à                  

10-2 mg/mL, pendant 1 h à 37°C, sous une atmosphère humide. Les lames sont 

ensuite lavées et séchées, puis analysées par mesure de la fluorescence à 532 nm. 

 

Pour déterminer la limite inférieure de détection de l’anticorps anti-histone H3, le 

même protocole est effectué en testant deux concentrations d’immobilisation de 

l’histone H3 (0,5 et 1 mg/mL) et une gamme de dilution de l’anticorps primaire 

comprise entre 10-8 et 10-4. 

 

L’adsorption non spécifique des protéines sur la surface non activée a été étudiée en 

immobilisant la protéine histone H3 sur des lames de verre silanisées, portant des 

groupements acides carboxyliques non activés. Puis le même protocole est appliqué 

en incubant la protéine avec l’anticorps primaire dilué dans une gamme comprise 
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entre 10-8 et 10-4. La révélation des complexes protéine-anticorps formés est 

effectuée après l’addition de l’anticorps secondiare lié au Cy3.   

Les lames sont analysées par mesure de la fluorescence à 532 nm.                

IV.1.2.2. Lames AMMVE 

 Des lames de verre aminées ont été fonctionnalisées avec le copolymère 

AMMVE. Pour ce faire, les lames de verre aminé sont incubées dans une solution de 

carbonate de sodium (0,02 M ; pH 10,7), pendant 1 h, à température ambiante, afin 

de déprotoner les fonctions amines (NH3
+ → NH2). Les lames sont ensuite séchées par 

centrifugation, puis lavées dans du DMSO pendant 10 min. Elles sont incubées, 

pendant une nuit, à température ambiante, dans des solutions d’AMMVE préparées 

dans du DMSO à trois concentrations différentes (1 ; 3 et 5 mg/mL). Les lames sont 

rincées au PBS et séchées par centrifugation.  

Afin de diminuer le nombre de groupements réactifs disponibles pour l’immobilisation 

des protéines sur les lames, le couplage des protéines sur les lames fonctionnalisées 

a été réalisé avec l’AMMVE préhydrolysé avant son greffage sur le silane. Ainsi, le 

copolymère est hydrolysé dans un mélange DMSO /PBS 5%, pendant 48 h à 37°C 

Les lames aminées sont incubées dans une solution de carbonate de sodium (0,02 

M ; pH 10,7), pendant 1 h, à température ambiante. Elles sont ensuite séchées par 

centrifugation, puis lavées dans du DMSO pendant 10 min. Elles sont incubées, 

pendant une nuit, à température ambiante, dans la solution d’AMMVE préhydrolysé. 

Les lames sont rincées au PBS et séchées par centrifugation.  

 

Deux solutions de protéine histone H3 (0,5 et 1 mg/mL) sont préparées dans du 

PBS, pH 7,4. 1 µL de chaque solution est déposé sur les différentes lames 

fonctionnalisées avec le copolymère à différentes concentrations (1 ; 3 et 5 mg/mL). 

Des tests sont également effectués sur les lames fonctionnalisées avec le 

copolymère à 3 mg/mL préhydrolysé. 1µL de tampon de dilution est également 

déposés sur des plots  témoins. Les lames sont incubées pendant 3 h à 37°C sous 

une atmosphère humide. Elles sont ensuite lavées avec le PBS-T puis à l’eau 

ultrapure et séchées, et saturées avec la solution de BSA 2% / PBS, pendant 2h à 

37°C. Les lames sont lavées et séchées. Les différents plots sont ensuite incubés 

avec 1 µL des différentes solutions diluées d’anticorps polyclonal anti-histone H3, 
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pendant 1 h à 37°C, sous une atmosphère humide. La gamme de dilution de 

l’anticorps testée est comprise entre 10-8 et 10-4. Les lames sont lavées et séchées. 

Les plots sont incubés avec 1 µL d’une solution d’anticorps secondaire lié au Cy3, à 

10-2 mg/mL, pendant 1 h à 37°C, sous une atmosphère humide. Les lames sont 

ensuite lavées, séchées, et analysées par mesure de la fluorescence à 532 nm. 

IV.2. Détection d’anticorps anti-histones dans le sérum humain 

IV.2.1. Technique Western blot 

 Cette technique a été effectuée par Mme Agnès Desbos au laboratoire de 

l’Unité Fonctionnelle d’Auto-Immunité - Service d’Immunologie du Centre Hospitalier, 

Lyon-Sud. 

 Une solution protéique contenant les différentes classes d’histones est 

déposée dans les puits d’un gel de polyacrylamide à 15% contenant 0,1% de SDS 

(20µg/puits). Les protéines sont séparées par électrophorèse, puis transférées sur 

une membrane de nitrocellulose.  

Les bandelettes de nitrocellulose sont ensuite incubées dans une solution PBS-T 

contenant 1% de lait écrémé, pendant 30 min à température ambiante, pour saturer 

les sites libres des membranes.  

Les bandelettes sont lavées au PBS-T, et incubées avec les sérums des patients et 

les sérums contrôles dilués au 100ème dans une solution 1% lait écrémé / PBS-T, 

pendant 90 min à température ambiante. Après une étape de lavages au PBS-T, les 

bandelettes sont incubées pendant 90 min à température ambiante avec l’anticorps 

anti-IgG humaine lié à la HRP, dilué au 1/400 dans une solution 1% lait écrémé / 

PBS-T. Après les lavages, la révélation est effectuée par incubation de la solution du 

chromogène (4-chloro-1-naphtol 0,06% (p/v) ; H2O2 0,033% (v /v)) pendant 20 min, à 

température ambiante, à l’abri de la lumière.  

IV.2.2. Technique ELISA 

 Les anticorps IgG dirigés contre les protéines histones H1 et H3 sont 

recherchés dans les sérums des patients. Le protocole ELISA est le même que celui 

effectué sur le sérum commercial. 100 µL de chacune des solutions d’histones H1 ou 

H3 (5µg/mL), ou du tampon de dilution (blancs) sont déposés dans les puits. Ces 

puits sont lavés, saturés et incubés avec 100 µL de sérum de patients ou de sérum 
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de sujets sains dilués au 100ème dans une solution BSA 1%/ PBS-T. Après les 

lavages, les puits sont incubés avec 100 µL de la solution d’anticorps anti-IgG 

humaine lié à la HRP, dilué au 1/104. La révélation est effectuée avec la solution 

d’OPD. L’absorbance est mesurée à 492 nm dans le lecteur de plaque. 

IV.2.3. Immunoessais sur lames AMMVE 

 Les lames de verre aminées sont fonctionnalisées avec le copolymère 

AMMVE immobilisé à 3 g/L dans du DMSO, selon le protocole décrit ci-dessus               

(cf. paragraphe IV.1.2.2). 

Des plots de 1 µL de chacune des solutions d’histones H1 ou H 3 (1 mg/mL) ainsi 

que du tampon de dilution (PBS, pH 7,4) sont déposés sur les lames. Les solutions 

sont incubées pendant 3 h à 37°C sous une atmosphère humide. Les lames sont 

ensuite lavées avec le PBS-T puis à l’eau ultrapure et séchées. Les différents plots 

sont incubés avec 1 µL de sérum de patients ou de sérum de sujets sains dilués au 

100ème dans une solution BSA 1%/ PBS-T, pendant 1 h à 37°C, sous une 

atmosphère humide. Après lavages au PBS-T et à l’eau ultrapure, les lames sont 

séchées et les plots sont incubés avec 1 µL d’une solution d’anticorps anti-IgG 

humaine lié au Cy3, à 10-2 mg/mL, pendant 1 h à 37°C, sous une atmosphère 

humide. Les lames sont lavées, séchées, et analysées par mesure de la 

fluorescence à 532 nm. 

 

 Les résultats présentés obtenus par la technique ELISA ainsi que par les 

immunoessais sur lames de verre fonctionnalisées, correspondent à la moyenne des 

intensités de fluorescence de 8 réplicats, obtenus à partir de quatre expériences 

(chaque condition est effectuée en duplicata au cours d’une même expérience).  

V. Détection de la fluorescence et analyse des images   

 Les intensités de fluorescence des plots issus des lames de verre et des 

substrats de dioxyde de silicium ont été mesurées avec le scanner GenePix® 

Personal 4100 A (Axon Instruments / Molecular Devices) à une longueur d’onde 

d’excitation du laser de 532 nm. Le gain du photomultiplicateur PMT était de 500, et 

la résolution spatiale était de 20µm/pixel. 

Les images et les données de fluorescence ont été analysées avec le logiciel 

GenePix® pro 6.0. 
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V.1. Analyse des images de fluorescence 

 L’analyse de toutes les images de fluorescence avec le logiciel GenePix®             

pro 6.0 a été effectuée en trois étapes, selon le processus suivant : 

- La première étape consiste à localiser chaque plot sur l’image de la lame de verre. 

Elle est réalisée à l’aide d’une grille de cellules ajustables selon le nombre de lignes 

et de colonnes. Le positionnement de la grille peut être manuel, semi-automatique ou 

automatique. 

La grille permet de définir les zones de fluorescence qui permettront de quantifier le 

signal utile et le bruit de fond. 

- La deuxième étape est la segmentation (fig.II.6). Elle consiste à localiser les 

contours de chaque plot et à étiqueter chaque pixel de l’image : signal utile de 

fluorescence, bruit de fond, faux signal dû à un artéfact de l’analyse ou à des 

problèmes dû au dépôt des solutions. Les plots sur les lames étaient dans la grande 

majorité des cas sphériques et de diamètre similaire. Dans chaque grille tracée, nous 

avons utilisé un masque circulaire d’un diamètre fixe de 2 mm comme cellule de 

calcul. Ceci a permis d’ajuster au mieux les cellules à la majorité des plots. Chaque 

cellule a été centrée sur un plot.  

- Nous avons utilisé dans nos calculs la valeur de fluorescence totale contenue à 

l’intérieur de chaque cellule ; cette valeur correspond à la somme des intensités de 

chacun des pixels pris dans la zone d’intérêt. Toute les cellules étant de même taille, 

cela revenait à comparer la fluorescence par unité de surface.  

Dans de rares cas, un spot pouvait présenter une traînée (effet comète) ou une 

hétérogénéité. Ceci a pu entraîner occasionnellement un abaissement de la 

fluorescence par unité de surface pour le spot considéré, et augmenter la dispersion 

des résultats. Ce cas de figure s’est révélé suffisamment peu fréquent. La grande 

majorité des mesures a pu être obtenue avec des spots homogènes entièrement 

inclus dans leur cellule.  

Les intensités de fluorescence présentées dans les résultats correspondent à la 

moyenne de la fluorescence de réplicats des plots. 
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FIg.II.6. Exemples sur la segmentation des images de fluorescence analysées sur le scanner avec le 
logiciel GenePix

®
. 

 

VI. Calculs statistiques 

Nous présentons ci-dessous les calculs statistiques utilisés pour analyser nos 

résultats. 

VI.1. Coefficient de variation  

 Le CV correspond au rapport de l’écart-type σσσσ (ou déviation standard SD) sur 

la moyenne du signal mesuré (ex : absorbance, intensité de fluorescence), il est 

exprimé en pourcentage :  

% CV = (σσσσ /Moyenne) x 100 

VI.2. Valeurs seuil  

 Les valeurs seuil (S) calculées au cours de ce travail sont :  

i) le seuil correspondant à la limite inférieure de détection des immunoessais (tests 

ELISA et immunoessais sur lames de verre fonctionnalisées), effectués sur le sérum 

commercial, et 

ii) le seuil de positivité des tests (ELISA et immunoessais sur lames AMMVE), 

effectués pour la détection d’anticorps anti-histones dans le sérum des patients. 
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Dans les deux cas, le seuil calculé correspond à la valeur supérieure de l’intervalle 

de confiance pour α = 0,01 (certitude de 99 %), calculé à partir d’une distribution t 

autour de la moyenne du signal (absorbance ou intensité de fluorescence) des 

témoins négatifs.  

« Pour le calcul du seuil inférieur de détection, les témoins négatifs correspondent 

aux signaux des différents points de mesure obtenus avec le (« tampon de 

dilution »).  

Quand il s’agit de la détermination du seuil de positivité des tests effectués sur les 

sérums des patients, les témoins négatifs sont les sérums des sujets sains ». 

Le calcul du seuil est effectué à partir de la formule suivante [164] : 

S = Moy + t0,01 x σσσσ √ (n+1) / n 

Moy est la moyenne des absorbances (en ELISA) ou des intensités de fluorescence 

(tests sur lames de verre fonctionnalisées) des témoins négatifs ; 

t est la valeur donnée dans la table de Student pour α= 0,01 et un degré de liberté ν   

correspondant à (n-1) (cf. Annexe 2); 

σσσσ est l’écart-type par rapport à la moyenne des témoins négatifs ; 

n est le nombre de témoins négatifs.  

VI.3. Rapport 

 Pour la détection d’anticorps anti-histones dans le sérum des patients, afin de 

pouvoir comparer les résultats obtenus par la technique ELISA (mesure des 

absorbances) et par les immunoessais sur lames AMMVE (mesure des intensités de 

fluorescence),  pour chaque échantillon de sérum, un rapport est ensuite calculé 

[164]: 

Rapport  = Moy / S 

Moy est la moyenne des valeurs des absorbances ou des intensités de fluorescence 

de chaque échantillon de sérum de patients. 

S est le seuil de positivité calculé 

Un rapport supérieur à 1 indique qu’un échantillon est positif avec une certitude de 

99% (α = 0,01).   

 



CHAPITRE II   MATERIELS ET METHODES   

 128 

VII. Définitions utilisées pour les performances de nos 

techniques d’analyse 

 Les différents immunoessais effectués au cours de ce travail (ELISA et 

immunoessais sur lames de verre fonctionnalisées) sont évalués et comparés à partir 

de leurs performances analytiques, notamment la  reproductibilité, la répétabilité, les 

limites inférieure et supérieure de détection, la gamme dynamique et la sensibilité. 

Nous définissons ces notions ci-dessous. 

 

- La reproductibilité : Le terme « reproductibilité » désigne l’étroitesse d’accord 

entre les résultats de mesurages individuels effectués entre différents supports de 

même nature. On parlera de « reproductibiltié inter-essais». On considère dans notre 

cas que la reproductibilité est acceptable si le coefficient de variation moyen inter-

essai est inférieur à 8%, en nous basant sur l’article de Moncharmont et Monneron, 

qui traite de la qualification biologique du don de sang dans les Etablissements 

Français du Sang [165].  

 

- La répétabilité : Le terme «répétabilité» désigne l’étroitesse d’accord entre les 

résultats de mesurages individuels effectués pour plusieurs points (réplicats, spots) 

d’un même support. On parlera de «répétabilité intra-essai ». On considère dans 

notre cas que la répétabilité est acceptable si le coefficient de variation moyen intra-

essai est inférieur à 15%, en nous basant sur l’article de Moncharmont et              

Monneron [165].  

