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RESUME

Introduction : Ce travail entre dans le cadre général de I’élaboration
d’un nanobiocapteur destiné a la détection des protéines pro-inflam-
matoires (interleukines 13, IL-4, IL-6, IL-8) dans le fluide gingival aprés
pose d’une prothése unitaire fixée. Ces protéines sont des indicateurs
potentiels ou des marqueurs pronostiques ou diagnostiques de la mala-
die parodontale au stade infraclinique. Or, pour réaliser une détection
spécifique en milieu complexe (fluide gingival), il est nécessaire de
fonctionnaliser la surface pour améliorer son affinité avec les molécules
cibles et ainsi permettre leur capture sélective a la surface du capteur.
L’objectif de ce travail préliminaire est donc de valider un protocole
de fonctionnalisation des surfaces d’or utilisées dans notre capteur.

Meéthodes : Deux stratégies de fonctionnalisation ont été utilisées.
La premiére consiste a déposer directement les anticorps monoclonaux
sur les surfaces d’or alors que la deuxiéme stratégie consiste au dépot
d’anticorps couplé a un agent d’accroche : le DSP (Dithiobis Succinimidyl
Propionate). Ce dernier est une molécule bifonctionnelle souvent utilisée
dans différents protocoles de fonctionnalisation de surface métallique.
Des mesures par Résonance de Plasmons de Surface (SPR) ont été réali-
sées ainsi que des mesures de Spectrométrie Raman Exaltée de Surface
(SERS) sur ces surfaces fonctionnalisées pour analyser les couches de
fonctionnalisation de surface pour les deux stratégies.

Résultats : Les mesures par SPR ont permis de démontrer que
pour les deux stratégies, les anti-corps présentent une activité vis-a-
vis des antigénes et leur capacité a interagir avec les antigénes reste
intact (pas de perte d’activité suite a leur accroche sur la surface d’or).
Par contre, nous démontrons que l'utilisation de la deuxiéme straté-
gie permet une amélioration de 'affinité des antigénes vis a vis de la
surface fonctionnalisée. De plus, pour la stratégie 2, la concentration
pour atteindre la saturation est plus faible que pour la stratégie 1
indiquant que le nombre d’anticorps immobilisés est moins important
et qu’'une monocouche d’anti-corps a été fixée sur la surface d’or. Ce
procédé est donc plus efficace car la sélectivité du capteur est plus
importante. Les mesures SERS ne montrent pas de modification des
bandes spectrales pour les deux stratégies mais une intensité plus
faible pour le spectre de ’anticorps avec DSP.

Conclusion : Le protocole de fonctionnalisation de la surface d’or
par des anticorps couplés au DSP répond plus a nos besoins. Le DSP
a montré son efficacité par la formation d'une monocouche d’anticorps
et ne modifie pas leur signature spectrale. Cette technique semble étre
un outil prometteur pour I’évaluation de l'inflammation parodontale
avant et aprés réalisation de prothése fixée.
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ABSTRACT

Background: This study falls within the general context of the
development of a nanobiosens or for the detection of pro-inflammatory
proteins (interleukins 13, IL-4, IL-6, IL-8) in the gingival fluid after dental
fixed prosthetic restorations. These proteins are potential indicators or
prognostic or diagnostic markers of periodontal disease in subclinical
stage. However, to achieve a specific detection in complex medium
(gingival fluid), it is necessary to functionalize the surface to enhance
her affinity with the target molecules and thus enable them to selective
capture on the sensor surface. The objective of this preliminary study is
to validate a protocol functionalization gold surfaces used in our sensor.

Methods: Two strategies were used. The first is to directly deposit
the monoclonal antibodies on gold surfaces while the second strategy
consists the deposition of antibody coupled a ligand DSP (dithiobis
succinimidyl propionate). This last is a bifunctional molecule frequently
used in different functionalization protocol metal surface. Measures
Plasmon Resonance Surface (SPR) were conducted and measures of
Excited Raman spectrometry surface (SERS) on these functionalized sur-
faces to analyze the surface functionalization layers for both strategies.

