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Introduction

Les latex magretiques ont vu le jour il y a une vingtaine d'arees. Ces par-
ticules connaissent toujours un essor important dans le dame bionedical an
de concentrer, purier, transporter, parer des espece { mokcules, cellules,
baceries,...

Ces objets, utilies par beaucoup, ne sont pas de simplestifes \billes"
magretiques. Ce sont desobjets de haute technologia la croise des chemins
de la physique, de la chimie et de la biologie. Leur potentiebnsicerable vient de
leur manipulation aige,a distance, via un champ magreique. Leur petite taille
leur permet d'étrea lechelle des objets d'inerét, de pesenter une grande surface
speci que et d'étre inerables dans des microsysemesomme les laboratoires sur
puce, tes en voguea I'heure actuelle.

Leur aspect moins connu des utilisateurs courants est leuapaciea s'auto-
organiser sous champ. Ces particules magretiques peuvent ainsi foendes struc-
tures allant de la simple lignea un eseau tridimensionnke

Le travail, pesent ici , aee consacea letude de certains de ces assemblages
et au ceveloppement d'applicationsa viee biologique.

Ce manuscrit se cecoupe comme suit. Le Chapitre 1 pesentes concepts
recessaires ainsi qu'uneevue bibliographiquede l'utilisation de ces objets. Le
Chapitre 2 introduit I'obtention de laments, \eritables \colliers de perles”, a
les particules magretiques sont relees par des mokces ou des complexes qui font
o ce de liens. De k, une nethode nouvellebase sur la courbure de ces chames et
permettant de mesurer la exion d'un lien est exposee au Chatre 3. L'originalie
de cette technique repose sur le fait d'observaracroscopiquementles chames et
d'en tirer une information microscopiquesur le lien. En n, le Chapitre 4 cetaille
l'utilisation de ces objets commematrice de sparation cellulaire inegee dans
un dispositif micro uidique.






En guise de peambule...

... au Chapitre 1

Les particules magretiques sont vendues depuis une vingéd'anrees et I'on
pourrait penser que ce sont des objets universels { \utiliskes les yeux fernmes".

En fait, il n'en est rien car cet objet, a priori simple, est lefruit de dierents
savoir-faire qu'il faut acqterir et coordonner tant pour ks fabriquer que pour les
utiliser : syntheses inorganique et organique, physicditnie (stabilie collodale)
et biochimie (fonctionnalisation des particules).

Obtenir des particules spteriques, de taille souhaieegalibees, fortement
magretiques, stables et fonctionnaliees reste un poiwklicat et crucial, comme
nous le montrerons ici.

Cette partie permetegalement d'introduire des notions ed qui nous seront
utiles par la suite, comme la fonctionnalisation, la capter cellulaire et la mani-
pulation de mokcules.






Chapitre 1

Collodes magretiques { Etat de
I'art

Les particules magretiques sont des matriaux composkeconstitles d'une
matrice organiqué) et de grains magretiques. (Fig.1.1). Les particules sont
dites collodales lorsque leur taille est comprise entreOlnm et 10 m. La
pesence des grains magretiques permet leur manipulatiofacile grace a un
champ magretique.

grains magnétiques

Fig. 1.1 { Particule magretique constitiee d'une ma-
particule trice organique et de grains magretiques. La nature
magnétique . . .

et la structure de la matrice organique et des grains

magretiques varient selon les proedes de fabrication.

matrice organique

On trouve sur le marcle une grande diversie de particulesmagretiques
epondant a de nombreuses applications. Leurs caractstiques et leurs voies
d'obtention sont tout aussi diverses et seront cetailes par la suite.

1.1 Applications

Elles sont largement utilisees en biologie et en nedecipaussi bien dans des
laboratoires acacemiques qu'en recherche clinique, a nedtransporter des objets
biologiques (acides nuckiques, baceries, virus, pmhes, cellules). Fixes sur les
particules magretiques, ces objets peuvent ainsi &tre pas, concentes, ceteces
ou tout simplement teplaes.

1La matrice peut parfois eétre mirerale : pour des exemples @ particules magretiques en
silice se reportera www.kisker-biotech.com. Dans la suié nous ne nous ineressons qu'au cas
des particules constitiees d'une matrice organique.
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Nous allons passer en revue les applications bionedicales plus courantes
pour ensuite evoquer des utilisations plus ponctuelles nstout aussi promet-
teuses (en biophysique et en micro uidique).

1.1.1 Utilisations bionedicales
Capture d'objets biologiques { Diagnostic

Quelle que soit l'utilisation des particules.e. simple transport, puri cation,
concentration, la premere etape passe par lacapture de I'objet biologique en
guestion. Celle-ci peut etredirecte ou indirecte (Fig.1.2).

Dans le cas de lacapture directe les particules magretiques sont ajouees
a lechantillon contenant les objets a capturer. Apes incubation dans des
conditions permettant la xation des objets sur les particles, celles-ci sont
gepaees du milieu par application d'un champ magretiqe. En pratique, un
aimant est plae sur la paroi du tube contenant lechantilon. Les particules
migrent vers l'aimant et se concentrent au niveau de la paroll sut ensuite

de pelever la phase continue qui ne contient alors plus deagicules magretiques.

La capture indirecte consiste a faire eagir I'objet cible avec une mokcule
pour laquelle il a une forte anie. Les particules magretiques sont ensuite
ajoutees pour capturer ce complexe. Cette nethode est swent plus speci que
gue la capture directe [Hancok and Kemshead, 1993¢. on choisit un couple
ayant une forte a nie, souvent un ligand biotinye et des particules fonctionna-
lies avec de la streptavidine K ,=10*° M1, K5, constante d'a nie).
Notons que l'on peut aussi eparer des especes en ne capiulr pas I'objet qui
nous ineresse mais en extrayant les autres de lechankin, c'est ce que I'on
appelle letri regatif ou depktion .

Qu'elle soit directe, indirecte, positive ou regative, lacapture d'objets peut
se faire par immuno-a nie ou par simple adsorption.

Capture par immuno-a nie
La capture immunologique consistea utiliser des anticosd speci ques de I'objet
a eparer.

On peut ainsi extraire des antigney des cellules, des parasites
[Lejon and Bascher, 2003] ou des bactries selon leurs myaeurs de surface. Cela
suppose une bonne connaissance des caraceristiques dgsstnces en pesence

2Encore appek immunoglobuline, un anticorps est une proeine fabriquee par des cellules
chargees des eactions immunitaires et dirigee de facon speci que contre un antigene. Se reporter
a I'Annexe 5 pour plus de pecisions.

3Un antigene est une substance ou une structure cellulaireanie par sa capaciea provoquer
une eaction immunitaire : production d'anticorps ou ea ction cellulaire.
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Particules magnétiques (V) 00
recouvertes de streptavidine \V) (¢)

(CIRV) \V)
#* * / Tri négatif
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a n de choisir les crieres qui discriminent le mieux I'obgt-cible.

Remarque sur le detachement des particules. Pour enlever les partites
»ees sur 'objet captue, deux strakgies ontee e veloppees (Fig.1.3) :

{ xer l'anticorps sur la particule via une mokcule d’ADN. Ce lien peut
ensuite etre coupe par une enzyme (DNAase). Cette soluticest simple et
surtout universelle. Neanmoins, dans le cas des celluldstilisation de cette
enzyme endommage le cytoplasme [Blin, 2003];

{ ajouter un anticorps (II)* qui reconnat l'anticorps e sur les particules
et qui va entrer en competition avec le marqueur de surfacd&n venant se
xer sur l'anticorps gree, (Il) permet le cetachement de la particule, sans
endommager l'objet (StrakgieDetach abead' de Dynal ).

La nethode la moins invasive reste toutefois le tri regafi

Fig. 1.3 { Dierentes stratgies
pour cetacher la particule bio-

Anticorps
Marqueur de surface . o .
i / T.Om logique. A : utilisation d'une
® ADN enzyme qui coupe I'ADN re-

Oblet biologiaue liant l'anticorps a la particule.
Cette voie peut endommager

l'objet biologique. B : utilisa-
- ' tion d'un anticorps Il qui entre
Anticorps Il .
en competition avec le marqueur
cellulaire.

Particule magnétique

40n utilise gereralement un anticorps polyclonal anti-Fa b.
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Capture par adsorption
On peutegalement capturer des substances par adsorptio@elle-ci est le plus
souvent egie par des interactions electrostatiques et ydrophobes (voir para-
graphe 1.2). Ont ainsiet captues des acides nuckiges [Holschuh, 2003], mais
egalement des virus tels que celui de la evre jaune (type 3 de la evre de Lassa
(type 4) et le virus Ebola [Veyret, 2003]. Pour cetacher leparticules, il sut de
jouer sur le pH et la salinie du milieu.

Si la communaut scienti que connait l'utilisation des paticules magretiques
a des ns de capture de protines et de cellules, la capturde baceries est reskee,
elle, plus en retrait (Fig.1.4). La plupart des backries prte une agelle consti-
tuee d'une prokine, la mbria. On peut donc les capturera l'aide de particules
magretiques fonctionnalises avec de l'anti- mbria [Séarik et al., 1995]. La
cetection de baceries est primordiale dans l'industriealimentaire. Les particules
magretiques permettent la cetection de Salmonelle ou de ikteria en 10 min
contre 24 h avec les techniques traditionnelles ( Itration chromatographie,
culture ...).

Fig. 1.4 { Bacetries E. Coli at-
tactees aux Dynabeads (clicte de
microscopieelectronique 12500X.
www.dynalbiotech.com).

Separation magretique

Dans ce qui va suivre, nous noteron®l = H ['aimantation du matkriau, avec

la susceptibilie magretique de la particule etH I'excitation magretique. On
introduit aussi m = VN, le moment magretique d'une particule de volume/.
H et B sont reles parB = oH a ( est la permeabilie du vide.

Lorsque l'on place un aimant contre un tube contenant des piules
magretiques, on constate que celles-ci migrent vers l'aant (Fig.1.5). On peut
mocktliser ceci de manere simple en consicerant une padule de rayonr dans
un milieu de viscosie plaee dans un champ magretiqueB. Elle est soumisea

{ une force magretique: F,, = ( m:grad)B = V—(B:gF‘ad)B,
0

{ une force de friction visqueuseF, = v avecV la vitesse de la bille et
le coe cient de frictionegala 6 r
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En egime stationnaire, les forces se compensenE;, + F, = 0.
Si on notex la direction du gradient de champ magretique, on en deduitque

Vv 1 @B

=Y - =t
V o 61 @x

La vitesse de sparation est in uenece par le rayon (hydmynamique) des
particules et le taux d'oxyde

Pour donner un ordre de grandeur : prenons un tube Eppendoréd cm de

. . : B .
diametre. Pour un aimant classique,B @Xest de l'ordre d'une dizaine de ¥.m™.

Pour des particules de 0.5 m de rayon ayant une susceptibilie de 1 dans un
uide de viscosie =10-Pa.s, la vitesse de migration est 450 .s?. |l faut donc
une trentaine de secondes pour attirer toutes les particevers l'aimanf. La
gparation est donc plus rapide et plus simple que n'impogt quelle methode de
gparation (centrifugation ...).

Les particules magretiques sont doncsimples d'utilisation, permettent
une manipulation rapide d'objets biologiques (ADN, proies, cellules, vi-
rus, baceries,...) et sont compatibles avec une automattion des proecs
(Biomek' 2000 deBeckman Coulter  pour la capture d'’ADN, PHenoSensg/
deViroLogic Inc. pour du pkenotypage). Elles ont ainsiremplae dans bien
des cada centrifugation et la Itration .

Support solide

Les particules magretiques peuventegalement constituales supports iceaux
car (i) elles orent une grande surface specique; (i) ekks sont mobiles et
permettent ainsi un gain de temps quand les ptenonenes dd dlsion entrent
en compte comme c'est le cas pour le test ELISA (iii) dierentes particules

SNote : en fait, la ®eparation est plus rapide. En e et, comme nous le verrons dans le Chapitre
2, les particules s'organisent en chames dbl particules, de longueurL et de largeurd. Dans
ce cas,

{ la force magretique est: Fy, = ( m:grad)B = (N my :gfad)B = N V—Bgr“adB,
0

- . - 4L
{ la force de friction est: F, = v avec le coe cient de friction egal a m
n =
d

[Fermigier, 1999]
Sid=2r alorsL = N2r d'@d Vsphere ' Vehathe

, NV In(5)+1 B_ NgV In(g)+1 B
Sid > 2r alorsv = (3) B@ = 4 (g) Bg' NVsphere

chathe o 4 L @X 0 4 @X
Une cha™meepaisse migre donc plus vite qu'une particule.
SEnzyme Linked Immuno Sorbent Assays
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4

Fig. 1.5 { Principe de la sparation magretique : la particule est saumise a une
force magretique qui attire la particule vers l'aimant et u ne force de friction qui s'y
oppose. Sur le clicte, le surnageant est devenu limpide sig¢ que toutes les particules
sont regroupees sur la paroi de I'eppendorf en contact avetaimant (Clicre extrait de
www.giagen.com)

nmelangees permettent une analyse multi-crieres ; (iv)elles peuvent étre inegees
dans un proec automatise (Access Immunossay System d&eckman Coul-
ter ).

Le fait qu'elles soient magretiques facilite lesetapesarincage. Un exemple
d'utilisation est la digestion enzymatique par de la trypsie’. La xation des
enzymes sur des particules permet (i) de les retirer du neige eactionnel, (ii)
de les eutiliser (iii) d'aneliorer leur stabilie au st ockage ( »ees, elles ne peuvent
plus se digerer entre elles) [Blkowa et al., 2002].

Tlerapie

Des drogues »es sur les particules magretiques peuveéitre amereesa leur
cible par un champ magretique [Kim et al., 2002].

[Alexiou et al., 2001] ont injece, via l'arere femorale des particules recou-
vertes d'un anticanereuxa des lapins ayant un carcinomedJn champ magretique
est alors focalige sur la tumeur. La drogue est likeee pacdesorption lente, per-
mettant une compkte emission en 15 jours. Ce type de pred permet d'utiliser
des quanties moins importantes de drogues, nocives pouwgsl tissus sains.

Inees dans des particules polyneriques contenant un&lrogue, les grains
magretiques peuvent aneliorer son taux de relargage. Sewn champ magretique
alternatif (0.5 { 1000 Gauss), les grains oscillent dans la atrice ceant des
contraintes au sein de la particule. lls agissent comme de®rppes qui ex-
cluent la drogue hors de la particule [Langer, 1990], [Seeshand West, 2002].
Ce principe aet utilie in vivo pour celivrer de l'insu linea des rats diaketiques

"La trypsine est une enzyme qui hydrolyse les liaisons peptiques dans lesquelles un acide
amire basique (Lysine, Arginine) engage sa fonction acideElle est souvent utilisee pour digerer
les prokines qui vont étre analyses par spectrographé de masse.
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[Kost et al., 1987].

En n, un dernier type d'application en therapie concerne & destruction de
cellules canereuses par \lyse cellulaire magretigueHalbreich et al., 2002]. Il a
et constat que I'application d'un champ magretiqgue haute fequence permettait
de tuer les cellules, pkenonene parfois appek \hypertarmie" [Bacri et al., 1997].

Notons que les particules magretiques sont aussi connuesup étre des agents
de contraste en IRM [Pankhurst et al., 2003](Fig.1.6).

®

Fig. 1.6 { Clictes d'une netastase (eche) dans un foie. A : avant in jection, B :
apes injection intra-veineuse d'Endorem’ (Laboratoire Guerbet , particules de 80 {
120 nm). L'Endorem" est capt par les macrophages du syseme eticulo-endotelial,

principalement le foie (70% de la dose injecee). Son ajoupermet de faire ressortir sur
l'image le nodule netastatique par rapport aux tissus environnants : il apparait plus
contrast (plus \clair") que sur l'image A, prise comme e erence. Squences ealiges
avec une IRM de General Electric (1.5 teslas) en ponceration T2. Clickes du Dr
Laurent Tailboux et du Dr Frarcois Goubault. Scanner IRM Po itou-Charentes.

1.1.2 Utilisation dans les biotechnologies

Il s'agit iciegalement d'applications bionedicales mas elles sont en voie de
cteveloppement, c'est pourquoi nous les avons distingusades peedentes.

Test d'agglutination sous champ

Les tests d'agglutination repesentent un des tests les g utilies en diag-
nostic (10 tests/an dans le monde). Des particules de latex, greeesvac des
anticorps, sont mises en pesence de lechantillon a arlgser (sang, urine). Si
lechantillon contient I'antiene compkementaire des anticorps pesents sur les
particules alors celles-ci s'agegent. Letat d'age@tion est cetece par turbi-
dinetrie.

8Imagerie par Resonnance Magretique
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Les particules doivent etre su samment stabilises pourne s'ageger qu'en
pesence de l'antigene. Les forces epulsives recessas a la stabilisation des
particules ne doivent cependant pas ecranter les interaichs speci ques (li-
gand/ ecepteur) qui sont de faible poree (gereralement inkrieure a 1nm,
[Leckband and Israelachvili, 2001]). Tout le savoir-faireepose sur la ma'trise de
ces forces antagonistes. Le probeme vient du fait que censdes mémes pa-
ranetres physico-chimiques (pH, force ionique, concerttion de surfactants) qui
egissent ces interactions. Actuellement, ces paraness sont ajuses continuelle-
ment pour chague nouveau lot de particules.

. st Fig. 1.7 { Principe du
Moy M . ,“‘1"g "t.. ' . .
:_;?;;s_%‘;:_." " T test d(.e\gg!utlnatlon sSous
DO LS N champ : mises en pesence
“ o / Tnf T d'un champ magretique,

des particules s'organisent
sous forme de charmes qui

™ 3 =) @ °
T ‘-_T-f ."‘f ':«: » o, wso  Persistent en pesence dan-
5 1 4888,45 .n”_,,-',', ~§¢ tienes ou se redispersent
"re 0 sinon, lorsque le champ est
annue.

Si on conkre a ces méme particules des proprees magtiques alors I'ap-
plication d'un champ magretique cee une force attractie contrblable entre les
particules [Bibette et al., 2003] : elles s'organisent sodsrme de chaTmes sous
I'e et d'interactions dipolaires entre les moments magréques (voir Chapitre 2).
Lorsque le champ est annuk : (i) en l'absence d'antigenedes particules se re-
dispersent sous l'e et de I'agitation thermique; (ii) en pgsence d'antiggnes, les
particules restent attachtees (Fig.1.7 et Fig.1.8). La logueur des cha™mes indique
la concentration d'antigenes. Les premiers esultats motrent que la sensibilie
des tests aete augmenee d'un facteur 1000. L'origine deette anelioration n'est
pas totalement comprise. Deux arguments sont avanes : (& force magretique
doit permettre de franchir la barrere epulsive denergie d'interaction (ii) le temps
de mise en visa-vis des ligands et des ecepteurs est co# et est plus long que
celui d'une simple collision brownienne [Baudry et al., 2@0.

Les particules magretiques doivent &trgetites (200nm { 300nm) pour avoir
un mouvement brownien qui leur permet d'explorer tout ledantillon mais sur-
tout elles doivent étre extremement stablesar seule la pesence d'antigene doit
les faire s'ageger.

Dierentiation par application d'une force en test immuno logique

Les interactions non-speci ques, par opposition aux intections speci ques
de type ligand/ecepteur, aectent la sensibilie des tests immunologiques.
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Fig. 1.8 { Particules (Adem-
tech , 200 m) greees avec des
IgG de lapin anti-Facteur de von
Willebrand humain (VWF). A :
en l'absence d'antigene, les par-
ticules se redispersent quand le
champ magretique est annug;
B : en pesence de plasma conte-
nant le VWF en forte quantie
(8 g.mL?Y), toutes les parti-
cules s'agegent sous forme de
chames apes application d'un @
champ magretiqgue (70 mT pen-
dant 5 min.).

[Lee et al., 2000] ont monte qu'avec un syseme acequatls pouvaient discri-
miner les interactions speci ques et les non-speci ques

Les anticorps sont grees sur des surfaces de poly(styer) via un
poly(ethyene glycol). La solution a analyser est ensuié ajoute. Pour ewler
la pesence des antigenes, Leet al. utilisent des anticorps attaclesa des par-
ticules magretiques. L'application d'un champ magretique permet de retirer les
anticorps les de facon non speci que avec la surface, scome le montre la Fig.1.9.
Le traitement des surfaces (poly(styene), particules mgretiques) est tel que la
forcea appliquer pour rompre un lien est plus forte lorsquée lien est speci que
gue lorsqu'il est non-speci que. La speci cie ainsi obtenue est superieurea 99%.