 

Généralement, les limites inférieure et supérieure de détection, la gamme dynamique 

et la sensibilité d’un immunoessai sont déterminés à partir de la courbe de saturation, 

obtenue, après l’incubation d’une concentration déterminée d’antigène immobilisé 

sur support solide (ex : microplaque ELISA) avec des concentrations croissantes 

d’anticorps spécifique (fig.II.7). 
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FIg.II.7. Courbe standard de saturation obtenue après l’incubation d’une concentration déterminée 
d’antigène imobilisé sur support solide (ex : microplaque ELISA) avec des concentrations croissantes 
d’anticorps spécifique ; sat : saturation, L : Ligne de base. LID : limite inférieure de détection, LSD : 
limite supérieure de détection. Dans cet exemple le seuil de la LID est estimé à la moyenne du signal 

du bruit de fond + 4 σσσσ. 
 

 

Sur cette courbe, nous pouvons définir: 

 

- La Mesurande : Grandeur particulière soumise à mesurage (exemple : 

concentration en analyte). 

 

- La Limite inférieure de détection LID : Plus petite valeur de mesurande 

significativement détectable au-dessus du bruit de fond.  

 

- La Limite supérieure de détection LSD : Plus grande valeur de mesurande 

significativement détectable en-dessous du seuil de saturation.  

 

- La gamme dynamique : Rapport entre la limite supérieure de détection et la limite 

inférieure de détection.du mesurande. 

 

- La zone de linéarité : Zone des valeurs de mesurande dans laquelle la fonction              

Signal = f (mesurande) est linéaire.  
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- La sensibilité : La sensibilité est le rapport entre une variation du signal et la 

variation de mesurande correspondante (tanα = ∆y/∆x).  
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CHAPITRE III : PUCES A PEPTIDES 
 

I. Introduction 

 Une première partie de ce travail de thèse a consisté à développer des puces 

à peptides par synthèse in situ, destinées au criblage et à l’identification de 

séquences impliquées dans des interactions biologiques. Une des applications 

potentielles de ce type de puces est le criblage d’épitopes. 

Avant d’entreprendre la synthèse peptidique in situ sur les surfaces aminées, un 

certain nombre de paramètres ont dû être vérifiés comme la stabilité des surfaces 

vis-à-vis de la déprotection acide des amino-acides et la conservation de l’activité 

biologique des séquences déprotégées. Nous avons donc, dans un premier temps, 

réalisé ces études sur des séquences peptidiques présynthétisées et immobilisées 

de façon covalente sur les lames aminées. Une étude précédente avait permis 

d’établir les conditions d’immobilisation covalente de peptides protégés sur lames 

aminées [4]. Ces conditions ont alors été validées avec notre modèle biologique. 

Puis, nous nous sommes attachés à optimiser l’étape de déprotection finale du 

peptide protégé immobilisé sur puce ex situ, afin de lui conserver son activité 

biologique de reconnaissance par des anticorps anti-peptide. 

Nous avons ensuite appliqué les conditions définies avec les sondes peptidiques ex 

situ, aux sondes peptidiques synthétisées in situ et nous avons étudié leur 

comportement. 

L’ensemble des résultats obtenus est présenté et discuté ci-après. 

II. Résultats et discussion 

 II.1. Choix du système biologique peptide / anticorps               

anti-peptide 

 Dans le cadre du développement de puces à peptides pour le criblage 

d’épitopes et/ou la recherche d’anticorps dans le sérum, nous avons choisi de 

réaliser notre étude sur un modèle biologique pertinent impliqué dans le lupus 

érythémateux systémique. Ce choix a également été conditionné par la disponibilité 

de sérums de patients lupiques, fournis par le service d’Immunologie du Centre 
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Hospitalier Lyon-Sud. C’est donc le système histone/anticorps anti-histone qui a été 

retenu. Les tests ont alors été effectué avec un modèle de peptide épitope de 

protéine histone et un anticorps spécifique anti-histone. 

Dans un premier temps, l’étude a été réalisée avec un anticorps polyclonal de lapin 

anti-histone H3 humaine, disponible commercialement. Cet anticorps est dirigé 

contre un fragment peptidique de 12 mers, correspondant aux résidus I125-A136 : 

IQLARRIRGERA, situés du côté C-terminale de la protéine histone humaine H3       

(fig. III.1) : 

 

 
Fig.III.1. Séquence en acides aminés de la protéine histone humaine H3. Les résidus en gras 
correspondent à l’épitope reconnu par l’anticorps polyclonal anti-histone H3 commercial. 

 

La séquence du peptide sonde a été définie de façon à contenir les 12 résidus 

d’acides aminés de l’épitope de l’histone humaine H3 décrits ci-dessus. Il s’agit d’une 

séquence de 16 mers : GGIQLARRIRGERAGG, possédant deux résidus glycine à 

chaque extrémité. L’extrémité C-terminale est libre alors que l’extrémité N-terminale, 

est couplée à une biotine. La biotine a été ajoutée pour le marquage indirect du 

peptide immobilisé par voie ex situ ou synthétisé directement sur support solide. 

Les deux glycines ajoutées du côté C-terminal du peptide H3 permettent d’éloigner la 

séquence épitope du site d’immobilisation sur le support solide, et les deux glycines 

du côté N-terminal permettent d’espacer l’épitope de la biotine couplée. La glycine 

ajoutée aux deux extrémités du peptide a été choisie car il s’agit d’un acide aminé 

neutre et simple, ne possédant qu’un atome d’hydrogène sur sa chaîne latérale. Il 

peut donc être rajouté à une séquence peptidique sans provoquer de modifications 

importantes des propriétés physico-chimiques et biologiques 

Deux formes du peptide 16 mers biotinylé ont alors été synthétisées sur résine : le 

peptide protégé au niveau des groupements fonctionnels de ses chaînes latérales : 

biotine-GGIQ(Trt)LAR(Pmc)R(Pmc)IR(Pmc)GE(Otbu)R(Pmc)AGG, et le peptide 

déprotégé : biotine-GGIQLARRIRGERAGG. 
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La présence de groupements protecteurs sur les chaînes latérales des résidus 

glutamine (Q), arginine (R) et glutamate (E) permet d’éviter la polymérisation des 

peptides après activation de la fonction carboxylique terminale lors de la réaction 

d’immobilisation sur support aminé.  

Le peptide déprotégé est un témoin positif de la reconnaissance biologique peptide 

H3/anticorps polyclonal anti-peptide H3, lors de la mise au point du protocole de 

déprotection du peptide protégé.  

II.2. Validation du système biologique par la technique ELISA 

 La spécificité de l’anticorps polyclonal anti-peptide H3 vis à vis de la reconnaissance 

biologique du peptide épitope H3 non protégé par 

rapport au peptide épitope H3 protégé, a été testée 

par la technique ELISA classique.  En effet, la 

présence des groupements protecteurs sur le peptide 

épitope H3 doit diminuer sa reconnaissance par 

l’anticorps anti-peptide H3, par rapport à celle du 

peptide non protégé. 

Le schéma du test ELISA réalisé est présenté sur la 

figure III.2. L’anticorps polyclonal anti-peptide H3 est 

immobilisé en fond de puits à deux dilutions (10-4 et 

10-3), puis incubé avec le peptide épitope H3 biotinylé 

soit sous forme protégée, soit sous forme non protégée. L’évènement de 

reconnaissance biologique entre le peptide et l’anticorps est détecté via la SAv-HRP 

et quantifié par mesure de l’absorbance à 492 nm. 

Les résultats, présentés sur la figure III.3, mettent en évidence une nette différence 

de reconnaissance.entre le peptide protégé et le peptide non protégé. 
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Fig.III.3. Test de l’interaction biologique entre l’anticorps anti-histone H3 et le peptide biotinylé protégé 
ou déprotégé par la technique ELISA. Révélation avec la SAv-HRP. 
(○ Tampon de dilution du peptide déprotégé, ∆ tampon de dilution du peptide protégé, ● solution de 
peptide protégé, ▲solution de peptide déprotégé). 

 

L’absorbance à 492 nm mesurée avec le peptide épitope H3 non protégé est environ 

4 fois supérieure à celle mesurée avec le peptide épitope H3 protégé, et ce quelque 

soit la concentration d’anticorps anti-peptide H3 testée. Toutefois, l’absorbance 

mesurée avec le peptide protégé est supérieure à celle mesurée en absence de 

peptide et ou en absence d’anticorps anti-peptide. Ceci indique que le peptide 

protégé est partiellement reconnu par l’anticorps anti-peptide. Le peptide non protégé 

est, quant à lui, très bien reconnu par l’anticorps anti-peptide. Cette différence de 

reconnaissance par l’anticorps anti-peptide permet donc de discriminer les formes 

protégées et non protégées du peptide ce qui est un élément essentiel pour la suite 

de l’étude. En effet, la mesure de cette activité de reconnaissance du peptide par 

l’anticorps anti-peptide doit permettre d’évaluer le rendement de déprotection après 

traitement du peptide protégé. 

Le système biologique choisi est donc validé pour la suite de l’étude. Il s’agit 

maintenant d’établir les conditions d’immobilisation des peptides épitope H3 protégés 

sur les lames de verre fonctionnalisées ainsi que les conditions de déprotection de 

ces peptides. 
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II.3. Validation de la déprotection des peptides protégés 

immobilisés par voie ex situ 

II.3.1. Influence de la concentration du peptide immobilisé 

par voie ex situ sur le rendement de greffage 

 Le peptide épitope H3 protégé a été immobilisé sur des lames de verre 

fonctionnalisées par des groupements amine. Cette immobilisation est réalisée par 

couplage covalent entre l’extrémité C-terminale du peptide protégé et la fonction 

amine primaire porté par le support. Le groupement acide carboxylique du peptide 

protégé est donc, dans un premier temps, activé en présence du carbodiimide (EDC) 

et de la NHS. Puis, le peptide protégé-NHS ester réagit avec les fonctions amines 

portées par les lames de verre fonctionnalisées, selon le schéma décrit sur la figure 

III.4 : 

 

 
Fig.III.4. A) Activation du groupement acide carboxylique du peptide et B) immobilisation sur lame de 
verre aminé. 
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Une étude antérieure réalisée au laboratoire, a établi que la densité de greffage de 

peptides NHS ester activé sur lames de verre aminées est optimale pour une 

concentration en peptide de 2.10-3 M solubilisé dans la NMP [4]. Se basant sur ces 

résultats, nous avons testés trois concentrations d’immobilisation  du peptide épitope 

H3 protégé (10-4 M, 2.10-3 M et  10-2 M), dissous dans la NMP. L’étude a été réalisée 

avec le peptide protégé sous forme NHS ester et sous forme non activée. 

La détection des peptides immobilsés a été effectuée par marquage indirect à la 

streptavidine liée au Cy3 (fig.III.5). La densité de greffage du peptide a été 

considérée comme directement proportionnelle à l’intensité du signal de fluorescence 

mesuré. 

 

 
Fig.III.5. Marquage indirect avec la streptavidine liée au Cy3 du peptide immobilisé sur support aminé. 

 

La figure III.6.A présente le plan de dépôt des solutions sur le support et les images 

de fluorescence obtenues après le marquage indirect avec la SAv-Cy3. Il apparaît 

que seuls les plots ayant reçu le peptide activé présentent un signal de fluorescence 

significatif. Le peptide non activé ainsi que la streptavidine-Cy3 (plots « solvant ») 

donne lieu à un très faible signal de fluorescence indiquant leur très faible adsorption 

non spécifique sur la surface. 

Les intensités de fluorescence moyenne obtenues en fonction de la concentration en 

peptide, activé ou non, déposée sur la lame sont reportées dans la figure III.6.B. 

L’intensité de fluorescence obtenue avec le peptide activé augmente avec sa 

concentration de dépôt alors que celle obtenue avec le peptide non activé reste 

constante à un niveau très faible. Ce résultat met en évidence l’immobilisation 
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covalente dose-dépendante du peptide activé et confirme la très faible adsorption 

non spécifique du peptide non activé et de la strptavidine-Cy3. De plus, le rapport 

signal sur bruit, correspondant au rapport des intensités de fluorescence peptide 

activé / peptide non activé, calculé pour les différentes concentrations de solution 

peptidique est supérieur à 3 pour les concentrations 2.10-3 M (rapport = 10,3) et             

10-2 M (rapport = 16,5).  

 
Fig.III.6. A) Plan de dépôt des solutions sur les lames aminées et image de fluorescence obtenue 
après l’incubation des plots de peptide protégé biotinylé et du solvant avec la SAv-Cy3. 
B) Influence de la concentration d’immobilisation du peptide protégé biotinylé sur la densité de 
greffage. Révélation avec la SAv-Cy3. 

 

Nous pouvons donc conclure que l’immobilisation covalente du peptide activé sur le 

support aminé est efficace pour une concentration de dépôt de 2.10-3 M. 
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II.3.2. Validation de la stabilité des surfaces de verre 

fonctionnalisées vis-à-vis du traitement de déprotection 

 Il était nécessaire de vérifier que la déprotection des peptides n’endommage 

pas les surfaces de verre fonctionnalisées par une couche de silane. Pour ce faire, 

des peptides présynthétisés, protégés sur leurs chaînes latérales et porteurs d’une 

biotine terminale sont greffés sur la surface. La surface ainsi biofonctionnalisée est 

exposée à un traitement de déprotection à l’acide trifluoroacétique (TFA). Puis, la 

densité de peptides biotinylés immobilisés est caractérisée par révélation à la 

streptavidine fluorescente avant et après déprotection. De plus, la capacité de 

reconnaissance de l’anticorps anti-peptide vis à vis des peptides immobilisés est 

testée avant et après déprotection. Plusieurs paramètres de déprotection ont été 

testés et comparés, comme la durée de la déprotection et l’influence de la densité de 

peptides greffés sur la surface.  

II.3.2.1. Influence du temps de déprotection sur la stabilité 

des surfaces 

 Les groupements protecteurs acido-labiles Trt, Pmc et Otbu des chaînes 

latérales des résidus glutamine, arginine et glutamate sont classiquement clivés dans 

une solution de TFA 95% / triisopropyl silane 2,5 % / DCM 2,5 %. La durée de 

déprotection sur résine classique est de 1 à 3 h [166-168]. Le peptide modèle que 

nous avons utilisé est déprotégé sur résine, dans du TFA 95% en 1h 20 minutes 

(analyses par HPLC-MS, cf. Annexe 1).  

Notre peptide modèle est greffé sur lame aminée à 3 concentrations de dépôt            

(10-2, 10-3 et 10-4 M dans la NMP). Après lavage, les lames sont traitées au                  

TFA 95% / triisopropyl silane 2,5 % / DCM 2,5 % pour des durées de 1, 2 et 3h. Les 

densités relatives de peptides sont évaluées par révélation avec une solution de 

streptavidine marquée au Cy3 (figs.III.7 et III.8.A), avant et après déprotection. Pour 

l’analyse des données obtenues, nous faisons l’hypothèse que l’intensité de 

fluorescence est directement reliée à la densité de peptides biotinylés présents sur la 

surface.  
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Fig.III.7. Traitement au TFA et marquage indirect du peptide avec la streptavidine liée au Cy3. 

 

L’image de fluorescence obtenue avant et après le traitement au TFA est présentée 

dans la figure III.8.A. 