Results: The measurements by SPR have shown that for both stra-
tegies, anti-bodies have towards antigens and their ability to interact
with antigens remains intact (no loss of activity following their grip on
the gold surface). By against, we demonstrate that the use of these
cond strategies enables an improvement in the affinity of the antigen
with respect to the functionalized surface. In addition, for the strategy
2, the concentration to reach saturation is lower than forthestrategy 1l
indicating that the number of immobilized antibodyis less and that
antibody monolayer was fixed on the surface of gold. This method
is more efficient because the selectivity of the sensoris larger. SERS
measurements showed no change inspectral bands for both strategies
but with a lower intensity for the spectrum of the antibody with DSP.

Conclusion: functionalization protocol of the gold surface by anti-
bodies coupled to the DSP longer meets our needs. The DSP has shown
its effectiveness by the formation of an antibody monolayer and does not
alter their spectral signature. This technique is a promising tool for the
assessment of periodontal inflammation before and after restorations
of dental fixed prosthesis.

KEeYwoRDS: IMMUNOSENSORS, FIXED DENTAL PROSTHESIS, ANTIBODY, DSP, GoLD
SURFACE
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INTRODUCTION

L’apparence saine des tissus parodontaux autour
de restaurations prothétiques fixées constitue un gage
de succeés esthétique, fonctionnel et de confort. Toute
thérapie prothétique nécessite donc un parodonte sain
ou assaini qui devient alors une condition préalable
sine qua non dans la réussite du traitement. La détec-
tion d’une inflammation du parodonte superficielle
avant, pendant ou apres toute réhabilitation prothé-
tique fixée semble étre une étape incontournable dans
la chaine prothétique. Son évaluation est cruciale pour
la pérennité des restaurations fixées. Dans ce cadre,
l'analyse du fluide gingival est considérée aujourd’hui
comme l'un des moyens les plus prometteurs pour
indiquer ’apparition et le degré de progression dune
telle inflammation (détection et quantification des
cytokines). Dans le domaine biomédical, les capteurs
trouvent leur principal intérét dans leur apport quant
a la meilleure compréhension des processus patholo-
giques. Un des domaines de prédilection des capteurs
est le diagnostic de pathologies. Ainsi des techniques
de référence comme I’ELISA (Enzyme-LinkedImmuno-
sorbentAssay) sont couramment utilisées en médecine.
Pourtant bien qu’étant précieuses,ces techniques
s’avérent laborieuses, longues et colteuses. L’amé-
lioration de ces techniques ou bien le développement
de nouvelles méthodes de détection des molécules de
type « biomarqueurs de la maladie » plus performantes
représentent ainsi un enjeu considérable -3

La conception et la validation d’un nanocapteur
comporte plusieursétapes : une premiére étape d’immo-
bilisation d’un biorécepteur (biomolécule de capture
et de détection) sur un transducteurbien défini tout
en répondant aux exigences de chimie de surface du
transducteur et du processus de détection, une deu-
xiéme étape de validation du capteur et unederniére
étape consistant en la détermination des performances
du capteur vis-a-vis de la nature et de la complexité
de I’échantillon a analyser *°l.

Dans cet article, nous présentons le développement
d’un nanobiocapteur basé sur l'exploitation des plas-
mons de surface localisés (PSL) dans un cadre différent
des systémes par SPR (Surface Plasmon Resonance).
Ces PSL peuvent alors créer une exaltation locale du
champ éléctromagnétique a proximité de la surface de
nanoparticules métalliques. Cette exaltation locale est
alors utilisée pour augmenter le signal spectroscopique
des molécules déposées a la surface du nanocapteur.
Une des méthodes utilisant cette propriété optique des
nanoparticules est appelée Diffusion Raman Exaltée
de Surface (DRES).Un nanocapteur basé sur le DRES
permet alors la détection directe d'une protéine (bio-
marqueur d’'une maladie) en faible quantité dans son
milieu par 'observation de son signal vibrationnel.
Grace a l’exaltation du signal Raman de la protéine,
il est alors possible d’atteindre des concentrations
d’analyte de l'ordre de 10-12mol/L. Cette technique
est alors trés sensible et peu couteuse 8.