Les particules magretiques doivent etre calibees a n ge la force appliqlee
soit la méme d'une particulea l'autre. La surface des paitules est recouverte de
poly(ethyene glycol) a n que les interactions non-specques soient plus faibles
gue les interactions sgeci ques. La quanti cation des paicules restantes peut se
faire avec une camera CCD [Lee et al., 2000], un transductenragreto-esistif
[Baselt et al., 1998] ou un capteur CMOS Hall [Aytur et al., 202].

1.1.3 Utilisation en biophysique
Manipuler des moécules

Depuis une dizaine d'anrees la micro-manipulation d'une oecule unique
est devenue possible gracea l'apparition de nouveaux gissitifs, comme I'AFM
(Atomic Force Microscopy) pour une gamme de force de 10 { 1000 pN, les bres
de verres , les pinces optiques (1 { 100 pN), et les pinces negues (0.01 { 50
pN).

Lenergie typique des plenonenes biologiques est dome par I'agitation ther-
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Fig. 1.9 { A : principe du montage de dierentiation par application d ‘'une force. B,
C : tests avec 0 ng.mLX(en haut) et 0.1 ng.mL? (en bas) d'ovalbumine respectivement
avant et apes l'application du champ magretique. Extrai t de [Lee et al., 2000].

mique (kg T) et la distance caraceristique est de l'ordre du nanonate. Il a donc
fallu €tre capable de mesurer et imposer des forcesa leelle des bio-mokcules
soit 100 fN - 10 pN, ce que les pinces magretiques rendent pibde.

Les premeres manipulations d'objets magretiques, poudes applications bio-
logiques, remontenta 1949 pour letudein vivo des proprees viscoelastiques du
cytoplasme [Crick and Hughes, 1947]. Ont ensuite et cotrsiits des dispositifs
capables de ceplacer la particule magretique [Amblard eal., 1996] et d'autres
permettant la mesure de forces dans des membranes phosgidigues sans pour
autant manipuler les objets. Il fallut attendre 1996 pour cmbiner le ceplacement
3D et la mesure de forces [Allemand et al., 1996].

Le principe du montage des pinces magretiques (Fig.1.10¥tele suivant :
la mokcule a etudier est attactee d'un cOea un substrat et de l'autrea une
particule superparamagretiqué. Des electro-aimants produisent un gradient de
champ qui cee une force sur la particule. Le courant circaht dans leselectro-
aimants permet d'ajuster l'intensie et la direction de la force appligiee. Un
syseme d'acquisition viceo permet le contréle de la pdson 3D avec une pecision
de quelques nanonetres. Pour plus de cetails concernarg dispositif se reporter
a [Gosse and Croquette, 2002].

Les pinces magretiques ont permis letude du comportemérelastique

%0n peut assimiler la mokcule et la particule magretique a un pendule anime d'un mou-
vement brownien. Cela peut &tre mockli® par une force aatoire quiecarte le pendule de
sa position dequilibre vers laquelle il est ramere par la force de traction, F, exeree sur la
mokcule. Celle-ci s'exprime par : F = kl , aveck = kg T= < x? > et | l'allongement de la
mokcule. < x 2 > correspond aux uctuations quadratiques moyennes et peutefre cetermire
en suivant les ceplacements de la bille en temps eel avecne canera.| est mesue en observant
les anneaux de di raction qui entourent la bille eneclairage paralkle.
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Fig. 1.10 { Montage de pinces magretiques : une mokcule est attacle a
un substrat par une de ses extemies. L'autre extemit e est relee a une par-
ticule magretique qui permet sa manipulation par des aimarts. Extrait de
http ://e2phy.in2p3.fr/2002/actes/croquette.doc

de [I'ADN, du fonctionnement d'enzymes telles que les polywrases
[Maier et al., 2000], les Flelicases [Dessinges, 2002], le®poisonerases

[Strick et al., 2000], la compaction de I'ADN en chromatineHancaud, 2004],

les interactions ADN-RecA ainsi que la recombinaison honogue

[Fulconis et al., 2004]. Elles permettent d'aceder a unegamme de forces
relativement faibles et de travaillera force constante, € que ne peuvent pas faire
les pinces optiques. Cette technique est non-invasive, cg g'est pas le cas des
pinces optiques pour lesquelles existe parfois un risquectdau ement.

La taille de la particule (quantie d'oxyde de fer) doit tre choisie en fonction
de la gamme de forces dans laquelle on souhaite travaillemeéJpetite particule
permet d'étre plus esolutif dans la cetermination de la position. De plus, si
I'on souhaite soumettre la mokcule a une torsion [Chann et al., 2003], il faut
gue la particule tourne avec le champ magretique : autremeulit, il faut que le
moment magretique soit coupk avec la particule a n que cesoit elle qui tourne
pour aligner son moment dans la nouvelle direction du cham$elon la nature des
particules, le moment peut tournera l'inerieur, ce qui empécherait la particule
de bouger (voir paragraphe 1.3).

Mesurer des forces collodales

Etudier les interactions entre collodes est d'un ineet primordial pour com-
prendre les paranetres qui gouvernent la stabilie collolale.

Les nmethodes connues de mesures de forces telles que l'appale force de
surface (SFA), la microscopie a force atomique (AFM), la tehnique du plateau
poreux (TFB), la microscopiea ondesevanescentes [Priey 1999] ne permettent
pas la mesure directe des interactions entre particules loadales car au moins une
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des surfaces mises en jeu est macroscopique et par consatpéane a lechelle
collodale.

La Magnetic Chaining Technique (MCT) permet de mesurer di-
rectement les interactions entre deux particules collosles magretiques
[Leal-Calderon et al., 1994].

Soumisesa un champ magretique, les particules s'orgaeist sous forme de
cha™mes. L'espacement entre les particules cepend (i) déntensie du champ
magretique externe et (ii) de l'intensie des forces epilsives entre particules. Le
syseme est analogue, en pesence du champ magretiqua,un cristal unidimen-
sionnel et di racte la lumerea des longueurs d'onde de vieur cetermiree par la
condition de Bragg (Fig.54).

O O
o

Y

I = (p-a))

Fig. 1.11 { A : illustration de la diraction de la lumere par une cha* ne de parti-
cules; B :emulsion magretique soumisea dierentes int ensies du champ magretique
- Visualisation de la longueur d'onde : plus le champ magreique est fort et plus les
particules se rapprochent, I'onde di racee passe ainsi di vert au bleu.

La distance nale entre particules esulte d'unequilibre entre les forces attrac-
tives (interactions magretiques en pesence d'un champnteractions sgeci ques,
interactions Van der Waals,) et epulsives glectrostatques, seriques). La dis-
tance dequilibre est atteinte, a chaque incementation de la valeur du champ,
guand la force epulsive compense exactement la force attive. Mesurer, en
fonction du champ appligle, cette distance par diraction de la lumere per-
met de construire le pro | de la force de epulsion en fonctin de la distance de
fparation.

Letude de forces induites par des polyneres [Mondain-Moval et al., 1998],
des protines [Dimitrova and Leal-Calderon, 1999], ou degolelectrolytes
[Philip et al., 1999] a ainsiek e ectLee.

Pour une bonne pecision et une bonne reproductibilie, lifaut des particules
extréemement calibees. La taille des particules doit penettre I'observation dans
le visible de la lumere diracke, soit des particules de100-300 nm de dianetre.
Elles doivent par consquent étre fortement magretique pour que l'on puisse les
aligner en utilisant des champs raisonnables (50-100 mT).
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Fig. 1.12 { Montage et principe de la MCT (Magnetic Chaining Technique) : la
lumere emise par une lampea vapeur de »non est achemiee vers lechantillon via
une bre optique. Lechantillon est plae au c ur d'une bo bine dont on peut faire
varier l'intensie. La lumere etrodi use par lec  hantillon est ensuite analyse par un
spectrographe constitie d'un detecteur CCD, d'un eseau et d'une carte interface loge
sur un bus ISA de l'ordinateur qui fait l'acquisition et le tr aitement des donrees. Un
miroir semi-eechissant permet de eparer le faisceau incident du faisceau etro-di use.
Exemple de pro | de force obtenu : pro | de forces pour des paticules dans une solution
de PAA (poly(acide acrylique)), NaCl 0.2 mol/L ; pH=3, + : PAA 100 000 g.mof
PAA 320 000 g.mot!

1.1.4 La micro uidique : un nouveau champ d'application

Un inkerét grandissant se porte vers une nouvelle gereation de dispositifs,
dits \laboratoires sur puces”, qui visenta inegrer sur des supports de quelques
centimetres cares l'ensemble des processus recessain |'analyse d'un produit
[Ramsey, 1999].

Ces supports pouvant étre pepaesa faible coot [Wu etal., 2003] et en grande
griea l'aide de techniques issues de la micreelectrogue, permettentegalement
d'utiliser un volume faible dechantillon ( L { mL) et conduisenta des temps de
gparation extréemement faibles.

Cependant, m&éme si la pertinence de I'approche \micro-labatoire" a cepet
cemontee dans divers domaines, de nombreuses di cults propresa la micro ui-
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dique restent non esolues. En e et, la transposition desethodes conventionelles
a lechelle du micron n'est pas sans poser probeme. Dandes canaux grawes sur
support miniaturie, les pompages de uide et les nelangedeviennent di ciles
car lesecoulements sont laminaires; les faibles quargg de produit manipukes
poussent souvent les techniques de detection (uoresceme@lectrochimie)a leur
limite.

Pour controler lesecoulements et parer les especesanalyser, les particules
magretiques apportent leur contribution au ceveloppemat de nouveaux outils
(www.mic.dtu.dk/research/mems).

Citons quelques applications originales :

-Melangeurs- Le nelange de uides au sein de microcanaux est dicile
en raison desecoulementsa faible nombre de Reynolds. faial and Gast, 2002]
font tourner des chames magretiques dans des microcanailLes chames sont
constitlees de particules magretiques relees entre ks par un polynere (bis-
biotine- poly(ethyene glycol)). Elles sont in®eeesa l'intersection de canaux per-
mettant d'introduire dierentes solutions. Apees rotat ion du champ magretique,
le nelange des solutions est constake. Ce dispositif ouerainsi de nouvelles pos-
sibilies.

-Matrice de sparation- Organiees dans un canal, les particules
magretiqgues constituent une matrice de sparation egrerable, plus simple
et plus rapide a mettre en uvre que les plots grawes dans du silicium
[Duke and Austin, 1997]. Cette matrice aet utilie ave suces pour eparer de
longs ADN parelectrophoese [Doyle et al., 2002]. Des parations d'ADN longs
de plusieurs dizaines de kilobases qui prenaient jusquane nuit en champs pulses
dans l'agarose sont maintenant e ectiees en quelques mi@s. La raison d'une
telle anelioration est un changement du necanisme de migtion (Fig.1.13) da
au passage d'un milieu delectrophoese dense et enchete(le gel)a une matrice
de colonnes beaucoup plus dilee.

-Support - Les particules magretiques sontegalement utilisees amme sup-
port pour I'hybridation d'/ADN [Fan et al., 1999], ceant ainsi une variante des
\puces a ADN". Des particules magretiques greees avec @s oligonuckotides
dits \sondes" sont immobilies au sein d'un canal par un @mp magretique.
Les ADNa analyser (ADN cibles), marqles avec un uorophoe, migrenta tra-
vers cette zone riche en particules et s’hybridenta leur copementaire (Fig.1.14).
L'analyse du signal uorescent permet une analyse quantiti&e et qualititative de
lechantillon. Les auteurs montrent que le temps d'hybryétion dans un tel dispo-
sitif est diminte et que la sensibilie est anelioee. Il faut tout de méme noter que
lechantillon consicee est un syseme moctle, loin desechantillons couramment
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Fig. 1.13 { A : matrice de ®paration constittee de particules magretiques; B :
gparation d'’ADN; C : necanisme de sparation : lors de la migration, les pelotes
statistigues d'’ADN percutent les colonnes du eseau et s'acrochenta elles pour for-
mer des boucles enU" sous l'action du champelectrique. Ces bouclesetant rarement
symetriques, un necanisme de cesengagement semblabla celui d'une corde sur une
poulie a ensuite lieu en un temps caraceristigue de quelgas secondes. Le temps de
tesengagement cepend de la taille de I'ADN, ce qui permet une fparation en taille.

analyes (puces A metrix). [Melnychuk and Harrison, 2003 utilisent le méme
principe pour la capture des ARN.

D'autres sysemes ontee developpes sur ce principe @& support : capture de
prokines, digestion enzymatique [Guyon et al., 2003].

Les particules magretiques doivent pouvoir tre manipeés par un champ
magretique externe. Leur principale application est la gature d'objets biolo-
giques (ADN, proeines, cellules,...) a n de les puri er,les concentrer, les cetecter,
les doser,...

Nous allons decrire les caraceristiques requises pourutyne particule
magretique soit \e cace", en termes de proprees magnetiques et de capture.

0Acide Desoxy-Ribonuckique messager.
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Thermocouple

Aipnant
’,Billes
- NI AP
-{-- Canal
“~.Chauffage
Détection

Fig. 1.14 { \Pucesa ADN". Coupe sctematique du dispositif : un aimant permet
I'immobilisation des particules magretigues dans une zore du canal. Un thermocouple
controle la temperature pour les eactions d'hybridati on/ceshybridation. Images : a)

particules greees avec des oligonuckotides sondes b) @es hybridation avec les cibles.
Extrait de [Fan et al., 1999].

1.2 Caraceristigues requises

1.2.1 Proprees magretiques

Les particules magretiques sont des matriaux composkeconstitles d'une
matrice organiqué® et de grains magretiqgue¥’. Nous allons souligner les ca-
raceristiques (nature, taille) que les grains magretigies doivent possder a n de
conkrera la particule un comportement superparamagretique

Proprees magretiques des particules Une particule constittee de grains
ferro-'3 ou ferrimagretiques* disperses peut avoir un comportementsuperpa-
ramagretique : elle epond comme un corps paramagretique avec une valeu
de susceptibilie magretique  beaucoup plus elevee que celle des corps les

1La matrice peutegalement étre mirerale. Dans ce manuscit, Nnous ne nous ineressons
gu'au cas des particules constittees d'une matrice orgamjue.

12| e terme \particule magretique" quali era toujours un ens emble de grains magretiques
emprisonres dans une matrice polynere.

3pans un matriau ferromagretique, les moments magretiques de chaque atome s'alignent
spontarement dans des egions appekes domaines de Weigcelimies par des parois de Bloch)
et cela méme en l'absence de champ magretique externe. Errgral, le moment magretique
total est nul parce que les dierents domaines ont des orietiations dierentes et leurs e ets
s'‘annulent. Sous l'action d'un champ magretique exerieur, les domaines vont tendrea s'orienter
dans la direction du champ. Ce pkenomnene est ireversible. Lorsque le champ magretique est
annuk, le materiau pesente une aimantation emanent e.

4Dans un maeriau ferrimagretique, deux moments magreti ques adjacents sont aligres mais
dans des sens opposs. Le moment magretique total n'est ganul en l'absence de champ
magretique externe. Lorsque la somme des moments parales et anti-paraleles est nulle, on
parle de matriau anti-ferromagretique.
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plus paramagretiques® ( =3.102 pour Ho(NOs)s). Elle est de I'ordre de I'unie

pour les collodes magretiques. En l'absence de champ nmatique, les mo-
ments magretiques des grains sont orienes akatoirenmt du fait de l'agita-

tion thermique, ainsi aucun dipble n'‘apparata lechdle de la particule. Sous
champ magretique, tous les moments magretiques s'orieemt dans la direction
du champ, conkranta la particule une forte aimantation.

Encapsuler des grains magretiques au sein d'une particut®ntre a celle-ci
une forte susceptibilie. L'aimantation epond alors plus fortement que des grains
isobsa des champs magretiques ctlivies par de simple aimants.

Proprees magretiques des grains Les grains magretiques contenus dans
les particules font quelques nanonetres (5 { 50 nm). La dinmsion de ces grains
est si petite qu'ils ne pesentent qu'unmonodomaine magretique Dans le cas
d'oxydes de fer, la taille maximale d'un mono-domaine est derdre de 20 nm.
En eet, un materiau magretique massif possde une struture multi-
domaines : il existe dierentes egions d'aimantation vaiant en direction et en
intensie, epakees par des parois dites parois de Bloch.e magriau s'organise
ainsi pour minimiser lenergie magretostatique totale.Si la taille du maeriau
diminue, la taille des domaines diminue et leur structure {asi que celle des pa-
rois de Bloch) peut changer. En dessous d'une certaine tajllde I'ordre de la
centaine de nanonetres, un grain d'un maeriau ferro- oudrrimagretique est un
monodomaine magretique, car la formation de parois entre$ domaines de cette
taille-b aurait un coOtenergetique sugerieura l' energie magretostatique gagree.

Des grains mono-domaines permettent une eponse plus rdpiet plus forte
gue des grains multi-domaines pour lesquels lenergie adirnir pour orienter les
moments de chaque domaine est trop importante dans la gamménténsie de
champs utilises (10 { 50 mT). De plus, il estevident que I'exsemble des grains ne
peut étre remplae par un matriau massif ferri-/ferromagretique car les parti-
cules pesenteraient alors une aimantation emanenteahamp nul, ce qui rendrait
leur agegation (due aux interactions dipolaires) ireersible.

Pour certaines directions du champ magretique appliguel'aimantation d'un
mono-domaine atteint la saturation beaucoup plus rapidemé Ces directions
sont appekesaxes de facile aimantatioret cependent de la geonretrie des grains
ainsi que du eseau cristallin. La dierence de proprees magretiques suivant les
directions de l'espace est qualiee d'anisotropie magiique.

Suivant la valeur de lenergie d'anisotropie E,, par rapporta celle de lenergie
thermique, kg T, les grains peuvent etre ferro-/ferrimagretiques ou swgrpara-
magretiques.

5Dans un maeriau paramagretique, en l'absence de champ mgretique, les moments sont
esordonres et sans corelation. Sous l'action d'un champ exerieur, les moments s'orientent
dans la direction du champ. Ce ptenorrene est eversible.
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SiE, > kgT, les grains sont ferri-, ferromagretiqgues. Leur moment nugetique
est orienke selon un axe dit de \facile aimantation”. Le monent magretique est
\bloqLe" : le grain peut alors tourner dans un champ magretque jusqua ce que
son moment soit aligre avec le champ. Léemps de relaxation browniennelu
grain g estcenipar: g = kVHT al V4 est le volume hydrodynamique du
grain, la viscosie du mileu, kg Ig constante de Boltzmann efl la temperature.
Si E; < kgT, les grains sont superparamagretiques : le moment magigtie
peut uctuer thermiquement, les spinsetant toujours magatiguement coupes.
Cette propree qu'ont les moments magretiques des nangrains de se compor-
ter comme les moments magretiques des atomes d'un mattigparamagretique
a et cecouverte par Neel [Neel, 1949] et est appeke superparamagretisme
[Bean, 1955]. Le temps de rotation est appetemps de relaxation de Neel y :
n = oeXp(Ea=ksT), @ E, est lenergie d'anisotropie,kg la constante de Boltz-
mann, T la temperature. Le facteur pe-exponentiel o a pour ordre de grandeur
10%a 10%?s.

Le temps de relaxation e ectif d'un grain secrit : ¢ =

B N

. . et N
Gereralement pour des petites particules, on ag n - Ainsi, c'est le moment
magretique qui tourne a l'inerieur du grain. Lenergi e d'anisotropie augmente
avec le volume du grain. A partir d'une certaine taille de grias (telle que g <
n ), le moment magretique est bloqte et c'est donc le grain guourne.

Le mecanisme de relaxation peut étre identie en etudiant la suscepti-
bilie magretique d'un milieu en eponse a un champ magrtique oscillant
[Fannin, 1998].

Remarque { Relaxationa kchelle d'une particule Nous avons vu que
les temps de relaxation de Neel ou brownienne d'un grain iBsont bien e nis.

Il est par contre peu ai®e de carackriser ces temps de ref@iona lechelle de
la particule. Ces temps cependent de la nature/forme des gins, de leur ar-
rangement au sein de la particule (epartition, con nemet) ainsi que de leur
libere de mouvement (ges ou non dans une matrice organige). Il est clair
gue ces temps cependent des particules : de leur mode de fahtion, de leur
forme et de leur taille. Connatre ces temps est pourtant pnordial pour cer-
taines applications comme les pinces magretiques ou le grestic sous champ.
Les pinces magretiques reposent sur le principe que la parile tourne avec le
champ magretique a n d'exercer un couple sur la mokeculetudee. Dans le cas du
diagnostic sous champ, ces temps vont permettre de eglerfiequence du champ
magretiquea appliquer pour mettre en visa-vis les moécules de reconnaissance
greees sur des particules.