Les valeurs des intensités de fluorescence moyenne en fonction du temps de 

déprotection sont présentées dans la figure III.8.B. Chaque point du graphe 

correspond à plus de 9 répétitions (les expériences sont effectuées sur 3 puces avec 

un triplicata de plots/par puce). La répétabilité et la reproductibilité des tests est 

étudiée en calculant les coefficients de variation (CV) intra- et inter-essais,  pour 

quantifier, respectivement,  la variabilité entre les réplicats au cours d’une même 

série d’analyse, ou au cours des différentes séries d’expériences. Les CV moyen 

intra et inter-essais obtenus sont de 7,4 + 2,1% et 11% + 10%. , ce qui nous permet 

de conclure que les différents tests effectués sont répétables et ont une bonne 

reproductibilité.  
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Fig.III.8. A) Plan de dépôt des solutions sur les lames aminées et image de fluorescence obtenue 
après l’incubation des plots de peptide biotinylé et du solvant avec la SAv-Cy3. 
B) Test de la stabilité de la surface avant et après le traitement du peptide au TFA. Révélation avec la 
SAv-Cy3. 

 

L’adsorption non spécifique de streptavidine-Cy3 (courbe « solvant seul ») sur le 

support bloqué à la BSA entraîne l’apparition d’une fluorescence résiduelle (bruit de 

fond) de l’ordre de 106 unités arbitraires de fluorescence. De plus, cette valeur est 

constante et indépendante de la durée de déprotection. 

Par ailleurs, l’intensité de fluorescence des plots de peptides immobilisés augmente 

avec la concentration du peptide dans la solution déposée. Après 1h de déprotection 
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les intensités de fluorescences obtenues sont supérieures en moyenne d’un facteur 

25 à celles observées avant déprotection. Notons que le même lot de streptavidine-

Cy3 a été utilisé pour l’ensemble des points de mesure et que la décongélation des 

aliquots de streptavidine-Cy3 a été totale avant préparation des solutions de travail, 

ce qui exclut des différences de concentration liées à une décongélation incomplète 

des solutions. Quatre hypothèses peuvent alors expliquer ce résultat :  

1) La Cy3, comme tout fluorophore, est susceptible de voir son rendement quantique 

modifié par son environnement physicochimique (et notamment par l’interaction avec 

la surface du support solide). Toutefois les streptavidines sont marquées de manière 

aléatoire, et les Cy3 sont donc réparties aussi bien vers la surface que vers la 

solution.  

2) L’intensité de fluorescence est reliée directement à la densité surfacique de 

streptavidine-Cy3. 

 3) L’augmentation de fluorescence suite à la déprotection pourrait être expliquée par 

la nature hydrophobe des peptides avant déprotection. En effet, les peptides 

protégés sont fortement hydrophobes, leur coefficient de partage octanol/eau 

théorique (LogP) est d’environ 8 (calcul effectué avec le logiciel Hyperchem 7.5). En 

présence d’une solution aqueuse et saline de streptavidine, les peptides sont sans 

doute plaqués à la surface de la couche de silane, dont le caractère est également  

hydrophobe (angle de contact avec l’eau de 80°+10 juste après fabrication). Dans 

ces conditions, la biotine est moins accessible aux molécules de streptavidine qu’en 

milieu liquide et l’interaction streptavidine/biotine est sans doute défavorisée, sachant 

que les sites de reconnaissance de la streptavidine pour la biotine sont peu exposés 

à la surface de la protéine (fig.III.9) [169].  
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Fig.III.9. Représentation schématique de la streptavidine occcupée par 4 molécules de biotine au 
niveau de ses sites de reconnaissance (indiqués par les 4 flèches) [170]. 
 

4) La BSA, protéine utilisée pour le blocage des lames avant révélation à la 

streptavidine, est connue pour présenter une forte affinité pour des structures 

hydrophobes. Le dépôt de BSA sur la surface en milieu aqueux pourrait amener la 

formation d’interactions hydrophobes entre les zones hydrophobes de la BSA, d’une 

part, la surface de silane et/ou les peptides d’autre part. La BSA serait ensuite 

difficile à déplacer par les molécules de streptavidine en milieu aqueux, ce qui 

diminuerait l’accessibilité de la biotine terminale à chaque streptavidine. 

Après déprotection, les peptides deviennent fortement hydrophiles (logP théorique 

calculé = -6,6). En milieu aqueux, le peptide interagit préférentiellement avec l’eau 

plutôt qu’avec la surface hydrophobe, ce qui le rend plus accessible aux molécules 

de streptavidine, favorise la formation de complexe streptavidine/biotine et 

augmenterait ainsi le signal de fluorescence par rapport aux peptides protégés 

immobilisés.  

 

Pour les 3 concentrations de solution de peptide testées, le signal de fluorescence 

mesuré sur les plots de peptide reste stable après 1 à 3 h de réaction. Le signal de 

fluorescence des spots de peptides est de 60 à 500 fois plus fort que le témoin 

« solvant seul » pour une même durée de déprotection. Ces résultats semblent 

indiquer d’une part que la surface reste stable vis-à-vis du traitement de déprotection 

dans une solution de TFA 95%, et ce jusqu’à 3h de traitement à température 

ambiante, et d’autre part que les peptides ne sont pas clivés de la surface. 
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II.3.3. Conservation de l’activité biologique du peptide après 

la déprotection 

 Afin de déterminer le temps optimal de déprotection du peptide, nous avons 

étudié son interaction biologique avec l’anticorps polyclonal anti-histone H3, avant et 

après le traitement acide.     

L’activité biologique du peptide déprotégé et clivé au TFA sur résine a déjà été 

vérifiée en ELISA, en testant son interaction avec l’anticorps polyclonal anti-histone 

H3 (cf. paragraphe II.2). Il s’agit maintenant de vérifier que le peptide, immobilisé sur 

support de verre fonctionnalisé et déprotégé au TFA, conserve son activité 

biologique. Pour cela, la reconnaissance biologique de l’anticorps anti-histone H3 

(dilué au 1:104) vis-à-vis du peptide immobilisé est étudiée avant et après le 

traitement au TFA 95%, pendant 1 à 3 h de réaction. L’interaction peptide/anticorps 

anti-peptide est révélée avec un anticorps secondaire anti-IgG de lapin marqué au 

Cy3 (fig.III.10). Les résultats sont présentés dans la figure III.11. 

 

 
Fig.III.10.  Test de l’interaction biologique entre l’anticorps polyclonal anti-histone H3 et le peptide 
immobilisé sur support aminé. Révélation avec l’anticorps secondaire lié au Cy3. 
 

Les coefficients de variation moyen intra- et inter-essai sont respectivement de            

10 + 2% et de 16 + 10%, ce qui est légèrement supérieur à ceux obtenus pour la 

stabilité des surfaces. En fait, le nombre d’étapes, pour les tests de reconnaissance 

biologique, est plus important (dépôts de peptide/anticorps primaire/anticorps 

secondaire) ce qui peut augmenter la variabilité des résultats.   

 



CHAPITRE III    PUCES A PEPTIDES 

 148 

 

   
Fig.III.11. Test de l’interaction biologique entre l’anticorps primaire anti-histone H3 et le peptide sur 
support avant et après le traitement au TFA. Le peptide a été immobilisé à une concentration de 10

-2
M 

Révélation avec l’anticorps secondaire marqué au Cy3. 
 

Avant le traitement au TFA, un bruit de fond d’environ 106 unités arbitraires de 

fluorescence est observé sur les plots du peptide et les plots témoins (dépôt de 

solvant seul) incubés avec les anticorps.   

Après une heure de déprotection, l’intensité de fluorescence mesurée sur les plots 

de peptide immobilisé est de 4 à 5 fois plus forte que celle du bruit de fond. Sur les 

spots de solvant seul signal reste à hauteur de 106 u.a, ce qui indique une faible 

adsorption non spécifique des anticorps secondaires fluorescents et des autres 

espèces impliquées dans la réaction de révélation. Une diminution de la moyenne de 

fluorescence est observée pour une déprotection de 3 h. Toutefois, considérant 

l’écart-type des résultats obtenus, il est difficile d’affirmer que cette baisse est 

significative par rapport aux déprotections de 1 et 2 h. Par ailleurs, le graphe III.8 

indique qu’une déprotection de 3h ne paraît pas diminuer significativement la densité 

de peptides biotinylés. Cette possible diminution de la reconnaissance 

peptide/anticorps pourrait cependant être attribuée à une dégradation partielle des 

amino-acides du peptide, suite au traitement de déprotection.  

Afin d’étudier l’influence de la densité du peptide greffé et déprotégé pendant 1 h au 

TFA 95% sur l’évaluation de son activité biologique avec l’anticorps primaire, 

l’interaction du peptide immobilisé à différentes concentrations 10-4, 2.10-3 et 10-2 M a 
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été testée avec l’anticorps primaire dilué au 1:104, et révélée avec un anticorps 

secondaire anti-IgG de lapin marqué au Cy3. Les résultats présentés dans la             

figure III.12 indiquent que l’intensité de fluorescence est plus forte pour le peptide 

immobilisé à 2.10-3 et 10-2 M qu’à 10-4 M. Les densités de greffage obtenues pour 

des concentrations d’immobilisation du peptide à 2.10-3 et 10-2 M permettent de 

mieux évaluer son activité biologique et son interaction avec l’anticorps primaire 

après le traitement de déprotection.  

 
Fig.III.12. Influence de la concentration d’immobilisation du peptide déprotégé (TFA 95%, 1h) sur son 
activité biologique avec l’anticorps primaire (dilué au 1:10

4
). Révélation avec l’anticorps secondaire lié 

au Cy3.  

 

Ces résultats indiquent d’abord que les peptides sont présents sur la surface après 

déprotection, ce qui confirment les résultats du paragraphe précédent. De plus, une 

heure de traitement au TFA semble être suffisant pour déprotéger les peptides 

immobilisés et permettre leur interaction de façon significative avec l’anticorps             

anti-histone H3, notamment pour des concentrations d’immobilisation du peptide 

supérieure à 10-2 M.  

Comme observé en ELISA (cf. paragraphe II.2), le peptide déprotégé présente une 

affinité pour l’anticorps anti-histone H3 significativement plus forte que le peptide 

protégé (signal de 3 à 4 fois plus important que pour le peptide protégé). Par ailleurs, 

la structure primaire du peptide semble être conservée car aucune dégradation 
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significative n’est observée après déprotection sur puce. Une analyse par HPLC-MS 

après clivage des peptides du support permettrait de vérifier leur structure primaire, 

ce qui n’a pu être entrepris dans ce travail de thèse. 

 

Afin d’étudier l’influence de la concentration en anticorps primaire sur l’évaluation du 

rendement de déprotection du peptide, nous avons testé l’interaction du peptide 

immobilisé à 10-2 M, et déprotégé pendant 1h, avec l’anticorps primaire                         

anti-histone H3 incubé à différentes concentrations (gamme de dilution de 10-8 à               

10-3). 

 
 Fig.III.13. Influence de la concentration de l’anticorps primaire sur l’évaluation de la déprotection du 
peptide. Révélation de l’interaction entre le peptide et l’anticorps avec l’anticorps secondaire lié au 
Cy3.  
 

D’après le graphe de la figure III.13, après la déprotection du peptide, l’intensité du 

signal de fluorescence augmente avec la concentration de l’anticorps primaire 

incubé. La limite de détection de l’anticorps anti-histone H3 est estimée à 2.10-5. Une 

dilution de l’anticorps à 10-4 est  donc suffisante pour tester l’activité biologique du 

peptide déprotégé.  

II.3.4. Conclusion 

 L’ensemble des résultats présentés ci-dessus met en évidence qu’il est 

possible de déprotéger de manière efficace, dans du TFA 95% pendant une heure, 
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des peptides protégés immobilisés sur verre silanisé. Ce traitement de déprotection 

ne dégrade pas les surfaces et ne semble pas diminuer la densité surfacique de 

peptides immobilisés, même pour des temps de déprotection de 3h. Une 

déprotection de 1h confère aux peptides une reconnaissance significative par les 

anticorps anti-histone H3, ce qui est cohérent avec les analyses ELISA réalisées.  

Ce protocole de déprotection étant validé avec un peptide immobilisé par voie ex 

situ, il nous a été possible de tester la même méthode de déprotection sur des 

peptides synthétisés directement sur support de verre silanisé. 

II.4. Synthèse peptidique in situ sur substrat de dioxyde de 

silicium aminé   

 Le peptide biotinylé 16-mers GGIQLARRIRGERAGG protégé sur ses chaînes 

latérales a été synthétisé par la chimie des Fmoc sur des substrats de dioxyde de 

silicium (22 x 22 mm) aminés. La synthèse est effectuée de l’extrémité C-terminale 

vers l’extrémité N-terminale du peptide. Le premier monomère d’acide aminé        

Fmoc-Gly-Opfp est fixé sur le support aminé par son groupement α-carboxyle, en 

présence de l’activateur HOBt (fig.III.14). La quantité d’acides aminés activés 

déposée sur le support est 10 fois en excès par rapport à la densité estimée des 

fonctions amines portées par la surface. Le nombre de moles de chaque monomère 

injecté sur le support de 4,84 cm² est estimé à 17 nmol. Après la déprotection de la 

fonction α-amine du résidu fixé, chaque monomère est couplé successivement à la 

chaîne peptidique en cours de synthèse. Les monomères sont ajoutés 10 fois en 

excès, en prenant en considération les pertes et le faible rendement des différentes 

étapes de déprotection des groupements Fmoc et de couplage, au cours de la 

synthèse.  

 
Fig.III.14. Principe de la synthèse peptidique effectuée sur le substrat de silicium aminé et 
déprotection finale du peptide.  
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Plusieurs étapes clés doivent être aussi prises en considération au cours de la 

synthèse peptidique in situ sur le support aminé : i) le couplage covalent du premier 

monomère fixé sur le support, ii) la déprotection de la fonction α-amine et le couplage 

de chaque monomère, iii) les réactions secondaires qui peuvent se produire au cours 

des différentes étapes de couplage et altérer la structure primaire du peptide en 

cours de synthèse, et iv) la déprotection finale de la sonde peptidique synthétisée. 

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés à plusieurs points clés: i) le 

couplage covalent du peptide protégé synthétisé sur la surface aminée, ii) l’étape 

finale de sa déprotection au TFA, en nous appuyant sur les résultats de la partie II.3, 

iii) la stabilité de la surface fonctionnalisée après les différentes étapes de synthèse 

et de déprotection acide, et iv) l’activité biologique du peptide synthétisé in situ, avant 

et après le traitement de déprotection. 

II.4.1. Caractérisation des analyses de fluorescence 

 Le scanner Axon utilisé dans l’équipe pour les analyses de fluorescence 

présente un certain nombre de limitations dont il a fallu tenir compte pour caractériser 

correctement le comportement des peptides synthétisés sur support plan. Ces 

limitations sont les suivantes : la nacelle de support des échantillons est conçue pour 

contenir une lame de microscope standard (76 x 26 mm) ; le scanner analyse la face 

inférieure de la lame dans la nacelle ; la tête de lecture passe à environ 1 mm de la 

surface de la lame ; le faisceau laser d’excitation de la fluorescence est focalisé sur 

un plan focal fixe et défini par 3 pointes en saphir, sur lesquelles est posée la lame 

de verre ; le scanner ne peut pas ajuster sa focale ; la nacelle ne peut pas contenir 

de manière stable un fragment de lame de microscope inférieur à 1/3 de lame.  

