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AE,

ADN
AFM
BDD
BSA

Cac
CEA
CLSM
Cp*

LISTE DES ABREVIATIONS ET SYMBOLES

Ecart des potentiels de pics (E,=Epic anodique — Epic cathodique)
Coefficient de transfert de charge

Temps de polymérisation (en s)

Taux de dopage du polymeére

Constante des gaz parfaits (8,314 J K ' mol ")
Longueur d’onde (en nm)

Angle

Temps caractéristique du transport de matiére (en s)
Epaisseur de la couche de transport (en cm)

Opérateur de transport de matiére (en cm s %)

Rayon de la microélectrode (en pm)

Acide DésoxyriboNucléique

“ Atomic Force Microscopy ”, microscopie a force atomique

“ Boron Doped Diamond ”, diamant dopé au bore

“Bovine Serum Albumin ”, albumine de sérum bovin

Concentration

Concentration initiale et en solution

Capacité de double couche

“ CarcinoEmbryonic Antigen ”, antigéne carcino—embryonnaire

“ Confocal Laser—Scanning Microscopy ”, microscopie confocale a balayage laser
Oligonucléotide complémentaire de séquence 5 —Dbiotin—CGG-AAC-TGC-
TAT-GTC-3

“ Cyclic Voltammetry ”, voltampérométrie cyclique

“ Chemical Vapor Deposition ”, technologie de dépot chimique en phase vapeur
Distance entre la microélectrode et le substrat, ou distance de travail
Coefficient de diffusion (en cm® s~ ")

“ Dynamic Force Microscopy ”, microscopie a force dynamique

“ Differential Pulse Voltammetry ”, voltamétrie impulsionnelle différentielle
Epaisseur des films électrodéposés

Potentiel

Potentiel de polymérisation appliqué

Potentiel standard d’un couple redox
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E Potentiel imposé au systeme

Eg Potentiel du substrat

Eq Potentiel de la microélectrode ou sonde

ECS Electrode au Calomel Saturé (0,241 V vs. ESH a 25°C)
ESH Electrode Standard a Hydrogene

F Nombre de Faraday (96500 C mol %)

Fe Ferrocéne carboxylique

FIA “ Flow Injection Analysis ”, analyse en flux

FMA Ferrocéene méthanol (ou hydroxyméthyl ferrocéne)
G/C Mode Génération/Collection en SECM

GDH Glucose déshydrogénase

GOx Glucose oxydase

hCG Hormone gonadotrophine chorionique humaine
HLP Hormone Lactogéne Placentaire

HRP “ Horseradish Peroxidase ”, peroxydase du raifort

HRP-biot peroxydase biotinylée
HUVEC “Human Umbilical Vein Endothelial Cell ”, cellule humaine endothéliale isolée

de veine ombilicale foetale

i Intensité

IAB Courant d’'irréversibilité totale

iy Courant d’échelle

ip Courant mesuré a la sonde (en nA)

I Courant a la sonde normalisé par son courant a I'infini

170 Courant a la sonde a I'infini (en nA)

IF Intensité de fluorescence

ISE “JTon—Selective Electrode ”, électrode sélective ionique

ISME “JTon-Selective MicroElectrode ”, micro—électrode sélective ionique
ITO “Indium Tin Oxide ”, oxyde d’étain et d'indium

J Densité de flux

k° Constante standard de vitesse de transfert de charge (en cm s™ )
Ketr Constante de vitesse hétérogéne apparente

L Distance de travail normée (L=d/a)

LMH Largeur a mi—hauteur de pic

MEB Microscope Electronique a Balayage

MPCVD “Microwave Plasma Chemical Vapor Deposition”, technologie de dépot

chimique en phase vapeur assisté par plasma micro—ondes

n Nombre d’électrons
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NADH
NE
NPE
ODN
ODNc
PAP
PBS
PCE

Ppy
PSA

pyr
Pyr—-ODN
pyr—CP
pyr—M5
Q/HQ

Rq

SAM
SAPE
SCLM
SECM

SG/TC

SNOM

SPR
SPRi

SWV
STM

Forme réduite de la nicotinamide adénine dinucléotide

“Nuclear Enveloppe ”, enveloppe nucléaire

“Nuclear Pore Complex ”, complexe poreux nucléaire

Oligonucléotide (ou OligoDésoxyriboNucléique)

Oligonucléotide complémentaire

para—aminophénol

“ Phosphate Buffered Saline ”, tampon phosphate

Polymeére Conducteur Electronique

Polypyrrole

“Potentiometric Stripping Analysis”, analyse potentiométrique par redissolution
anodique ou cathodique

Pyrrole

Monomeére pyrrole fonctionnalisé par un oligonucléotide

Pyr—ODN de séquence 5 —Pyr—(T)10-GCC-TTG-ACG-ATA-CAG-3
Pyr—ODN de séquence 5 -Pyr—(T)10-TGG-AGC-TGC-TGG-CGT-3
Couple quinone/hydroquinone

Intensité de fluorescence moyenne des spots normalisée par l'intensité de
fluorescence du fond de I'image (bruit)

Résistance a l'interface électrode/produits adsorbés/solution (en Q cm %)

Pour une microélectrode, rapport entre le diametre de l'isolant (gaine en verre)
et celui du conducteur (disque de platine)

Surface de I'électrode (en cm?)

“ Self—Assembled Monolayer ”, monocouche auto—assemblée
Streptavidine— R —phycoérythrine

“Scanning ChemiLuminescence Microscopy ”

“Scanning electrochemical microscopy”, microscopie électrochimique a
balayage

“ Substrate Generation/Tip Collection ”, mode génération au substrat/collection
a la sonde

“Scanning Near-—field Optical Microscopy ”, microscopie optique en champ
proche

“ Surface Plasmon Resonance ”, Résonance Plasmonique de Surface

“Surface Plasmon Resonance imaging”, imagerie de Résonance Plasmonique de
Surface

“Square Wave Voltammetry ”, voltamétrie a signaux carrés

“Scanning Tunneling Microscopy ”, microscopie a effet tunnel

Température (en K)
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TG/SC “Tip Generation/Substrate Collection ”, mode génération a la sonde/collection au
substrat

tde Constante de temps de charge de la double couche

tpola Temps de polarisation (en s)

UME Ultramicroélectrode

A\ Vitesse de balayage
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Introduction générale

Les biopuces, nées du couplage entre les microtechnologies et la chimie des
biomolécules, constituent un domaine en plein développement. En effet, elles permettent
d’identifier de facon spécifique des biomolécules telles que des brins d’ADN, des hormones,
des anticorps ou antigénes, ou encore des protéines. Dans le cadre de cette these, nous nous
sommes plus particulierement intéressés aux puces a ADN.

Au cours de ces derniéres années, les puces a ADN, capables danalyser
simultanément une quantité élevée de fragments d’ADN, ont fait I'objet d'un nombre
important de recherches et projets aussi bien fondamentaux qu’appliqués. L’activité de
reconnaissance d’'une biopuce a ADN est basée sur le principe de I'hybridation d’'une sonde
oligonucléotidique immobilisée sur un support. Aujourd’hui, les technologies mises en ceuvre
par les biopuces se diversifient, et leur efficacité est fonction principalement de deux étapes
que sont la fixation des sondes oligonucléotidiques de séquence connue sur le support, et la
détection du phénomeéne d’hybridation en présence des oligonucléotides cibles de séquence

complémentaire.