Les grains, contenus dans une particule, doivent étre (iefro-, ferri- ou su-
perparamagretiques (i) monodomaines et (iii) en quantt su sante pour une
eponse forte de la particulea un champ magretique.
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De plus, ils doivent rester dans la particule et ne pas etreqgulses car celle-ci
doit rester magretiquet®. Leur encapsulation permeta la particule d'etre bio-
compatible [Hafeli and Pauer, 1999] car certains maeriax magretigues comme
le cobalt ou le nickel sont toxiques. Les oxydes de fer sontnomis pour in-
hiber certaines enzymes, comme la polynerase, mais ne sqms toxiques
[Weissleder et al., 167] : les cellules continuenta se di@r apes les avoir en-
docyes [Wilhelm, 2002] et aucune mortalie n'est const&e chez des sourisa qui
on a injece de la magretite (1.5 g/kg) [Ibrahim et al., 1983].

Exemple des particules magretiques de la socee Ademte ch Les parti-
cules magretiques que nous avons utilises, dans ce trédvde these, proviennent
de la socee Ademtech . Nous cherchons actuellementa ceterminer les temps de
relaxation de Neel et de relaxation brownienne de ces pactiles par la methode
peedemment mentionree!’.
A partir de la courbe daimantation de l'extrait sec de ferrauide Frsec
contenu dans les particules (Fig.1.15), nous pouvons deteiner la susceptibilie
d'une particule qui secrit comme le rapport de I'aimantaion M sur l'excitation
magretique H. frrsec COrrespond donca la pente de la courbe d'aimantation (de
la partie lireaire). La concentration du ferro uide contenu dans les particule¥ est
de 50% en volume. La susceptibilie du ferro uide est donCrr = EFrsec=2. Pour
obtenir la susceptibilie de la particule il faut faire une correction leea la forme

splerique de la particule : ot = ﬁ SOit  part = _FFsee - 1.3
FF

. . 3 2% Frsec=3
La susceptibilie des particules que nous utilisons est déordre de l'unie.

M (A/m)

| Fig. 1.15 { Courbe d'aimantation
d'un extrait sec de ferro uide fourni

L par la socee Ademtech . Mesure
.o. du moment magretique (M) en
! fonction de I'excitation magretique
e (H) avec un SQUID (Supercon-
. ducting Quantum Interference De-
vice) ealisee par Emanuel Bertrand

(LCMD, ESPCI, Paris).

H (A/m)

16Ceci peut sembler logique, mais certaines particules troees sur le marcre deviennent
moins magretiques avec le temps en raison de la perte des grs d'oxyde.

Travail mere par Laetitia Cohen-Tannoudji (LCMD, ESPCI, P aris) en collaboration avec
le professeur P. Fannin (Trinity College, Dublin, Irlande).

18 'oxyde pesent est la magremite -Fe,O3 ( =5.07 g.cm3).
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1.2.2 Tallle et distribution

L'utilisation que I'on souhaite faire des particules cetemine le choix de leur
taille (voir le paragraphe 1.3 : mesure de forces colloas par la MCT).

Pour capturer des objets, des particules de quelques micsopermettent une
eparation rapide. Toutefois, celles-ci sdimentent rpidement (2 m.s?! pour une
sptere de rayon 1 m), il faut alors maintenir lechantillon sous agitation.

Pour les tests immunologiques, des petites particules broignnes sont plus
approprees pour l'exploration de la totalie le volume de lechantillon et/ou fa-
voriser le nombre de collisions. Elles doivent, dans ce ca®ntenir beaucoup
d'oxyde, pour eagir rapidementa un champ magretique, @ qui est dicilea
obtenir.

De méme, quand les particules sont utilisses comme suppaolide, il vaut
mieux gu'elles soient petites pour o rir une plus grande sface sgeci que.

Une uniformie en taille (Fig.1.16) impligue une bonne repoductibilie, une
meilleure homogereie du prenonene mis en uvre (capt ure, ®paration) et sur-
tout permet de faire desetudes quantitatives. Elle est n@mment indispensable
dans les applications pesentees peedemment commaldierentiation par ap-
plication d'une force (les particules doivent etre calibes (i) pour que la force
appligee soit la m&éme d'une particulea une autre (ii) par quanti er les parti-
cules restantes) ou la mesure de forces collodales par I€&W Le travail pesene
au Chapitre 3 recessite egalement des particules caliees.

Fig. 1.16 { Adembeads : homogreie en
taille - Clicke TEM par M. Gaboyard -
Ademtech - Barre dechelle : 500 nm.

1.2.3 Surface

C'est la surface de la particule qui gouverne (i) la stab#itcollodale et (ii)
la capture d'une mokcule qui peut se faire par adsorptionwpar interactions
speci ques (ligand/ecepteur).
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Stabilie collodale

Unechantillon de particules magretiques se pesente a6 la forme de parti-
cules disperses dans une phase continue (gereralemeaqueuse). Il convient de
conserver cetetat dispers et deviter toute agegation (eversible ou ireversible)
des particules (Fig.2.13). Lorsque les particules s'agent, lechantillon perd
son homogereie (dimentation). Une autre consequeaice de l'agegation est la
eduction de la surface speci que. Ceci peut étre génarguand les particules sont
utili;ees comme support solide.

Les interactions entre particules kegissent la stabile@ d'une dispersion
collodale. A cetegard, la treorie la plus simple est cdé dite DLVO (Derjaguin,
Landau, Verwey, Overbeek, voir par exemple [Israelachyili985]). Elle prend en
compte les forces attractives de Van der Waals et les forcepulsives d'origine
electrostatique.

Fig. 1.17 {lllustration du ptenonene
d'agegation. Lechantillon n'est alors
plus homogne et la surface sgeci que
diminue. Clicte C.G.

Les particules magretiques doivent tre stables dans lesolution de stockage
mais elles doivent conserver cette stabilie lorsqu'on eplace dans des milieux
biologiques (tampons, sang, urine...). Ces milieux sontls® et contiennent bon
nombre de prokines qui modi ent les porees des interagbns. L'adsorption (vo-
lontaire ou non) et le gre age covalent de proeines modi at la charge de surface
de la particule, ce qui joue sur sa stabilie. Connatre Igoint iscelectrique des
proeines pesentesa la surface des particules permetedmieux matriser les in-
teractionselectrostatiques mais il faut gereralementintroduire d'autres types de
forces epulsives.

Il existe beaucoup d'autres forces qui jouent sur la stalicollodale. Peuvent
ainsi intervenir des forces attractives de cepktion, gand sont en pesence des
objets de tailles tes dierentes, des forces de solvatabn, ou encore des forces
induites par des macromokcules greees ou adsorkees.

Les forces, qui vont introduire une composante epulsivesont des forces d'ori-
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gine serique duesa la pesence de macromokculesa laurface des objets.

La pesence de polyneresa la surface de la particule peuonc permettre
d'ajouter une force epulsive qui vaeviter I'agegation des particules entre elles.
La couche de polynereeviteegalement I'adsorption de preines. Les polyneres
les plus utiliees sont les poly(ethyene glycol) (PEG).

Les tests d'agglutination sous champ (voir Chaptire 1.1.23ont une des ap-
plications pour lesquelles la matrise des interactionssieprimordiale au point
deviter toute agegation, y compris entre deux particules (I'agegation est syno-
nyme de pesence d'antiggnes dans le cas des tests d'aggiation).

Capture par adsorption

L'adsorption d'une mokcule (protine, ADN, ARN) a la surface est gou-
verree par des interactions (i) de Van der Waals (attracties) (ii)electrostatiques
(epulsives), (iii) hydrophobes (attractives).

L'adsorption d’ADN est plutbt egie par les interactionselectrostatiques. On
va ainsi utiliser des particules cationiques pour capturdtfADN en milieu acide
et le relacher en milieu basique [Elasssari et al., 1998].

L'adsorption de protines est duea des interactions hydsphobes. Il faut donc
etre capable de fabriquer des particules dont on peut fain@arier I'hydrophobi-
cie pour capturer puis relarguer les prokines, ce que paettent les polyneresa
LCST 2°, commme le poly(NIPAM). La variation de la temperature mod e I'hy-
drophobicit de la particule. Ainsi pour une temperature sugerieurea la LCST, la
prokine va s'adsorber sur la protine. Lorsque la tempeature devient inkrieure
a la LCST, la proeine se cesorbe [Elasssari and Bourre] 2001].

Des pecautions sont cependanta prendre suivant l'utilsation que I'on veut
faire de la proeine apes capture. Il a en e etee montre que des particules

9 orsque des particules, recouvertes de polyrmeres, se rappchent, les chames polymeriques
s'intergeretrent. Dierents prenomenes peuvent se p roduire selon la nature de la phase continue
et la concentration en polyneres :

{ si les chames sont en bon solvant dans la phase continuela perte d'entropie des
chames induite par le con nement entraine une epulsion entre les particules. La force
epulsive est de la forme F(d) = Feexp( d=Rg), detant la distance entre les par-
ticules et Ry le rayon de giration du polymere. Les forces entres coll@es induites
par des polyneres ont et etudees experimentalemen t par le groupe de J. Bibette
[Mondain-Monval et al., 1998][Omarjee, 1999];

{ s'il y a tes peu de polyneres et que la surface des particules est peu recouverte, un
prenonene de pontage peut se produire. Ainsi, une méme ciime de polynere peut s'ad-
sorber sur deux particulesa la fois et conduirea leur agregation ireversible;

{ siles chames sont en mauvais solvant dans la phase contiu les interactions chames-
chames etant plus favorables que les interactions chafes-solvant, il apparat une force
attractive entre les couches adsortees.

201 ow Critical Solution Temperature
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hydrophobes pouvaient cenaturer les prokines et condue a leur adsorption
ineversible. Le developpement de particules hydrophis est d'un grand inerét :
(i) le contrble de l'adsorption se fait par le pH et la salire du milieu; (ii) la
prokine n'est pas tenatuee [Veyret et al., 2003].

Il faut egalement noter que les tensio-actifs, qui stabiient les particules,
a ectent I'adsorption des objets biologiques [Ganachaud al., 1997].

Capture par interactions spgeci ques

Ce type de capture recessite le gre age sur la particule megtique d'une
proeine ou anticorps’® qui va speci quement reconnatre l'objet souhaie.
Dierentes eactions de couplage anticorps/particule peuvent etre utilises
[Hermanson, 1996]. Les plus courantes font intervenir lesnictions carboxyles
et amines pour donner des liaisons peptidiqgues (-CO-NH). Leouplage anti-
corps/particule peutegalement se faire par simple adsotion.

Toute la dicule se esume a accrocher la bonne quantite de protines
de la bonne facon [Vikholm and Albers, 1998]. Les paranmed#s importants, sur
lesquels nous allons nous arréter, sont (i) l'orientatiorde l'anticorps, (ii) la
densie d'anticorps grees (ii) le rble d'un bras espaceir.

Orientation de I'anticorps

Pour qu'un anticorps soit fonctionnel, il faut qu'il soit oriene [Peluso et al., 2003].
La structure d'une IgG?? est sctematise Fig.43, elle peut etre assimiee a un
\Y" dont seules les deux extemies peuvent se liera l'artigene. La \queue du
Y" est appeke fragment Fc et les deux \bras du Y" sont appeksfragments
F(ab)?® (L'ensemble des deux fragments F(ab), les par des pontsdiilfures, est
appek fragment F(ab'), Fig.43).

Comme son nom l'indique, le fragment F(ab) est la partie quieslie aux antigenes.
Si I'on souhaite que I'anticorps soit fonctionnel, il faut dnc qu'elle soit orienee
vers l'exerieur. L'anticorps doit par congequent &tre gree par sa partie Fc.

Un anticorps, comme toute protine, est constitte d'acigés amires. Ceux qui
permettent le gre age, via leurs fonctions amines, sont ltginine et la lysine.
Rien ne permet de distinguer de facon eactionnelle la pée Fc de la F(ab) car
ces acides amires sont epartis dans tout I'anticorps.

Le seul moyen d'orienter l'anticorps est d'utiliser le faitque le fragment Fc
peut porter des sucres. Cette partie, plutdt hydrophile [Eser, 1997], s'adsorbera
petrentiellement sur des surfaces de méme type. Une yotation des sucres
avec du periodate de sodium (NalQ) permet une xation covalente et orienee
de l'anticorps sur des surfaces amirees a l'aide d'un conge bis-hydrazide

2lEncore appek immunoglobuline, un anticorps est une proeine fabrigee par des cellules
chargees des eactions immunitaires et dirigee de facon sgeci que contre un antigene.

22lmmunoglobuline G, classe d'anticorps la plus commune (90%

23Fab : fragment antigen binding Fc : fragment cristallisable.
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[Blkowa et al., 1999] [Qian et al., 1999].

T

Fig. 1.18 { Structure d'une IgG :
une partie constante appeee frag-

ment F., et deux parties qui se lient
a l'antiene, fragment F(ab). L'en-

‘ =N semble des deux fragments F(ab),

- les par des ponts disulfures, est ap-

F pek fragment F(ab') 5.

En egle gererale, ces nethodes sont peu exploiees aaelles recessitent la
connaissance de la quence en acides amires de l'antporOn petre utiliser
une xation a priori non orienee en essayant de jouer sur llydrophobicie des
particules, le pH et la salinie de la phase continue pour fariser I'orientation.
Ainsi [Chen et al., 2003] ont monte qua faible force ionque (2.1 mM PBS, 0.3
mM NaCl), des IgG (classe 1 et 2a) etaient mieux orienes gand ils etaient
adsorkes sur des surfaces amirees que des surfaces caybes car le pP* de la
partie Fc est inkrieura celui de la partie F(ab).

Les particules vendues a cet e et sont des particules aveced fonctions car-
boxyliques (couplage avec R-NHvia un carbodiimide), amines (couplage avec
R-NH, via du glutharalcehyde) mais egalement epoxys (couplag a pH neutre
sans activation ), tosyls, thiols etc...

Densie d'anticorps

La quantie d'anticorps est un facteur important. Saturer la surface d'une
particule n'est parfois pas la bonne nethode : (i) les antmrps sont gereralement
peu charges dans les solutions biologiques, leur pletamiutour de 7-8. Une mono-
couche d'anticorps tenda cestabiliser les particules adeur charge de surface est
diminee, (ii) si les anticorps sont trop seres, les antignes ne vont pas pouvoir
se lier correctement pour cause de géne serique [Spitarand Clark, 1993],
[Wheatley, 1991].

Bras espaceur

L'utilisation d'un bras espaceur, entre l'anticorps et la prticule, donne une
certaine libere de mouvement a l'anticorps qui peut alos s'orienter pour se
lier correctement [Hinterdorfer et al., 1996]. Le bras espaur gereralement
utilie est un PEG dont la masse mokculaire varie entre M,=400 g.mol?!
[Suzuki et al., 1995] et N}, =3400 g.motl* [Weimer et al., 2000].

24point Iseelectrique.
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On trouve sur le marche nombre de particules pealablemerionctionnalises :

{ avec l'anticorps d'inerét (seulement si la substancea capturer est \clas-
sigue" i.e. Dynabead$ CD19 de chezDynal pour la capture des Lym-
phocytes T);

{ avec un internediaire permettant de xer l'anticorps de facon orienee et un
peu plus loin de la surface (libere de mouvement). Cet interediaire peut
etre un anticorps secondaire type anti-souris, anti-lapi (pour la xation
d'un anticorps de souris ou de lapin), des prokines qui xet les anticorps
par leur partie Fc (prokeine A ou proeine G).

La capture d'ADN ou d'ARN peut egalement se faire de facon [ ci que.
On gree alors sur la particule un oligonuckotide dont la eguence est
compementaire d'une partie de I'ADN d'inerét (pour la capture des ARNm
on gre e une equence de 25 Thymines car les ARN contienneggreralement
une equence polyAdenine). Le méme travail d'optimisabn de la densie d'oli-
gonuckotides et de longueur du spacer doit etre entreri[Guo et al., 1994],
[Shchepinov et al., 1997].

Interactions non-speci ques

Lesetudes sur I'adsorption non speci que de proeines atee stimukes par
le cesir d'obtenir des objets immunologiquement \furtifs : il fauteviter que des
implants soient reconnus comme corpsetrangers ou que dgssonine$® ne s'ad-
sorbent sur des vecteurs de nmedicaments et dceclenchent @meponse immunitaire
(phagocytose).

Dans les cas des particules, des proeines adsorkees deofa non-speci que
peuvent (i) perturber la stabilie collodale; (ii) poll uer la capture d'une espece;
(i) eduire la sensibilie d'un test immunologique [Lee et al., 2000].

Divers essais ont et e ecties [Klein, 1989] cemontrart que la solution la
plus e cace est l'utilisation de PEG (polyethyene glycol), grees par une
de leurs extemites plutdt qu'adsorkes akatoirement. [Jeon and Andrade, 1991]
[Jeon et al., 1991] ont propos un moctle qui a servi de basrix experiences
[Huang et al., 1996]. Il a et etabli que (i) pour esister a l'adsorption,
la concentration en PEG doit diminuer si la taille de la protine aug-
mente; (i) une densie trop imporante de PEG (proche de &tat cristal-
lin) ne esistait pas a l'adsorption de protines. Sur des mono-couches auto-
assembees de silanes [Prime and Whitesides, 1991], ilmonte que l'adsorp-
tion non-speci que diminuait lorsque la longueur des chafes PEG augmentait
[Prime and Whitesides, 1993].

25proeines (fragments Fc d'une IgG, bronectines, eeme nts du compement) qui consti-
tuent un signal mokculaire pour l'organisme, indiquant aux cellules immunitaires la pesence
d'un corpsetranger. Il y a reconnaissance des opsonines adrtees en surface par les cellules
macrophagiques, localiees dans le foie, la rate et la mdel
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Les PEG servent donc aussi bien comm&as espaceurgour favoriser I'hy-
bridation ligand/ecepteur que comme barrere epulsive pour empécher l'ad-
sorption non-sgeci que [Huang et al., 1996]. En nelangeat des PEG fonction-
nalies dieremment, on peutegalement contréler la quantie de protines greees
[Perret et al., 2002].

Une autre solution consistea adsorber sur les surfaces gestines comme la
BSA (Bovine Serum Albumir) ou la casine. Il est alors di cile pour une protine
de ceplacer ces derneres pour venir s'adsorber.

1.3 Peparation

Les paranetres importants lors du \design" d'une particué sont (i) sa taille
(ainsi que la distribution de taille), (ii) la quantie d'o xyde qu'elle contient, (iii)
la nature de sa surface et (iv) les groupes eactifs qu'elfgorte.

De nombreuses voies de syntlese ontee ceveloppees etontinuent d'étre
optimiees. Le but est d'atteindre les caraceristiquesciees peedemment mais
egalement d'obtenir un proec reproductible et de faide coqt.

Ces dierents proeces peuvent etre epartis en trois caegories selon que :

{ les grains magretiques et la matrice sont synthetisesepaement;

{ les grains magretiques sont syntletiees au contact ded matrice;

{ la matrice est syntletiee en pesence des grains d'oxges.

Cette partie aet largement inspiee de lI'ouvrage de A. Basssari [Elasssari, 2003] :
le lecteur pourra s'y etrer pour de plus amples cetails

Le proece correspondant aux particules que nous utiliss est decrit au para-
graphe 1.3.4

Les dierents proeces conduisenta l'obtention de trois types de particule$®
(Fig.1.19) :
{ un syseme c ur/couronne avec un c ur de grains magretiq ues;
{ des grains epartis de facon homogene dans la matrice;
{ une couche de grains magretiques autour de la particule.
Ce syseme est le moins satisfaisant car les grains d'oxydat tendancea
partir en solution.

Avant de cetailler les trois principales voies de syntles des particules
magretiques, nous allons cecrire comment obtenir les gmas magretiques qui
sont le plus souvent composs d'oxydes de fer.

26 Attention, il ne faut pas associer une voie de synttesea untype de particules : les trois
types de particules peuvent étre obtenus avec la méme voide synttese suivant le protocole
utilise.
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Fig. 1.19 { Dierents types de particules magretiques : un syseme coeur/couronne
avec un coeur de grains magretiques, des grains epartis € facon homogne dans la
matrice, une couche de grains magretiques autour de la partule.

1.3.1 Ferro uides

La synthese de grains ferro-, ferrimagretiques monodoniaes est primordiale
(voir paragraphe 1.2). Nous en pesentons maintenant lesipcipes.