L’objectif de cette étude est de valider un protocole
de fonctionnalisation d'une surface d’or (films plats
ou nanostructures) par un biorécepteur en vue de la
détection de protéines en milieu biologique.

MATERIELS ET METHODES

Généralement, il n’est pas intéressant de déposer
directement les molécules cibles sur les surfaces en par-
ticulier sur celles de métaux nobles (I'or ou I'argent). La
fonctionnalisation de surface consiste alors a attacher
des groupements chimiques fonctionnels spécifiques de
lanalyte a détecter. Ces groupements forment alors une
couche bioréceptrice sur la surface métallique permet-
tant la capture sélective de I’analyte. Le principe de la
fonctionnalisation de surface est basée sur l’accroche
covalente du biorécepteur sur cette surface pour amé-
liorer la réactivité chimique du matériau de détection vis
avis de 'analyte (création d’un environnement fonction-
nellement plus active et réduction de la non-spécificité
liée a la surface du métal). Dans la littérature, I’'argent et
l'or sont les métaux les plus utilisés pour la fabrication
de substrats DRES. 59 L’immobilisation de molécules
peut modifier le support ou la surface d’attachement
(polymeres, silicium monocristallin, lames de verres ou
surfaces d’or) 111, Cette modification peut s’effectuer
par traitements chimiques, dépot simple d’agents de
couplage ou de molécules d’interface 12191,

1-STRATEGIES DE FONCTIONNALISATION

Au cours de ce travail, deux stratégies d’'immobili-
sation ont été étudiées sur des substrats en quartz ou
en verre recouverts d'un film d’or (film plat ou nanos-
tructuré en fonction de I’épaisseur d’or déposée) qui
peuvent interagir avec les groupements carboxyles ou
amines de 'anticorps. Les deux stratégies envisagées
sont l'accroche direct de ’anti-corps sur la surface d’or
(stratégie 1) et 'accroche de l'anti-corps par l'intermé-
diaire d’'une molécule intermédiaire (stratégie 2). Dans
ce dernier cas, la molécule intermédiaire utilisée et le
propionate de succinimidyl (DSP). Les deux protocoles
de fonctionnalisation sont détaillés ci-dessous.

Stratégie 1

Six solutions d’anticorps (mouse monoclonal ab 50974)
ont été diluées dans une solution de Phosphate Buffer
Serum (PBS) de 0.2M a pH 7.4 puis directement déposées
sur la surface d’or (sensorchip,SIA Kit Au, GEHealthcare,
France pour les expériences SPR).Sixconcentrations
d’anticorps comprises entre 1.98.10-9M a 6.6.10-7M ont
été testées. Le flux de solution injectéedansle systéme SPR
(Biacore 3000®, GE Healthcare, Europe) a été de SpL avec
des intervalles de temps de 60 secondes.

Stratégie 2

L’immobilisation de I'anticorps sur les surfacesd’or se
fait par lintermédiaire de la molécule de propionate de
succinimidyl (DSP) ou Réactif de Lomant (Proteochem Inc.
Denver, USA) .. Cette molécule intermédiaire a donc une

-6- © EDUCI 2018



double réactivité chimique : une vis a vis de l'or et une vis
avis des anti-corps, chacune étant située a une extrémité
de la molécule de DSP. Ce deuxiéme protocole de fonc-
tionnalisation de surface se réalise en plusieurs étapes.

Tout d’abord, la surface d’or est activée par une
solution de DSP. La solution de DSP est préparée en
diluant 4mg de DSP dans 1mL de DMSO déshydraté,
(Sigma-aldrich, Lyon, France), ce qui correspond a une
concentration de 10-6M. La surface d’or est immergée
dans la solution de DSP pendant 30 mn a température
ambiante. La surface est ensuite rincée avec du DMSO
puis avec de ’eau distillée pour éliminer les molécules
de DSP en excés non accrochées a l'or. La surface d’or
est maintenant activée avec des groupements NHS.