C’est précisément dans ce contexte que se placent ces travaux de thése que 'on peut
résumer selon deux aspects.

Tout d’abord, nous avons utilisé un outil récent, la microscopie électrochimique a
balayage (SECM), afin de réaliser et de lire des puces a ADN. Ensuite, le second aspect
concerne I’étude du diamant dopé bore (BDD) en vue de son utilisation en tant que substrat
pour les biopuces. Pour cela, nous nous sommes intéressés a la détection électrochimique

directe de ’ADN, ou plus particulierement de ses constituants, sur une telle électrode.

L’objectif de ce travail a donc été double: (i) l'utilisation d’'un nouvel outil, la
microscopie électrochimique a balayage (SECM), afin de fonctionnaliser des surfaces
avec des sondes oligonucléotidiques et de détecter le phénomeéne d’hybridation, et, (ii) la
détection électrochimique de l'oxydation des nucléosides sur un nouveau matériau carboné

d’électrode, le diamant dopé bore (BDD).

Ce manuscrit est composé de sept chapitres et présente les résultats obtenus durant

ces trois années de recherche.

Le premier chapitre constitue une revue bibliographique sur la microscopie
électrochimique. Apres avoir décrit quelques généralités et les principaux modes de
fonctionnement, nous montrerons la dualité d’utilisation de ce nouvel outil de microscopie a

sonde locale qui permet a la fois la fonctionnalisation de surfaces par différents types de
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matériaux mais aussi leur caractérisation, et ce plus particulierement dans le cas de surfaces

biologiques.

Les chapitres II, III et IV portent sur ’utilisation de la microscopie électrochimique

afin de concevoir des puces a ADN.

Le chapitre Il concernera la technique développée d’électrogénération de spots de
polypyrrole—oligonucléotide par mode direct de la microscopie électrochimique. Ces spots
seront élaborés sur une surface d’or, le pyrrole ne polymérisant pas sur les électrodes de

diamant dopé bore.

Le chapitre III sera consacré a la formation de gradients d’oligonucléotides par
microscopie électrochimique. Nous montrerons alors l'intérét de coupler cette technique
électrochimique a une méthode optique, I'imagerie de résonance plasmonique de surface

(SPRi), afin de visualiser en temps réel I'étape d’élaboration.

La caractérisation des spots de polypyrrole—oligonucléotide électrogénérés sur la
surface d’or par SECM fera l'objet du chapitre IV. La présence de ces spots sur la surface
sera observée par mode feedback de la microscopie électrochimique. Puis nous nous
intéresserons a la détection du phénomeéne d’hybridation de ces spots, c’est—a—dire
d’appariement spécifique des deux brins d’ADN, en mode feedback de la SECM. La méthode
développée sera basée sur la formation d'un assemblage biologique et la précipitation dun

produit spécifiquement sur ces spots hybridés.

Les chapitres V, VI et VII présentent I'étude électrochimique de I’ADN, et plus
particuliéerement des nucléosides (hétéroside résultant de I'union d’'un pentose avec une base

purique ou pyrimidique), sur une électrode de diamant dopé bore.

Le chapitre V sera consacré a une présentation des propriétés électrochimiques

particuliéres, ainsi que des principales applications, de ce nouveau matériau d’électrode.

Au cours du chapitre VI, nous montrerons 'intérét du diamant dopé bore pour I'étude
des réactions d’oxydation par voltamétrie impulsionnelle différentielle des deux nucléosides
électroactifs, la 2’—désoxyguanosine et la 2’-désoxyadénosine, notamment par sa large

fenétre d’électroinactivité en milieu aqueux et son faible courant de fond.
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Le chapitre VII mettra en évidence un phénoméne d’adsorption des produits de ces
réactions d’oxydation sur la surface du diamant dopé bore. Nous construirons des réseaux
théoriques de courbes courant—potentiel, a I'aide de calculs analytiques et de différents
modeles, correspondant aux courbes de voltamétrie cyclique obtenues en présence d’une
sonde redox et en fonction de la quantité de produits oxydés formés et donc susceptibles de se
déposer sur la surface de I'électrode. Cette comparaison entre courbes expérimentales et
courbes théoriques nous permettra de déterminer le mécanisme d’adsorption sur la surface.
Enfin, nous étudierons ce phénomeéne d’adsorption sur I'électrode de diamant a une échelle

microscopique a I'aide du microscope électrochimique a balayage.






Chapitre I :

La microscopie électrochimique a balayage

(SECM)







Chapitre I Bibliographie : La microscopie électrochimique a balayage

Jusqu’aux années 1980, une expérience électrochimique classique impliquait
Papplication d’'une perturbation en terme de courant ou de potentiel a une électrode
métallique de taille millimétrique. L’apparition des ultramicroélectrodes (UMEs) a la fin des
années 1970, alliée a la résolution spatiale de la microscopie a effet tunnel (STM, “ Scanning
Tunneling Microscopy ), ont conduit au développement par ’équipe du Professeur A. J. Bard
en 1986 d'une nouvelle technique, la microscopie électrochimique a balayage (SECM,
“Scanning Electrochemical Ultramicroelectrode Microscopy”, puis “Scanning
Electrochemical Microscopy ”)'. La SECM est une méthode de microscopie & sonde locale®?

basée sur le déplacement d’'une microélectrode au voisinage d’une interface.

La microscopie électrochimique est rapidement devenue davantage qu’'une simple
technique électrochimique, mais constitue plutéot un nouveau concept de I'analyse
électrochimique®. En effet, la plupart des techniques de mesure électrochimique comme, par
exemple, la voltamétrie cyclique ou la chronoampérométrie, peuvent étre réalisées a l'aide
d’'un dispositif SECM. De plus, la résolution spatiale permet d’augmenter fortement les
capacités des techniques électrochimiques pour la caractérisation d’interfaces ou la mesure

de cinétiques par exemple.

La SECM permet la caractérisation de surfaces par imagerie des zones électroactives
comme électroinactives™®, mais également d’obtenir des informations concernant la nature
chimique et électrochimique des espéces en investiguant les réactions se produisant a la
surface de léchantillon’. Elle permet aussi la modification au niveau local des échantillons
via Pélectrodissolution® ou I'électrodéposition®™’. Ainsi, les progrés dans la miniaturisation et
dans la diversification des microélectrodes offrent un champ d’application de plus en plus

12,13
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vaste dans de nombreux domaines tels que la corrosion ', la biologie ou encore la science

o 14
des matériaux .