La synthèse de peptide a été effectuée sur un support de Si/SiO2 carré de 22 mm de 

côté. Ce type de support, couramment mis en oeuvre dans notre équipe, a été utilisé 

pour plusieurs raisons : i) sa dimension est adaptée à la taille du réacteur mis en 

place pour la synthèse peptidique (volume faible pour minimiser la consommation de 

réactifs) (cf. Annexe 2) ; ii) le support est facilement clivable pour former des 

fragments analysables selon différentes modalités ; iii) l’épaisseur de la silice 

thermique est de 90 nm, ce qui permet une exaltation de l’intensité du signal de 

fluorescence du Cy3. En effet, il a été démontré que le bruit de fond mesuré sur un 

substrat de Si/SiO2 est deux fois plus faible que celui obtenu sur un support de verre 

[171].  En plus, contrairement au verre, l’autofluorescence des substrats de dioxyde 
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de silicium est négligeable et le signal du bruit de fond n’est dû qu’aux adsorptions 

non spécifiques des cibles sur le support. La diminution du bruit de fond résulte 

permet donc une amélioration significative (~ facteur 10) de l’intensité du signal 

biologique mesuré par rapport au bruit; iv) le support peut être fixé de manière simple 

par capillarité sur une lame de verre, son épaisseur est inférieure à 1 mm et il peut 

donc être analysé par le scanner Axon. 

Le fait que le scanner ne soit pas auto-focus entraîne une limitation importante : un 

spot fluorescent éloigné du plan focal présente un signal de fluorescence plus faible 

qu’un spot similaire de même densité surfacique de fluorophores, situé dans le plan 

focal. En effet, la densité de photons du faisceau d’excitation est maximale dans le 

plan focal, et décroît avec la distance au plan focal. Le substrat Si/SiO2 est posé sur 

la lame de verre et maintenu par capillarité. Sa surface se trouve donc déportée hors 

du plan focal. Le signal de fluorescence mesuré est donc plus faible qu’un spot 

similaire sur une lame de verre (fig.III.15).  

 
Fig.III.15.  Description de la focalisation du faisceau laser sur la surface des supports (lame de verre 
et Si/SiO2) analysés avec le scanner Axon. 
 

Plusieurs possibilités ont été envisagées pour permettre d’améliorer les analyses de 

fluorescence des supports Si/SiO2 avec le scanner Axon :  

i) fabriquer une lame de verre gravée chimiquement permettant de fixer la surface 

des supports Si/SiO2 sur le plan focal ; faute de masque de lithographie adapté aux 

dimensions adéquates, cette solution n’a pas pu être mise oeuvre pour nos analyses. 

Elle sera utilisée dans la suite de nos travaux.     

ii) employer un autre type de lecteur de fluorescence, moins sensible à la profondeur 

de champ. En l’occurrence l’équipe dispose maintenant d’un imageur de 

fluorescence par caméra CCD (Charge-Coupled Device) adapté; dans la suite de 
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nos travaux nous pourrons analyser nos supports sur ce dispositif et comparer les 

résultats obtenus par synthèse peptidique in situ à ceux obtenus sur des peptides 

immobilisés par voie ex situ sur des supports analysés avec le même dispositif. 

iii) comparer expérimentalement les fluorescences de plots déposés sur lame de 

verre et sur Si/SiO2 fixé sur verre ; cette troisième solution a été mise en place pour 

pouvoir comparer les lames de verre ex situ (immobilisation de peptide) et les 

supports Si/SiO2 en tenant compte de leurs différences de comportement optique.  

 

Pour comparer les intensités de fluorescence de plots sur les deux supports, 

différentes dilutions (10-6 à 10-3) d’une solution de streptavidine-Cy3 (1mg/mL) sont 

préparées et des plots de 1 µL de chaque solution sont déposés à la surface des 

supports de verre et de Si/SiO2 (fig.III.16). L’analyse de fluorescence est ensuite 

effectuée sur le scanner Axon (PMT 500). Le support Si/SiO2 est fixé par capillarité 

sur la lame de verre et analysé sur le scanner. 

 
Fig.III.16.  Plan de dépôt des solutions de straptavidine-Cy3 sur la lame de verre et sur le support 
Si/SiO2 fixé sur la lame. 
 

Pour chaque concentration testée, l’intensité de fluorescence des plots déposés sur 

lame de verre et sur support Si/SiO2 est mesurée. La figure III.16 présente cette 

intensité de fluorescence sur support Si/SiO2 en fonction de celle obtenue sur lame 

de verre. Une bonne corrélation (r = 0,9902) est observée entre les résultats obtenus 

sur les deux types de supports. De plus, l’intensité de fluorescence augmente avec la 

concentration de dépôt de la SAv-Cy3 sur les surfaces.  Une fonction de transfert 

expérimentale moyenne (y = 8,9357x + 5.106) est obtenue à partir de la droite de 

corrélation des résultats sur support Si/SiO2 et sur verre (fig.III.17). Afin de comparer 

les résultats de la synthèse peptidique in situ sur supports Si/SiO2 aminés et ceux de 
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l’immobilisation de peptide par voie ex situ sur lames de verre aminées, nous devons 

donc prendre en considération la différence de comportement optique entre ces 

supports.  

y = 8,9357x + 5E+06
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Fig.III.17.  Droite de corrélation entre les intensités de fluorescence obtenue sur le support Si/SiO2 et 
la lame de verre pour les plots de SAv-Cy3 déposés à concentration croissante (10

-5
 à 10

-2
 mg/mL) 

sur les surfaces.  
 

II.4.2. Validation du couplage covalent du peptide synthétisé 

 Les chaînes latérales des monomères d’acides aminés couplés, ainsi que leur 

fonction α-amine étant protégées, le couplage covalent s’effectue entre la fonction          

α-carboxyle des esters d’acides aminés activés et le groupement amine primaire 

porté par la surface fonctionnalisée du substrat de dioxyde de silicium. A la fin de la 

synthèse peptidique, la densité de peptides biotinylés greffés est évaluée par 

marquage indirect du peptide avec la SAv-Cy3 (fig.III.18.A ; substrat A1), comme 

dans le cas peptide immobilisé par voie ex situ.  

Les adsorptions non spécifiques de la SAv-Cy3 sont testées après incubation de la 

SAv-Cy3 sur le support aminé (fig.III.18.A ; substrat B3), ayant subi un cycle de 

synthèse peptidique en présence du solvant organique seul, sans acides aminés en 

solution. 

Les résultats obtenus après le dépôt de la SAv-Cy3 sont présentés dans la figure 

III.18.B. 
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Fig.III.18. Evaluation de la synthèse in situ du peptide biotinylé. 
A) Substrats de dioxyde de silicium aminés. A1 : substrat sur lequel est effectuée la synthèse in situ 
du peptide biotinylé ; B3 : substrat témoin de l’adsorption non spécifique de la SAv-Cy3 sur la surface. 
Les images de fluorescence sont obtenues après incubation avec la SAv-Cy3.  
B) Marquage indirect à la SAv-Cy3 du peptide biotinylé synthétisé sur le support aminé. 
 

L’intensité moyenne du signal mesurée sur les plots du substrat A1 est trois fois plus 

élevée que celle des plots du substrat B3 (solvant seul). Ce résultat met en évidence 

une faible adsorption non spécifique de la SAv-Cy3 sur la surface. Par ailleurs, les 

signaux de fluorescence observés sur les plots du substrat A1 incubés avec la               

SAv-Cy3, plots sur lequel a été effectuée la synthèse in situ, indiquent que le peptide 

est présent sur la surface, mais ne nous renseignent pas sur la structure primaire et 
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l’activité biologique du peptide synthétisé. Pour vérifier si le peptide protégé 

synthétisé in situ est biologiquement actif après sa déprotection, comme c’était le cas 

pour le peptide immobilisé par voie ex situ, nous avons testé son interaction 

biologique avec l’anticorps polyclonal anti-histone H3. Le protocole de déprotection 

acide au TFA 95%, pendant 1h, a donc été appliqué au peptide synthétisé 

directement sur le support.  

La stabilité de la surface des substrats aminés, a également été testée après le 

traitement de déprotection au TFA. Cette surface a également subi les différents 

traitements effectués au cours des 17 cycles de synthèse peptidique (16 mers + 

biotine), et les cycles de déprotection sous conditions basiques (20% 

pipéridine/DMF) des groupements Fmoc de chaque acide aminé couplé.  

II.4.3. Déprotection du peptide synthétisé in situ  

II.4.3.1. Evaluation de la stabilité de la surface aminée après 

le traitement de déprotection et la synthèse peptidique 

 Les substrats A2 et B4 (11 x 22 mm) de la figure III.18.A, ont été traités au 

TFA et incubés avec la solution de SAv-Cy3. Les spots ont un diamètre d’environ          

2 mm, et l’expérience a été réalisée en triplicata. 

Les images de fluorescence sont présentées dans la figure III.19.A. Après traitement 

au TFA, le signal de fluorescence observé sur les plots du substrat A2 (plots 

« peptide in situ ») est supérieur d’environ 3 fois à ceux observés sur le substrat B4 

(plots « solvant seul »). Ce résultat indique qu’après le traitement de déprotection, 

l’adsorption non spécifique de la SAv-Cy3 reste faible et du même ordre de grandeur 

qu’avant traitement. Les intensités de fluorescence mesurées sont présentées dans 

la figure III.19.B. Il apparaît que les intensités de fluorescence obtenues sur les plots 

des substrats (peptide ou solvant seul) traités au TFA (A2, B4), sont comparables à 

celles obtenues sur les substrats non traités (A1, B3), respectivement. Nous pouvons 

donc en conclure que le traitement de déprotection au TFA 95%, pendant 1h, n’altère 

pas la densité surfacique de peptide synthétisé in situ. 
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 Fig.III.19. A) Substrats de dioxyde de silicium aminés. Les images de fluorescence sont obtenues 
après l’incubation avec la SAv-Cy3, avant et après le traitement au TFA 95%, pendant 1h. 
B) Test de la stabilité de la surface avant et après le traitement au TFA du peptide synthétisé. 
Révélation avec la SAv-Cy3. 

II.4.3.2. Caractérisation de l’activité biologique du peptide 

synthétisé 

 Pour vérifier si la sonde peptidique synthétisée in situ présente une activité 

biologique comparable à la même sonde immobilisée par voie ex situ, nous avons 
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testé l’interaction biologique du peptide synthétisée in situ avec l’anticorps polyclonal 

anti-histone H3, avant et après le traitement au TFA 95%, pendant 1h. 

L’anticorps anti-histone H3, dilué à 10-4 et à 10-3, est déposé en triplicata sur les 4 

substrats. Des plots témoins de l’adsorption non spécifique de l’anticorps secondaire 

(tampon de dilution de l’anticorps primaire) sont également réalisés (fig.III.20). 

L’interaction peptide/anticorps anti-peptide est révélée avec un anticorps secondaire 

anti-IgG de lapin marqué au Cy3. Les images obtenues après l’analyse de 

fluorescence sont présentées sur la figure III.20. Aucune fluorescence n’a pu être 

détectée et mesurée sur ces plots, avant comme après déprotection. Différentes 

hypothèses peuvent être émises pour expliquer ce résultat : 

i) soit le peptide a correctement été synthétisé sur la surface mais sa densité 

surfacique n’est pas suffisante pour être détectée par l’anticorps primaire dans les 

conditions testées ; 

ii) soit le peptide n’a pas été correctement synthétisé, et il ne peut donc pas être 

reconnu par l’anticorps primaire spécifique anti-histone H3.   

Ceci pourrait être vérifié par des analyses HPLC-MS des peptides. Pour cela il 

faudrait utiliser par exemple un photolinker en début de synthèse peptidique, afin de 

pouvoir cliver les peptides du support, par simple illumination, et permettre leur 

caractérisation. 

 
Fig.III.20.  Substrats Si/SiO2 aminés : plan de dépôts des anticorps polyclonaux et image de 
fluorescence (gain du PMT 500) obtenues  avant et après le traitement au TFA 95%, pendant 1h.                     
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III. Conclusion et perspectives 

 L’ensemble des travaux présenté ci-dessus constitue un étude préliminaire au 

développement de puces à peptide haute densité, élaborer par synthèse in situ, pour 

le criblage. Les résultats obtenus avec les sondes peptidiques immobilisées par voie 

ex situ sur lames de verre aminées ont, d’une part permis d’établir les conditions de 

déprotection des peptides garantissant le maintien de leur activité biologique, et 

d’autre part mis en évidence la stabilité des surfaces vis-à-vis du traitement acide de 

déprotection. Cependant, les résultats obtenus avec les sondes synthétisées in situ 

sur le support Si/SiO2 aminé, ne sont pas ceux qui étaient attendus. En effet, aucune 

activité biologique du peptide synthétisé in situ n’a pu être révélée. 

Nous avons donc comparé le comportement des sondes peptidiques obtenues par 

ces deux types de technique, avant et après déprotection. La figure III.21 présente 

les résultats obtenus sur les supports Si/SiO2 (synthèse in situ) et sur les lames de 

verre (immobilisation de peptide ex situ) en tenant compte de la différence optique 

entre les deux supports (cf. paragraphe II.4.1). Nous remarquons que, avant 

déprotection, le signal de fluorescence obtenu avec le peptide synthétisé in situ 

correspond à une concentration comprise entre 10-4 et 2.10-3 M pour le peptide 

immobilisé par voie ex situ. Toutefois, après déprotection, le signal de fluorescence 

du peptide synthétisé in situ reste stable, alors que celui des peptides immobilisés 

par voie ex situ augmente. Ce comportement peut être expliqué par une modification 

du caractère hydrophobe/hydrophile du peptide suite au traitement de déprotection 

(cf. paragraphe II.3.2.1). Ainsi, si l’on considère que la densité surfacique « réelle » 

du peptide immobilisé par voie ex situ est obtenue après déprotection, la densité 

surfacique du peptide synthétisé in situ correspondante est alors inférieure à 10-4 M. 

Dans ce cas, l’activité biologique de reconnaissance du peptide déprotégé par les 

anticorps anti-H3, ne peut être révélée dans les conditions expérimentales utilisées 

(cf. fig.III.12).          
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Fig.III.20. Comparaison entre le peptide biotinylé synthétisé in situ sur supports Si/SiO2 aminé et le 
peptide immobilisé par voie ex situ sur lames de verre aminées. Révélation avec la SA-Cy3 avant et 
après la déprotection. (L’intensité de fluorescence obtenue sur les supports Si/SiO2 est calculée avec 
la fonction de transfert expérimentale moyenne : y = 8,9357x + 5E+06). Les valeurs présentées sont 
calculées après la soustraction de l’intensité de fluorescence des plots du solvant seul).  
 

De plus, au cours de la synthèse in situ, chaque monomère d’acide aminé ainsi que 

la biotine sont ajoutés, sur la surface aminé, dans un rapport 10 :1 (17 nmol /              

4,84 cm² ou 3,5 nmol/cm²) par rapport à la densité de groupements fonctionnels 

portés par la surface. Il est donc possible que ce rapport soit insuffisant compte tenu 

des faibles rendements de couplage obtenu à chaque étape de la synthèse in situ. 