Dans un second temps, une solution d’anticorps
(10pg/pL soit une molarité de 6.66.10-6M) est immé-
diatement ajoutée sur la surface d’or activée et laissée a
température ambiante pendant 1 & 4 heures. Une telle
concentration correspond a une densité de surface de
dépot de l'ordre de 200000 anticorps/pm?2. En dernier
lieu, la surface d’or est rincée avec de 'eau pour enlever
les exceés d’anticorps non immobilisés.

2-TECHNIQUE DE CARACTERISATION

Des mesures par Résonance de Plasmons de Sur-
face (SPR) (systéme Biacore®) et DRES ont été réalisées
sur ces surfaces fonctionnalisées. La SPR permet de
mesurer en temps réel et sans marquage toute interac-
tion biologique avec la surface fonctionnalisée 9. 11 a
ainsi été démontré que ’exploitation des plasmons de
surface permet des analyses quantitatives de certaines
réactions biomoléculaires [ 2! 22],

Les mesures DRES ont été réalisées en paralléle
sur un spectrometre LABRAM 300® (HORIBA, Jobin
Yvon, France) a 633 nm (laser Helium-Néon). Lors
de l’acquisition des données, le choix du réseau est
important puisqu’il influence la résolution spectrale.
Un réseau de 600 traits/mm est utilisé donnant une
résolution spectrale d’environ 3cml.

Diffusion Raman exaltée de surface DRES (SERS, Sur-
face Enhanced Raman Spectroscopy ou Scattering)

Les substrats SERS ont été réalisés par évaporation
sous vide d’un film d’or sur une surface plane de verre.
Le dépot d’un film de 4 nm d’or permet d’obtenir une
surface rugueuse a ’échelle nanomeétrique permettant
l'exaltation du signal Raman en DRES.

RESULTATS
MESURES SPR

Stratégie 1 : Dépot d’anticorps seuls sur les
surfaces d’or

Le sensogramme (figure 1) exprime la variation
du signal SPR en fonction du temps. L’intensité de
ce signal permet de quantifier le nombre de molé-

cules capturées sur la surface d’or. La réponse qui
est directement proportionnelle a la concentration de
molécules sur la surface du sensorchip est exprimée
en Resonance Units (RU) ou réponse unitaire.
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Fiqure 1 : Sensogramme représentant la quantité d'anticorps
immobilisés aprés injection de la solution d’anticorps
a différentes concentrations sur une surface d’or nue.

Le nombre de RU augmente avec la concentration
d’anti-corps injectés jusqu’a atteindre la saturation
de la surface au fur et a mesure des injections de
solutions d’anticorps a différentes concentrations.
Entre la Sémeinjection (10pg/pL soit 6.6.10-8M) et la
6émeinjection (30pg/pL soit 1.98.10-7M) le maximum
de réponses est observé. Au-dela de cette concentra-
tion, la courbe évolue de facon lente (figure 1, tableau
I). La courbe d’affinité obtenue (figure 2) correspond
a la concentration permet de déterminer la constante
d’affinité anti-corps/anti-géne, concentration pour
laquelle la RU de la réaction est égale a la moitié de
la RU maximale (EC50). Elle traduit l'affinité de la
molécule au substrat.

Tableau I : les concentrations de solutions d’anticorps utilisés et
réponses unitaires obtenues aprés injections de la
solution d’anticorps.

Ay Aprés Au-Ac
ug/ml M logM o o
Injection Injection DeltA RU
0 0,00E+00 18628 18624 0
0,3 1,9BE-09 18650 18671 47
8,7033348
1 6,60E-09 18674 18704 80
8,1804561
3 1,98E-08 18706 18893 269
7,7033348
10 6,60E-08 18879 19328 704
7,1804561
30 1,9BE-07 19308 19502 878
6,7033348
100 6,60E-07 19500 19659 1035
6,1804561
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Figure 2 : Evolution de la RU en fonction de la concentration
d’anticorps injectée sur la surface d’or nue.