Ce chapitre, constitué de trois parties, sera consacré a la présentation de ce nouvel
outil et de ses potentialités. Dans une premiére partie, les principes de la microscopie
électrochimique et ses différents modes d’exploitation seront présentés. Puis, nous verrons
dans une seconde partie qu’elle peut étre utilisée afin de fonctionnaliser différentes surfaces.
Enfin, nous nous intéresserons a I'imagerie de surfaces par SECM, et, plus particulierement,

a la détection d’éléments biologiques a I'aide de cette technique.
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I. Principe de la SECM

Dans cette premiére partie, nous présenterons le principe fondamental de la
microscopie électrochimique, puis nous étudierons plus précisément les différents modes

d’utilisation de cette technique.

I.A. Généralités

Le principe de la microscopie électrochimique’'® repose sur la mesure du courant (cas
des microélectrodes ampérométriques), ou du potentiel (cas des microélectrodes
potentiométriques), lorsque la microélectrode, ou sonde, est maintenue ou déplacée dans une
solution a proximité d’'un substrat conducteur, semi—conducteur ou isolant. La présence de
ce substrat va perturber la réponse électrochimique a la sonde, fournissant ainsi des
informations sur la nature et les propriétés du substrat. Le dispositif de microscopie
électrochimique est constitué d'un systéme a 4 électrodes: deux électrodes de travail
(substrat et microélectrode), une électrode de référence et une contre—électrode, ainsi que
d’'un systéme de positionnement (micro—positionneurs) permettant le déplacement relatif de
la microélectrode par rapport au substrat, et d'un bipotentiostat afin de contrdoler ou mesurer

le potentiel et le courant a la fois au substrat et a la sonde (Fig. 1.1).

bipotentiostat

nA mA

|y

travail 1 : microélectrode
actionneur de position '}-’ référence
| ' contre—électrode
substrat

travail 2 : substrat

Figure 1.1 Schéma de principe du microscope électrochimique a balayage.

Il existe trois modes principaux dexploitation de la SECM: feedback,

génération/collection et direct.

16 . oy , PR . ’
Dans le mode feedback ™, qui est le plus utilisé, le courant mesuré a la microélectrode
est perturbé par la présence du substrat, conducteur ou isolant, qui va soit régénérer des
espéces redox, soit bloquer la diffusion des especes. Ce mode permet de réaliser de 'imagerie

de surfaces et de réactions se produisant au substrat’’. Afin de simplifier le classement des
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différents modes de fonctionnement de la SECM, nous étudierons également dans cette

partie un mode légérement différent, le mode microréactif (“ microreagent ”).

Le mode génération/collection'® existe sous deux formes: TG/SC (“Tip
Generation/Substrate Collection ”) et SG/TC (“ Substrate Generation/Tip Collection ”). Dans
le premier cas, la microélectrode génére des especes redox qui seront détectées au niveau du
substrat ; ce mode est typiquement utilisé pour ’étude de réactions chimiques homogenes. Le
mode SG/TC peut étre utilisé pour I'étude de profils de concentration preés dune

19,20,21
surface 7",

Enfin, le mode direct permet de fonctionnaliser localement des surfaces en utilisant la

. . 22
microélectrode en tant que contre—électrode™.

1.B. Les différents modes d’exploitation

La microélectrode représente 1’élément central de la transduction d'un mécanisme
interfacial ou de la modification localisée d'une interface, et a donc un role essentiel dans la
SECM. Avant d’étudier les trois principaux modes d’utilisation de la SECM, nous allons tout

d’abord rappeler les caractéristiques d’'une microélectrode.

1.B.1. Propriétés particuliéres des microélectrodes

Les sondes utilisées en SECM sont des électrodes de petite taille inspirées de celles
des biologistes et biochimistes. Il existe deux types de microélectrodes en SECM : les

ultramicroélectrodes (UME, “ UltraMicroElectrode ”), ou les micro—pipettes (Fig. 1.2).

capillaire isolant
fil / (verre) Ag—AgCl
connecteur
(cuivre) capillaire
. 1(solan1): solution
fil verre (ionophore)
conducteur
Pt, Au, C...
( N ®)

Figure 1.2 Schéma des deux types de microélectrodes utilisées en SECM : (A) ultramicroélectrode, (B)

micro—pipette.
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I.B.1.a. Les ultramicroélectrodes ampérométriques

Les ultramicroélectrodes (UMESs) sont constituées d’'un fil conducteur, de diameétre
compris entre 1’épaisseur de la double couche, soit quelques nanomeétres, et 25 micromeétres,
inséré dans une gaine isolante en verre. Ce type de sondes est le plus utilisé en microscopie
électrochimique, et permet de réaliser des mesures ampérométriques. Leurs faibles
dimensions permettent des mesures électrochimiques dans des petits volumes, des études in
vivo ou encore d’accéder a des zones localisées. De plus, ces microélectrodes présentent
plusieurs propriétés intrinseques, qu’il est important de détailler ici afin de comprendre le

fonctionnement de la microscopie électrochimique.

Dans la suite, nous considérerons une ultramicroélectrode ayant une géomeétrie de
disque, constitué d’'un fil conducteur de rayon a et présentant un rapport du diameétre de

I'isolant sur le diameétre du conducteur noté Rg.

I.B.1.a.i. Premieére propriété : un courant stationnaire

Considérons une solution contenant la forme réduite notée R d'une espéce redox,
appelée médiateur, a la concentration ¢ dans un électrolyte support permettant de diminuer
la résistance de la solution et de négliger le transport de 1’espéce électroactive par migration.
Un potentiel est appliqué a la sonde tel que l'espéce R soit oxydée pour donner une espeéce
notée O. Le courant peut alors atteindre une valeur limite qui est totalement contrélée par la
vitesse de transfert de masse par diffusion de I'espéce R depuis le cceur de la solution jusqu’a
la surface de la microélectrode. Ce courant stationnaire, dit courant a I'infini, obtenu lorsque
la microélectrode est loin de toute surface, est donné par la formule suivante (U'indice T
représente “tip ”, sonde) :

ire = 4nFDca 1.1)
avec: nle nombre d’électrons échangés lors de la réaction redox,

F la constante de Faraday,

D le coefficient de diffusion des espéces R,

¢ la concentration de I'espéece R présente en solution,

a le rayon de I'ultramicroélectrode.

Ce régime, appelé régime de diffusion stationnaire, est atteint en un temps tres court (~a?/D).
Ainsi, une microélectrode—disque de 10 pm de diamétre en solution aqueuse contenant pour
médiateur I'hexaamine ruthénium (D[Ru(NHjs)s*"**]=6,3 10° cm? s77), atteindra ce régime

en un temps inférieur a 0,03 seconde.
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I.B.1.a.ii. Seconde propriété : une faible constante de temps

La constante de temps de charge de la double couche (tq.) s’exprime par :

tae = Rs Cae 1.2)
avec : R la résistance de la solution,

Cqc la capacité de double couche.

La microélectrode, utilisée en tant qu’électrode de travail, a une petite taille en
comparaison avec la contre—électrode. La résistance (R;) est donc essentiellement localisée
au voisinage de I'électrode et est alors proportionnelle a la résistivité de la solution et
inversement proportionnelle au rayon de 'UME :

Rs~ pla (1.3)
avec : p la résistivité de 1’électrolyte,

a le rayon de I'ultramicroélectrode.