Une étude permettant d’établir les conditions optimales de synthèse sur puce d’un 

peptide de 16 mers est donc indispensable. 

Il apparaît aussi nécessaire de pouvoir caractériser le peptide synthétisé in situ, d’un 

point du vue quantitatif mais aussi qualitatif pour ce qui est de sa séquence en 

acides aminés. Ceci pourrait être réalisé par HPLC-MS, en utilisant un bras espaceur 

tel qu’un photolinker entre le peptide et la surface, ce qui permettrait de cliver le 

peptide de la surface après sa déprotection (peptide immobilisé par voie « ex situ ») 

ou après sa synthèse et sa déprotection finale (peptide synthétisé « in situ »). 

Enfin, nous pouvons conclure que les surfaces Si/SiO2 et les surfaces de verre 

aminées sont stables vis-à-vis des différents traitements effectués au cours de la 

synthèse peptidique (supports Si/SiO2 aminés) et après la déprotection finale du 

peptidre sur les deux supports. 
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CCCCHAPITREHAPITREHAPITREHAPITRE    IIIIVVVV    : P: P: P: PUCES AUCES AUCES AUCES A P P P PROTEINESROTEINESROTEINESROTEINES    

 

I. Introduction 

 Après avoir étudié le comportement de nos supports fonctionnalisés avec le 

peptide épitope H3 vis-à-vis de la reconnaissance par un anticorps spécifique anti-

histone H3, donc en milieu biologique simple, nous nous sommes intéressés aux 

performances de nos lames de verre fonctionnalisées avec les protéines histones  

pour la détection d’anticorps anti-histones dans le sérum, donc en milieu biologique 

complexe. Les deux chimies de surface différentes ont été testées : i) les surfaces 

fonctionnalisées avec des esters activés et ii) les surfaces fonctionnalisées avec un 

copolymère, l’anhydride maléique méthyl vinyl éther : P (AMMVE). 

II. Résultats et discussion 

II.1. Immunoessais sur anticorps commercial 

II.1.2. Technique ELISA 

II.1.2.1. Spécificité de l’anticorps primaire pour l’histone H3 

 La spécificité de l’anticorps polyclonal                    

anti-histone H3 commercial pour l’histone H3 a été 

testée en comparant la reconnaissance biologique de 

l’anticorps vis-à-vis de chacune des deux protéines 

histones H1 et H3.  

Chacune des protéines a été immobilisée au fond des 

puits de la microplaque par adsorption physique. Une 

gamme de dilution (entre 10-5 et  10-2) de l’anticorps 

polyclonal IgG de lapin anti-histone a été ajoutée. Les 

complexes protéine-anticorps formés ont été révélés après l’addition de l’anticorps 

secondaire anti-IgG de lapin lié à la HRP et du substrat de la peroxydase (fig.IV.1). 

Les valeurs de l’absorbance en fonction de la dilution de l’anticorps primaire sont 

représentées dans la figure IV.2. Les résultats correspondent à la moyenne de trois 

expériences ou chaque condition est testée en triplicata. 

Fig.IV.1. Technique 
ELISA indirecte. 



CHAPITRE IV   PUCES A PROTEINES 

 166 

 

 

 
Fig.IV.2. Technique ELISA indirecte : test de la spécificité de l’anticorps anti-histone H3 pour l’histone 
H3, comparaison avec l’histone H1. Révélation avec l’anticorps secondaire lié à la HRP. 

 

Le taux de reconnaissance de l’histone H3 par l’anticorps anti-histone H3 augmente 

avec la concentration en anticorps jusqu’à atteindre un plateau de saturation à partir 

d’une dilution en anticorps de 10-3. Au contraire, l’histone H1 n’est pas reconnue par 

l’anticorps anti-histone H3 ce qui confirme la spécificité de la reconnaissance 

biologique de l’anticorps anti-histone H3. De plus, les très faibles absorbances 

mesurées (de l’ordre de 0,01) dans les puits témoins (tampon de dilution) indiquent 

des adsorptions non spécifiques des anticorps sur la surface des puits négligeables. 

Le CV moyen intra-essai calculé pour les différents tests est de 7,3 + 0,6 % et le CV 

moyen inter-essai est de 11 + 2 %. Ces valeurs de CV correspondent à des valeurs 

acceptables selon nos critères déjà définis. La répétabilité des résultats étant jugée 

acceptable, nous avons estimé le seuil inférieur de détection, la sensibilité et la 

gamme dynamique de cette technique.  

II.1.2.1. Limite inférieure de détection 

 Pour déterminer la limite de détection de l’anticorps anti-histone H3, une 

gamme de dilution de l’anticorps inférieure comprise entre 10-8 et 10-4 a été testée 

avec la protéine histone H3. La protéine a été immobilisée à 5 et 10 µg/mL afin 

d’évaluer l’effet de la concentration d’immobilisation de l’histone sur la détermination 
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de la limite inférieure de détection. La valeur seuil à partir de laquelle nous avons 

considéré que l’anticorps primaire est encore détecté, a été calculée à partir de la 

moyenne des absorbances mesurées dans les puits témoins (« tampon de 

dilution »). Cette valeur est de 0,020. Les résultats obtenus sont présentés dans la 

figure IV.3.  
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Fig.IV.3. Détermination du seuil inférieur de détection par ELISA de l’anticorps anti-histone H3 incubé 
avec la protéine histone H3. Révélation avec l’anticorps secondaire lié à la HRP. 
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D’après le graphe, nous constatons que pour des dilutions en anticorps inférieures à 

10-6, les valeurs des absorbances mesurées dans les puits recouverts avec la 

protéine histone H3 sont proches de celles des puits témoins (de l’ordre de 0,01), 

quelle que soit la concentration de la protéine. A partir d’une dilution de 10-6 en 

anticorps anti-histone H3, les valeurs des absorbances obtenues avec la protéine 

immobilisée à 10 µg/mL sont légèrement supérieures à celles obtenues avec                    

5 µg/mL. 

Pour une concentration de 5 µg/mL, la limite inférieure de détection est atteinte pour 

des dilutions en anticorps comprises entre 10-6 et 2.10-6. Pour une concentration de 

10 µg/mL, la limite de détection correspond à une dilution de 10-6. Ce seuil est 

légèrement inférieur à celui atteint avec une concentration de 5 µg/mL.  

La gamme dynamique correspondante, pour les deux concentrations de protéine             

(5 et 10 µg/mL) testées, est de 50, et les sensibilités des tests effectués sont 

respectivement de 0,40 et 0,36.  

La technique ELISA permet donc d’atteindre un seuil inférieur de détection 

d’anticorps correspondant à une dilution de 10-6, pour une concentration 

d’immobilisation de la protéine à 10 µg/mL et pour une gamme dynamique de 50. 

 

Cependant, cette technique présente certaines limitations liées : 

i) au mode d’adsorption des protéines immobilisées. En effet, les protéines histones 

sont fixées de façon aléatoire par adsorption physique sur le support en polystyrène. 

L’épitope de l‘histone H3 reconnu par l’anticorps anti-histone H3 se situe du côté              

C-terminal de la protéine. Ainsi, les protéines histone H3 adsorbées sur la surface 

par leur côté C-ter, auront l’épitope masqué et donc inaccessible à l’anticorps. Une 

fraction des sondes immobilisées se trouve dans cette configuration et sont donc  

incapables de reconnaître les cibles. Ce phénomène peut alors avoir une influence 

sur la sensibilité de détection de la technique ELISA, ainsi que sur le seuil inférieur 

de détection.  

 ii) à la consommation de quantités importantes d’échantillon biologique à analyser 

(100µL d’une solution d’anticorps /puits). 

 

Afin de dépasser les limitations des tests ELISA classiques, nous avons développé 

des immunoessais miniaturisés sur des lames de verre fonctionnalisées 
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chimiquement, en utilisant le même système biologique que précédemment, soit  

protéine histone H3/anticorps anti-histone H3. 

Les deux chimies de surface testées sur les lames de verre silanisées (surfaces NHS 

esters et surfaces P(AMMVE)) ont été choisies de façon à permettre d’immobiliser 

les protéines par liaison covalente stable via leurs fonctions amines primaires (côté 

N-terminal, et fonctions amines des chaînes latérales des résidus lysines).   

II.1.3. Immunoessais sur lames de verre silanisées 

II.1.3.1. Lames NHS ester  

 D’après la séquence en acides aminés de l’histone H3 (fig.IV.9), la protéine 

contient 11 résidus lysine et 15 résidus arginine [21].  

 

 
Fig.IV.4. Séquence en acides aminés de la protéins histone du thymus de veau H3. Les résidus en 
gras correspondent à l’épitope de l’anticorps polyclonal anti-histone H3 de lapin. Les résidus lysine et 
arginine sont soulignés.  

 

L’épitope de l’histone H3 (IQLARRI RGERA) reconnu par l’anticorps anti-histone H3 

et situé du côté C-terminal de la protéine, contient quatre résidus arginine, mais la 

fonction amine primaire de la lysine est plus réactive que celle de l’arginine. Parmi 

les 11 résidus lysines de la protéine, deux sont proches de l’épitope, et les 9 autres 

sont situés plutôt du côté N-terminal. Sur cette partie de la protéine, deux résidus 

lysines successifs sont présents. Tous ces résidus sont autant de points 

d’immobilisation covalente possible de la protéine à la surface.  

 

 Les lames de verre silanisées porteuses de terminaisons COOH ont été 

activées en esters réactifs par l’action du NHS. Dans ces conditions les protéines 

peuvent être immobilisées par la formation d’une liaison amide covalente stable entre 

les groupements nucléophiles amines primaires et les fonctions NHS esters activés 

portées par la surface [163] (fig.IV.5).  
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Fig. IV.5. Immobilisation covalente de protéines sur lames de verre NHS ester. 

 

Dans nos conditions réactionnelles l’immobilisation covalente de la protéine sur la 

surface est effectuée en milieu aqueux. L’eau peut donc également réagir avec les 

groupements esters et provoquer leur hydrolyse, en formant des groupements acide 

carboxyliques ou des ions carboxylates non réactifs (fig.IV.6). 

 

 
Fig.IV.6. Réaction d’hydrolyse des fonctions esters. 

 

L’immobilisation covalente des protéines est donc le résultat de la compétition entre 

la réaction des fonctions amines des protéines et celle des molécules d’eau avec la 

surface ester activé. La concentration d’immobilisation de la protéine est alors un 

paramètre très important. Ainsi la densité de greffage des protéines sur la surface 

doit être suffisante pour favoriser leur immobilisation par couplage covalente. 

 

Dans un premier temps, nous avons étudié l’efficacité du couplage covalent de la 

protéine histone H3 par rapport à l’adsorption non spécifique. Pour ce faire, deux 

concentrations d’immobilisation de la protéine (500 µg/mL et 1 mg/mL) ont été 
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testées sur des lames de verre fonctionnalisées avec des groupements acides non 

activés et sur des lames NHS esters activés. Puis une gamme de dilution en 

anticorps polyclonal anti-histone H3 (10-6 à 10-4) a été utilisée pour valider la 

reconnaissance biologique.  

L’étude de la répétabilité intra- et inter-essais sur les lames NHS esters indique des 

CV moyens de 9,7 + 0,9% et 12 + 1%, respectivement. Les intensités de 

fluorescence mesurées sur les lames NHS esters et sur les lames acides non 

activées (courbes en pointillé) sont présentées en fonction des dilutions de l’anticorps 

primaire sur la   figure IV.7. 
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Fig.IV.7. Evaluation du couplage covalent sur les lames activées par rapport à l’adsorption non 
spécifique sur les lames non activées : Immobilisation de la protéine histone H3 à 0,5 et 1 mg/mL  et 
incubation avec l’anticorps primaire anti-histone H3. Révélation avec l’anticorps secondaire lié au Cy3. 

 

Il apparaît que les intensités de fluorescence obtenues sur les lames esters activés 

sont significativement supérieures à celles obtenues sur lames non activées, à partir 

d’une dilution en anticorps anti-histone H3 de 2.10-6. De plus, l’adsorption non 

spécifique d’anticorps (points « tampon de dilution ») sur les 2 types de lames 

testées est identique quelle que soit la dilution de l’anticorps. Ces résultats mettent 
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en évidence d’une part l’efficacité de l’immobilisation covalente de la protéine histone 

H3 par rapport à une immobilisation par physisorption, et ce vis-à-vis de la 

reconnaissance antigène / anticorps. D’autre part, l’adsorption non spécifique de 

protéines histone H3 sur lame ester activé est négligeable par rapport à leur 

immobilisation par liaison covalente.  

Par ailleurs, les intensités de fluorescence obtenues pour les concentrations 

d’immobilisation de 0,5 ou 1 mg/mL sont comparables, que ce soit sur lame ester 

activé ou sur lame non activée. Ceci indique que la saturation des sites réactifs 

disponibles à la surface des lames de verre fonctionnalisées est atteinte pour une 

concentration d’immobilisation en protéine histone H3 de 0,5 mg/mL. 

 

L’ensemble des résultats présentés ci-dessus nous permet de conclure que les 

protéines histones s’immobilisent majoritairement de façon covalente via leurs 

groupements amine primaire, sur lames NHS esters.  

• Spécificité de l’anticorps primaire pour l’histone H3 

 L’interaction entre l’anticorps anti-histone H3 commercial et la protéine H3 

immobilisée sur lame ester activée a ensuite été comparée à celle avec la protéine 

H1 immobilisée sur la même surface. Trois concentrations d’immobilisation 

différentes (5, 50 et 500 µg/mL) ont été testées pour chacune des protéines histones 

H1 et H3. 1µL de chaque solution est déposé sur la surface sous forme de plots de 2 

mm de diamètre. Comme dans le cas de la technique ELISA classique, une gamme 

de dilution de l’anticorps anti-histone H3 comprise entre 10-5 à 10-2, a été testée. Les 

complexes histone-anticorps anti-histone H3 formés sont révélés après l’addition 

d’un anticorps secondaire anti-IgG de lapin lié au Cy3 (fig.IV.8). Les intensités de 

fluorescence moyenne en fonction de la dilution de l’anticorps anti-histone H3 sont 

présentées dans la figure IV.9. 
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Fig. IV.8. Protéine histone (H1 ou H3)  immobilisée sur lame de verre et incubée avec l’anticorps 
polyclonal anti-histone H3 et l’anticorps secondaire lié au Cy3.   

 

 
Fig.IV.9. Test de la spécificité de l’anticorps primaire polyclonal pour la protéine histone H3.  
Immobilisation covalente des protéines histones H1 et H3 sur lames NHS esters et test de leur 
interaction avec l’anticorps polyclonal anti-histone H3. Révélation avec l’anticorps secondaire lié au 
Cy3. 
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Ces résultats représentent la moyenne de quatre expériences dont chaque plot a été 

testé en duplicata. Il apparaît que les intensités de fluorescence augmentent avec la 

concentration d’immobilisation en histone H3 et avec la concentration en anticorps 

anti-histone H3. Au contraire, les intensités de fluorescence obtenues avec l’histone 

H1 sont très faibles (en moyenne de l’ordre de 9.105 u.a), quelle que soit sa 

concentration d’immobilisation, et proches du bruit de fond (plots « tampon de 

dilution ») où la moyenne des intensités de fluorescence est de l’ordre de 6.105 u.a.  