Trois phases bien distinctes sont observées sur la
courbe d’affinité.

Phase I : 1a RU est directement proportionnelle a la
concentration d’anticorps injectée sur le sensorchip.
Le nombre d’anticorps immobilisés augmente propor-
tionnellement avec la concentration.

Phase II : une faible diminution du nombre d’anti-
corps immobilisés est notée malgré une augmentation
de la concentration (diminution de la pente).

Phase III : la RU augmente faiblement malgré une
concentration plus importante des anticorps (faible
pente). On attend un palier indiquant la saturation
de la surface d’or.

Stratégie 2 : Immobilisation de I’anticorps sur
la surface d’or par I'intermédiaire du DSP

Dans le cas de la stratégie 2, une augmentation
brutale du signal est observée lorsque la concentration
passe de 10 a 30 pg/pL pour devenir stable au-dela de
cette concentration (Figure 3, courbe rouge), alors que
la courbe est décalée vers les plus grandes concentra-
tions pour la stratégie 1 (courbe noire). Le calcul de la
constante d’affinité de ’anticorps puis de ’anticorps
+ DSP nous donne respectivement 1.57 10-8 M et
5.10 10-8M. L’utilisation de la DSP permet d’améliorer
laffinité de ’anti-géne vis a vis de ’anti-corps et par
conséquent l’efficacité du biorécepteur.

MESURES DRES SUR FILM D’OR

Ces mesures ont été réalisées sur des substrats
DRES constitués de deux éléments: un substrat de
verre et d'une couche métallique (4 nm d’épaisseur)
nanostructurée et déposée a la surface d’'un substrat
en verre. Le temps d’acquisition de la mesure est de
10 secondes.

Le spectre Raman des anti-corps en poudre et le
spectre DRES des anticorps déposés sur de l'or nu et
sur une surface d’or fonctionnalisée avec le DSP sont
représentés sur la figure 4.
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Figure 3 : Courbes d’évolution de la variation de la RU en fonc-
tion du logarithme de la concentration pour I’or nue
(courbe noire) et pour 'or fonctionnalisé avec le DSP
(courbe en rouge).

a. Raman spectrum of antibody powder
b. SERS spectrum of antibody (10M)
c. SERS spectrumn of antibody (10°M) in the presence rf DSP
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Figure 4 : a) spectre Raman des anti-corps en poudre ( courbe rose),
b courbe noir) et c) Spectres DRES des anticorps dépo-
sés, respectivement, sur de l'or nu et sur une surface
d’or fonctionnalisée avec le DSP. Longueur d’onde

d’excitation : 633 nm, temps d’acquisition :10 secondes.

DISCUSSION

MESURE SPR

L’objectif des mesures par SPR proposées est de
déterminer quelle est la meilleure stratégie d’immobi-
lisation d’anticorps sur la surface d’or afin de dévelop-
per un capteur SERS pour la détection de molécules
biologiques en faibles concentrations.