L’épaisseur de la double couche est en général de l'ordre de quelques dizaines
d’angstroms et est donc trés inférieure au rayon de l'ultramicroélectrode. La capacité de
double couche notée Cq. est alors proportionnelle au carré du rayon de la microélectrode.

Ainsi, la constante de temps de charge de la double couche est proportionnelle au
rayon a de la microélectrode et reste relativement faible. Les courants de charge de la double

couche sont donc rapidement négligeables par rapport au courant faradique.

I.B.1.a.iii. Troisiéme propriété : une faible chute ohmique

La chute ohmique est définie comme le produit de la résistance de la solution et du
courant faradique.

Le transport des molécules se produit dans une couche, appelée couche de diffusion,
dont I’épaisseur notée 6 peut étre exprimée par :

5~(D0) " (1.4
avec : D le coefficient de diffusion de 'espece,

0 le temps d’électrolyse.

On peut distinguer deux situations.

o En régime transitoire (diffusion plane, 6<a), le courant faradique est proportionnel a
la surface de la sonde et a I'inverse de I’épaisseur 6 de la couche de diffusion. Ainsi, la
chute ohmique est proportionnelle a a et reste donc tres faible.

e« En régime stationnaire (diffusion hémisphérique, 0&~a), les variations de

concentrations sont limitées a des distances de l'ordre de a et ne sont plus fonctions

du temps d’électrolyse 6. Ainsi, la chute ohmique a une valeur tres faible.

_8-—
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Dans tous les cas, la chute ohmique reste tres faible, ce qui permet de travailler dans des
milieux résistifs tels que les solvants visqueux (polyméres®) ou de constante diélectrique
faible (toluéne®, huiles et lubrifiants®), ou encore dans des solutions électrolytiques non

. . 26
miscibles™.

I.B.1.b. Les micro—pipettes potentiométriques

Parmi les micro—pipettes, la catégorie la plus utilisée est la microélectrode sélective
ionique (ou ISME, “Ion-Selective Micro—Electrode”) & membrane liquide?. Elle a été
développée, dés les années 1950, dans l'objectif de miniaturiser les électrodes sélectives
ioniques (ISE, “Ion-Selective Electrode ”) en réduisant la taille de la membrane et de
I'isolant. Ces électrodes potentiométriques sont des sondes passives, c’est—a—dire qu’il n’y a
pas de réaction avec l'analyte. Leur réponse en potentiel varie linéairement avec le
logarithme de la concentration du principal ion cible déterminant le potentiel (a la maniére

d’'une macro—pipette).

1.B.2. Le mode feedback

28,29,30,31,32 e s . . -

Le mode feedback™“"”"°""* couramment utilisé en microscopie électrochimique, est
basé sur des variations du courant faradique qui traverse la sonde durant une réaction
redox. La sonde est déplacée au—dessus d'un substrat immergé dans une solution contenant

une espéce redox, a I’état oxydé ou réduit, jouant le role de médiateur.

Lorsqu’un potentiel suffisamment positif est appliqué a la microélectrode, la forme
réduite notée R de l'espece redox présente en solution est oxydée. On distingue trois cas
limites (Fig. 1.3).

Tout d’abord, si la microélectrode est éloignée de la surface du substrat, c’est—a—dire
a une distance d’au moins 7 fois le rayon a de la microélectrode, un courant faradique
stationnaire noté it au niveau de la sonde est atteint (régime controlé par la diffusion) (Fig.
1.3A).

Lorsque la microélectrode est approchée de la surface d'un substrat conducteur
(platine, cuivre...) polarisé tel que la régénération des espéces puisse se produire, la forme
oxydée O générée au cours de la réaction précédente diffuse jusqu'au substrat ou elle est
réduite. Nous verrons dans la suite de ce manuscrit, lors de la description des expériences
réalisées, le cas particulier de I'or ne nécessitant pas de polarisation. Cette réaction redox
produit une augmentation du flux de I'espéce R vers la sonde et, par un effet de confinement,

va augmenter le courant mesuré au niveau de cette derniére (ir>ir.). Ce phénomeéne est
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appelé le mode feedback positif, ou effet d’amplification localisée, qui sera d’autant plus
important que la distance entre la sonde et la surface (d) est faible (Fig. 1.3B).

Par contre, si le substrat est isolant (verre, plastique...) ou non polarisé, 'espece O
générée au niveau de la sonde ne peut subir, aprés avoir diffusé en solution, de transfert de
charge au niveau du substrat. Le courant mesuré a la microélectrode devient donc inférieur
au courant stationnaire iy, car le substrat bloque la diffusion latérale de 'espéce O. Ce mode
de fonctionnement résultant d'un phénomeéne de confinement est appelé le mode feedback

négatif (Fig. 1.3C).

<+«— isolant (verre)

fil conducteur (rayon a)

R (0] R 0 R (0]
7\ T substrat conducteur substrat isolant
A) B) ©)

Figure 1.3 Principe du mode feedback en SECM (A) loin du substrat: iy = ir., (B) mode feedback
Ppositif: iy > i1, (C) mode feedback négatif : iy < i

La figure I.4 présente les courbes théoriques d’approche en mode feedback, en
fonction de la nature du substrat, c’est—a—dire I'évolution du courant normé I+ en fonction
de la distance normée notée L. Le courant normé It" est défini comme étant le rapport entre
le courant mesuré a la sonde (i1) a une distance donnée et son courant stationnaire a l'infini
(iT»). On appelle distance normée L le rapport entre la distance entre la microélectrode et le
substrat (d) et le rayon de la sonde (a). Ces courbes sont données avec des variables
adimensionnées, et ne sont donc pas fonctions de la concentration ou du coefficient de

diffusion des espéces.

I

Figure 1.4 Courbes d’approche théoriques des modes feedback (A) positif, (B) négatif.

— 10 —



Chapitre I Bibliographie : La microscopie électrochimique a balayage

1.B.3. Le mode Génération/Collection

Dans le mode génération/collection, une électrode de travail génére des espéces qui
sont collectées par une seconde électrode. Il existe deux modes de ce type : soit 'espéce est
générée au substrat puis collectée a la sonde (mode SG/TC), soit elle est générée a la

microélectrode et collectée au substrat (mode TG/SC).

1.B.3.a. Substrat générateur/sonde collectrice (SG/TC)

Lorsque le substrat génére un profil de concentration, la microélectrode va collecter
des informations sur les concentrations locales instantanées de chaque espéce. Il s’agit du
mode substrat générateur/sonde collectrice (SG/TC)*. Les deux paramétres importants
de ce mode sont le rapport entre la taille du substrat et celle de la sonde (noté h), et la
distance de travail, c’est—a—dire la distance entre la microélectrode et le substrat (notée d).

Ce mode est tres utilisé pour déterminer des profils de concentration et de flux
d’espéces électrochimiquement inactives (ions métalliques alcalins) ou subissant une réaction
d’'oxydo—réduction. Comme dans le mode feedback, le processus électrochimique est
principalement confiné dans la faible zone entre la microélectrode et le substrat.