L’ensemble de ces résultats indique que la reconnaissance de la protéine histone H3 

par l’anticorps anti-histone H3 est effective dans les conditions d’immobilisation de la 

protéine H3 sur verre testées. La protéine H1 n’est, quant à elle, pas reconnue de 

manière significative. De plus, l’adsorption non spécifique des anticorps sur la 

surface est très faible, ce qui confirme les résultats précédents.  

• Limite inférieure de détection 

 La valeur seuil à partir de laquelle l’anticorps primaire anti-histone H3 a été 

détecté sur les lames NHS esters, correspond à une intensité de fluorescence de    

1,5.106. D’après la figure IV.9, pour les concentrations d’immobilisation de l’histone 

H3 de 5 et 50 µg/mL, les dilutions les plus fortes pour lesquelles l’anticorps primaire 

est détecté correspondent respectivement à 2.10-4 et 5.10-5. Pour une concentration 

de 500µg/mL en histone H3, l’anticorps primaire dilué à 10-5 peut encore être détecté, 

l’intensité de fluorescence étant presque cinq fois plus importante que celle du plot 

témoin (« tampon de dilution »).  

Afin de déterminer la limite inférieure de détection, une gamme de dilution de 

l’anticorps plus large, et comprise entre 10-8 et 10-4 a été testée avec l’histone H3. La 

protéine a été immobilisée à deux concentrations différentes 0,5 et 1 mg/mL.  
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Fig.IV.10. Détermination du seuil inférieur de détection sur lames NHS esters. Immobilisation de la 
protéine histone H3 à 0,5 et 1 mg/mL et incubation avec l’anticorps primaire anti-histone H3. 
Révélation avec l’antiecter corps secondaire lié au Cy3. 

 

D’après la figure IV.10 pour les deux concentrations de protéine testées, les 

intensités de fluorescence obtenues sont comparables quelle que soit la dilution de 

l’anticorps primaire. La limite inférieure de détection est atteinte pour des dilutions 

comprises entre 2.10-6 et 10-5, elle est estimée d’après le graphe à 3.10-6. La gamme 

dynamique de mesure est de 20, et la pente est de 0,40  

Les lames NHS esters présentent l’avantage de consommer 100 fois moins d’analyte 

qu’un test ELISA classique en plaque 96 puits. Toutefois l’ELISA présente une 

meilleure sensibilité dans la zone de linéarité, et un seuil inférieur de détection plus 

bas.  

Afin d’améliorer les performances analytiques de nos immunoessais miniaturisés sur 

puce, nous avons testé une autre stratégie de chimie de surface. Cette stratégie 

consiste à fonctionnaliser des lames de verre aminées avec un copolymère, 

l’anhydride maléique-alt-méthyl vinyl éther (AMMVE). 
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II.1.3.2. Lames AMMVE 

 Le P(AMMVE) (67 000 g/mol), un copolymère alterné d’anhydride maléique et 

de méthyl vinyl éther, possède des groupements anhydrides très réactifs vis-à-vis 

des fonctions amines primaires conduisant à la formation d’une liaison amide stable. 

Ce copolymère a déjà été utilisé pour l’immobilisation covalente de biomolécules 

(ex : peptides, protéines), car il est soluble sous forme hydrolysée, en milieux aqueux 

[172, 173]. Toutefois, les bioconjugués obtenus avaient été physisorbés au fond des 

puits de microplaque de titration et utilisées dans des tests ELISA.  

Notre approche a été différente car nous avons utilisé l’AMMVE pour fonctionnaliser 

chimiquement les lames de verre aminées. Le copolymère a donc été couplé aux 

fonctions amines des lames par liaison covalente avec ses fonctions anhydrides 

maléiques.  

L’anhydride réagit avec le groupement nucléophile NH2 pour former une liaison 

amide covalente ainsi qu’une fonction carboxyle ou ion carboxylate (fig.IV.11).  

 

 
Fig.IV.11. Fonctionnalisation chimique des lames aminées avec le copolymère AMMVE. 

 

Les protéines peuvent ensuite être immobilisées par leurs fonctions amines primaires 

sur la surface des lames ainsi fonctionnalisée, par réaction avec les fonctions 

anhydrides n’ayant pas réagis avec la surface (fig.IV.12).  
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Fig.IV.12. Immobilisation covalente de la protéine histone sur les lames de verre AMMVE. 

 

 

 Afin de mettre au point des tests immunologiques pour la détection d’anticorps 

anti-histones sur les lames AMMVE, deux paramètres principaux ont été optimisés: i) 

la concentration d’immobilisation du copolymère sur les lames aminées, et ii) la 

concentration d’immobilisation de la protéine histone sur les lames AMMVE. Trois 

concentrations différentes d’AMMVE (1, 3 et 5 mg/mL) solubilisé dans du DMSO 

anhydre, ont été testées. La protéine histone H3 a ensuite été immobilisée sur les 

lames AMMVE, à deux concentrations différentes (0,5 et 1 mg/mL) dans du PBS, 

puis incubée avec différentes dilutions de l’anticorps anti-histone H3 (10-8 et 10-4). 

Les complexes protéine-anticorps formés ont été révélés avec l’anticorps secondaire 

lié au Cy3 (fig.IV.13). 
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Fig.IV.13.  Incubation de la protéine histone immobilisée sur lames AMMVE avec les anticorps 
primaire et secondaire lié au Cy3.  
 

Les intensités de fluorescence moyenne obtenues en fonction de la dilution de 

l’anticorps primaire polyclonal sont présentés sur la figure IV.14.  
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Fig.IV.14. Détermination du seuil inférieur de détection sur lames AMMVE.  Immobilisation covalente 
de la protéine histone H3 à 0,5 et 1 mg/mL sur lames AMMVE. Incubation avec différentes dilutions de 
l’anticorps primaire polyclonal. Révélation avec l’anticorps secondaire lié au Cy3. 
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Pour les trois concentrations de copolymère testées, les intensités de fluorescence 

mesurées augmentent avec la concentration d’immobilisation de l’histone H3 et avec 

la concentration de l’anticorps polyclonal anti-histone H3.  

Par contre, les intensités de fluorescence mesurées sur les plots témoins (« tampon 

de dilution ») sont très faibles (de l’ordre de 5.105 u.a) et ne varient pas quelque soit 

la concentration de l’anticorps. Ce résultat indique que l’adsorption non spécifique 

d’anticorps sur les lames fonctionnalisées avec l’AMMVE est très faible.  

Par ailleurs, la comparaison des graphes de la figure IV.13 met en évidence une 

réponse différente de l’anticorps anti-histone H3 selon la concentration d’histone H3 

immobilisée et selon la concentration d’AMMVE utilisée. Ainsi, pour une 

concentration en AMMVE de 1 mg/mL, la réponse de l’anticorps anti-histone H3 est 

similaire quelle que soit sa concentration, pour les deux concentrations d‘histone H3 

testées. En effet, même si pour les deux concentrations de protéine de 0,5 et               

1 mg/mL, la gamme dynamique est de 100, la sensibilité est très faible (< 0,1).  

Pour les concentrations en AMMVE de 3 et 5 mg/mL, la réponse de l’anticorps anti-

histone H3 dépend de sa concentration et de celle de la protéine histone H3. En 

effet, sur les lames fonctionnalisées avec 3 mg/mL d’AMMVE, la réponse de 

l’anticorps est significativement différente pour des dilutions comprises entre 2.10-8 et 

10-5, alors que sur les lames fonctionnalisées avec 5 mg/mL d’AMMVE, la réponse 

de l’anticorps est significativement différente pour des dilutions comprises entre  

2.10-6 et 10-4. Dans les deux cas, le meilleur signal de fluorescence est obtenu avec 

1 mg/mL d’histone. De plus, pour cette concentration en histone H3 la gamme 

dynamique est 100, avec une sensibilité de 0,29 pour 3 mg/mL d’AMMVE,  alors que 

pour 5 mg/mL d’AMMVE la gamme dynamique est la même et, la sensibilité étant de 

0,25. Enfin, les seuils inférieurs de détection sont également dépendant de la 

concentration en AMMVE utilisée puisqu’ils atteignent une dilution de 2.10-8 en 

anticorps anti-histone H3 pour les concentrations de 1 et 3 mg/mL en AMMVE, et 

une dilution de 10-7 en anticorps pour 5 mg/mL en AMMVE. Par comparaison à la 

limite atteinte sur lames NHS esters (10-6), ces valeurs seuils sont 20 à 100 fois plus 

élevées. De plus, le seuil inférieur de détection atteint avec 3 mg/ml d’AMMVE est 50 

fois plus élevé que celui obtenu en ELISA (10-6). 

L’ensemble de ces résultats met clairement en évidence l’amélioration,en terme de 

seuil inférieur de détection apporté par la fonctionnalisation avec le copolymère 

AMMVE, en accord avec les données de la littérature. Il ressort également que la 



CHAPITRE IV   PUCES A PROTEINES 

 183 

 

concentration en AMMVE utilisée pour cette fonctionnalisation est un paramètre 

important pour le niveau de sensibilité du test. Les meilleures conditions ont été 

obtenues avec 3 mg/mL d’AMMVE.  

En effet, pour une concentration en AMMVE de 1 mg/ml, bien que le seuil inférieur 

de détection soit très bas (dilution de 2.10-8 en anticorps), la sensibilité est très faible, 

elle est inférieure à 0,1. De plus, la concentration d’immobilisation de la protéine ne 

semble pas avoir d’influence sur l’intensité du signal obtenu, dans les conditions 

testées. Ceci suggère que le nombre de groupements réactifs anhydrides disponibles 

sur le copolymère après fonctionnalisation de la lame, est faible (la saturation est 

atteinte pour une concentration de 0,5 mg/mL de protéine) et ne permet pas 

d’immobiliser la protéine histone dans une conformation favorisant la reconnaissance 

biologique avec l’anticorps.  

 

Au contraire, pour une concentration en AMMVE supérieure (5 mg/mL), le seuil 

inférieur de détection en anticorps est amélioré (dilution de 10-7). La gamme 

dynamique est meilleure qu’avec 1 mg/mL d’AMMVE, et varie avec la concentration 

d’immobilisation de la protéine histone. Il est probable qu’à cette concentration 

d’AMMVE, le nombre de groupements anhydrides réactifs disponible est 

significativement plus important que pour 1mg/mL d’AMMVE. Ceci permet 

d’augmenter le niveau de saturation des sites du copolymère, donc le nombre de 

molécules d’histones immobilisées. Le rendement de capture des anticorps cibles 

étant relié directement à la densité surfacique de sondes histones fonctionnelles, la 

détection des anticorps s’en trouve améliorée.  

A contrario, dans un polymère comme l’AMMVE, on peut imaginer qu’une trop forte 

concentration en AMMVE puisse conduire à une immobilisation des protéines par 

des points d’attachement multiples. Ceci entraînerait alors une diminution de la 

densité en histones fonctionnelles, et abaisserait la reconnaissance des anticorps 

dans des solutions de faibles concentrations.  

 

Les meilleurs résultats en terme de seuil inférieur de détection  et de gamme 

dynamique ont été obtenus avec une concentration en AMMVE intermédiaire, soit 3 

mg/mL. Selon notre interprétation, cette concentration en copolymère permet sans 

doute de conserver un nombre de groupements réactifs anhydrides suffisant, après 
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fonctionnalisation de la lame, pour immobiliser les protéines histones sans entraîner 

une perte de leur activité de reconnaissance vis-à-vis des anticorps. 

 

Au regard de ces résultats, il apparaît clairement que le nombre de groupements 

réactifs anhydrides du copolymère AMMVE est un paramètre important pour 

l’immobilisation des protéines et la conservation de leur activité biologique. Les 

données de la littérature [172] indiquent qu’il est possible de moduler le nombre des 

groupements réactifs en réalisant une préhydrolyse du copolymère avant la 

fonctionnalisation biologique. La réaction d’immobilisation de la protéine s’effectuant 

en milieux aqueux, les groupements réactifs du copolymère peuvent s’hydrolyser  

(fig.IV.15).  

 
Fig.IV.15. Réaction d’hydrolyse de l’AMMVE. 

 
 

Nous avons alors testé l’influence de l’hydrolyse du copolymère sur la 

reconnaissance biologique entre les histones immobilisées et les anticorps. Les tests 

ont été effectués sur les lames fonctionnalisées avec le copolymère à 3 mg/mL et 

préhydrolysé avant son greffage sur le silane. Les résultats sont présentés dans la 

figure IV.16.  

 



CHAPITRE IV   PUCES A PROTEINES 

 185 

 

 

 
Fig.IV.16. Test du couplage covalent de la  protéine histone H3 avec le copolymère préhydrolysé. 
Immobilisation covalente de la protéine à 0,5 et 1 mg/mL sur lames fonctionnalisées avec le ‘AMMVE 
3 mg/mL. Reconnaissance biologique avec l’anticorps anti-histone H3 et révélation avec l’anticorps 
secondaire lié au Cy3. 
 

Les intensités de fluorescence obtenues sont presque trois fois inférieures à celles 

obtenues sur les lames fonctionnalisées avec le copolymère non hydrolysé. 

L’adsorption non spécifique d’anticorps (courbe « tampon de dilution ») reste très 

faible (de l’ordre de 5.105 u.a). Le seuil inférieur de détection passe de 2.10-8 en 

dilution d’anticorps pour le copolymère non hydrolysé, à 10-7 pour le copolymère          

pré-hydrolysé. De plus, la concentration d’immobilisation de la protéine histone n’a 

plus d’influence sur l’intensité du signal de fluorescence. Pour une concentration en 

protéine de 0,5 mg/mL, la gamme dynamique est de 10, et elle est plus faible que 

celle obtenue avec 1 mg/mL d’AMMVE non hydrolysé. Pour une concentration 

d’immobilisation en protéine de 1 mg/mL, la gamme dynamique (100) et la sensibilité 

(0,1) sont les mêmes que celles obtenues avec 1 mg/mL d’AMMVE non hydrolysé.  

Ces résultats confirment l’importance de la densité de groupements anhydrides dans 

l’AMMVE. Une forte diminution d’anhydrides par hydrolyse avant greffage de 

l’AMMVE peut d’une part limiter la densité surfacique d’AMMVE greffé sur le silane. 

Elle peut d’autre part limiter la capacité d’immobilisation covalente des histones. Ceci 

se traduirait alors par un rendement de reconnaissance histone/anticorps moindre. 

Une élucidation plus poussée de l’influence de la densité en anhydride dans 

l’AMMVE nécessiterait d’analyser la cinétique d’hydrolyse, par exemple à l’aide d’une 
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technique spectroscopique, et de tester une hydrolyse de l’AMMVE après son 

greffage sur le silane.  

 

Le tableau IV.1 montre une comparaison entre les résultats obtenus avec les 

différentes concentrations d’AMMVE et de protéine histone testées. 