Les ferro uides sont des uides magretiques, aussi bien aqux qu'orga-
niques, constittes de nanoparticules d'oxydes de fer ourfies (dianmetre<10
nm). Les ferrites les plus couramment rencontees sont laagretite (Fe;0,4) et
la maghemite ( -Fe,O3). Deux types de syntlese sont principalement utilies :

le broyage jusqua l'obtention de nanoparticules qui sont ensuite diperees
dans un uide contenant un surfactant. Ce dernier s'adsorbsur les parti-
cules et les stabilise [Papell, 1965],[Roseinsweig, 1975]

la pecipitation en milieu basique d'une solution dions netalliques
[Elmore, 1938] : les ions d'une solution de chlorures de fer
[Khalafalla and Reimers, 1973] ou de sulfates de fer [Shinka al., 1991]
[Shimoiizaka et al., 1976] pecipitent par ajout de soude w d'ammoniac.
De l'acide okique est ensuite introduit : il rend la surfae des particules
hydrophobe ce qui conduita leur agegation. On peut alordes trankrer
dans un uide organique [Khalafalla and G.W., 1980] ou alorajouter un
tensio-actif fortement hydrophile (Dodecyl Sulfate de Sadm ou SDS) et
obtenir ainsi un ferro uide agueux.
En 1980, Massart [Massart, 1980] proposa une voie de syrdée ne
recessitant pas |l'utilisation de surfactant qui a inspie nombre de
syntheses de ferro uides ( -Fe,O3) [Jolivet and Tronc, 1988] [Prere, 1995],
ZnNiFe, 04 [Zins et al., 1999], MnFgO, [Lacava, 1999].
Le rapport ions ferreux/ferriques, le pH, la nature et la cocentration de la
base ainsi que la temperature gouvernent la taille et la qudie d'oxydes
obtenus [Massart and Cabuil, 1987].

L'oxyde obtenu peut &tre caracerise par microscopie ¢éectronique, spectro-
scopies Rayons X, Infra-Rouge ou Messbaufér analyse thermogravinetrique ou
dosages chimiques [Montagne et al., 2002].

2TSpectroscopie de esonnance nuckaire
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La ferrite majoritairement pesente est la maglemite. Ele ne peut étre
syntretise directement car l'alcalisation et I'hydrolyse d'ions F&' conduisent
a des ferrihydrites qui se transforment en goethite (-FeOOH) et tematite ( -
Fe;O3). Il faut donc d'abord obtenir de la magretite (FesO4) par la voie de
co-pecipitation des ions ferriques et ferreux (en propdions stoechionetriques
[EImore, 1938]). La magretite est tes eactive visa vis de l'oxydation et se
convertit rapidement en magtemite. Celle-ci contient dedacunes et peut, par
traitement thermique, se transformer en rematite ( -Fe,O3), varete la plus stable
thermodynamiquement. L'adsorption d'especes thermiqueent stables permet de
retarder ce frittage [Prere, 1995].

1.3.2 Grains d'oxydes et matrice syntleti®s £paeme nt

Impegnation

Fig. 1.20 { Processus par impegnation : le polyrmere estemulsionre en pesence des
grains d'oxyde. La matrice est solidiee par un traitement thermique ou par ajout d'un
agent eticulant. Les particules sont ensuite lyophilisees pour conservation.

Le premier proece consiste a emulsionner avec des ula-sons une phase
agueuse contenant de l'albumine et de I'oxyde de fer dans upkase organique
(huile mirerale). La matrice est ensuite durcie par un traiement thermique ou
par ajout d'agents eticulants.

En ajustant les paranetres tels que I'agitation et la quane de mononeres,

deux types de particules peuvent etre obtenues (i) des paites de 1 m contenant
20a 50 % em masse de E®, [Widder et al., 1979] [Senyei et al., 1978] (ii) des
particules de 200 - 500 nm (avec une large distribution) camant 5a 9 % de
FesO,4 [Kandzia et al., 1984].
Les groupements carboxyliques et amires de l'albumine peettent le gre age
de mokcules biologiques. Ces particules sont biocomgales et I'adsorption non-
speci que de prokines est importante. Pour limiter cette dernere, I'albumine a
et remplace par du PVA (poly vinyl alcool)[Maller-Sc hulte et al., 1997].
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Fig. 1.21 { Processus de Furusawa bas sur le principe d'feero-cogulation, en 2
etapes (i) adsorptionelectrostatique de grains netall iques sur des spteres de latex (ii)
encapsulation dans une couche de polynere protectrice

Proead Furusawa

Ce proede, connu sous le nom de son inventeur [Furusawa &k, 1994], re-
pose sur le nelange de splreres de polystyene chargeesgativement (pesence
de groupements sulfates et carboxyliques) avec des partes netalliques catio-
niques. Par interactionselectrostatiques, celles-ciaisorbent sur les spheres (40%
en volume). Ce plenonene est appek heerocoagulatio ou adsorption multi-
couches.

Pour eviter la cesorption des grains netalliques ainsi aie leur contact avec
des bio-mokcules, une ne couche de polynere encapsuke tout (gereralement
du poly(NIPAM)) (Fig.1.21).

Les particules de la socee Seradyn sont produites suivant ce type de
proeck. Sur un clicre de TEM?® montrant ces particules (Fig.1.22), on observe
un c ur de latex blanc entoue d'un gel magretique. Le gel sest cesorke suite au
gchage eta la mise sous vide recessairesa l'observati. Ce proec est simple
a mettre en uvre et donne des particules bien calibees, @i ne sont cependant
pas spleriquesa cause de la epartition non homogene degrains netalliques.

Fig. 1.22 { Particules Seradyn : un gel
magretique est adsorke sur un cur de
latex. Clicres de TEM par Manuel Ga-
boyard - Ademtech .

[ 10000 |

28Microscopie Electroniquea Transmission
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Encapsulation

Ici, les grains d'oxydes sont mis en pesence d'un polynerhydrophile comme,
par exemple, le poly(acide acrylique) [Shimomura et al., 28] ou le poly(nethyl
methacrylate) [Nakamae et al., 1993]. Il est adsorke ou ge sur les grains don-
nant ainsi des particules de 200a 400 nm.

Fig. 1.23 { Processus par encapsulation : le polynere s'adsorbe ou esbupk aux
grains d'oxyde

Sur le méme principe, du polygthyene) (ayant I'aspectde cire) estemulsionre
(ultra-sonication) a chaud avec des grains de maglemite yps le tout su-
bit une trempe donnant ainsi des particules magretiques déoutes formes
[Chatterjee et al., 2002] et toutes tailles (50 { 500 nm de diaetre).

1.3.3 Grains syntreti®s au contact de la matrice

Ces proeckes reposent sur le savoir-faire concernant Bitention de particules
de latex \blancs" (non magretiques). Depuis les anrees B®, on sait obtenir
des particules extremement calibees, de CV 5% (Fig.1.25), dans une large
gamme de taille. A la n des anrees 1970, elles furent promes par Dow Che-
mical et Pechiney-Saint Gobaina des ns bionedicales [Hger, 1974]. Des latex
marqes, uorescents ou radioactifs ont ainsiee cevdoppes. Une icee naturelle
aee d'ajouter des proprees magretiquesa ces objets en vue de leur manipula-
tion.

On obtient des latex magretiques en dispersant des latex rfotionnaliees dans
une solution de sels netalliques : les grains magretiguee forment alors dans les
particules par pecipitation.

Par pecipitation

Fort de son experience sur les latex blancs [Ugelstad et a1.974], J. Ugelstad
est devenu un des pionniers de la fabrication de latex magigues. Il a alors
fonce la socee Dynal en 1986 qui commercialise actuellement les particules
magretiques les plus abouties.

Le proeck est base sur I'obtention de latex poreux (Fig2.4), de grande taille
(2-4 m) avec uneetroite distribution de taille (CV<3%).

29CV : coe cient de variation
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Fig. 1.24 { Processus d'obtention de latex poreux magretiques. Proece Dynal .

Des latex (0.5 m) peuvent absorber un compos A et gon er pour atteindre
jusqua 1000 fois leur volume initial, lorsqu'ils sont acites par ajout d'un petit
compo< B insoluble dans I'eau (hexadecane ou dioctanylrpgide), contre 1a 5
fois en temps normal [Ugelstad and Mork, 1980]. La pesend&n petit compose
augmente l'entropie de nelange du compos A avec ceux de particule lorsque
B restea l'inerieur car il est non miscible avec l'eau.

Des particules \graines" contenant B sont nelangees avedes mononeres
de vinyl ainsi que d'autres eactifs comme, par exemple, deagents porogenes
(composes A). Les mononeres de vinyl di usent alorsa I'nerieur de ces latex
actives. Apes adsorption de A, la temperature est augmaeee permettant ainsi
la polynerisation de la particule.

Levaporation de I'agent porogene (un solvant volatil n'intervenant pas dans
la polyrerisation) conduita l'obtention de latex poreux. On les traite ensuite
chimiqguement a n qu'ils portent des groupes oxydants.

Les particules sont sctees puis mises dans une solutioantenant des ions
Fe’* et Fe** dans les proportions conduisanta I'obtention de -Fe,O3 et Fe;O,.
Par ajout d'une base et augmentation de la temperature, lesons netalliques
pecipitent au contact des fonctions oxydantesa l'inerieur des pores. Reste en-
suite a encapsuler le tout en e ectuant une seconde polymesation qui va per-
mettre egalement de fonctionnaliser les particules (de & 5 m avec fonctions
carboxyles, epoxy, amines, thyosils avec une distributio de taile de C\< 3% et
un taux d'oxyde de 15a 40 % en masse)[Ugelstad et al., 1993].

Bien que long, complique et colteux, ce proece permetdbtention de parti-
cules extremement calibees et stables.

D'autres proedes similaires ont et dvelopges [Winnik et al., 1995],
[Rembaum et al., 1980].

Autres voies

Une autre mnethode a et dveloppee par Rhone-Poulenc en 1989
[Charmot, 1989]. Des spleres de latex calibees subisseunne etape de po-
lynmerisation suppementaire dans du toltene. Du carboryl de cobalt (Co,(CO)sg)
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Fig. 125 { A : Latex poreux (extrait Particles technologies in
diagnostics Harri Harma, TEKES); B : latex calibes (Extrait de
www.lehigh.edu/ inchm/research/graduate/pse.html)

contenu dans le toltene est thermolyse conduisant au dept de cobalta l'inerieur
de la couche de polynere en train de se former.

Il a ek aussi propoe de mettre des chlorures de cations etalliques en
pesence de particules de polystyene portant des fonains acrylamide, acryloni-
trile et N-vinylimidazole. Ces fonctions permettent la xaion des ions netalliques
sur la surface des particules par complexation puis par edtion avec NaBH, ou
NH,NH,.

1.3.4 Matrice syntleti®e en pesence des grains
magretiques

La plupart des particules magretiqgues, notamment celles ug
nous utilisons, sont synthetizes selon cette voie. Elleconsiste en
une emulsication/polynerisation en pesence de grains d'oxyde
[Ibrahim et al., 1983].

La socee RhOne-Poulenc [Daniel et al., 1982] a et la premere a
evelopper ce proedce. Du ferro uide nelange avec du dyene et un initia-
teur (insoluble dans l'eau) estemulsionre dans une phasaqueuse. Apes po-
lynerisation les particules obtenues pesentent une laye distribution de taille :
ceci est srement dda un prenonene de marissement d'€@vald. La socek Esta-
por qui a repris ce savoir-faire propose egalement des parties pour lesquelles
une couche suppkmentaire de polynere aee ajouee. @ci permet d'obtenir
d'autres groupes fonctionnelsa la surface ou bien une sacde plus hydrophile.

La socee Ademtech est la seulea proposer,a I'heure actuelle, des petites
particules magretiquescalibees et fortement magretiques (aimantationa satu-
ration pour des particules de 200 nm de dianetre : 38 emulg 300 nm : 42
emu.gl).
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Fig. 1.26 { Principe de l'obtention demulsions calibees : un pe- nelange est cisaile
de facon contréke dans un entreferetroit (100 m). La pression visqueuse ceforme la
goutte en un cylindre qui,a la suite d'une instabilie de R ayleigh [Mabille, 2000], se
fragmente en gouttelettes de méme taille.

Le processus passe par l'obtention d'uneemulsion de fewale calibee. De
nombreux travaux ont et eali®es sur la fragmentation contrbee demulsions
simples et multiples au Centre de Recherche Paul Pascal (Beaux). Ces tra-
vaux [Mason and Bibette, 1996] ont ceboucle sur la mise augnt d'une tech-
nique (Fig.1.26) qui consistea cisailler un pe-nelang visceelastique en egime
laminaire.

Le pe-nelange est un nelange grossier d'un ferro uide oganique dans une
phase agueuse contenant un tensio-actif non ionique. Lerfeuide est obtenu par
co-pecipitation de sels de fer en phase aqueuse, puis stesation par complexa-
tion avec un tensio-actif ionique et en n dispersion dans wnphase organique.

La ealisation du pe-nelange pose certaines dicule s analogues a
celles rencontees lors de la ealisation demulsions aubles calibees
[Goubault et al., 2001]. Il convient en e et de esoudre leprobemes lesa la sta-
bilie des interfaces solide/huile et huile/eau, a n delaborer un pe-nelange ayant
un comportement rteologique acequat pour la fragmentabn et qui conserve
I'inegrie du ferro uide en phase disperse.

Vient ensuite une polynerisation interfaciale a base deatives styeniques
(Fig.1.27). Cette encapsulation a pour but l'isolation desxydes de fer et la
fonctionnalisation de la particule. Le point crucial esde dans le contrble de la
morphologie tout en gardant la monodispersie.

A propos de la formulation : la premere dicule de cette nethode est
d'obtenir uneemulsion stable et calibee Il faut choisir judicieusement le tensio-
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Fig. 1.27 { Evolution
de la couche de po-
lyneresa la surface des
particules au cours de
la syntlese. Clictes de
TEM par M. Gaboyard

O O - Ademtech - Barre

dechelle : 100 nm

actif qui stabilisera les gouttes de ferro uide sans pertier la stabilie des grains
d'oxydes (stabilis dans la phase organique grace a urerisio-actif). De plus,
des prenonenes de marissement peuvent se produire lousgl'on ajoute dans le
ferro uide les momoreres servanta la polynerisation ukrieure des gouttes. Ces
mononeres sont gereralement un peu solubles dans I'eala(solubilie du styene
est de 300 mg.t'a 20 C). Il y a alors transfert de matere entre les gouttes
et ce, au travers de la phase continue (marissement d'Oswal Cela se traduit
par la diminution du diametre moyen des petites gouttes jugua leur disparition
compkte et I'augmentation du diametre des plus grossed.es conequences d'un
tel prenonene peuvent etre : une large distribution de tdles, la formation de
gouttes non magretiques, une phase continue ternaire.

L'autre point important est la quantie de grains d'oxydes pesents dans une
particule. Un ferro uide trop concente en grains magretiques est visqueux et
di cilementemulsionnable.

La strakgie cevelopee par la socee Ademtech est d'utiliser un ferro uide
organique dont la phase continue est tes egrement sable dans I'eau et de ne
pas ajouter de mononeres hydrophyles. Ce proede permete contrbler la taille
(marissement faible) et de concentrer les particules enans d'oxydes par un
traitement thermique®. La polynerisation des particules par ajout de composs
apes lemulsi cation et le traitement thermique permet le contrble de la taille
(et de la distribution de tailles), de la quantie de graingnagretiques ainsi que
de letat de surface des particules

1.3.5 \Vers de nouveaux maeriaux

Outre l'obtention de petites particules calibees fortenent magretiques, le
ceveloppement des particules porte actuellement sur le owbdle de leur sur-
face : contrble du pl, matrise de la stabilie, diminution des interactions non-
Sfeci ques...

Les socees tendent egalement a cevelopper des parttules multi-
fonctionnelles : des particules contenant des uorophoresi des quantum dots,

30Le traitement thermique permetegalement de minimiser le morissement.
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portant plusieurs groupes fonctionnels dierents...

Les voies de synttese des particules magretiques sont nbrauses. Peu, ce-
pendant, conduisent a 'obtention de particules valableg(stables, qui restent
magretiques, relativement calibees). Parmi les nombreses socees quielaborent
les particules, on peut retenir les suivantes Dynal, Miltenyi, Ademtech,
Seradyn et Estapor

Nous verrons que les travaux pesenes dans ce manuscrieaessitent des
particules magretiques relativement calibees, de diastre compris entre 0.2 et
0.9 m (suivant les experiences), fortement magretiques, ptant des groupe-
ments COOH et surtout stables.

Trouver de telles particules fut une des taches plus durésous avons arrée
notre choix sur les particules de la socebAdemtech .
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En guise de peambule...

... au Chapitre 2

Dans ce Chapitre, la ealisation de maeriaux nouveaux, ds laments
magretiques est pesenee. Ces Ilaments sont constittes de particles
magretiques assembkes entre elles, a I'image de colsede perles, par des
polyneres ou des liens biologiques (prokines, sandwichnticorps-antigene-
anticorps).

Le champ magretique permet de contréler 'assemblage demticules entre
elles. Les laments ainsi obtenus sont parfaitement lireges. Il est aussi possible
de controler le nombre de liens entre particules.

La conception de tels objets requiert la matrise (i) de Iatabilie collodale
lors des dierentes etapes (gre age de prokines, mise @ pesence de milieux
salins et/ou biologiques,...) et (ii) de leurs fonctionnasation et caracerisation.






Chapitre 2

Auto-assemblages ireversibles
lireaires

Sous l'e et des interactions dipolaires, les particules nggetiques sauto-
assem- blenen dierentes structures telles que des chames, des eaux de cha™mes
ou des labyrinthes (Fig.2.1). Ces structures cependent da direction et de I'in-
tensie du champ applige ainsi que de la quantie de paricules. Elles sont a
priori eversibles : I'agitation thermique su ta les disperser quand le champ est
annue.

®

©

Fig. 2.1 { A: Chames de particules magretiques. B : Reseau de colones vu de dessus.
C : Structure \labyrinthe". Clickes C.G.

Au cours de ce travail de these, nous nous sommes ineressa deux types de
structures : lachame unique qui est le premier dege d'organisation du syseme,
et le eseau de colonnesqui consiste en des chames egulerement espaceseC
chapitre ainsi que le suivant seront consacesa l'obtembn eta letude de chames
magretiques rendues permanentes.
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Obtenir des assemblages collodaux ireversibles de geules demande que
celles-ci se rencontrent a n qu'un processus de collageede par des interactions
non speci ques (van der Waals, ...) ou par des mokculesdns, se declenche. La
plupart desetudes e ectiees jusqu'alors ont utiliee I'agitation thermique pour ce
faire (collage dit \kg T-induits"). Les structures ainsi obtenues sont des \gels
collodaux” ou des objets de formes plus controkes en ilisant des collages
Sfeci ques.

L'apport suppementaire de letude pesente ici est de contrbler la forme des
assemblages et le processus de collage par application dimamp magretique
sur des particules superparamagretiques. Le collage seoguit une fois que les
particules sont organiees sous forme de chames. Leseasislages ainsi obtenus
sont parfaitement lireraires et ireversibles.

Dans un premier temps, une revue des assemblagés T-induits” sera ef-
fectiee. Puis nous pesenterons le processus physiquendaisanta I'organisation
des particules magretiques sous forme de chames. Deuy#g de collage de par-
ticules magretiques seront alors pesenes : un collagemagreto-stimug " (induit
grace au rapprochement, par le champ magretique, des pamles magretiques
portant les mokcules-colle) et un collage post-organisatior’ (la colle est intro-
duite une fois les particules organises).

2.1 Assemblages collodaux { Etat de l'art

2.1.1 Assemblages collodaux kgT-induits

Un moyen d'assembler des collodes de facon controkeste d'utiliser
des adlesions speciques, de type biologique (hybridatin d'oligonuckotides
[Mirkin, 2000] ou reconnaissance antigene/anticorps [Man et al., 2000]). C'est
alors l'agitation thermique qui fait se rencontrer les paitules. Ce principe est
utilise depuis plus de 40 ans dans les tests d'agglutinatioservanta cetecter et
guanti er des proktines [Singer and Plotz, 1956].