Si la sonde utilisée est ampérométrique, la réaction redox se produisant a la surface
peut perturber fortement la couche de diffusion du substrat, ce qui limite l'efficacité de ce
mode. Cecl peut étre évité en utilisant des sondes potentiométriques ou sondes passives qui
ne modifient pas les profils de concentration des espéces électroactives.

Ce mode est utilisé pour 1'étude de la corrosion, de réactions enzymatiques et autres
processus se produisant a la surface du substrat®. Ainsi, R. C. Engstrom et al. ont montré
que le mode génération/collection de la SECM permettait d’obtenir des informations sur les
cinétiques de réactions électrochimiques sur des surfaces hétérogénes®. Des résultats sont
obtenus méme lorsque l'espece électrogénérée est instable, la sonde pouvant détecter ces
espéces avant leur décomposition. Ceci permet d’obtenir des résolutions spatiales de I'ordre
de la taille de la microélectrode (um). Cependant, I'utilisation d’espéces chimiques a courte

durée de vie devrait permettre d’améliorer cette résolution.

1.B.3.b. Sonde génératrice/substrat collecteur (TG/SC)

Dans ce mode, la microélectrode génére des perturbations de concentration, par
électrolyse a potentiel contr6lé ou par création de gradients de concentrations, en certains
points de la surface étudiée, et le substrat collecte les informations. Ce mode, appelé mode
sonde génératrice/substrat collecteur (TG/SC), est proche du mode feedback, a

Iexception que, dans ce cas, le courant a la sonde mais également celui au substrat sont

— 11 -
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mesurés. De plus, il n’y a pas forcément de phénomeéne de “ cyclage ” des réactions entre la
microélectrode et le substrat afin de régénérer ’espéce.

Dans la plupart des cas, le substrat est beaucoup plus grand que la sonde, donc
Pefficacité de collection, qui est définie comme étant le rapport entre le courant au substrat ig
et le courant a la sonde ir, est proche de 1 (ou 100%) pour des espéces stables générées a la
sonde. Si ces espéces réagissent dans la zone entre la sonde et le substrat, ce rapport entre
les deux courants diminue, et sa variation en fonction de la distance entre la sonde et le
substrat permet de déterminer la constante de vitesse de réaction homogéne. L’équipe de A.
J. Bard a utilisé le mode TG/SC pour déterminer les constantes de vitesse hétérogene de la

, . , . N . oy . 136
réaction de réduction de 'oxygéne sur platine en milieu acide™.

1.B.4. Le mode direct

Le mode direct de la SECM est utilisé afin de fonctionnaliser des surfaces. Il consiste
a utiliser la microélectrode en tant que contre—électrode, permettant ainsi la localisation des
lignes de champ électrique (Fig. I1.1A). Ce mode sera développé plus précisément au cours

de la partie suivante consacrée a la micro—structuration de surfaces par SECM.

Aprés avoir étudié les principes du fonctionnement du microscope électrochimique,

nous allons montrer ici qu’il peut étre utilisé afin de micro—fonctionnaliser diverses surfaces.

II. Fonctionnalisation de surfaces par SECM

La micro—modification de surfaces, telle que les processus de dépot ou de gravure,
implique des changements localisés des propriétés physiques et chimiques du substrat. Le
dépot et la gravure de surface a haute résolution possédent des implications technologiques
importantes, notamment dans la fabrication d’outils en microélectronique.

La fonctionnalisation de surfaces peut étre réalisée suivant différentes approches
telles que les méthodes photochimiques, les méthodes de chimisorption, physisorption ou de
chimie covalente, les méthodes électrochimiques ou encore les méthodes mécaniques. Selon le
cas, la technique de modification de surfaces peut étre apportée par des technologies de

40,41

photolithographie®’, photoimmobilisation®, ablation laser®, jet d’encre’®™*!, lithographie

. 42, ,  ~,43 .44 . ., . . 45 . .
“dip—pen 7", électrodépot™, électrospotting™, microscopie électrochimique™, impression par

microcontact®®, dépot de goutte par contact. Les microscopies a sonde locale, telles que la

47,48

microscopie a effet tunnel (STM, “ Scanning Tunneling Microscopy ”) ou la microscopie a

force atomique (AFM, “Atomic Force Microscopy ”)**®, se sont également beaucoup

— 12 —
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développées afin de micro—fabriquer des motifs sur une surface a I'’échelle micrométrique,
voire nanométrique. Bien qu’étant la méthode de structuration de surfaces la plus
couramment utilisée, la photolithographie pose parfois des probléemes de compatibilité avec
les substances biologiques (vide, solvants organiques, acides forts et bases fortes). Ainsi, les
recherches de fonctionnalisation de surfaces par des éléments biologiques se sont
développées autour des monocouches auto—assemblées (SAMs), en vue de construire des
réseaux a deux dimensions moléculaires. Afin d’augmenter la résolution latérale de telles
modifications, les microscopies a sonde locale, telles que la microscopie électrochimique a
balayage (SECM), permettent de modifier des surfaces a 1’échelle micrométrique ou

nanométrique, et se présentent donc particuliérement adaptées.

I1.A. Les deux modes de fonctionnalisation par SECM

Peu de temps apres le développement du microscope électrochimique, les équipes de
recherche se sont intéressées a son utilisation en tant qu’outil de modification de surfaces.
Les domaines d’application étudiés sont tres variés et concernent aussi bien le dépoét
métallique ou polymeére que la gravure sur semi—conducteur. De plus, ces équipes cherchent
actuellement a augmenter la résolution des motifs fabriqués, en étendant la capacité de la
SECM a I’échelle nanométrique.

La micro—fabrication par SECM peut étre réalisée suivant deux modes différents : le
mode direct et le mode feedback. Dans le mode direct, la microélectrode joue le role de
contre—électrode, alors que le mode feedback utilise un médiateur redox qui assure le relais

entre la microélectrode et le substrat (Fig. I1.1).

sonde

réduction
\l

sonde

film fin conducteur ionique

Ox Red
A/

™~
/ X réaction

substrat conducteur

A) (B)

Figure II.1 Schéma de principe du mode direct (A) et feedback (B) de la SECM.

oxydation

I1.B. Modification de surfaces par mode direct

Développé par léquipe de A. J. Bard’’, le mode direct consiste a approcher une

microélectrode d’'un substrat conducteur, avec application d’'une différence de potentiel entre

— 138 —
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ces deux électrodes. La taille micrométrique de la sonde, ainsi que la faible distance entre les
deux électrodes, vont confiner le courant au substrat dans une petite zone, ce qui permet la
localisation de cette modification de surfaces. La résolution des motifs ainsi créés dépend
essentiellement de la distance entre la microélectrode et le substrat, ainsi que de la taille et

la forme de la microélectrode.