L’anticorps utilisé est monoclonal et présente donc
plusieurs avantages du point de vue de la sélectivité, de
laffinité et de la facilité de production. Grace a leur haute
spécificité, l'utilisation d’anti-corps permet la détection
d’analytes en trés faibles quantités. A titre d’exemple, la
protéine Bovin SerumAlbumin (BSA) a pu étre récem-
ment détectée de facon spécifique a la surface d'un levier
piézoélectrique 22, De méme, Homola et al. ont mis en
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évidence la présence de staphylocoques dans du lait par
une réaction d’anticorps—antigéne 4. Dans notre cas,
le sensogramme SPR est obtenu aprés injection d’une
solution de tampon suivi de l'injection de solutions d’anti-
geénes de concentrations variables allant de 1.98.10°M a
6.6.107 M. A chaque injection de solution d’antigénes, ces
derniers interagissent avec les anti-corps greffés sur la
surface d’or lors d’'une phase d’association jusqu’a satu-
ration de la surface d’anti-corps. Lors d'une deuxiéme
phase, l'injection d’'une solution tampon de la réaction
(PBS) induit la dissociation des antigénes en excés non
accrochés aux anti-corps. Cette phase correspond a une
étape de lavage de la surface bioréceptrice. Sur la courbe
d’affinité, le nombre d’antigénes immobilisés augmente
avec la concentration de la solution d’antigéne pour des
concentrations entre O et 107 M).La pente de la courbe
diminue pour des concentrations supérieures jusqu’a
atteindre un plateau correspondant a une occupation
presque totale des sites des anticorps par les antigénes
(saturation de la surface). La concentration d’antigénes
nécessaire pour saturer la surface d’or est ainsi d’environ
2.10"M pour la stratégie 1 et inférieure a 10"M pour
la stratégie 2. Ainsi au-dela de cette concentration, on
remarque qu’il est impossible d’augmenter de facon signi-
ficative la RU. Stenberg et al a montré que le signal SPR
varie de maniére linéaire avec le taux de recouvrement
de ’entité biologique adsorbée 12°.. Le décalage entre les
deux courbes d’affinité indique une plus grande affinité
des antigénes avec la surface bioréceptrice.

Ainsi, plus l'affinité de l'interaction est grande, plus
I’EC50est élevée 25 27 Pour les deux stratégies, la
constante d’affinité mesurée a 1.57.10® M pour la DSP-
Ac sur la surface d'or est sensiblement supérieure a celle
mesurée pour 'anticorps déposé seul a4 5.10.10°M. Il se
pourrait donc que l'utilisation de la DSP permette une
meilleure accroche des anti-corps sur la surface d’or et
que surtout elle permette une meilleure orientation de ces
derniers. Ceci pourrait s’expliquer par une plus grande
flexibilité de 'accroche des anti-corps sur la surface par
lintermédiaire du DSP. Dans ce cas, les antigénes inter-
agiront plus facilement avec les anti-corps augmentant
alors leur affinité avec la surface bioréceptrice.

De plus, on peut donc supposer que des liaisons
de type covalentes (fortes) se soient formées avec la
surface d’or ou avec le DSP et que l'interaction entre
le DSP et les anticorps est sensiblement plus impor-
tante que celle de ’'anticorps seul avec la surface d’or.
L’intérét principal de cet agent de couplage dans la
de plusieurs couches d’anticorps sur la surface d’or P\
La concentration pour atteindre la saturation avec le
DSP est plus faible indiquant que le nombre d’anticorps
qui se fixent est moindre. En effet, la concentration
de saturation est plus faible pour Ac+DSP qu'avec
les Ac seuls. Au fur et a mesure qu'on augmente la
concentration de solution d'antigénes injectée, la RU
reste constante probablement du fait qu’il n’existe plus
de site actif ou l'anticorps pourrait s’accrocher. Ceci
suggere qu’il s’est formé une monocouche d’anticorps
au niveau des sites actifs du DSP conférant plus de

sensibilité au capteur et plus de spécificité pour les
molécules cibles 2128, 11 a été montré dans la littéra-
ture que pour améliorer l'orientation et 1'attachement
des anticorps, il est plus judicieux d'éloigner ceux-ci
du support 112829 Par contre, ni la concentration de
DSP ni celle du solvant ne semble avoir d’influence sur
lefficacité de la fonctionnalisation de surface. Cette
étude quantitative nécessite d'étre approfondie.