Un premier exemple peut etre trouve dans [Nam et al., 2002jui combine
les deux types de reconnaissance peedemment cies (bydation et recon-
naissance speci que). Cette combinaison permet de cetésr des protines : des
hapenes!, grees sur des oligonuckotides, sont s sur des paricules d'or por-
tant des oligonuckotides compementaires. En pesere de l'anticorps corres-
pondant, la solution change de couleur, signe que les padies d'or s'agegent

10n qualie par ce terme toute espece mokculaire (essentéllement des substances orga-
nigues de faible masse mokculaire) qui, au contact du sysine immunitaire d'un individu, est
incapable de susciter une eponse immunitaire mais qui, asocee ou chimiquement coupkea
une macromokcule biologique ou synttetique qui lui sert de porteur, pourra induire une telle
eponse.
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(Fig.2.2). An d'identi er les proeines captuees, on determine la tempgerature
de fusion (ou temperature de deshybridation) caraceristique de I'hybridation
des oligonuckotides. On peut citer, comme deuxeme exgie, les travaux de

@ _\\/-\ . e hybridation des 0{\ ,\\.
- : . o«
fo oligonucléotides .f\.o

< cloonuceotie e faptene Fig. 2.2 { A : obtention de par-
ticules portant des haptnes via
\\/*o \( \r \\"‘ A )) I'hybridation d'oligonuckotides. B :
&N f\‘ \r reacton r\'\r (/ ) Formation d'agegats en pesence de
antlgene/antl corps

L, . )
.:3\». V-)\ la protine cible.
.f \o. protéines cibles \‘r? (.\0

[Hiddessen et al., 2000]. Ces derniers assemblent deux typle collo-des (des par-
ticules de 0.94 m greees avec des E-selectines et des particules de 515 greees
avec des sialyl Lewiscarbohydrates) en utilisant des sysemes biologiques aya
une faible a nie (carbohydrates/slectines). Diere ntes structures sont obtenues
en faisant varier le rapport des deux types de collodes, guantie de collodes,
ainsi que le temps de eaction (Fig.2.3).

®

Fig. 2.3 { Eets du rapport du nombre relatif de particules N,=Np. A : particules
de 0.94 m greees avec des E-selectines; B : particules de 5.5m greees avec des
sialyl Lewis* carbohydrates. A : Na=Np=100; B : N;=N,=2. Temps d'incubation : une
semaine. Images extraites de [Hiddessen et al., 2000].

2.1.2 Chanes magretiques

L'application d'un champ magretique induit un moment magetique dans
chaque patrticule. L'interaction dipolaire conduita I'agegation des particules sous
forme de chames, orientes selon la direction du champuigant la concentration
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en particules et le rapport entre lenergie magretique etenergie thermique, on
observe des structures varees [Furst and Gast, 2000] teHl que des cha™mes isokes,
des cha™mes comportant des defauts, des chamesepasgle plusieurs particules,
ou encore des chames rigides ou bien uctuantes (Fig.2.4)

2 Fig. 2.4 { Particules magretiques

(3 m, Dynal) soumises a un

@ champ magretique. A : cha™Mmes

» epaisses, B : chame isoke uc-

B 7 @ tuante, C : pesence de cfauts.
Clictes C.G.

Nous nous ineressons au cas des chames isokes.

Consicerons deux particules (1) et (2) que nous assimiloagles dipbles ponc-
tuels m; et m,. En adoptant la convention US¥t, lenergie d'interaction secrit
alors :
olr?(mymyp)  (my)(mpiF)]

4r 5
+ est le vecteur position de (2) par rapporta (1), se reportea la Fig.2.5et ¢ la
permitivie du vide.

Les particules etant identiques, les momentsn; et m, sontegaux et s'ex-
priment comme :

Ui =

4
m;=my=m-= §a3H

@  est la susceptibilie magretique e ective d'une particule (en tenant compte
de la forme splerique). L'expression dé&J;., se simpli e alors :

Om2 §
Upp = 1 3co
2= 75 )
al estl'angle forme Pas la direction du champ et I'axe relianies deux particules.
Ainsi, si cos 1= 3, linteraction entre les particules est attractive. On

peut donc consicerer un double cone d'angle 55 autour delaque particule, a
I'inerieur duquel les interactions seront attractives (Fig.2.5). Lenergie d'interac-
tion est minimale pour =0. Ainsi, les particules s'alignent et tendenta former
des cha™mes, mais l'agitation thermique s'opposea cettendance. Le paranetre
adimensionnel caracerise cette competition :

_Upp( =0;r=2a , ?2HZ%a3
B kg T T Ok T

Si 1, le champ magretique est su samment fort pour dominer lesuctuations
thermiques. Les particules s'organisent alors sous forme dhames et restent

2Unie Syseme International.
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y A
> N\ Attraction ~
B D ’
N 4
Répulsion N Répulsion A . .
Y m; Fig. 2.5 { Interaction magretique entre
a 77 atraction deux particules, sittleesa une distancer,
r en pesence d'un champ magretique.
d >
X
NIVA
my

agegees tant que le champ est appliqe (Fig.2.6).

Pour des champs faibles (' 1), 'agegation est un processus dynamique : sous
champ, les particules s'agegent et se esagegent samggesse.

Dans notre casH=1.10* Am, =1, 2a=0.75 mda =550.

>~

Fig. 2.6 { Particules magretiques sou-
mises a un champ magretique ; organisa-
tion sous forme de chames paralkles a la
direction du champ. Clicte C.G.

20 pm

Si I'on reglige toute autre interaction (van der Waals, ekectrostatiques) :

A faible fraction volumique ( < 1%, 1) : les cha™Mmes croissent par leurs
extemies, par addition de particules isokes ou de chnes de particules (Fig.47).
[Fermigier and Gast, 1992] ont monte que l'agegationdait limiee par le trans-
port. Quand les particules sont su sammenteloigrees lesunes des autres, elles
di usent de manere brownienne. Quand elle sont su sammenh proches, de telle
sorte que l'interaction dipolaire devient de 'ordre d&kg T, le mouvement devient
balistique et les particules s'agegent rapidement. Desiretiques d'agegation
faites en volume [Promislow et al., 1995] cemontrent que l&aille moyenne des
chames< s(t) > suit une loi de puissance de la forme s(t) > t* a1 z est
superieura 0.5 et varie comme l'inverse de et de (en dessous d'une certaine
valeur critique de ). A forte fraction volumique (de 'ordre de 3%). dans un pre-
mier temps, les particules forment des chames qui s'agent ensuite laeralement
pour donner des chamesepaisses ou colonnes. [Halsey &adr, 1990] ontetk les
premiersa proposer un mockle (appebHT ) pour des uideselectro-rteologiques.
Ce moctle consicere que les uctuations le long des chaés entrament une varia-
tion de la densie du moment dipolaire produisant alors unénteraction attractive
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20 pm /_B—

Fig. 2.7 { Chames magretiques qui croissent par leurs extemies. Particules
magretiques de 0.75 m de dianetre, ' 0.1% en volume (Ademtech).

laerale (de type Keesom). [Furst and Gast, 2000] ont repsiet modie ce mockle.
lls constatent que la pesence de cefauts induitegalenm des interactions attrac-
tives. Ce mecanisme d'agegation laerale cepend de nmbreux facteurs tels que

, ettout ce qui peut induire des cefauts au sein des chanesmme la polydis-
persie des particules, la ciretiques d'agegation. Cei est esune dans la Fig.2.8.
Pour une revue sur ce sujet, le lecteur pourra se etrer@Melle, 2002].

La croissance de chames magretiques sous champ contindeneresser
les chercheurs qui etudient a pesent les ciretiques dagegation lors-
gu'une force exerieure est appliqee, par exemple un uxhydrodynamique
[Rerez-Castillo et al., 2000].

La force entre particules magretiques en fonction de la dance d entre par-
ticules (centrea centre) aet calcuee exactement [Ztang and Widom, 1995] et
est donree par :

1:202 o 3m?
2 a*
al m est le moment magretique d'une particule, soit

Fm(d) =

9:616 a® 2B?

Fo(= =377 @a+hy

al h est la distance borda bord entre particulesa le rayon d'une particule,
la susceptibilie magretique e ective d'une particule & B lintensie du champ
magretique appligLe.

La Fig.2.9 montre les valeurs de la force magretique entred particules (V2G,
Ademtech ) que nous utilisons en fonction de leur distance.
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Fig. 2.8 { Diagramme fraction de particules ( ), illustrant I'agegation des particules
aux temps courts. HT : mockle de Hasley et Toor; MHT : mockle de Hasley et Toor
modie. Extrait de [Melle, 2002].
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Fig. 2.9 { Variation de la force magretique entre particules en foncion de leur distance
borda bord (a=0.375 m, =1).

2.1.3 Chahnes magretiques ireversibles

Deux groupes ont travaile sur l'obtention de chames magtiques
ireversibles : le groupe d'A. Gast et celui de J. Bibette. kbur approche est tes
dierente.

Le groupe d'A. Gastutilise un collage \post-organisatiori' : une fois les cha™mes
magretiques fornees, un compoge est introduit, qui va poter les particules entre
elles.

Dans [Furst et al., 1998] des particules magretiques (0.94m de dianetre,
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Bangs Laboratories), portant des fonctions Nplet COOH, sont places dans une
cellule dont la paroi sugerieure est constittee d'une mebirane semi-perneable.
Le champ magretique est applique perpendiculairementaa cellule et du glu-

taralcehyde (agent pontant) est introduit par la membrane (Fig.2.10). Au bout

de 1h30, la eaction est arréee et les chames sont stdiees par ajout de SDS
(Sodium Dodecyl Sulfate, tensio-actif anionique).

A. Gast et al. obtiennent egalement des chames permanentes non plus de

facon covalente mais en jouant sur les interactions non gpi ques entre parti-
cules. Ainsi apes organisation des particules magretiges (non fonctionnalises,
0.5 m de dianetre) stabilies par du SDS, dans le méme type dmllule, du sel
(NaCl 0.1M) est introduit. Lecrantage des interactions electrostatiques fait que
les interactions de van der Waals agegent alors de facomeversible les parti-
cules, conduisanta la formation de chames (Fig.2.10.L.
Plus ecemment et sur le méme principe, [Biswal and Gast,0D3] ont utilie les
adresions speci ques de type biologique pour assembleesd particules fonctiona-
lizes avec de la streptavidine (0.78 m, Seradyn Inc. ) via des liens PEG-bis-
biotine (M =3400 g.mol* ou My, =733 g.mol?).

L 1_réactifs
=1 ~membrane de dialyse

objectif @

Fig. 2.10 { A : des cha™mes calibees sont formees entre une lamelletaine membrane
de dialyse par application d'un champ magretique perpendculairementa la lamelle.
Les eactifs sont ameresa travers la membrane. B : Chayes magretiques permanentes
obtenues par gre age covalent : des particules (0.94 m de dianetre) portant des fonc-
tions COOH et NH, sont ponees par du glutaralcehyde. C : Chames permanetes
obtenues par interactions de van der Waals. Les particulesri un diametre moyen de
0.5 m. Extrait de [Furst et al., 1998]

Le principe d'obtention de chames permanentes pde groupe de J. Bibette
repose sur un collage magreto-stimue” : la colle est pealablement nelange
avec les particules et c'est I'application d'un champ adagat qui rend les cha™mes
permamentes.

En etudiant les forces entre collodes induites par des pelectrolytes
(voir paragraphe 1.1.3), [Philip et al., 1997] ont obtenu decha™mes permanentes
guand les particules collodales sont approctes su sament pes les unes des
autres.
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Pour de faibles concentrations en PAA lesemulsions magretiques (de 0.2m
de dianetre) sont soumisesa des interactions epulsive d'origine electrostatique
et serique. Le pro| de force entre collodes dans une sotion contenant 0.1%
en masse de PAA et 0.1% en masse de NPiQoesente un saut quand les
collodes sont distants d'environ 25 nm (Fig.2.11). J. Phip et al. observent
gu'apes le saut (distance entre collodes inkrieurea 25 nm) de petites chames
ineversibles se sont fornees et que, plus la distance estparticules diminue, plus
la taille de chames augmente (Fig.2.12). [Dimitrova, 2@) observent egalement
ces prenonenes d'adhesion sur desemulsions stabiées par de la -lactoglobuline
ou de la -cawine.

C'est cette deuxeme voiei.e. le collage \magreto-stimuge” que nous avons
reprise et adapeea nos particules.

107
oNP10
-— +0.01%
N L0.1%

A+

© *ﬁgh Fig. 2.11 { Pro| force/distance pour
g ;: -, une solution de PAA a deux concen-
LTy trations @ pH 4) : 0.01% en masse,

N + N 0.1% en masse, NP10. La courbe

A + correspondant a PAA 0.1% en masse

A + pesente un saut correspondanta la for-

: *r mation de liens ireversibles. Extrait de

10713 A +.| [Philip et al., 1997].

=
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1
»
+
+

!
>

Nous allons maintenant pesenter nos travaux sur la eafiation de la-
ments magretiques. Ces laments sont constitles de partiules magretiques as-
sembekes entre elles par des polyneres ou des liens biotpges (protines, sand-
wich anticorps-antigene-anticorps.

2.2 Collage magreto-stimué : polynere ad-
sorle

Dans ce chapitre, nous pesentons le collageagreto-stimué entre particules
magretiques recouvertes deolyneres adsorkes Ce mode de collage est controe

3Poly(acide acrylique), My = 250 000 g.mol!, rayon de giration 35 nm en bon solvant.
Concentration de 0.01% en masse.
“4tensio-actif non ionique.
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® ©

Fig. 2.12 { A : Emulsion magretique (dianetre moyen 0.2 m) en pesence d'une
solution de PAAa 0.1% en masse, avant application d'un chanp magretique. B :
Petites cha'mes ireversibles. C : Longues chames iaversibles obtenues avec un champ
magretique plus fort qu'en B. Extrait de [Philip et al., 199 7].

par le champ magretique. Nous illustrons ce cas avec l'expia du poly(acide
acrylique) ou PAA.

2.2.1 Principe

Nous utilisons des particules magretiques (Emulsion V2GAdemtech °, dis-
perees dans une phase aqueuse, sur lesquelles du PAA,@&250 000 g.mot)
est adsorle.

Dans la gamme de pH a laquelle nous travaillons @pH<4), le PAA est
pratiguement neutre (pKa=6, voir Annexe 1). Moins soluble dans l'eau, il s'ad-
sorbe alorsa l'interface des particules magretiques. Leebut de ce pkenonene
est rapide mais lequilibre n'est atteint qu'au bout d'une dizaine d'heures
[Cohen-Tannoudji, 2003].

Des etudes de ztanetrie ealiees a pH=3.8 et 6 mesuent un potentiel zta
des particules de -17.5 mV et -31.5 mV respectivement [Coh@nnoudji, 2003].
Dans nos conditions de travail (2 pH<4), les particules sont donc faiblement
chargees. Les charges proviennent des grains d'oxydes dedt de I'acide okique
(pKa " 5) pesentsa la surface des particules.

Entre particules recouvertes de polyneres, dierents pénonmenes peuvent se
produire selon la nature de la phase continue et la concenrtii en polynere :

{ siles cha™mes polyneriques sont en bon solvant dans la paaontinue et si
le taux d'adsorption est importantles forces entre particules sont epulsives.
Ceci est d0a la perte d'entropie des chames induite paelcon nement entre
deux particules. La force epulsive est de la forme (d) = Foexp( d=R;), d
etant la distance entre les particules eRg le rayon de giration du polynere;

{ sila surface des particules est peu recouvertse méme chame de polynere

SLes particules ont subit un traitement thermique an deli miner l'octane pesent a
l'inerieur. Leur dianetre est de 0.75 m.
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peut s'absorber sur deux particulesa la fois et conduire deur agegation
ineversible. On parle alors de plenonene de pontage;

{ siles chames polyneriques sont en mauvais solvant daasphase continug
les interactions cha™mes-chames etant plus favoraldeque les interactions
cha™mes-solvant, il apparait une force attractive entreels couches adsorkees.

Nous allons montrer comment formuler un syseme (polynes plus particules)
stable en I'absence de champ et adtesif sous champ magagete. Lorsque I'on rap-
proche les particules magretiques, a l'aide d'un champ ngretique, le polynere
adsorke sur une particule pourra venir s'adsorber sur la pacule adjacente. On
obtient alors des cha™Mmes ireversibles. On verra que leemps recessaire pour
le collage cepend de la distance entre particules (donc déntensie du champ
magretique), du taux d'adsorption du polynere ainsi que @ sa taille.

Pour ce faire nous avons choisi de fabriquer des chameswversibles selon la
nmethode imagireea partir de [Philip et al., 1999]. La tecdhnique consistea adsor-
ber un polyelectrolyte (le PAA, My = 250 000 g.mot')a la surface de particules
neutres. Pour un champ magretique faible, les chames abtues sont eversibles
mais au-dessus d'un champ seuil, les auteurs observent degYees ireversibles.
La quantie de PAA utiliee est de 0.1% en masse et la tailleles particules est
de 0.2 m de dianetre,a une fraction volumique non pecise.

Nous disposons de particules plus grosses (0.i#bde dianetre) de nature
dierente. Nous devons donc ceterminer la gamme de concémations en PAA qui
permet I'obtention de chames ireversibles avec ce typde particules.

2.2.2 Conditions d'obtention de particules magretiques
stables recouvertes de PAA

L'ajout d'une substance, quelle qu'elle soit, dans la phassontinue d'une
emulsion peut perturber sa stabilie.

Il convient donc detudier I'in uence du PAA sur la stabili € de lemulsion
avant que le champ ne soit appliqle. En e et, on souhaite quee soituniqguement
le champ magretique qui contréle I'agegation des partules.

En l'absence de compression (par le champ magretique), IeAR peut
cestabiliser lemulsion : (i) par pontagea faible concentration en polynere®, une
méme cha™me polynerique peut s'adsorber sur deux intextes; (ii) par cepktion
ce type d'interactions intervient dans les suspensions tmflales contenant deux
types d'objets de tailles bien distinctes comme des pelotds polyneres et des
particules magretiques. Quand la distance qui ®pare legros objets devient pe-
tite, il appara’t un volume exclu pour les petits objets et dnc une zone de pression

8A plus forte concentration, les particules sont satuees € on retrouve une interaction
epulsive d'origine entropique. Le PAA etant un polyele ctolyte, les epulsions peuvent étre
egalement d'origine electrostatique.
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non compenge entramant la oculation des gros objets.

On observe, dans les deux cas, la formation d'agegats. llagit pour nous
de ceterminer dans quelle zone du diagrammeoncentration en PAA/fraction
volumique de particules magretiquela suspension n'est pas cestabiliee.

Protocole On pekve 20 L de lemulsion V2Ga la fraction volumique que
I'on place dans un eppendorf de 0.5 mL. A l'aide d'un petit aiant, on pekve la
phase continue que I'on remplace par une solution contena@t1% en masse de
NP10 et X % en masse de PAA (on fait varieiX entre 0 et 0.5% en masse). On
nelange, puis,sans attendre on cepose une goutte de volume donre (4.) entre
lame et lamelle et on observe au microscope (grossissemeht 2

Nous avons fait varier la concentration de PAA de 0.01% en nsesa 0.5% en
masse et la fraction volumique de lemulsion de 0.1%a 5%.U$ cette gamme de
concentration, le pH de la solution ne varie pas et vaut 3.4 ¢ Annexe 1).

Observation et esultats Le criere de stabilie est l'apparition d'agegats ’
(Fig.2.13).

B

Fig. 2.13 { Variation de la concentration de PAA (A : 0.1% en masse, B : 0.30 en
masse)a fraction volumigue de particules constante (=1%) On constate la pesence
d'agegats ces 0.04% en masse en PAA. On note que la taille ds agegats augmente
avec la concentration en PAA. Clickes C.G.

Les esultats sont pesenes sur la Fig.2.14. La ligne ddransition epare un
domaine ai les gouttes sont non ageges (domaine not) d'un domaine ai il
y a coexistence d'agegats et de gouttes \libres" (domainaoe S=L).

L'allure de ce diagramme conduit a penser que le ptenonen obsene a
pour origine la cepktion [Bibette, 1990]. [Vrij, 1976] a decrit les interactions de

"Des doublets/triplets sont consicees comme des agegds.
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Fig. 2.14 { Diagramme concentration en PAA/fraction volumigque de gouttes. La ligne
de transition ®pare un domaine ai les gouttes sont non agrgees (domaine noe L) d'un
domaine ai il y a coexistence d'agegats et de gouttes \libres" (domaine not S=L)

cepktion et a ainsi permis detablir I'expression de la force d'interactior? :
r2
Ad?
f(r)=0 sinon.

f(r)=nkgT d? 1 si 2a r 2

n est la concentration en PAA 1 =3 ,5,=4 R 3), oy la fraction volumique en
PAA, Ry le rayon de giration du PAA, d est la somme du rayon de giration et
du rayon des particules magretiqguesd = a+ R;) et r la distance centrea centre
entre particules (Fig.2.15).
L'inegrale de la force donne I'expression de lenergie @ cepktion :
Z 2d 4
Ug(r) = f(r9dr= §d3nkBT 1

r

3r N r3
49 1643
Au contact (r = 2a), lenergie peut etre approxinmee® par :

! 3 a
Uc ékB T poly R_g

8La force exprimee ici est gerement sugerieure a la fo rce eelle car en toute rigueur, il
faudrait tenir compte de I'adsorption du polynere sur les particules.
°0On consicere quea  Ry.
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Ovolume exclu O
~ — - O
\

Fig. 2.15 { Origine de la cepktion : la
force de depktion est due au fait que les
pelotes de polyneres n'ont plus aces a
I'espace entre les particules lorsque celles-
ci sont proches les unes des autres. Le
schema n'est pasa lechelle.

iox Q2
Rg polymere

Si on se place sur la ligne de transition par exemple=1% en volume et PAA
0.04% en masse et que l'on calcule, en ce point, lenergie dentact entre parti-
cules, on obtient :
U' 3kgT

mq _ 3
. \_/T Mchame SR v .
continue (pour une solution de PAA a 0.04% en masse, on codsie que
M=y ' 1) Mgane €St la masse d'une chame de polynere et est la frac-
tion massique de polynere.