I1.B.1. Modification de surface des semi—conducteurs et métaux

C. W. Lin et al. ont réalisé la gravure sur semi-conducteurs, et notamment sur
larséniure de gallium dopé n (n—GaAs)' a aide d’un microscope a effet tunnel en utilisant
une méthode trés proche du mode direct. Nous pouvons donc considérer ces travaux comme
précurseurs pour la fonctionnalisation par microscopie électrochimique. La sonde (diamétre
de 0,1 pm) est placée a 1 um de la surface du semi—conducteur, dans une solution aqueuse de
soude. Une différence de potentiel (4 V) est appliquée entre la sonde et le semi—conducteur,
sous irradiation simultanée par une lampe tungsténe—halogéne. Les trous d’électrons ainsi
photogénérés a linterface semi-conducteur/solution permettent la  dissolution
photoanodique de l'arséniure. Des études microscopiques montrent que la gravure est
uniforme et bien confinée dans la zone dans laquelle la sonde est déplacée. La dimension des
lignes obtenues est trés variable (0,3—2 um), ce qui s’explique principalement par une
différence de taille de la sonde utilisée. Cependant, quelques gravures ont été observées en
d’autres points de la surface du semi-conducteur. Il apparait donc tres important de pouvoir

limiter 'irradiation a la zone située en dessous de la sonde.

L’une des principales difficultés dans toute technique de microscopie a champ proche
est le controle de la distance entre la sonde et le substrat. Celle—ci était déterminée en
étudiant la topographie de 1’échantillon avant toute gravure par microscopie a effet tunnel
(STM). L’équipe de A. J. Bard a mis au point une nouvelle méthode qui consistait a
approcher une pointe de STM modifiée et polarisée négativement d’'un substrat conducteur
recouvert dun film conducteur ionique de faible épaisseur contenant un ion métallique
(argent, cuivre)®. Lorsque le point de contact entre la sonde et la surface du conducteur
lonique est atteint, un courant faradique apparait, dont 'amplitude dépend de la distance de
pénétration de la pointe dans le polymeére, et les ions métalliques du film sont réduits a
I'interface sonde—conducteur ionique. En maintenant ce courant constant, la distance de
pénétration dans le polymeére, et donc la distance entre la pointe et la surface, peuvent étre
controlées précisément. Ainsi, il est possible de créer des structures métalliques en déplacant

la sonde le long de la surface du substrat.
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D. H. Craston et al. ont utilisé cette technique pour déposer de I'argent dans des films de
Nafion™.

De plus, O. E. Hisser et al. ont réalisé des dépots de cuivre, or, argent et palladium sur
plusieurs polymeres conducteurs ioniques, ainsi que des gravures de cuivre, or et argent de
tailles submicrométriques®.

En utilisant le méme concept de contrbole de la distance entre le substrat et la
microélectrode par la profondeur de pénétration de cette derniere dans un polymeére
conducteur ionique, F. Forouzan et A. J. Bard ont déposé des nano—structures sur des
surfaces non conductrices™. Pour réaliser des dépodts sur de telles surfaces, le principe est
d’utiliser une couche trés fine d’eau (10—15 A) a la place du film de polymére. La réduction
d’ions d’argent présents dans la solution aqueuse, et la formation de motifs rectangulaires
submicrométriques sont générées par la polarisation négative de la sonde de type STM par
rapport a un contact en or situé sur la surface de mica.

Plus récemment, E. M. El-Giar et al. ont déposé électrochimiquement des structures
de cuivre par microscopie électrochimique en appliquant une différence de potentiel entre la

* et ont étudié I'influence sur

microélectrode et le substrat métallique en présence d’ions Cu®
ces dépots (structure, porosité, taux de dépot...) de différents facteurs tels que le potentiel
appliqué entre la microélectrode et le substrat métallique, la concentration en ions

cuivriques, et 'addition d’agents organiques®.

I1.B.2. Dép6t de polymeéres conducteurs

Depuis quelques années, les polyméres conducteurs®, tels que la polyaniline (PANT),
le polythiophéne (PT) ou le polypyrrole (Ppy), représentent un intérét considérable dans
I'industrie microélectronique. En effet, ils sont rapidement devenus des composés
prometteurs en science des matériaux, comme, par exemple, pour la fabrication de diodes,
capteurs et guides d’ondes. L'un des aspects les plus intéressants de tels polymeéres est leur
capacité a passer d'un état électronique isolant a un état conducteur, ce qui est accompagné
d’'importants changements de leurs propriétés optiques. De plus, ils sont aisément formés par
électropolymérisation, ce qui conduit a des films polymeéres bien adhérents sur la surface de
I’électrode. La micro—structuration de ces polymeéres est possible selon plusieurs procédés
tels que, par exemple, l'utilisation du laser (dépot de polythiophéne sur du silicium) ou le
microscope a effet tunnel (dépot de polypyrrole sur de 'or)®”. La microscopie électrochimique
et ses possibilités de polymérisation localisée ont permis une nouvelle approche des
applications microtechnologiques des polymeéres conducteurs, en particulier concernant les

capteurs et outils microélectroniques.
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La premiere étude de micro—fabrication de polymeéres conducteurs par mode direct a
été menée par 'équipe de A. J. Bard en 1989'". La microélectrode et un substrat de platine
sont séparés par un film fin de polymeére conducteur ionique, le Nafion, qui contient des
cations anilinium libres de se déplacer a I'intérieur de la matrice polymere. Ils utilisent de
Ianiline protonée car la polyaniline ne polymérise dans '’eau qu’en milieu acide. Le substrat
de platine est polarisé positivement, ce qui entraine 1’électropolymérisation de l'aniline. En
déplacant la sonde polarisée négativement le long du film, les protons sont simultanément
réduits a la microélectrode, ce qui permet le dépot de motifs de taille submicrométrique de
polyaniline. La résolution de ces dépots dépend de la taille de la sonde, la distance de

pénétration et I'’épaisseur de la couche de Nafion.

Le dépot de lignes de polymeéres conducteurs a fait I’objet de nombreuses recherches,
en particulier par 'équipe de W. Schuhmann®®. Ce dernier a mis en évidence I'importance de
maintenir une forte concentration de monomeres dans I'espace entre la microélectrode et le
substrat. Or, 'application d’'un potentiel constant au substrat conduit a une disparition
rapide du monomere dans cette zone, ce qui réduit la probabilité de propagation de la chaine,
et peut éventuellement entrainer la formation d’'un dépo6t du polymere sur la surface entiere
du substrat. Afin d’éviter ce phénomene, W. Schuhmann a alors proposé une technique qui
consiste a appliquer une série dimpulsions au substrat, et non plus un potentiel constant, la
microélectrode jouant le rble de contre—électrode. La premiére impulsion (1,2 V vs. Ag/AgCl
pendant 2 secondes) correspond a 'oxydation de la quasi—totalité des monomeres de pyrrole
présents dans la zone entre la microélectrode et le substrat d’or ; la seconde impulsion (0,85
V pendant 1 seconde) a pour effet d’oxyder les oligomeéres solubles. Enfin, la derniere
impulsion (0,35 V pendant 2 secondes) est une période de relaxation qui permet au systéme
de revenir a son état initial. Au cours de cette série d’impulsions, la microélectrode est
déplacée a une vitesse de quelques microns par seconde. W. Schuhmann et al. ont ainsi
obtenu des lignes de polypyrrole d'une largeur comprise entre 50 et 60 pm, ce qui peut étre
corrélé a la taille totale de la microélectrode (fil de platine et verre isolant). Aucune trace de
polymere en dehors de ces lignes n’a été observée. D’autres polymeres conducteurs, tels que

le polythiophéne, ont été déposés suivant le méme procédé.