  

 
Tableau IV.1. Comparaison des performances analytiques des tests effectués sur les lames AMMVE. 

La ligne grisée indique les conditions testées permettant d’obtenir les meilleures performances 
analytiques.  

 

En conclusion, pour la réalisation d’immunoessais sur les lames fonctionnalisées 

avec le copolymère, la concentration optimale en AMMVE et en protéine sont 

respectivement de 3 mg/mL et 1 mg/mL. Les tests de reconnaissance biologique 

avec l’anticorps effectués dans ces conditions sont sensibles (zone de linéarité 

comprise entre 2.10-8 et 10-6, pente = 0,29) et la limite inférieure de détection 

correspont à une dilution de l’anticorps d’un facteur 2.10-8.   

II.1.4. Comparaison générale des performances des tests  

 Les performances analytiques des immunoessais effectués en ELISA et sur 

les deux types de chimie de surface (NHS esters et AMMVE) sont comparées et 

présentées dans le tableau IV.2. 
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Tableau IV.2. Comparaison des performances analytiques des immmunoessais effectués sur les 
différentes surfaces. La définition exacte des titres du tableau est indiquée dans le chapitre II 
paragraphe VII.  

 

La technique présentant la sensibilité la plus forte reste l’ELISA (sensibilité de 0,45 

DO/facteur de dilution d’anticorps). Les lames NHS ester sont moins sensibles (0,40 

unités de fluorescence / facteur de dilution d’anticorps) que l’ELISA, possèdent une 

gamme dynamique presque 2 fois plus faible, et un seuil inférieur de détection 

environ 3 fois plus élevé que l’ELISA. Les lames AMMVE présentent une sensibilité 

environ 1,5 fois moins sensibles que l’ELISA. Par contre les lames AMMVE 

possèdent un seuil inférieur de détection 50 fois plus bas que l’ELISA, et une gamme 

dynamique comparable. Le volume d’analyte nécessaire pour un point de mesure est 

également 100 fois plus faible pour les lames AMMVE que pour l’ELISA.  

Les lames AMMVE optimisées semblant présenter des avantages par rapport à un 

ELISA classique, nous avons testé leur comportement pour l’analyse de sérums 

humains dans des conditions réelles.  

 Après l’optimisation du test immunologique sur les lames AMMVE avec la 

protéine histone H3 et l’anticorps polyclonal anti-histone H3 commercial, nous avons 

appliqué ce test sur huit sérums humains de patients lupiques positifs en anticorps 

anti-histones (AAH) H1 et H3, déjà validés par la technique western blot. Le sérum 

humain est un milieu biologique complexe qui contient des protéines plasmatiques et 

des anticorps autres que les anticorps anti-histones recherché s (ex : anticorps anti-

ADN natif, antinucléosomes…). Nous avons comparé les performances de trois 
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techniques différentes (ELISA, Western blot, et immunoessais sur lames) pour la 

détection des anticorps d’isotype IgG dirigés contre les deux classes d’histones H1 et 

H3.  

 

Pour les immunoessais sur lames AMMVE, les calculs ont été effectués à partir des 

moyennes des intensités de fluorescence obtenues avec les différents échantillons 

de sérums.  

Le calcul des rapports de la moyenne des intensités de fluorescence sur le seuil de 

positivité permet ainsi de comparer les résultats obtenus par la technique ELISA et 

par les immunoessais sur lames de verre (cf. chapitre II, paragraphe VI). 

Les termes sensibilité et spécificité utilisés dans la discussion concernent les 

paramètres étudiés au cours des tests immunologiques de diagnostic, ils permettent 

d’évaluer la valeur diagnostique de la technique immunologique utilisée. Ces termes 

ont déjà été définis au cours de l’étude bibliographique (cf. chapitre I, paragraphe III).  

II.2. Détection d’anticorps anti-histones dans le sérum humain 

II.2.1. Technique Western blot   

 La figure IV.17 présente les résultats du Western blot obtenus après la 

révélation par l’anticorps secondaire lié à la HRP des complexes formés par les deux 

classes d’histones H1 et H3 et les anticorps anti-histones détectés dans les sérums 

des patients lupiques. Les différentes bandes obtenues avec l’histone H1 

correspondent à la détection d’anticorps dirigés contre différentes sous-classes de la 

protéine.  
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Fig.IV.17. Détection des anticorps anti-histone H1 et anti-histone H3 par la technique Western blot.  
M : marqueur de masse moléculaire ; TP : Témoin positif ;  TN : témoin négatif ; P1 – P8 : sérums de 
patients lupiques. 

 

Parmi les huit sérums testés, sept sont positifs en anticorps anti-histone H1 (AAH1) 

et six sont positifs en anticorps anti-histone H3 (AAH3). Le sérum du parient P3 est 

négatif en AAH1 et en AAH3, mais est positif uniquement en AAH4 (fig.IV.17). La 

sensibilité de la technique western blot pour la recherche des AAH1 et des AAH3 est 

de 87,5 % et 75 %, respectivement. Ces sérums positifs en AAH1 et/ou AAH3 par la 

technique Western blot (sauf pour le patient P3), ont également été testés avec la 

technique ELISA et en immunoessais sur lames AMMVE, pour la détection des 

AAH1 et AAH3 (la détection des anticorps dirigés contre les autres classes 

d’histones n’a pas été effectuée par ces deux dernières techniques, en raison de la 

disponibilité commerciale des protéines H1 et H3).  Les sérums testés en ELISA et 

sur lames de verre sont comparés à six sérums témoins négatifs prélevés chez des 

sujets sains, donneurs de sang.  

II.2.2. Technique ELISA 

 Chacune des deux protéines histones H1 et H3 est immobilisée à 5 µg/mL au 

fond des puits de la microplaque en polystyrène par adsorption physique. Les huit 
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sérums des patients ainsi que six sérums de donneurs sains sont dilués au 100ème 

(même dilution testée par la technique Western blot), et incubés avec les protéines 

pour la détection des AAH1 et AAH3. La révélation est effectuée après l’addition de 

l’anticorps secondaire anti-IgG humaine lié à la HRP. Les valeurs des absorbances 

obtenues en fonction des différents sérums testés sont présentées dans la figure 

IV.18. Les résultats correspondent à la moyenne des absorbances obtenues à partir 

de deux expériences. Au cours de chacune, chaque échantillon a été testé en 

duplicata.  

 
Fig.IV.18. Détection des anticorps anti-histone H1 et anti-histone H3  par la technique ELISA indirecte.  
Blancs : puits avec tampon de dilution des protéines ou avec les histones H1  ou H3 ; TN : sérums 
témoins négatifs ; P1 – P8 : sérums de patients lupiques. 

 

La catégorie « blancs » correspond aux puits témoins de l’adsorption non spécifique 

de l’anticorps secondaire. Ces puits sont recouverts de protéines H1 ou H3 ou de 

leur tampon de dilution. Ils sont incubés avec le tampon de dilution des sérums puis 

avec l’anticorps secondaire lié à la HRP.   

Le témoin négatif (TN) correspond à la moyenne des absorbances obtenues avec six 

sérums prélevés chez des sujets sains, donneurs de sang. 

Les sérums P1 à  P8 correspondent aux huit sérums des patients lupiques. 

D’après le graphe de la figure IV.18, les absorbances des puits « blancs » indiquent  

une faible adsorption non spécifique de l’anticorps secondaire et des protéines 
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plasmatiques sur la surface. Un sérum de patient lupique est considéré comme 

positif à partir d’une valeur seuil calculée d’après le test de Student sur la moyenne 

des absorbances obtenues avec les six sérums témoins négatifs (cf. chapitre II, 

paragraphe VI).  

Les valeurs de CV moyen intra et inter-essai sont respectivement de 8,5 + 0,7 % et  

9 + 7 %, La répétabilité et la reproductibilité de ces tests sont jugées acceptables, 

comme cela était le cas avec le sérum commercial. 

Les rapports calculés pour les huit échantillons de sérums de patients lupiques sont 

présentés dans la figure IV.19, en fonction des anticorps IgG dirigés contre les deux 

classes d’histones H1 et H3. Les résultats sont comparés à ceux obtenus par la 

technique Western blot, en terme de présence ou d’absence d’AAH1 et/ou AAH3 

dans les échantillons (P1-P8). 

 
Fig.IV.19. Comparaison des résultats obtenus par les techniques ELISA et Western blot pour la 
détection des AAH1 et AAH3 dans le sérums des patients lupiques (P1 – P8). En ELISA, les              
rapports > 1 sont considérés comme positifs. En Western blot, les trois sérums négatifs en AAH1 
et/ou AAH3 sont identifiés par des barres hachurées en gris ou en noir, respectivement.  
 
 

D’après la figure IV.19, sur les huit sérums testés par la technique ELISA, cinq sont 

positifs en AAH1 (P1, 2, 6, 7 et 8) et quatre sont positifs en AAH3 (P2, 6, 7 et 8). La 

sensibilité de la technique ELISA pour la recherche des AAH1 et des AAH3 est de 

62,5 % et 50 %, respectivement. Pour le patient P3, le sérum est négatif en AAH1 et 
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en AAH3 par la technique Western blot, il est aussi négatif par ELISA pour les deux 

anticorps recherchés.  

Le taux de concordance entre la technique ELISA et la technique Western blot pour 

la détection des AAH1 est de 62,5 % (5/8) pour les sérums positifs et de 12,5 % (1/8) 

pour les valeurs négatives. Le taux de concordance entre les deux techniques pour 

la détection des AAH3 est de 37,5 % (3/8) pour les valeurs positives et de 12,5 % 

(1/8)  pour les valeurs négatives. Sur les huit sérums testés, deux (P4, P5) sont 

positifs uniquement par Western blot en AHH1 et trois en AAH3 (P1, P4 et P5). En 

effet, les anticorps AAH détectés dans le sérum, peuvent être dirigés contre des 

épitopes conformationnels ou linéaires. Dans la technique Western blot, au cours de 

l’étape d’électrophorèse sur gel SDS-PAGE, les protéines histones sont dénaturées 

et les épitopes conformationnels sont alors linéarisés. Les anticorps détectés 

uniquement par la technique Western blot peuvent donc être dirigés contre des 

épitopes linéaires des histones, inaccessibles  par la technique ELISA. Cependant, 

un seul sérum (patient P2) est trouvé positif uniquement par ELISA. Dans ce sérum, 

les anticorps sont peut être dirigés contre des épitopes conformationnels, qui n’ont 

pas pu être détectés par la technique Western blot, ceci peut être dû à leur 

linéarisation au cours de l’électrophorèse. Les taux de discordance entre les deux 

techniques pour la recherche des AAH1 et les AAH3, sont de 25 et 50%, 

respectivement. 

 

Ces sérums ont ensuite été testés sur les lames de verre AMMVE pour la détection 

des AAH1 et AAH3. 

II.2.3. Immunoessais sur lames AMMVE 

 Les lames de verre aminées sont modifiées avec le copolymère AMMVE, 

immobilisé à 3 mg/mL. Chacune des deux protéines histones H1 et H3 est 

immobilisée à 1 mg/mL sur la surface fonctionnalisée. Les huit sérums des patients 

lupiques sont dilué au 100ème et incubés avec les lames biofonctionnalisées pour la 

détection des AAH1 et AAH3. La  révélation est effectuée après l’addition de 

l’anticorps secondaire anti-IgG humaine lié eu Cy3. Les intensités de fluorescence 

moyenne obtenues en fonction des différents sérums testés, sont présentées dans la 

figure IV.20. Les résultats correspondent à la moyenne des intensités de 
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fluorescence obtenues à partir de deux expériences. Au cours de chacune, chaque 

échantillon est testé en duplicata.  

Les blancs et le témoin négatif (TN) correspondent aux mêmes conditions que celles 

testées en ELISA (blancs : témoins des adsorptions non spécifiques de l’anticorps 

secondaire, et TN : moyenne des intensités de fluorescence des sérums négatifs des 

sujets sains). D’après le graphe, les intensités de fluorescence de ces plots sont 

faibles, indiquant de faibles adsorptions non spécifiques de l’anticorps secondaire et 

des protéines plasmatiques sur la surface des lames fonctionnalisées.  

Les CV moyen intra- et inter-essai sont de 8,7 + 0,1 % et 9,7 + 6 %, respectivement. 

Ces valeurs sont jugées acceptables. Les immunoessais sur lames AMMVE, 

appliqués pour la détection d’AAH dans le sérum humain, sont aussi répétables et 

reproductibles que ceux réalisés sur une fraction purifiée du sérum commercial 

contenant des anticorps anti-histones.  

 

Fig.IV.20. Détection des anticorps anti-histone H1 et anti-histone H3 par immunoessais sur lames de 

verre AMMVE. TN : sérums  témoins négatifs ; P1 – P8 : sérums de patients lupiques. 

 

Les valeurs des intensités de fluorescence des échantillons de sérums ont ensuite 

été rapportées au seuil de positivité calculé à partir des valeurs obtenues avec les six 

sérums des sujets sains. Ces rapports sont présentés la figure IV.21. Les résultats 
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sont d’abord comparés à ceux obtenus avec la technique Western blot, en terme de 

présence ou d’absence d’AAH1 et/ou AAH3 dans les sérums (P1-P8).  

 
Fig.IV.21. Comparaison des résultats obtenus avec les immunoessais sur lames AMMVE et ceux du 
Western blot pour la détection des AAH1 et AAH3 dans le sérums des patients (P1 – P8). Pour les 
immunoessais sur lames, les rapports > 1 sont considérés comme positifs. En Western blot, les trois 
sérums négatifs en AAH1 et/ou AAH3 sont identifiés par des barres hachurées en gris ou en noir, 
respectivement.  

 

D’après la figure IV.21, sur les huit sérums testés sur lames, sept sont positifs en 

AAH1 (P3 : négatif) et tous les sérums sont positifs en AAH3. La sensbibilité de cette 

technique pour la recherche des AAH1 et des AAH3 est de 87,5% et 100 %, 

respectivement.  

Par comparaison à la technique Western blot, le taux de concordance pour la 

détection des AAH1 est de 87,5 % (6/8) pour les sérums positifs et de 12,5 % (1/8) 

pour les valeurs négatives. Le taux de concordance entre les deux techniques pour 

la détection des AAH3 est de 75 % (6/8) pour les valeurs positives et, comme tous 

les sérums sont positifs en AAH3 par les tests sur lames, il n’y a donc pas de 

concordance entre cette technique et le Western blot pour les valeurs négatives. 

En comparant les immunoessais sur lames et l’ELISA, nous constatons que le taux 

de concordance pour la détection des AAH1 est de 62,5 % (5/8) pour les sérums 

positifs et de 12,5 % (1/8) pour les valeurs négatives. Le taux de concordance entre 

les deux techniques pour la détection des AAH3 est de 50 % (4/8) pour les valeurs 
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positives lames, mais il n’y a aucune concordance pour les valeurs négatives. Les 

taux de discordance entre les tests sur lames et la technique ELISA pour la 

recherche des AAH1 et des AAH3 sont de 25 et 50 %, respectivement. 

 

 Une comparaison des résultats obtenus avec les trois techniques est 

présentée dans la figure IV. 22.  