Ainsi lenergie de contact est de l'ordre dekgT, il s'agit donc bien d'un
prenonene ayant pour origine la depktion.

Cependant, si on prend une composition (PAAC % en masse, ) sittee au-
dessus de la ligne de transition (dans la zone de coexistereteque I'on dilue, avec
de l'eau pure, an de se situer en dessous de la ligne (dans Ene de gouttes
libres), on constate que les ocs sont ireversibles (Fig.2.16)Or, les agegats
dusa de la tepktion sont des agegats eversibles, cequi signi e qu'un autre
prenonene intervient. Le mecanisme qui se produit est pobablement en deux

Q@ poly SECrit : oy = mt =\ est la densie de la phase

®

Fig. 2.16 { lllustration de lireversibilie des agegats. A : PAA  0.1% =5%; B :
dillee 10 fois dans de I'eau pure. Clictes C.G.

temps : (1) formation de ocs par tepktion, (2) pontage ireversiblea l'inerieur
de ces ocs.

On peut alors construire un diagramme (Fig.2.17) qui prendnecompte l'as-
pect thermodynamique(formation d'agegats par cepktion) et I'aspect ciretique
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(formation d'agegats ireversibles). Il existe une premere ligne de transition au-
dessus de laquelle les agegats sont clairement irevédskes et une autre en dessous
de laquelle il n'y a pas apparition d'agegats. Entre ces de& zones, existe une
zone ditede transition pour laquelle on apercoit quelques agegats et ces derrse
semblent eversibles. Elle varie en fonction du temps d'tubation des particules
dans la solution de PAA (cf. paragraphe 11.2.4) : plus on atted pour diluer les
agegats et plus la ligne de transitionS;, =L$ S, =L se situea des concentrations
en PAA basses. Dans notre cas, nous avons attenfiuminutes avant de diluer les
agegats.

Ld

Ld
4
o

Fig. 2.17 { Diagramme concentration en PAA/fraction volumique de gouttes. La
ligne de transition horizontale ®£pare un domaine ai les guttes sont ageges de facon
eversible d'un domaine a1 elles sont agegees ireversiblement.

2.2.3 Conditions d'obtention de chames ireversibles

Connaissant le domaine dans lequel la suspension de parfgsumagretiques
est stable en pesence de PAA, onetablit celui pour lequedn obtient des cha™mes
ireversibles. On souhaite qu'il n'y ait plus de particules \libres" apes application
du champ.

Protocole  On pekve 20 L de lemulsion V2Ga la fraction volumique que
I'on place dans un eppendorf de 0.5mL. A l'aide d'un petit aiant, on pekve
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la phase continue que l'on remplace par une solution (NP10106 en masse,
PAA X% en masse). On nelange, puis on place le tube Eppendorf aueco
d'une bobine magretique. On applique un champ d25 mT pendant5 min . On
pekve alors 2 L que I'on observe au microscope entre lame et lamelle (FidL8).

®

Fig. 2.18 { Variation de la quantie de PAAa  constant (1%). Un champ de 25 mT
est applige pendant 5 min. A : PAA 0.06%, toutes les particules ne sont pas ageges;
B : PAA 0.3% : il n'y a plus de particules "libres". Des cha™mes epaisses ireversibles
sont formees. Clickes C.G.

10 pm

Fig. 2.19 { Evolution de la longueur des chames ireversibles en foation de I'intensie

du champ magretique (de gauchea droite : 5 mT, 10 mT, 15 mT). Particules V2G
(Ademtech), =0.1% en volume dans une solution de PAA 0.1% en masse, NP 10106
en masse. Les particules sont plaees dans un tube Eppendaau ¢ ur d'une bobine.

Le champ est applige pendant 5 min. Clictes C.G.

Observations et esultats La position de la ligne au-dessus de laguelle toutes
les gouttes constituent des chames cepend de lintersitdu champ appligle
(Fig.2.19) ainsi que du temps pendant lequel on l'appliqué~{g.2.20).

Choix du tensio-actif : Nous avons etabli que pour obtenir des chames
ireversibles, les particules doivent étre stabilie par un tensio-actif non io-
nigue, le NP 10.

Les particules etant stabilises par du Triton X405, ells sont lawes, 5 fois,
avec du NP10 0.1% en masse.




CHAPITRE 2. AUTO-ASSEMBLAGES IRR EVERSIBLES LINEAIRES 81

20 um

Fig. 2.20 { Evolution de la longueur des chames ireversibles en foation du temps

d'application d'un champ magretique de 10 mT (de gauchea droite : 30 sec, 1 min, 2
min). Particules V2G (Ademtech), =0.1% en volume dans une solution de PAA 0.1%
en masse, NP 10 0.1% en masse. Les particules sont placesndaun tube Eppendorf
au coeur d'une bobine. Clickes C.G.

Plus les agegats sont gros, plus la formation de chamesversibles est facile.
On est donc amerea travailler dans la zone du diagramme dd@se au ils sont
pesents. Pour obtenir des chames ireversibles, on splace alors dans la limite
inerieure de cette zone.On choisit de travaillera une concentration de
PAA de 0.1% en masse . Les quelques petits agegats, pesentsa cette concen-
tration, n'empéchent pas la formation de chames qui sord'une seule particule
depaisseur (Fig.2.21 et Fig.2.22).

A des concentrations en PAA pluselewees, les particulesagegent toujours
sous forme de chames mais qui contiennent des agegatei(ti la taille augmente
avec la concentration en PAA).

Fig. 2.21 { Clicres de MEB de chames magretiques permanentes obtames avec du
PAA. Emulsion V2G, PAA 0.1% en masse, NP10 0.1% en masse. Cles |. Genois.
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15 pm

Fig. 2.22 {Longs laments ( =0.1% vol) calibes (200 m de long) fabriges avec du
PAA (0.1% en masse) dans une cellule de 200m dépaisseur. Clictes C.G.

Observations compémentaires

Les chames sont exibles : on les voit uctuer sous l'e et @ l'agitation ther-
mique. Stocleesa temperature ambiante, elles sont stdbs plusieurs mois. On
observe qu'elles deviennent de plus en plus rigides avecdenps.

2.2.4 Ciretique d'adlesion par le PAA

L'application d'un champ magretique induit une force attractive entre les par-
ticules dont il faut tenir compte dans le pro | d'interaction. Ce pro |, schematie
Fig.2.23.A, pesente deux minima. Le premier correspon@ la formation de
cha™mes eversibles. Le second minimum est un puit de paotigel profond cor-
respondanta l'agegation ireversible des particules Cette agegation peut etre
due aux interactions de van der Waals ou au pontage des patties par des
polymneres.

Pour passer du premier minimum au second, il faut franchir wnbarrere
denergie E,. Cette barrere varie en fonction de l'intensie du champmagretique :
plus le champ magretique est elewe, plus lenergie d'ativation est faible
(Fig.2.23.B). On peut ainsi parler decontréle de l'adlesion par le champ
magretique. Le franchissement de cette barrere est un phonene statistique
e ni par un temps caraceristique . [Bressy, 2003] a ceveloppe une nethode per-
mettant de determiner exgerimentalement le temps caraetristique d'un processus
adresif. Elle consistea suivre la ciretigue de formatiom de chames magretiques
permanentes obtenues par le processus que I'on souhaitadier. Pour ce faire, les
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Fig. 2.23 {A: pro | d'interaction entre particules en pesence d'un ¢ hamp magretique.
B : in uence du champ magretique sur la barrere denergi e.

particules magretiques sont introduites dans un capillaé de section caree an
de controler la taille nale des chames (voir Annexe 1). ® applique un champ
magretique d'intensie B pendant un tempsta une temperature T. B, T et t
sont des variables. On mesure ensuite, par traitement d'irgas, la longueur des
chames permanentes obtenues (Fig.2.24). On trace ensule nombre de liens
obtenus en fonction du temps pour dierentes temperaturesa intensie de champ
»ee puis pour dierentes intensies du champa temper ature >ee.

Fig. 2.24 { Croissance de chanes permanentes en fonction du temps gialication du
champ magretique (45 mT)a 22 C. Particules V2G (0.1% en vo lume) recouvertes de
cazinate de sodium (0.1%) en masse). Clicles Lydie Bregs

Par cette methode, nous avonsetude le temps caracerstique du processus
d'adresion induit par le PAA [Cohen-Tannoudji, 2003].

Nous ne pesenterons ici que les conclusions de cette emidPour les cktails
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experimentaux se reportera [Cohen-Tannoud;ji, 2003]. Nas nous placons dans les
mémes conditions que cellesetablies au 11.3.3 (partices V2G, 0.1% en volume;
PAA 0.1% en masse; NP10 0.1 % en massép seule dierence est le temps
d'incubation : nous laissons les particules incuber 20 h avant d'applique champ
an detrea lequilibre d'adsorption. Sans incubation, les esultats ne sont pas
reproductibles.

Ce processus d'adlesion eghermiquement active Il ne peut cependant pas
@tre cecrit par une loi de type Arrkenius qui, si elle est dilise pour ajuster les
points experimentaux, conduita des fequences d'essaidu franchissement de la
barrereenergetique trop importantes.

Le moctle VTF (Vogel-Tammann-Fulcher) permet d'explique I'activation
thermique de l'adresion par le PAA. Ce mockle est utilie pour decrire le
comportement des polyneres ayant une tempgerature de tragition vitreuse. Le
phenonene adlesif peut alors etre interpee comme un pontage des particules
par le PAA mais avec unedynamique ralentie due au fait que le PAA adsorke
sur les particules est proche d'unetatvitreux.

En e et, I'adsorption du polynere sur les particules condita une forte aug-
mentation locale de la concentration en PAAa leur surfaceOr la temperature de
transition vitreuse d'une solution agueuse de PAAa 75% enolume est d'environ
20 C (100 C pour un fondu de PAA).

Cette interpetation permet d'expliquer la dierence de temps obsenee entre
le syseme au il n'y a pas incubation et celui ai elle dure ® h. Plus le temps
d'incubation est long et plus la ciretique de collage des picules entre elles est
longue. Ceci s'explique par la dierence de concentratiodu polynerea la surface
des particules. Sans incubation, les surfaces sont pauvesspolynere et lorsque
les particules sont comprineesa 20 C, le PAA est beaucoupplus eloigre d'un
etat vitreux.

Ces esultats con rment que c'est bien la dynamique du polyere qui est
soncke et non celle des particules (dynamique de mise enthes©).

2.2.5 Un autre exemple de polynere adsorle : le caginate
de sodium

L'adsorption sur les particules d'autres mokcules que IBAA permettent aussi
d'obtenir des cha™mes ireversibles. Nous pesentongiile cas de l'adsorption de
casinate de sodium (nelange de prokines du lait, les &ines).

Nous avons repris le protocole de fabrication developpegy [Bressy, 2003] qui
aetude la ciretique de formation de ces chames permagntes : ce processus est
egalement actiwe par la temgerature et par le champ magmetique.

¥De l'ordre de quelques secondes pour les particules (0.7%n de dianetre) et les intensies
de champs magretiques que nous utilisons (10 { 50 mT).
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Particule magnétique

Fig. 2.25 { Mokcules de polyrmere ad-
sorkees sur des particules magretiques.

Polymére adsorbé (PAA, 250 000 g.mol 1)

Comme peedemment, on utilise lemulsion V2G ( = 0.1% en volume) lawee
avec une solution de NP10 0.1% en masse. On lave une fois l#son avec une
solution de casinate de sodium 0.1% en masse , NP10 0.1% easse et on laisse
incuber une heure a n de permettre lI'adsorption des progiesa l'interface. Par
observation au microscope, on s'assure que lemulsion ainobtenue n'est pas
estabilisee.

L'application d'un champ magretique conduita la formation de cha™mes per-
manentes comme le montre la Fig.2.26.

Fig. 2.26 { Chames magretiques perma-
nentes obtenues avec du casinate de so-
diuma 0.1% en masse. Emulsion V2G,

0.1% en volume, NP10 0.1% en masse.
Un champ de 46 mT est applique pendant
10 mina 50C dans un capillaire de sec-
tion caree 200 m scelé avec une colle qui
eticule sous UV. Clicle CG.

20mm

Il est beaucoup plus facile de former des chames permamantavec des
proeines qu'avec des polynereskEn e et, les laments magretiques peuvent étre
obtenus dans une large gamme de concentrations en proesngors que la fenétre
de concentration (PAA, fraction de particules) estetroite. De plus, tes peu de
polymeres permettent de ealiser ces chames : le PAA e& seul connua ce jour.
Il estevident qu'une protine qui comporte des zones hydiphiles et hydrophobes
s'adsorbe de facon dierente des homopolyneres.
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2.3 Collage magreto-stimué : interactions
sgeci ques biologiques

De méme qu'au paragraphe 2.2, nous voulons contréler It@dion de parti-
cules par un champ magretique. Dans ce qui suit, le collageest plus ealie
grace a des polyneres adsorlkes mais grace a une constition speci que an-
tigene/anticorps.

Pour obtenir des chames permanentes, un antigene doitré pris en sandwich

par deux anticorps grees sur deux particules magretique comme sclematise
Fig.2.27.A.
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Fig. 2.27 { A : illustration du sandwich : anticorps/antigene/antico rps permettant

de lier des particules entre elles. L'antiggne pos®de de sites antiggniques noes Sa
speci ques des anticorps Ag. B : particules (Ademtech , lot EPN) greees avec un

IgG polyclonal anti-humain facteur de von Willebrand. Si on ajoute du plasma humain
contenant le facteur de von Willebrand en forte quantit, t outes les particules s'agegent
sous forme de chames apes application d'un champ magréque (plasma contenant
8 g.mL? de vWF, champ de 70 mT appligte pendant 5 min). Ces chanes prsistent
une fois le champ magretique annuk. Clicte C.G.

Il est rare qu'un antigene possede plusieurs sites anteniques identiques per-
mettant l'utilisation d'un anticorps monoclonal. Pour ealiser le sandwich anti-
corps/antigene/anticorps, nous avons utilie deux appoches : (i) I'emploi d'un

anticorps polyclonal (Fig.2.27.B), (ii) l'utilisation de deux anticorps monoclo-
naux!,

11S0it les deux anticorps sont melanges puis grees sur les particules, soit deux lots de par-
ticules sont grees avec un type d'anticorps chacun.
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Couples antigene/anticorps

{ (i) : IgG anti-vWF humain/VWF humain/IgG anti-vWF humain

{ (ii) : IFN-  anti-souris (clone R4-6A2)/IFN- de souris/IFN- anti-souris
(clone XMG1.2)

Toute la dicule de la decoration des particules avec des anticorps eside
dans le fait que celles-ci doivent étre stables en lI'absende champ magretique
ou apes application d'un champ si lantigene est absent De plus, a n d'obtenir
des cha™mes ireversibles parfaitement lireaires, leparticules doivent s'ageger
en pesence d'antigene seulement apes l'application d'un champ magretique
su sant (Fig.2.29).

Fig. 2.28 { Particules greees in-
stables sous champ magretique (Upti-
beads Streptavidine, ref : UPR09020,
0.88 m de dianetre, concentration
nere). Un champ de 20 mT est ap-
pligte sur lechantillon (non dile) pen-
dant 2 min. Clicke pris une fois le
100 mm champ magretique annué. Clicte C.G.

Le gre age de prokinesa la surface de particules ainsi aqul'utilisation de
tampons salins ou de milieux biologiques (plasma) vont modr les porees des
interactions. Il convient donc demaftriser la stabilie des particules au cours du
gre age, et lors de la mise en pesence de l'antigené

On rappelle (voir paragraphe 1.2.3) que I'on doitegalemercontréler I'orien-
tation de 'anticorps ainsi que la quantie greee. Le premier point est crucial pour
la fonctionnalie de I'anticorps. Le second joue (i) sur Biccessibilie de I'anticorps
(s'ils sont trop pes les uns des autres, ils ne vont pas poaw se lier correctement
a l'antigene pour cause de géne skrique) et (ii) sur la &bilie des particules
comme le montre la Fig.2.28. Sur ce cliche, on observe quiep application d'un
champ magretique sur des particules greees avec de la gptavidine, celles-ci
restent organiees sous forme de batbnnets, signe de leosuvaise stabilie. Les
prokines greees sur les particules changent la chargeadsurface de celles-ci ce
qui peut perturber leur stabilie. Ainsi des particules, recouvertes de proeines
placces dans un milieu dont le pH estegal au pl des proties, sont presque
neutres et donc gereralement instables.

12| 'antigene peut etre soit purie, soit contenu dans un mi lieu biologique, comme c'est le cas
dans lI'exemple pesene (antigene contenu dans du plasima humain).
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Le protocole de gre age des anticorps que nous avonselabet les conditions
d'obtention des chames ireversibles sont cetailesen Annexe 3.
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Fig. 2.29 {Principe d'obtention de chames ireversibles : il faut partir d'unechantillon
de particules magretiques stables c'esta-dire qui se rdispersent apes annulation du
champ magretiqgue (1A,B,C). On gre e des protines (des IgG) sur les particules. Le
gre age ne doit pas a ecter la stabilie des particules (2A ,B,C). Les particules greees
sont ensuite mises en pesence des antigenes (contenus paxemple dans du plasma).
On laisse les antiggnes eagir avec les anticorps pesets sur les particules. Apes ap-
plication d'un champ magretique, les particules s'agegent sous forme de chames (3C).
On formule le syseme a n qu'il n'y ait aucune agegation s ans champ magretique (3A)
c'esta-dire que les interactions entre particules doivaat étre epulsives et que seul le
champ magretique permet de franchir la barrere déenergie. Les forces epulsives entre
particules fonctionnalises avec les anticorps (en I'absnce d'antigene- 2A,B,C) doivent
donc étre grandes et I'ajout des antiggnes ne doit pas pedrber fortement cette stabi-
lie. Il fautegalement limiter I'adsorption des proei nes telles que le brinogne qui va
induire des interactions non speci ques.

L'antigene est introduit avant l'application du champ magretique. Il faut
attendre qu'il ait eagi avec les anticorps pesents surés particules avant d'ap-
pliquer le champ. Ce temps d'attente cepend des interactits antigenes/anticorps
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grees sur des particules. Le syseme est formuk de te# sorte que les interac-
tions entre les particules magretiques, recouvertes d'icorps dont certains sont
les a des antigenes, soient epulsives. Ainsi, pratiggement aucune agegation
entre particules n'est visible en I'absence de champ. Par @jation du champ

magretique, on rapproche les particules magretiques lesnes des autres et on
attend que la eaction antigene/anticorps s'e ectue. Intuitivement, ce temps d'at-

tente varie selon la libere de mouvement de l'anticorps, @ahc, notamment, selon
la concentration d'anticorps a la surface et la longueur dibras espaceur entre
I'anticorps et la particule.

Dans notre cas, le VWF (antigene) est incule 5 min avec les grticules
magretiques greees avec des IgG anti-vWF (anticorps) et'on applique ensuite
un champ de 70 mT pendant 5 min.

Le rapport des quanties antigenes/anticorps est primordial : si ls antigenes
sont en exes alors ils vont saturer les surfaces des padiies qui ne vont alors
plus pouvoir se lier. Les methodes developpees pour quérer les anticorps grees
sont pesentes en Annexe 4.

Pour la suite, nous avons besoin de former dien unique entre les particules
a n detudier la micromecanique d'un complexe anticorpdantigene/anticorps. Il
faut alors egler la densie de prokinesa la surfaces @s particules en fonction de
la longueur des liens et de la distance entre les particuldsig.2.30).

Une des applications de ce type d'assemblages concerne kgaostic im-
munologique base sur le principe des tests d'agglutinatio[Baudry et al., 2004].
Le nombre de particules impliguees dans les agegats estrectement relea la
concentration d'antigenes pesents dans lechantillana analyser (voir paragraphe
1.1.2).

2.4 [ecoration des chanes

Les chames magretiques pesenees peedemment astituent de nouveaux
maetriaux. Leur fonctionnalisation les rend ineressames pour un grand nombre
d'applications telles que I'analyse, l'isolation et/ou lapeparation d'esgeces.