Par cette méthode de dép6t microstructuré de lignes de polypyrrole, C. Kranz et al.
ont réalisé la connexion d’électrodes d’or séparées par un intervalle isolant de 100 um, dans
le but de développer des transistors microélectrochimiques®™. En utilisant la microélectrode
en tant que contre—électrode et en appliquant une série de trois impulsions galvanostatiques

au substrat, un spot de polypyrrole est déposé dans l'intervalle entre les deux électrodes d’or.

— 16 —



Chapitre I Bibliographie : La microscopie électrochimique a balayage

En combinant cette technique de série d'impulsions galvanostatiques et le mode
feedback de topographie, I'équipe de W. Schuhmann a montré la possibilité de déposer des
structures a trois dimensions de polypyrrole?®. Ces “tours” ont une hauteur d’environ 140
um et un diameétre de 40 um. La reproductibilité de la fabrication de telles structures dépend

fortement de la géométrie de la microélectrode et de la distance entre la sonde et le substrat.

En appliquant le méme concept, ’'équipe de W. Schuhmann s’est ensuite intéressée au
dépot de lignes de poly—N-—(w—amino—alkyl)pyrrole®. Comme précédemment, les largeurs
des lignes obtenues sont reliées a la taille de la microélectrode. Cependant, le processus de
dépot électrochimique et la croissance du film sont limités par la faible conductivité de ces
films de polypyrrole fonctionnalisé. Une enzyme modifiée, la glucose oxydase, est ensuite liée
de maniére covalente a ces motifs, et par cette post—fonctionnalisation, le microscope
électrochimique peut ensuite contrbler la formation des motifs, et également lactivité
enzymatique, comme nous le verrons dans la partie suivante de ce chapitre.

W. Schuhmann et al. ont montré que cette méthode de série d'impulsions permet de
déposer localement des lignes de polypyrrole, de polypyrrole N—substitué, de polythiophéne,
et de polythiophéne substitué en 3%.

Selon la méthode de W. Schuhmann, S. A. G. Evans et al. ont déposé sur un substrat
de platine des spots de polypyrrole biotinylé d'un diameétre de 50 a 75 pm en utilisant une
microélectrode de platine (5 pm de diamétre) en tant que contre—électrode®’. En accord avec
les résultats de 1'équipe de W. Schuhmann, la taille des micro—dépéts obtenus par mode
direct est comparable au diameétre total de la microélectrode (50 pm), c’est—a—dire de la
partie conductrice et du verre isolant. Par 'intermédiaire de I'avidine, ils ont ensuite fixé une
enzyme sur ces spots, la glucose oxydase biotinylée. Afin de cartographier son activité
enzymatique, cette équipe a ensuite utilisé la SECM en mode génération/collection qui
consiste ici a détecter des especes électroactives a la microélectrode, le peroxyde d’hydrogene,
générées par les molécules immobilisées au substrat. La microscopie électrochimique est
ainsi utilisée pour ses deux fonctionnalités que sont la structuration et la caractérisation de

surfaces.

I1.B.3. Fonctionnalisation par des molécules organiques et biologiques

Comme nous l'avons vu précédemment, I'intérét des techniques de microscopie a
sonde locale est particulierement important dans le cas des molécules biologiques et

organiques, la photolithographie étant peu adaptée a ce type de matériaux. Ainsi, de
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nombreuses équipes se sont intéressées au développement de la microscopie électrochimique

pour la micro— ou nano-structuration par des molécules organiques ou biologiques.

Par le mode direct de la SECM, I'équipe de H. Masuhara a montré la possibilité de
micro—fabriquer des motifs fluorescents de rhodamine 6G (R-6G), dans un film polymeére
conducteur ionique par la décomposition locale du methyl viologéne®®. Un film polymére
conducteur ionique contenant la rhodamine 6G et le méthyl viologéne est déposé sur un
substrat de platine. La fluorescence de la rhodamine 6G dans le film est complétement
inhibée par MV*". En déplacant la microélectrode (tungsténe) polarisée a —4 V par rapport
au substrat de platine, le methyl viologéne est décomposé a l'interface sonde/film polymere
par réaction avec les ions hydroxyles générés a la sonde, ce qui entraine le rétablissement de
la fluorescence de la rhodamine et la formation des motifs.

L’équipe de W. Schuhmann s’est ensuite intéressée a la désorption localisée de
monocouches d’alcanethiol pour la formation de motifs enzymatiques de glucose oxydase®.
Par désorption électrochimique localisée des alcanethiolates sur une monocouche auto-—
assemblée constituée de longues chaines d’alcanethiolates sur or, une zone microscopique
d’or nu est formée, sur laquelle la cystamine pourra ensuite étre chimisorbée. Une enzyme, la
glucose oxydase (modifiée par une fonction périodate oxydée), est liée de maniére covalente
aux groupes aminos de la cystamine. L’activité enzymatique a ensuite été caractérisée en
utilisant le mode génération/collection de la SECM. L’avantage d’utiliser le mode direct par
SECM pour la micro—fabrication réside dans la possibilité de répéter cette procédure en
différentes localisations. Ainsi, en utilisant des enzymes différentes, des structures multi—

enzymatiques peuvent étre produites.

Le principal avantage du mode direct est la distance micrométrique entre la sonde et
le substrat, ce qui permet de concentrer le champ électrique. Ainsi, il est possible d’obtenir
des motifs avec une résolution submicronique.

Cependant, le mode direct comporte certaines limitations. En effet, la réaction inverse
au niveau du substrat ou de la sonde peut parfois détériorer le motif formé. De plus, les
propriétés d’adhérence du motif obtenu sont parfois faibles. Enfin, la résolution dépend
également de la géométrie de l'électrode. Les sondes en forme d’aiguille permettent de
concentrer le champ électrique et ainsi d’obtenir une haute résolution, mais de telles
électrodes peuvent étre endommagées par leur mouvement latéral ou par contact avec le

substrat.
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I1.C. Modification de surfaces par mode feedback

En mode feedback, une microélectrode est placée au—dessus du substrat dans une
solution contenant I'une des formes, oxydée ou réduite, d'une espéce électroactive, ayant le
role de médiateur. Cette configuration permet a la fois de controéler la distance entre la sonde
et le substrat, et de conduire le processus microélectrochimique sur la surface. La réaction
électrochimique doit étre confinée a la surface, c’est—a—dire que les espéces électroactives
générées a la microélectrode réagissent avec la surface ou avec des espéces liées a la surface.
Le couple redox doit présenter une réversibilité électrochimique afin d’étre régénéré a la fois
au substrat et a la microélectrode. Enfin, le choix du couple redox utilisé dépend des

propriétés thermodynamiques et cinétiques du processus électrochimique a la surface.