Cette étude nous permet de démontrer la faisabilité
d’une telle stratégie impliquant ’accroche des anti-
corps par l'intermédiaire d'une molécule de couplage
comme le DSP, formant ainsi une couche biorécep-
trice spécifique qui ne formera des complexes stables
qu'avec le seul antigéne pour lequel il ayant une forte
affinité. Cette couche pourrait ainsi constituer un bon
outil pour la détection d'une protéine dans un milieu
complexe 517 Ces résultats confirment les études déja
réalisées sur la fonctionnalisation de surface qui préco-
nisent d’attacher des groupes chimiques fonctionnels
spécifiques de facon covalente sur une surface pour
améliorer les propriétés du matériau de détection. Le
but ultime est d’utiliser ces fonctionnalités pour y
conjuguer des molécules ayant les propriétés recher-
chées (peptides, protéines, etc.) pour des applications
telles que le développement de biocapteurs [11:30),

MESURES SERS

La molécule de DSP présente une double fonc-
tionnalisation avec la surface d’or et 'anti-corps par
l'intermédiaire de deux groupements chimiques for-
mant des liaisons stables avec chaque composant : le
premier groupe NH est réactif vers les groupements
amines de l'anticorps et le second groupe thiol (SH)
forme une liaison covalente avec l'or. Le DSP a une
section efficace Raman faible et est non détectable par
SERS. Ceci constitue un avantage car le spectre SERS
du DSP n'interfére pas avec la signature spectrale des
anticorps et des antigénes 5091,

Figure 5 : Schéma de réaction

Ainsi, le fait d’utiliser le DSP n’entraine pas une
modification du spectre Raman de 'anticorps 621, Si
on compare les deux spectres sur la figure 5 (rouge
correspondant Ac +DSP et noir correspondant a Ac), on
constate qu’ils présentent les mémes bandes de vibra-
tion. Nous pouvons donc en conclure que le spectre
Raman observé correspond a celui de ’anticorps seul.
Ceci indique également qu’il n’y a pas de modification
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structurale de 'anticorps lors de l'utilisation du DSP.
La seule différence est la diminution de l'intensité des
bandes Raman dans le cas du spectre rouge, ce qui in-
dique la diminution du nombre de molécules d’anticorps
immobilisés. D’autre part la distance plus importante
qui sépare la surface d'or de I'anticorps avec le DSP peut
jouer un role dans la diminution du signal Raman. Par
la suite, il nous semble important d’explorer l'aptitude
des anticorps couplés au DSP a rester stables (non
dénaturés) aprés immobilisation sur la surface d'or. Le
dépot d’antigéne sur la surface d'or et leur observation
par SERS doit étre effectué au niveau de la zone sensible.
Les informations obtenues permettraient de confirmer
P’activité des anti-corps pour les 2 stratégies.

CONCLUSION

Le DSP est une molécule bifonctionnelle qui a mon-
tré son efficacité par la formation d’'une monocouche
d’anticorps active pour la détection des antigénes.
L’observation de leur signature spectrale montre égale-
ment qu’il n’y a pas modification de leur conformation
ou de leur structure. La sensibilité et la spécificité du
capteur a ainsi été améliorées par la fixation de cet
agent de liaison entre la surface d’or et l'anticorps.
Cette molécule intermédiaire qu’est le DSP constitue
donc un bon moyen de fonctionnalisation de surface.

Cette méthode de fonctionnalisation de surface
pourrait étre utilisée pour détecter les interleukines
en faibles concentrations.

En perspective de ce travail, il nous semble impor-
tant de poursuivre 1'étude de la caractérisation struc-
turale, chimique et moléculaire de l'anticorps pour
étudier le mode de reconnaissance entre les molécules
utilisées et les complexes formés.

L'originalité et l'intérét principal de cette technique
est sans nul doute sa grande simplicité et sa rapidité de
mise en ceuvre, son cout peu onéreux, ’acces facile aux
produits utilisés et surtout son potentiel élevé de détec-
tion spécifique des interleukines. Il peut constituer
sans nul doute une alternative idéale a la technique
ELISA. Mais le plus important pour nous en tant que
praticien est qu’il constitue un bon outil de diagnos-
tic et de pronostic de la santé parodontale au cabinet
dentaire avant toute réhabilitation prothétique fixée.
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