2.4.1 Couches de polelectrolytes

Si le polynere, adsorke sur les particules, est un polyelctrolyte, on peut
changera facon la charge de la cha'me magretique : un pglectrolyte de charge
oppose va alors se xer sur la chame en e ectuant une \irersion de charge".
On peut ainsi faire des tepbts couche par couche [DecheB9l] et ce faisant,
fonctionnaliser des surfaces.
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Soit|=2x+h avecx=a(1-cosa)

pour avoir un lien unique, il faut qu'il y ait
un seul lien sur la calotte sphérique (grisée)
d'aire 2 p a2 (1 - cos a)

2
Soit N protéines par particule: N _4pa”
pa(l-h)
Ce quidonne:| N _da
I-h

400 — =10 nm
— =20 nm
— |=30 nm
300 —

200

100 —

Nombre de protéines par particule

0 5 10 15 20 25
Distance entre particules (nm)

Fig. 2.30 { A : calcul du nombre N de protines par particule an d'obtenir un
lien unique en fonction de la distanceh entre particules (borda bord); B : variation
du nombre de prokines par particule a n d'obtenir un lien u nigue en fonction de la
distance entre particules. Variations calcukes pour dierentes longueur| de lien (rayon
a des particules prisegala 375 nm).

Ainsi, lorsque I'on forme des chames permanentes avec ddAPdans un ca-
pillaire’®, on peut ensuite introduire un polycation comme par exemplia poly-
L-lysine (pKa ' 10.2). L'utilisant de poly-L-lysine uorescente permet dbbser-
ver sa xation sur des chames permanentes obtenues avec BAA (Fig.2.31).
L'introduction de la poly-L-lysine peut se faire par capilrie ou via un champ
electrique.

La poly-L-lysine est couramment utiliee en biologie pourxer des objets
sur des lames de verre (puce a ADN genomique par exemple).nQoeut alors
imaginer l'utiliser pour xer de I'ADN sur nos chames. En goutant de 'ADN
a la suspension de cha™mes, celui-ci se xe en certains pts de leur surface. La
concentration d'ADN sur les cha™mes peut étre varee gradement en jouant sur sa
concentration et sur sa taille. Dans la Fig.2.35, peu (une enoyenne) de mokcules

13]| est petrable d'introduire la poly-L-lysine lorsque les chames sont organises dans un
capillaire a n deviter que ce polycation ne les collent entre elles.



CHAPITRE 2. AUTO-ASSEMBLAGES IRR EVERSIBLES LINEAIRES 91
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Fig. 2.31 { A : chanes magretiques permanentes obtenues avec du PAZrfulsion
V2G, Ademtech) avant introduction de poly-L-lysine. B : vis ualisation de la poly-L-
lysine-FITC introduite a I'aide d'un champ electrique. L 'observation est e ectiee en
epi uorescence sur un microscope Zeiss Axiovert 100 eque d'une lampea mercure
pour I'excitation et d'un objectif 100X. La source au mercure est lteea = 450-
490 nm et I'observation se faita = 510-550 nm. Clictes C.G.

d'ADN de grande taille (phage , 48.5 kpb) est »e par chame. Fig.2.33 la chame
est enterement recouverte d'ADN courts (mrelange "PhiX174").

Fig. 2.32 { Mokcules d'ADN de phage |,
marquees avec l'intercalant YOYO-1, »ees sur des
chames permanentes obtenues avec du PAA puis
recouvertes de poly-L-lysine. L'observation est ef-
fecttee dans les mémes conditions que pour la
Fig.4.1. Clicke C.G.

2.4.2 [ecoration par couplage covalent

Les cha™mes, obtenues par collage magreto-stimuk de pigules recouvertes
de PAA, portent des fonctions COOH provenant de ce dernier. €8 groupes
peuvent servira gre er des prokines, via leurs fonctios NH,, sur les chames
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Fig. 2.33 { Chame (obtenue avec du PAA puis re-
couverte de poly-L-lysine) recouverte d'un nelange
d'ADN courts de type "PhiX174" marqgles avec l'in-
tercalant YOYO-1. L'observation est e ectiee dans les
meémes conditions que pour la Fig.4.1. Clicte C.G.

[Hermanson, 1996] [Williams and lbrahim, 1981]. La di cukt de ce type de gref-
fage est de conserver des chaMmes uniques, non encheeistret non coupkes. Le
champ magretique utiliee doit alors &tre faible ( 10 mT).

Gre age d'anticorps On a ainsi gree des IgG de souris anti-CD3. Ce sont des
anticorps diriges contre les lymphocytes T (CD3+). A n de e\eler le gre age, on
utilise des anticorps secondaires uorescents (anti-sasirAlexa 488 1gG) diriges
speci quement contre ceux grees (Fig.34).

Le protocole de gre age et lesetudes concernant la speaie de l'anticorps
secondaire, la stabilie du gre age, le dosage des antiqus grees et la minimi-
sation des interactions non-speci ques sont pesene€n Annexe 2.

En esune, on montre (i) que I'on peut gre er /6™ de monocouche, sans
optimisation du protocole, (ii) que le gre age reste stabl@au moins une semaine
et (iii) qu'il est petrable d'utiliser une solution de B SA 0.5% en masse pour laver
les chames une fois greees a n de diminuer les intera@ns non-sgeci ques.

Ce travail aet l'objet du stage de 3™ anree de 'ESPCI de Florence Thi-
villiers.

Fig. 2.34 { Filament constitie de parti-
cules magretiqgues (Adembeads, dianetre
0.75 m) recouvertes de PAA, gree avec
un 1gG de souris anti-CD3. Il est marqe
avec de l'anti-souris 1gG Alexa 488. L'ob-
servation est e ectlee en epi uorescence
sur un microscope Nikon Eclipse TE 300
equipe d'une lampea mercure pour l'ex-
citation et d'un objectif 100 . La source
au mercure est lteea = 450-490 nm
et I'observation se faita = 510-550 nm.
Clicke C.G.
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Le chapitre 4 de cette these illustre I'utilisation de tels laments comme ma-
trice de sparation pour le tri de cellules rares en microcaux.

Gre age d'enzyme Nous avons aussi monte qu'il est possible de gre er de
la trypsine sur des chames permanentes.

La trypsine est une enzyme qui hydrolyse les liaisons peptides. Elle est uti-
lie pour obtenir un extrait peptidique des protines pemettant leur identi ca-
tion sur la base de banques de donrees genomiques et pratiques. Cette enzyme
est particulerement ineressante car les sites de coupa du coe C-terminal des
lysine et arginine sont assez fequents, ce qui conduitane digestion homogene
de la prokine eta I'obtention de fragments de taille adafeea la gamme de masse
des spectronetres de masse utilies.

Nous avons mesue l'activie de I'enzyme an de \erier |'e cacie du gref-
fage. Pour ce faire, nous avons fait eagir I'enzyme avec wubstrat (BAPNA
ou Benzoyl- L Arginine- Para NitroAniline) qui likere une mokcule coloee
(p-nitroaniline) dont on mesure la concentration avec un sxtrophotonetre
( =405 nm). Les tests e ecties (voir Annexe 2) mettent enevdence (i) qu'il

QY % /©/ ©Y % Fig. 2.35 { Reaction de do-
B —_— P © sage de lactivie de la tryp-
JY P sine par utilisation d'un sub-

strat (BAPNA) qui likere une
mokcule coloee (jaune).

est petrable de gre er la tryspine en pesence de NP10.0% en masse ou de
Triton X405 0.3% en masse (ii) qu'il aet possible de gre e de la trypsine sur
des chames permanentes mais qu'elles se sont emmélesue beaucoup d'entre
elles ontee perdues lors des dierents lavages. Nous avons fait que montrer la
faisabilie du gre age et nous n‘avons pas cherchera I'opmiser.

Ce travail aee e ectle en collaboration avec Zuzana Bikova!'4, lors de son
stage post-doctorala I'Institut Curie dans le Laboratoire Macromokcules et Mi-
crosysemes pour la Biologie et la Medecine.

2.5 Collage \post-organisation”

Ce qui va suivre est plus anecdotique car nous n‘avons pas kexp les la-
ments pesenes dans ce paragraphe. Il convient toutefsid'illustrer les dierentes
voies d'obtention de chames permanentes. Il s'agit ici @'ganiser les particules
sous forme de chames dans un microcanal, puis d'introdeit'agent pontanta

4PhD - Assist. Prof. Department of Biological and Biochemicd Sciences Faculty of Chemical
Technology, University of Pardubice, Republique tcheque.
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I'image de ce qui est propos dans [Furst et al., 1998]. L'agt pontant est un
polymere qui vient s'adsorber sur les chames. Nous illtrens cette nethode avec
deux exemples : le poly(dinethyl acrylamide) (ou PDMA) et & poly-L-lysine.

2.5.1 Le PDMA

Le PDMA est utilie en electrophoese pour eliminer les ux electro-
osmotiques nuisanta la reproductibilie des sparatiins. Nous l'utilisonsa cette
n dans nos microcanaux pour eparer de 'ADN en taillea travers un eseau de
particules (voir paragraphe 1.1.4). Ce polynere est synétie a I'Institut Curie
par Valessa Barbier [Barbier, 2002].

Les microcanaux sont pepaes par moulage de PDMS (polydethylsiloxane)
selon [Xia and Whitesides, 1998](voir Annexe 6). On laissecuber 40 min une
solution de PDMA a 0.15% en masse dans les microcanaux. Omee ensuite
avec de l'eau distilee. On place le microcanal au c ur d'ure bobine pose sur la
platine d'un microscope. Les particules magretiques (I0¥2G, Ademtech ) sont
alors introduites et organiees en un eseau de colonnes.

Nous avons obsene qu'au bout de 2a 3 heurés le polynere se cesorbe et
vient sur les colonnes. Quand le champ magretique est ammubn observe des
colonnes permanentes, parfois méme attachees aux pardis canal.

2.5.2 La poly-L-lysine

On peutegalement utiliser un polyelectrolyte, tel la poly-L-lysine, qui s'ad-
sorbe rapidement sur les particules une fois organieesisdorme de chames. Avec
un champ magretique, on organise pealablement les padules magretiques sous
forme de cha™mes dans un capillaire, puis on introduit la ppL-lysine par capilla-
rie. Lorsque I'on annule le champ, on observe des chanpsrmanentes (Fig.2.36).

Ce polypeptide est un polycationa pH neutre (pKy 10.2), il peutegalement
etre introduita l'aide d'un champ electrique, ce qui est moins destructeur pour
les chames qu'un ux hydrodynamique.

2.6 Conclusions et perspectives

Nous avons ceveloppe dierentes nmethodes pour obtenirdes chames perma-
nentes. Nous avonsegalement monte qu'il est possible abtenir des cha™mes plus
elaboees, cecoeesa facon avec des anticorps, des BN, des enzymes. Ces travaux
(excepee l'obtention de cha™mes ireversibles a l'ade d'interactions speci ques)
ont donre lieua un cepo6t de brevet [Viovy et al., 2002].

15[Bancaud, 2000] a estime que la duee d'e acie du revetement de surface (avec le PDMA)
etait du méme ordre de grandeur.
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Fig. 2.36 { Chames obtenues
par ajout de poly-L-lysine intro-
duite par capillarie une fois les
colonnes organiges entre lame et
lamelle. Clicke C.G.

Dans les chapitres suivants nous pesentons deux applicats de ces cha™mes
permanentes. Une des applications consiste a plier les r@ents, a l'aide d'un
champ magretique, pour sonder les proprees microneaniques des liens entre les
particules. L'autre porte sur l'utilisation des chames&toees avec les anticorps,
comme matrice pour eparer des cellules dans des microcara
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En guise de peambule...

... au Chapitre 3

Une nouvelle technique permettant dsonder la rigidie de exiona lechelle
mokculaire est ici introduite.

Les longs laments exibles, pesenes au Chapitre peedent, adoptent une
conformation en epingle a cheveux lorsqu'ils sont soumisbrusquement”a un
champ magretique de direction perpendiculairea la leurLes mesures du rayon
de courbure de cesepingles en fonction de l'intensie duhamp par microscopie
optique d'une part, et de la longueur du lien par di usion deal lumere d'autre
part, permettent de determiner la rigidie de exion du lien qui relie les particules
magretiques.

Cette nethode pesente l'avantage detudier de tes p8ts objets (quelques
nanormetres) par une approchanacroscopiquecar c'est la ceformation du lament
qui est obsenee optiguement et non celle du lien.

Deux types de liens sont pesenes : un polynere adsorb@e PAA) et un
sandwich anticorps/antigene/anticorps.

La di cule, decrite au Chapitre 2, eside dans l'obtent ion de ces longs la-
ments, d'une seule particule de dianetre et ayant un nombrde liens controk.






Chapitre 3

Filaments magretigues exibles

Comme nous l'avons souligre dans le premier chapitre, lesollosdes
magretiques sont utilises dans diverses applicationsld peuvent aussi bien ser-
vira capturer et isoler des objets biologiques [Muller-8hulte et al., 1997], qua
appliquer des forcesa des mokcules d'’ADN [Strick et al1996] ou bien mesurer
directement des pro Is force/distance entre collo-des [eal-Calderon et al., 1994].

En assemblant de facon permamente les collodes magrgties a l'aide de
liens, nous avons obtenu de nouveaux matriaux, de longsaments magretiques
exibles (voir Chapitre 2), qui ouvrent de nouveaux champs ‘dpplications. Ces
laments combinent deux proprees : (i) constitles de collodes magretiques, ils
epondent rapidementa un champ magretique (ii) ils pesentent les proprees
elastiques des chamesa longueur de persistanceqrm-like chaing. Ainsi, plaes
sous un champ magretique, les laments adoptent une con gation netastable
en forme depinglea cheveux qui cepend de leur longueurtale la nature du lien.

La quasi-totalie des travaux e ectles sur des assemblags magretiques
consistent a etudier la formation [Melle et al., 2002] airsi que les proprees
mecaniques [Furst and Gast, 1999] de chames magretigsieeversibles Seul
le groupe d'A. Gast [Biswal and Gast, 2001] s'est penche suUes proprees
mecaniques de chamedsreversibles : les deformations des cha™mes induites par
les uctuations thermiques sont obsenees par vicco-mioscopie. Leur module
elastique est cetermirea l'aide de pinces optiques.

En etudiant le comportement sous champ de nos chahmes, mouavons
eveloppe une nouvelle technigue permettant de mesureelr elasticie. Apes
avoir cecrit le comportement obsene sous champ des ch@s magretiques
(Fig.3.1), nous en ferons une description treorique. Nousiontrerons en n que
ces chames constituent un nouvel outil de caracerisain micromecanique. lls
permettent la mesure de lelasticie des liens qui pontenles collodes. Ces liens
peuvent étre de nature diverse : des polyneres adsorkes des complexes biolo-
giques grees de type anticorps-antigene-anticorps.

Ce travail aek e ectle en collaboration avec le profesgur Marc Fermigier,
Pierre Jop (stage de D.E.A.) et Caroline Derec (A.T.E.R.) dlLaboratoire \Phy-
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sigue et Mecanique des Milieux Heerogenes" (PMMH, UMR 7636/ESPCI, Pa-
rs).

Fig. 3.1 { Chame magretique ireversible obtenue
avec du PAA (Emulsion V2G,Ademtech , diaretre
0.75 m). Clicke de MEB (I. Genois). Lechantillon
est pealablement eclea l'air libre en pesence d'un
champ magretique.

3.1 Flexibilie des laments magretiques

Les chames magretiques ireversibles olaments sont
constittees de particules superparamagretiques caldes
et assembkes par des liens. Ces liens peuvent étre de na-
tures diverses : de simples polyneres adsorles ou des com-
plexes biologiques de type sandwich anticorps-antigene-
anticorps. Nous pesentons dans ce paragraphe le cas d'un
polymere adsorke!, le poly(acide acrylique) (PAA)(M,,= Fig. 3.2 { Chame
250 000 g.mot). magretique ireversible
Les laments sont obtenus en combinant les pro-obtenue  avec  du
prees d'auto-organisation des particules magretiques (. demtec(fm“'s'on
sous champ et le controle, par le champ magretique, deji,etre  0.75 m).
la formation d'un lien entre les particules. Clice TEM M. Ga-
Pour ce faire, des particules calibees sont disperseesoyard.
dans une solution aqueuse contenant du PAA. Ce der-
nier s'adsorbe sur les particules et cee une force epuiNe a longue distances
(d > Ry, @ Ry, rayon de giration du polyrmere) qui varie commeexp( d=Ry)
[Mondain-Monval et al., 1998]. Ainsi, en I'absence de chanmmpagretique, les par-
ticules recouvertes de PAA ne s'agegent pas. Sous champ gmetique, le moment
magretique, induit dans chaque particule, conduita l'omganisation des particules
sous forme de cha™Mmes. Pour un champ magretique su sammefort (de l'ordre
de 25 mT), les particules s'agegent de facon ireversile : les chames persistent
en l'absence de champ. Le processus de collage par le PAA mvient quand
le champ magretique approche les particules su samment gunes des autres
(d < Rg)[Philip et al., 1997]. Le collage est donmagretiquement induit La force
seuil recessaire pour approcher les particules de facandeclencher le processus
de collage est de I'ordre d'une dizaine de pN. Pour une tellaleur, les particules

1'exemple du sandwich anticorps-antigene-anticorps sea pesent au paragraphe 3.5.
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sont parfaitement aligrees dans la direction du champa aase des interactions
dipolaires ( 1).

Les laments ainsi obtenus sont des chapelets de particulasagretiques par-
faitement aligrees, d'une particule depaisseur et caks par le PAA (Fig.3.2).
Une fois le champ annuk, les laments ne sont pas stricteme aligres dans
la direction du champ magretique qui a permis leur fabricabn mais uctuent
bgerement sous I'e et de l'agitation thermique.

3.2 Filaments exibles

La exibilie de ces laments est illustee sur la Fig.3.3 : les laments sont
fabrigles directement dans la cellule d'observation suelmicroscope par applica-
tion d'un champ magretique perpendiculaire au plan d'obgeation. Une fois le
champ annuk, les chames tombent et plient sous leur prop poids.

Fig. 3.3 { Flexibilie des laments : de
longs laments calibes (200 m de long)
sont fabriqies avec du PAA dans une
cellule de 200 m depaisseur. lls plient
sous leur propre poids quand le champ
magretique est arrée.

3.3 Metastabilie sous champ magretique

On s'attend a ce que les chames s'alignent dans la direoti d'un champ
appligee a n de minimiser leurenergie magretique. Toutefois, lorsque la direc-
tion du champ magretique est changee \brusquement”, on ofeent des formes
nmetastables qui cependent de la longueulL des laments (Fig.3.4) :

{ les plus courts L < 20 m) pivotent dans la direction du champ

{ les longs L > 30 m) se plient en forme depinglea cheveux

{ les plus longs L > 70 m) forment desepingles multiples.

Les valeurs des longueurs, indiguees entre parenttesegrrespondent aux condi-
tions de la Fig.3.4. Experimentalement, on constate gu'ilexiste une longueur
critiqgue L¢ du lament au-deh de laquelle l'instabilie appara. L'interpetation
de L sera discuee au chapitre 11.4.3. En I'absence de frictionisqueuse, tous les
laments pivoteraient enterement dans la direction du cramp.
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® Fig. 3.4 { Con guration des laments de dierentes
longueurs sous champ magretique. Les laments sont
obtenus avec du PAA dans un tube eppendorf puis
transées dans la cellule d'observation. A : les la-

—— ments edimentent au fond de la cellule puis sont
aligrees dans la directiony ; B : 2 s apes I'application
d'un champ tourre de 9((selon la direction x); C :
10 s apes la rotation du champ. les laments les plus

@ ——  courts pivotent dans la direction du champ comme
des batons rigides (r). Les longs laments se plient en
forme dépinglea cheveux (h). Les plus longs forment
des epingles multiples (s). L'intensie du champ ap-
plige est de 1.5 mT.

Fig. 3.5 { Filament soumis a un champ
magretique de plus en plus fort (de gauchea
droite : 0.5a 2 mT). Le lament est constitie
~ de particules calibees (Emulsion V2G, Adem-
—— tech , diarretre 0.75 m) colees les unes aux
autres par du PAA.

Ceci est d'autant plus visible quand le champ de forte inteies ( > 1mT) est
appligee \brusquement”. Si le champ appliqe est trop fable, les laments pi-
votent lentement dans la direction du champ. Si quelquesépgles se sont fornees,
elles vont petita petit s'ouvrir gracea l'agitation the rmique.