Pour la technique Western blot,  les sérums sont jugés comme positifs ou négatifs à 

partir de la coloration des bandes de nitrocellulose, par comparaison aux  sérums 

témoins, nous n’avons pas donc pu calculer les rapports = Moy (signal)/Seuil, les 

résultats obtenus par cette technique sont représentés sous forme de rapports de       

6 > 1, pour les sérums positifs et de rapport  0,5 < 1, pour les sérums négatifs.  

Parmi les trois techniques testées (immunoessais sur lames AMMVE, ELISA et 

Western blot), un seul sérum, (patient P3) est positif en AHH3 uniquement avec les 

tests effectués sur lames AMMVE. Les anticorps détectés peuvent être dirigés contre 

des épitopes conformationnels qui n’ont pas pu être détectés par la technique 

classique ELISA, comme ça pourrait être le cas des autres sérums trouvés positifs 

par les immunoessais sur lames AMMVE mais négatifs en ELISA. 
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Fig.IV.22. Comparaison des tests effectués par les trois techniques : immunoesais sur lames AMMVE, 
technique ELISA et Western blot pour la détection des AAH1 et AAH3 dans le sérums des patients 
(P1 – P8). Les rapports > 1 sont considérés comme positifs.  
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Les tableaux IV.3.A et B montrent une comparaison des performances des trois 

techniques. Nous pouvons observer que tous les tests ont une bonne spécificité mais 

la sensibilité des immunoessais sur lames AMMVE est supérieure à celle des 

techniques ELISA et Western Blot. Ces résultats paraissent très encourageants, 

mais vu le nombre limité des échantillons de sérums testés (n = 8), il serait 

nécessaire d’effectuer des tests diagnostiques sur un nombre plus important 

d’échantillons biologiques, ce qui permettra de mieux caractériser les performances 

des ISA miniaturisés effectués sur nos lames par rapport aux autres techniques. 

 
 

 A) 

 

 

 B) 

 
Tableaux IV.3. Comparaison des résultats obtenus avec les trois techniques (WB : Western blot, 
ELISA et ISA : ImmunoSorbent Assay ou immunoessai sur lames AMMVE), pour la détection des 
AAH1 (A) et des AAH3 (B) dans le sérum de patients lupiques (n = 8). 
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III. Conclusions et perspectives  

 Nous avons testé, dans un premier temps, trois types de chimies de surface 

(microplaque en polystyèrene et lames de verre NHS esters et AMMVE) en 

immunoessais, sur du sérum commercial. La comparaison des différents tests a 

montré que la technique ELISA classique présente une forte sensibilité, et que les 

tests effectués sur lames AMMVE possèdent un seuil inférieur de détection 50 fois 

plus bas que l’ELISA et présentent une bonne sensibilité, en plus le volume d’analyte 

nécessaire pour un point de mesure est également 100 fois plus faible pour ces 

lames que pour l’ELISA classique. Cependant, les essais effectués sur les lames 

NHS esters étaient moins performants que ceux réalisés sur les deux autres 

surfaces.  

Dans un deuxième temps, nous avons effectué des immunoessais sur lames 

AMMVE pour la détection d’anticorps anti-histones dans le sérum de huit patients 

lupiques, Ces tests ont été comparés aux techniques classiques ELISA et Western 

blot. Les ISA miniaturisés ont montré une bonne concordance avec les résultats 

obtenus en Western blot, mais une meilleure sensibilité de détection que les deux 

autres techniques.  

Toutefois, il sera nécessaire d’effectuer des tests de diagnostic sur un nombre plus 

important d’éhantillons de sérums, et de tester d’autres modèles biologiques 

antigènes (protéines ou peptides) / anticorps sur les lames AMMVE. 

Des ISA pourront aussi être effectués sur ces lames par immobilisation d’auto-

antigènes pour la détection dans le sérum de patients cancéreux d’auto-anticorps 

associés à des tumeurs, ce qui pourra servir pour le diagnostic précoce du                

cancer [136].    
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CONCLUSION GENERALE 
 

 L'objectif principal de cette thèse était d'identifier de nouvelles voies de 

fabrication pour les puces protéomiques, en s'appuyant sur les savoir-faire de notre 

équipe sur les puces à ADN et en les faisant évoluer. Nous avons tiré profit des 

compétences préalables en matière de silanisation de surfaces hydroxylées (verre, 

silice thermique), d’immobilisation et de synthèse de biomolécules sur puce. Les 

méthodes de fabrication explorées ont été testées en se concentrant sur les 

modifications chimiques et biologiques de surface, les phénomènes de 

reconnaissance biomoléculaire, la maîtrise des adsorptions non spécifiques, et 

l'amélioration des performances analytiques de nos prototypes (spécificité, 

sensibilité, limites de détection). Nos procédés ont été testés à l'échelle 

macroscopique, sans aborder des aspects technologiques liés à la miniaturisation 

des spots. L'ensemble des prototypes mis en oeuvre a été validé en s'appuyant sur 

un même modèle biologique, le système histone / anticorps anti-histones, lié à des 

maladies auto-immunes comme le lupus érythémateux systémique. Différents types 

de sondes biomoléculaires ont été testés dans le cadre de ce travail : peptides 

correspondant à un fragment de la protéine histone H3, protéines histones complètes 

H1 et H3. Les interactions entre ces sondes et un anticorps anti-histone H3 

commercial ont été validées par ELISA, avant d'employer ce même système pour 

caractériser nos prototypes.  

Plusieurs stratégies de fabrication de puces s'appuyant sur ce modèle biologique ont 

été explorées :  

i) immobilisation covalente de peptide H3 sur verre modifié avec des groupements 

amines primaires, 

ii) synthèse directe de peptide H3 sur verre modifié avec des groupements amines 

primaires, 

iii) immobilisation covalente d'histones H1 et H3 sur verre modifié avec des 

groupements esters activés, et 

iv) immobilisation covalente d'histones H1 et H3 sur verre modifié avec le 

copolymère AMMVE.  
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L'étude de la synthèse peptidique sur verre aminé entre dans le cadre de la mise au 

point de puces à peptides, en vue de fabriquer à terme de manière souple des 

bibliothèques de peptides synthétiques sur support. Une étude préalable à la thèse 

avait permis d'identifier des conditions de couplage d'acides aminés sur verre aminé. 

Nous avons immobilisé sur verre aminé des peptides présynthétisés protégés au 

niveau de leurs chaînes latérales. Nous avons étudié les conditions de déprotection 

de ces peptides, puis leur comportement après déprotection. Nous avons pu montrer 

qu'une déprotection  dans une solution de TFA concentré ne dégrade pas nos 

couches de fonctionnalisation, et permet de conférer aux peptides déprotégés une 

capacité d'interaction avec un anticorps anti-peptide. Nous avons ensuite procédé à 

une synthèse du même peptide sur support de silice. Après déprotection, nous 

n’avons pas été en mesure de montrer que le peptide synthétisé présente une 

affinité pour un anticorps anti-peptide. Ceci peut être dû à une trop faible densité de 

peptide synthétisé sur la surface, soit à cause d’un trop faible rendement de 

synthèse, ou à des défauts dans la structure du peptide synthétisé. Il sera nécessaire 

de poursuivre des essais de synthèse, en caractérisant la structure des peptides 

obtenus avec des outils plus puissants que les mesures de fluorescence (techniques 

de purification et spectrométrie de masse). 

 

Dans une deuxième partie, nous avons testé différentes chimies de surface sur verre 

pour l’immobilisation de protéines histones complètes. L’interaction des sondes 

histones sur verre avec un anticorps commercial a été comparée avec le même 

système en plaque ELISA. Deux chimies de surface ont été testées: NHS ester et 

AMMVE. Après optimisation, les lames AMMVE ont permis d’améliorer de deux 

ordres de grandeur le seuil inférieur de détection de l’anticorps commercial. Par 

ailleurs le volume d’analyte utilisé avec nos immunoessais sur verre sont 100 fois 

plus faibles que pour un ELISA classique. Les lames AMMVE ont été utilisées pour 

analyser huit sérums humains issus de patients atteints de lupus érythémateux 

systémique. Les tests montrent que les performances de notre immunoessai sur 

verre AMMVE sont supérieures à des analyses ELISA et Western Blot. Il sera 

toutefois nécessaire de tester un nombre de sérums plus important pour caractériser 

correctement ce type de test en terme de sensibilité et de spécificité. 
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ANNEXE 1 

Spectres HPLC des peptides synthétisés sur résine 

 La phase stationnaire de la colonne HPLC est une phase inverse composée 

de billes de silice, sur lesquelles sont greffées des chaînes linéaires monomériques 

de 18 atomes de carbones (C18). La phase mobile est constituée d’un éluant polaire, 

l’acétonitrile. 

1. Spectre du peptide protégé biotinylé 

 
Fig.A1.1. Temps de rétention du peptide protégé biotinylé. 



   ANNEXE 1  

 224 

 

2. Spectre du peptide déprotégé biotinylé 

 

 

Fig.A1.2. Temps de rétention du peptide déprotégé biotinylé. 
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ANNEXE 2 

Valeurs critiques de la distribution du t de Student 
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ANNEXE 3 

Montage utilisé pour la synthèse peptidique in situ sur 

support de dioxyde de silicium 
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RESUME 
La technologie des puces à peptides et à protéines a connu un grand essor dans le domaine de la recherche 

biomédicale et le diagnostic. Elle permet l’identification et l’analyse en parallèle de centaines, voire de milliers 
d’interactions intermoléculaires entre des biomolécules sondes (ex : antigène : peptides, protéines) et leurs cibles        
(ex : anticorps), présentes dans un milieu biologique complexe, comme le sérum. 
Ce travail de thèse consiste à explorer de nouvelles voies de fabrication de puces à peptides et à protéines, en utilisant 
une méthode de détection par fluorescence. Différentes chimies de surface ont été testées pour la fonctionnalisation des 
lames de verre. Des immunoessais miniaturisés ont été effectués sur puces pour la détection d’anticorps anti-histones 
dans le sérum de patients atteints d’une maladie auto-immune, le lupus érythémateux systémique (LES). Les 
performances analytiques de ces tests ont été comparées à celles des techniques immunologiques classiques, comme 
l’ELISA et le Western blot. 
Les puces à peptides ont été développées en vue de fabriquer à terme des librairies de peptides synthétiques sur 
support solide (synthèse in situ). L’optimisation des conditions de déprotection de peptides sur puce (étape clé de la 
synthèse in situ) a d’abord été effectuée sur un peptide, fragment de protéine histone H3, présynthétisé sur résine et 
protégé au niveau de sa chaîne latérale. Ce peptide a été immobilisé (par voie ex situ) et déprotégé à l’acide 
trifluoroacétique (TFA) sur support de verre aminé. La déprotection dans une solution d’acide concentré a permis de 
conserver la stabilité des surfaces fonctionnalisées, et de conférer au peptide déprotégé son interaction biologique avec 
un anticorps anti-histone H3 peptide. Ces résultats corrélaient avec ceux obtenus en ELISA entre le peptide 
présynthétisé protégé ou déprotégé sur résine et l’anticorps spécifique. Le même peptide a été ensuite synthétisé sur 
supports Si/SiO2 aminés. Les surfaces ont conservé une bonne stabilité vis-à-vis des différents traitements effectués au 
cours de la synthèse et après la déprotection finale du peptide sur le support. Cependant, l’activité biologique du peptide 
synthétisé in situ doit être davantage étudiée, et le peptide doit être clivé et caractérisé par des techniques analytiques, 
comme la spectrométrie de masse. 
Les puces à protéines ont été élaborées en testant deux chimies de surface pour l’immobilisation de protéines histones: 
surface NHS (N-hydroxysuccinimide) ester et surface aminée modifiée avec le copolymère AMMVE (Anhydride 
Maléique-alt-Méthyl Vinyl Ether). Les immunoessais effectués sur les lames AMMVE ont permis d’atteindre un seuil 
inférieur de détection de l’anticorps commercial 50 fois plus bas que celui atteint en ELISA. Par ailleurs le volume 
d’analyte utilisé avec les immunoessais sur verre ont été réduits d’un facteur 100 par rapport à un ELISA classique. Les 
lames AMMVE ont été utilisées pour analyser des sérums humains issus de patients atteints de LES. Les tests effectués 
sur verre AMMVE étaient plus sensibles que les immunoessais classiques ELISA et Western blot.  
 
MOTS CLES AMMVE, déprotection, ELISA, fluorescence, immunoessais, puces à peptides,  puces à protéines, 
synthèse peptidique,  Western Blot. 
 
ABSTRACT 

Peptide and protein microarrays technology has shown great advancements in the field of biomedical research and 
diagnosis. It allows parallel analysis of multiple biomolecular interactions between probes (e.g. antigen: peptide, protein) 
and their targets, present in a complexe biological sample, such as serum. 
This work consists to explore new methods for peptide and protein microarrays implementation, using fluorescent 
detection. 
Different surface chemistries have been developed to functionalize glass slides for the immobilization of peptide or 
proteins. Miniaturized immunoassays have been realized on microarrays for the detection of anti-histones antibodies in 
the sera of patients with auto-immune disease, the systemic lupus erythematosus (SLE). Analytical performances of 
these tests were compared with those of classical immunoassays, such as ELISA and  Western blot.  
The aim of peptide microarrays development is to elaborate peptide libraries on solid support by in situ peptide 
synthesis. One of the key points of in situ synthesis is the final deprotection of the peptide on the support. This step was 
first optimized using a presynthesized side chain protected peptide, a fragment of histone H3 protein, presynthesized on 
resin. The peptide was immobilized onto amino functionalized glass surface by activation of its C-terminus (ex situ 
immobilization). The deprotection was carried out by using concentrated trifluoroacetic acid solution (TFA). This protocol 
allowed to conserve the stability of functionalized surfaces, and the biological interaction of the deprotected peptide with 
anti-histone H3 antibody. These results correlated with those obtained in classical ELISA between the specific antibody 
and the presynthesized protected peptide, versus non protected peptide. The same peptide epitope was then 
synthesized in situ on Si/SiO2 aminated support. The surface showed good stability after different synthesis cycles and 
acid deprotection on the substrate. However, the biological activity of the peptide synthesized in situ should be further 
studied, and the peptide should be cleaved and characterized with analytical tools, such as mass spectrometry. 
We also evaluated the performances of our protein microarrays for the detection of anti-histone antibodies in human 
serum of patients with SLE. We tested two surface chemistries for the immobilization of histone proteins: NHS ester 
surface and aminated surface modified with Maleic Anhydride-alt-Methyl Vinyl Ether (MAMVE) copolymer. The 
performances of our miniaturized immunoassays were compared to those of classical ELISA and Western blot. Results 
indicated that low detection limit obtained on MAMVE surfaces with commercial anti-histone antibody was 50 fold better 
than that of classical ELISA. Furthermore, 100 times less volume of biological materials are required. Our miniaturized 
immunoassays were more sensitive than ELISA and Western blot for the detection of anti-histone antibodies in human 
serum. 
 
KEYWORDS Deprotection, ELISA, fluorescence, immunoassays, MAMVE, peptide microarrays, protein microarrays, 
peptide synthesis, Western blot. 
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