Les formes en epingles (simples ou multiples) sont des caurations
netastables : letat de plus faibleenergie correspond a cas ai la cha™me est tota-
lement aligree dans la direction du champ. Cette forme erngle est le esultat
d'une competition entre deux e ets antagonistes : (i) lenergie magretique tend
a aligner les extemies des chames dans la direction al champ et (ii) lenergie
elastique s'opposea la ceformation de la chame. Ainsiplus le champ magretique
augmente et plus le rayon de courbure de lepingle diminug={g.3.5). Rappelons
gue l'existence de ces formes enepinglea cheveux esalte la friction visqueuse
exeree par le milieu agueux.

Lorsque le champ magretique est annuk, les epingles sedient, les la-
ments retournenta une forme alongee en quelques secondess s) ce qui traduit
lelasticie des chames. Lesepingles s'ouvrent et séerment eversiblement lorsque
I'on opere des cycles de champ magretique.
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3.4 Methodes exgrimentales

Montage

Les laments sont obsenes directement en transmission daide d'un micro-
scope droit Zeiss avec un objectif 10, 40 ou 100. On enregistre les images via
une canera CCD (780 512 pixels) releea un ordinateur (logiciel NIH image).
Quatre bobines sont disposes en croix sur le microscopergendiculairementa
I'axe optique (Fig.3.6). Ce montage aet ealie par Pdrice Jen er (Laboratoire
PMMH, ESPCI, Paris). Les caraceristiques concernant lebobines sont cetailees
en Annexe 7.

Fig. 3.6 { Quatre bobines sont dis-
pOLES en Croix sur un microscope.
On peut ainsi appliqguer un champ
selon deux directions perpendicu-
laires (perpendiculairementa l'axe

optique). Montage P. Jen er (Labo-
ratoire PMMH, ESPCI, Paris).

Description de I'exgrience

Les particules magretiques nous ontet fournies par la@scee Ademtech
(Emulsion V2G, Ademtech ). Elles ontee fornmeesa partir d'uneemulsion ca-
libee de ferro uide (grains d'oxyde de fer disperses das de I'octane). Elles ont
subi un traitement thermique a n devaporer I'octane. Le dianetre des particules
ainsi obtenues est de 0.75m.

Ces patrticules sont lawees cing fois dans une solution de B 0.1% en masse.
Elles sont ensuite disperees dans un tube eppendorf, a @rrfraction volumique
de 0.1%, dans une solution aqueuse contenant 0.1% en mass®AA et 0.1%
en masse de NP10. Le tube eppendorf est plae au centre d'umebine pendant
5 minutesa 25 mT. Dans ces conditions d'exgeriences, langueur des chames
est comprise entre 50 et 100m. Les bobines instalees sur le microscope ne per-
mettent pas d'obtenir un champ magretique su sant pour obtenir des cha™mes
ineversibles (> 15 mT). Elles sont doncelaboeesa l'aide d'une bobine anexe.
Les chames sont ensuite transkees entre lame/lamell I'aide d'une micropi-
pette. On a pris soin de \eri er que ce transfert ne ceeriorait pas les chames.

Les laments obtenus avec des liens biologiques sont fraggl Pour &tre sar de
ne pas les cisaliller, il est petrable de les fabriquer dictement dans la cellule
d'observation. On utilise alors des capillaires de sectiacaree 200 m 200 m.
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On laisse lemulsion sdimenter a n d'avoir toutes les paticules dans le méme
plan. On pose le capillaire sur une lamelle de microscope et le scelle avec une
colle qui eticule sous UV (Epotecny, ref 4M21) en sktantassue de proeger
I'inerieur du capillaire des rayons UV. Le tout est plae perpendiculairementa
un champ magretique de 25 mT pendant 5 min. On transkre enste la lamelle
+ capillaire sur le microscope du montage. La fraction volumque des particules
et la taille du capillaire ontet optimises pour que leschames n'interagissent pas
entre elles. Si les laments sont trop rapprocles, on obti@ alors I'image Fig.3.7
sur laguelle on ne peut faire de traitement d'image.

Fig. 3.7 { Filaments fabriqwes di-
rectement dans la cellule d'observa-
tion (un capillaire de section caree)
Les laments sont trop proches ce
qui conduita la formation dépingles
20 pm imbriquees les unes dans les autres.

Une fois introduites dans la cellule d'observation, on lag les cha™Mmes
sdimenter ce qui facilite leur observation (elles restérmien dans le plan focal).
On applique alors un champ magretique ( 0.5 mT) a n d'aligner compktement
les laments. lls sont ensuite soumisa un champ magretige applique a 9adu
peedent. Suivant leur longueur, les laments adoptenttrois types de con gu-
rations : les petits pivotent et s'alignent totalement danda direction du champ,
les moyens se plient en forme dépinglea cheveux et les glgrands forment des
epingles multiples.

On <lectionne, dans notre champ d'observation, une epgie isoke ne
pesentant pas de cefauts. On retient une epingle d'une prticule depaisseur,
non attachee au verre. Lepingle ne doit pas pesenter deoints anguleux syno-
nymes de cassure du lien. On fait alors varier l'intensie wl champ magretique
de 2.5 mTa 0.5 mT. On enregistre I'image de lepingle pour ltaque valeur du
champ appliqte. Ces images seront ensuite traiees (voiparagraphe suivant)
pour obtenir le rayon de courbure de lepingle en fonction &l la valeur du champ.

On \eri e que le lament slectionre a bien un comportementelastique : (i)
en coupant le champ et en observant le lament revenira uneofme alongee et (ii)
en s'assurant que son comportement sous champ est reprodgliet On e ectue
ce travail sur plusieurs epingles. Apes traitement des mages pour obtenir la
courbure, on reporte la moyenne des courbures en fonctionchamp magretique.

Traitement des images

Les images acquises sont d'abord seuilees a n d'obtenima image binaire,
ce qui recessite d'avoir des images bien contrasees. Fop et M. Fermigier ont
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corcu un programme qui ogere de fecon ierative a n de reduire la largeur des
lamentsa 1 pixel ( squelettisatior). Les coordonrees des pixels sont analyses
et la courbe egulere est ajusee par des splines cubiags [Dierckx, 1993] an
d'extraire la courbure de la chame en fonction de I'absas curviligne. Lors de
cette dernereetape, un paranetre delissagedoit etre sgecie. Il ¢ nit le dege
degalisation des iregularies. Ce choix s'est e ectie en comparant les esultats
du traitement depingles de rayon constant.

3.4.1 Description treorique

On va dans un premier temps cecrire lelasticie d'une che'me et determiner
la cependance du rayon de courbure de la chame avec le chamagretique. On
montrera ensuite que la connaissance du rayon de courbureldechame permet
de remontera lelaticie du lien.

3.4.1.a Elasticie d'une chane

Lenergie totale de lepingle est la somme d'un termeelatique d0a la courbure
et d'un terme denergie magretique.

Lenergie elastique est assimiee a celle d'une poutreen exion, caraceriee
par le module d'Young du maeriau E et son moment d'inertie . Lenergie
elastique est donree par :

Z1 ds

Uy = EI R
¢ o R2(s)

(3.1)
al s est l'abscisse curviligneR(s) le rayon de courbure local et la longueur de
la poutre (Fig.3.8). Si est l'angle entre la direction locale de la chame et une
direction de ekrence, lenergieelastique secrit aussi :
Z
L d 2

Ug=El o s (3.2)

Lenergie magretique est la somme desenergies d'inteciion magretique entre
les particules qui composent la chame (en ne consicerague les interactions
entre plus proches voisins), soit :

X 1 2
Unag = M 1 3cog ) (3.3)

4 0 4 (2a)3

a N est le nombre de particules dans la chamen le moment dipolaire
magretique de chaque particule,a le rayon d'une particule et I'angle entre
le champ magretique local et la direction de la cha™me.



110 3.4. METHODES EXPERIMENTALES

En passanta une description continue de la chame (dans lamite N 1),
lenergie magretique devient :

Z

1 m?2

ds
. @(1 3cog )2—a (3.4)

Umag =

Le moment magretique de chaque particule est :

4
m:§a3oH (3.5)

al  est la susceptibilie magretique e ective des particules (en tenant compte
de la forme splerique).
Lenergie totale est donc :
Z. d 2 4 (1 3cog )#
0a3 22

U= El — +
0 ds 72 2a

ds (3.6)

On ¢k nit : une abscisse curviligne adimensionnelles® telle que s = 2as’;
la longueur de persistance de la chang, telle que :EI =  kgT, et un pa-
ranetre by comme le rapport entre lenergie d'interaction d'une paie de parti-
cules aligrees dans le champ et lenergie thermiquiez T, tel que :

8 0 2H2= pieT

72
On obtient alors :
Z " d 2 n, #
=ksT £ — + (1 0 7
U = Kg 2 g 2( 3cog ) ds (3.7)
Avec les notations de la Fig.3.8.B. , lenergie totale de la&hame est de la
forme : Z 7
u/ [ B+ cyf()]ds’=  F( % )ds (3.8)
0

@ %= d=ds’ etcy = ahy= . La forme dequilibre de la chame (s?) est donree
par la minimisation de lenergie totale, en tenant compte @ la conservation du
nombre de particules et des conditions aux limites. Compteetu de la synetrie
desepingles, on peut consicerer seulement la moite dioeepingle. A I'extemie
libre, la courbure de la chame doit etre nulle pour assurdequilibre mecanique.
Au milieu de lepingle (s'=0), l'orientation est »e ( = /2). Les conditions aux
limites sont donc :
d=ds’=0ens’= N

= =2ens’=0
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En utilisant une nmethode de calcul variationnel [Riley et &, 1997], si lenergie
donree par lequation 3.8 est minimale, alors la fonctionF oleita lequation
dierentielle :

F 0%0: = C® (3.9)
soit :
@ cuf ()= Co (3.10)

Si on ne tient pas compte de la efraction des lignes de chanpar le matriau
magretique, lI'angle est confondu avec l'angle etf ( )=1 3cog . Lequation
dierentielle qui ¢k nit la forme de la chame est alors :

® (1 3cog )= Cq (3.11)

Dans le plan de Byrretrie de la chame (= =2), la courbure de la chame est
donree par: °= " Cyo+ cy.

La valeur de la constanteC, est »e par la condition sur I'extemie libre
de la cha™e. Lorsque la chame est tes longue (devant tayon de courbure dans
le plan de synetrie), les extemies libres de la chamesont paralkles au champ
magretique ( =0) et °=0 lorsque = 0. Ceci conduit alorsa Cy = 2¢cy eta
uneequation dierentielle simpliee :

0= pEsin (3.12)

Pour cette forme simpIiBe, la courbure maximale de la chafe (ens®= 0, corres-
pondanta = =2)est 3cy, Soit:

(3.13)

Dans cette approximation, lerayon de courbure adimensionre minimal de la
cha™me doit eétreinversement proportionnel au champ magretique

Notons qu'il estegalement possible d'inegrer nuneriquement lequation 3.11
[Jop, 2002].

3.4.1.b Elasticie du lien

La grandeur qui nous ineresse est la rigidie de exion dulien. Nous allons
cecrire comment il peut étre deduit du rayon de courbure @ lepingle.
On note la rigidie de exion d'un lien, de longueur I, tel que (Fig.3.10) :

R

Eel lien = (3.14)

Les particulesetant supposees rigides, latformation du lament est seule-
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B
— .
a
B local
B

10 mm

®)

Fig. 3.8 { A : lament magretique sous champ formant une epingle B :
Repesentation du syseme de coordonrees pour la desption de lepingle.

ment locali®e dans les liens . Ainsi lenergieelastique du lament (module de
exion noe EIl ) est la méme que celle de ce méme lament pour lequel on aifira
enlew les particules (rigidie de exion noe ) (Fig.3.9.A).

Si on consicere deux particules de la cha™me relees panuien schematise par
un tube de longueur (Fig.3.9B) on peut alorsecrire :

I El 2a+ I)
Ue| = R_S = ? (315)
or, le rayon de courbure de lepingleR est relee au rayon de courbure du lierR,
par la relation (Fig.3.10) :

=2 a+ =2 a
' —et = 3.16
R, R R (3.16)
(On assimile le liena un segment droit.)
Rp = R(I=2a) (3.17)

La rigidie du lien et celle de la chame sont donc releegar la relation suivante :

I
= —ElI 3.18
% (3.18)
En observant macroscopiquement la chane, on peut ainsi re monter
aux proprees necaniques d'un lien submicronique.
Si on reporte 3.18 dans lequation 3.13, on obtient la couthhe maximale (sans

dimensioni.e. Cnhax = 2a=R) de lepingle :

————
oa3|

Chax = H 5

(3.19)
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El
— 2+ N

L ) Rp

®

Fig. 3.9 { A: Epingle sclrematise : les spleres repesentent les @rticules magretiques
et les parties noires, les liens. Les paranetres de lepigle sontR, le rayon de courbure
L, la longueur du lament impliqiee dans la courbure et El , la rigidie de exion. Si
on \enkve" les particules, on obtient le maeriau (en encart) ayant une longueur L,
un rayon de courbure R, et une rigidie de exion . Les particules etant supposes
rigides, la ceformation du lament est seulement localisee dans ses liens. Ainsi lenergie

elastique du lament est la méme que celle de ce méme lamat pour lequel on aurait

L,  EIL

enlee les particules. On peut ainsiecrire E¢ = ——. B : Si on consicere deux

RZ R2
|
particules de la chame relees par un lien sctemati mr un tube de longueurl et de
. I El (2a+ |
rayon de courbureRyp, on peut alorsecrire Ugy = —5 = #
R3 R2

3.4.1.c Longueur critique Lc

Consicerons un lament oriene dans la direction du champ magretique.
Lorsque que la direction du champ tourne brusquement de 9@elon sa longueur
(i) soit le lament pivote et s'aligne dans la nouvelle direton du champ (ii) soit
il se ceforme sous forme depingles (Fig.3.11). A n de deerminer la longueur cri-
tigue L. du lament pour laquelle l'instabilie apparaY, on e ec tue un calcul de

stabilie lireaire. Consicerons une petite perturbation de la formey =  singx.
: : : : d :
Avec les notations e nies Fig.3.11,on a:sin' q cosgx et ds ' gPsingx?.

Lequation 3.6 devient :

Ziz d * 4 1 3sir? i
U= g 9 .4 oz 38T

B i — o dx (3.20)

|
|
2Soit OM = xt+ yf. test ceni par t= d(;—LVI On a alorsds® = dx? + dy? = dx?(1 +
dy

2—dy2) ' 2 == -
dy<=dx“) ' dx© et t.J = cos s
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Fig. 3.10 { Relation entre le
rayon de courbure de lepingle
R et celui du lien Rp.

— y
B T ' Fig. 3.11 { Dierentes evolutions
q possibles pour un lament initiale-
y X ment rectiligne et paralele a I'axe
E / X. Soit la con guration de la per-
_ turbation a uneenergie tropelewee
% . y et dans ce cas, le lament ne peut
\ B T ‘ ) gue tourner en bloc ( gure du haut).
~ o~ o~ Spit lenergie de la con guration
] ) . X plee est plus basse alors le lament
forme desepingles (gure du bas).
solt Z ., b,
U=ksgT a*"?sin(gx) + I 1 2¢7"?cog(gx) dx (3.21)
L=2
A cause des conditions aux limites, le vecteur d'ondg doit etre discret
(= n p=L). Si on introduit les variables adimensionnelleg’= q ,, °= = ,

et x°= x=2a alors la dierence denergie avec la chame sans pertusdition ( = 0)
secrit :
Z \-
n02~0 2 N=2
U U= 2akg T"™q 2 P2 + 3 pby
p N=2

cog(2adk= ,)dx (3.22)

n02~02
_ NakBT qO q02 3 ph—l (323)

0 —
Q= 13 (3.24)
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Ce qui corresponda une longueur critique :
s

12 El

—_— 3.25
0 2H 2a2 ( )

Sig’<glalorsU < U : le lament se plie sous forme depingle.

On peut alors pevoir le comportement du lament en fonction de sa longueur

L :

SsiL<L . le lament tourne en bloc,

siL>L . le lament forme desepingles.

3.4.2 PResultats et discussion

La Fig.3.12.A montre un lamenta dierents champs magre tiques. Apes
traitement nunerique des images (Fig.3.12.B.), le programe mesure la courbure
maximale des epingles. On e ectue ce travail sur une dizagndéepingles et on
reporte la moyenne des courbures en fonction du champ matgee (Fig.3.13).
On \erie que le comportement des chames sous champ denmeuinchange le
temps de I'experience (quelques minutesa une heure apseeur fabrication).

La courbure d'uneepingle, ayant subit dierents cycles ce champ magretique
(rampe d'intensies croissantes puis decroissantes),se reproductible. A champ
nul, la chame revienta une courbure nulle. Ceci montre qelle comportement
estelastique. Lequation 7 montre que la courbure de Ipingle doit étre pro-

Fig. 3.12 { A : Evolution de la forme
d'uneepingle en fonction du champ (200
A.mi<H< 1800 A.ni!). Superposition
des images brutes, B : apes les dierentes
etapes du traitement d'image (seuillage,
squelettisation, lissage)

®)

portionnelle au champ magretique. Si I'on reporte la moyare des courbures de
dierentes epingles en fonction du champ magretique (Fg.3.13.A), on observe
gue les points sont aligres sur une méme droite. Ceci vaiicdonc notre mocele.

On va ainsi pouvoir l'utiliser pour aceder au moduleelagsque, , du lien.
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Fig. 3.13 { A : Courbure maximale adimensionree (22=R) de lepingle en fonction du
champ magretique. Emulsion V2G (Ademtech) diametre 0.75 m, PAA (M =250 000
g.mol?) 0.1% en masse, NP10 0.1%en masse.: esultats exgerimentaux ; - : esultats
treoriques. B : Pro | force/distance pour une solution de P AAa deux concentrations @
pH4): 0.01% en masselN 0.1% en masse, NP10. La courbe correspondanta PAA
0.1% en masse pesente un saut correspondanta la formatio de liens ireversibles. he

est la distance d'approche minimale.h est la distancea laquelle les chames deviennent
ireversibles. Extrait de [Philip et al., 1997]
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D'apes lequation 7, la pente de la droite, ainsi obtenueest proportionnellea
=l . Pour avoir aces au moduleelastique du lien, , il faut conna’tre la longueur
| du lien.

Pour mesurerl, on utilise la Magnetic Chaining Technique Cette technique
cetermine la distance entre particules par di raction de b lumere par des chames
de particules magretiques orienees sous champ (voir pagraphe 1.1.3). Connais-
sant la force magretique appligiee, on peut alors directeent tracer le prol
force/distance [Leal-Calderon et al., 1994].

On mesure tout d'abord le pro | d'interactions entre des paticules nues pour
obtenir he, la distance d'approche minimale (correspondant au contedes spheres
dures). On epete cette mesure en pesence du lien (PAA) teon cetermine la
distance ha laquelle les chames deviennent ireversibles. La dirence h  h,
corresponda la longueur du lien.

Pour le PAA, My, =250 000 g.mot', on trouve

Si on ajuste la courbe, repesentant la variation de la cobure en fonction
du champ magretique, par une droite, on trouve que le rappbdICx =H estegal
a 6.67 10°. On en ckduit que pour le PAA My = 250 000 g.mot, le module de

exion est :

[ =7810%Jm |(=1=7.810%J 2000ksT)

Description de la colle : les esultats peedents peuvent nous eclairer
sur l'origine de I|Elasticie des laments. En e et, la valeur eleee de lenergie
elastique, par rapporta kg T suggere que le polynere s'attache en plusieurs points
entre les particules.

Un polynere, de méme longueur, attachke seulement par sextemies, aurait
une elasticie en exion regligeable tant que sa forme aquilibre (soit la pelote
de rayon de girationRy) n'est pas modiee.

La conformation d'une chame de polynere adsorke sur ungaroi esulte
de deux e ets antagonistes (i) un abaissement de lenergikbre de l'ordre de
kg T par site d'absorption. La nature des interactions polynmee/surface peut étre
electrostatique, liaisons hydrogenes, etc., (ii) une agmentation de lenergie libre
doea une perte d'entropie conformationelle. La proxim& de la surface diminue
le nombre de conformations accessibles. [Semenov and Jgad®95] ont monte
gu'en bon solvant, un polynere s'adsorbe en faisant des \lbgles, trains, queues”
(Fig.56). Dans nos experiences, le PAA est en bon solvant da l'eau ( =20C),

il est pratiguement neutre (pH=3.4). Ainsi I'hypottese sdon laquelle I'adsorption
du PAA se fait en plusieurs points sur deux particules adjaotes est en accord
avec la description des polyneres adsorkes sur des suréac.

A n de comprendre l'origine de la exibilie de cette colle, nous devons attri-
buer des dimensions physiques au lien. Nous consiceronsralun tube de rayony









































































































































































































































































































































































