I1.C.1. Modification de surfaces des semi—conducteurs et métaux

II.C.1.a. Dépot et gravure des métaux

D. Mandler et A. J. Bard ont utilisé le mode feedback afin de déposer
électrochimiquement de lor et du palladium sur un film de polymére®. Des anions
métalliques, AuCl,” ou PdCl®, sont incorporés dans la matrice polymére
(polyvinylpyridine). Le médiateur redox, I'hexaamine ruthénium (III) (Ru(NHj)e"), est
réduit a la microélectrode, puis diffuse jusqu’a la surface (platine, carbone ou verre)
recouverte du film de polymére, ce qui entraine la réduction de I'anion AuCl,” ou PdCL ™ en
métal, et donc le dépot métallique (respectivement Au ou Pd). Un transfert d’électron rapide
entre le médiateur généré et 'espéece électroactive a la surface est nécessaire pour obtenir des

modifications de surfaces a haute résolution (Fig. I1.2A).

Ru(NHy)g** Ru(NHy)?*
T l Os(bpy);?* Os(bpy)s*

Ru(NHy?* Ru(NHy)g* T l

‘\’/ Os(bpy)s** Os(bpy)s®*
Pd«— PdC1,2- Cuzt\ ‘\/

Aue—— AuCl,~ } polyvinylpyridine

cuivre

Pt, C ou verre
quartz
A) (B)

Figure I1.2 Principes du mode feedback par SECM pour (A) le dépét d'or ou de palladium®, (B) la

. 64
gravure de cuivre™.
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Cette équipe a appliqué le méme procédé afin de réaliser la gravure de cuivre en
utilisant les espéces redox Fe(phen)s®" ou Os(bpy)s’" (phen=1,10—phénanthroline,
bpy=2,2"—bipyridyl)**. Lorsque la microélectrode est approchée de la surface de cuivre, un
courant de feedback positif est observé, ce qui correspond a la régénération des espéces
réduites par transfert d’électrons avec la surface. Ceci entraine la dissolution du cuivre,

strictement limitée a la zone diffusionnelle du médiateur oxydé (Fig. I1.2B).

J. W. Still et D. O. Wipf ont montré que le mode feedback peut étre utilisé pour
produire une corrosion localisée®®. En effet, la génération d’ions chlorures a la microélectrode

va former une couche de passivation sur un substrat de fer.

L’équipe de D. Mandler a ensuite développé une nouvelle technique de dép6t par
mode feedback, appelée “ microwriting ”, basée sur la dissolution de la microélectrode®®. En
maintenant un potentiel négatif constant au substrat (ITO, “indium-tin-oxide”, oxyde
d’étain et d’indium), la microélectrode (or) sert de réservoir de matiere et est dissoute en
présence de chlorures, ce qui va générer des especes AuCly . Ces especes vont diffuser
jusqu’au substrat ou elles seront réduites pour former un dépét de structures
microcristallines d’or (Fig. I1.3). La résolution dépend fortement de la taille de la

microélectrode.

—
Au

dépot dor A1ll014_

. V-
ITO » o —

Figure I1.3 Schéma du mode dit “ microwriting ” de micro—fabrication de dépéts d'or™.

Quelques années plus tard, cette équipe a réalisé des dépots localisés d’or sur du silicium
selon le méme procédé de dissolution anodique de la microélectrode en présence d’ions
chlorures®”. Des monocouches de cystamine ont ensuite été assemblées sur ces motifs d’or,
puis soit un fluorophore (fluorescéine isothiocyanate), soit une enzyme (glucose oxydase), afin
de caractériser ces monocouches par fluorescence et par SECM respectivement. Ceci
constitue donc également une méthode indirecte pour déposer localement des éléments

biologiques par I'intermédiaire de microdépots d’or.
En 1997, J. Heinze et ses collegues ont étudié le dépot de métaux sur des surfaces non

.68 . Ly
conductrices™. Le substrat (téflon) est recouvert d'une couche de composé précurseur, le

chlorure d’argent, et plongé dans une solution organique contenant I'espéce électroactive, la
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p—benzoquinone. L’hydroquinone est formée par réduction a la microélectrode, puis diffuse
jusqu’au substrat ou elle va générer la réduction du chlorure d’argent sur la surface. Ceci va
entrainer la formation de cristaux d’argent bien ordonnés via un processus chimique. Apres
une période d’induction, ces nucléis vont croitre a travers un processus physique et vont
s’assembler pour former de fins motifs d’argent. Ceci entraine donc une propagation a deux
dimensions de largent jusqu’a ce que la limite d’extension latérale soit atteinte. La

croissance se poursuit ensuite dans la direction verticale.

Cette équipe a également réalisé sur une surface d’'or des dépots d’argent de tailles
plus faibles que la microélectrode en développant une technique dite de “ chemical lens” qui
consiste a ajouter une entité qui va réagir avec les espéces générées a la sonde, ce qui produit
un effet significatif de focalisation du champ de diffusion®. Dans la solution électrolytique,
les cations d’argent sont complexés par un excés d’ammoniac, ce qui évite un dépot d’argent
initial sur la surface d’or. Une diminution locale du pH est réalisée au niveau de la sonde en
oxydant les ions nitrites en ions nitrates (Eq. II.1). Ces protons générés vont favoriser la
dissociation du complexe [Ag(NHs3)s] " pour donner des ions Ag" (Eq. I1.2) qui seront ensuite

réduits au substrat (Eq. I1.3).

Au niveau de la sonde : NOs~ + H,O S NO;~ + 2H" + 2e” (I1.1)
En solution : [Ag(NHy)s]" + 2H' 5 Ag’® + 2NH," (IL.2)
Au niveau du substrat: Ag’ + e~ 5 Ag (I1.3)

La présence de 'ammoniac permet de complexer l'argent qui diffuse hors de la zone
réactionnelle, ce qui a pour effet de réduire la taille des motifs obtenus dépendant alors de la

distance entre la sonde et le substrat.

Quelques années plus tard, la méme équipe a exploité cette technique de “chemical
lens ” pour réaliser la gravure de masques dans des couches uniformes de nickel sur des
substrats d’or, afin d’obtenir des sites d’adsorption pour des couches auto—assemblées™. La
microélectrode est utilisée en mode feedback pour générer des protons en milieu aqueux par
oxydation des ions nitrites en nitrates (Eq. II.4). Aprés diffusion jusqu’au substrat, I'acide

nitrique généré va graver la couche de nickel selon les équations II. 5, 6, et 7.

Au niveau de la sonde : NOy~ + HoO — NO3™ + 2H" + 2e” (I1.4)
Au substrat : NiO + 2HNO3; — Ni(NOs)s + H20 (initial) (IL.5)
4Ni + 10HNOj3 — 4Ni(NOg3), + NH/NO; + 3HsO (majoritaire) (I1.6)
5Ni + 12HNOj3 — 5Ni(NO3), + Ng + 6H,0 (minoritaire) (I1.7)

La figure II.4 représente le principe et I'imagerie d'un masque gravé dans la couche

uniforme de nickel recouvrant I'or en mode imagerie de la SECM (mode feedback).
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H* [ -20 67 - -18.00
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Ni?* HNO,
U -40um
or

A B)

Figure I1.4 (A) Principe et (B) Image SECM en mode feedback obtenue en réduisant I’hexaamine
ruthénium (III) sur une microélectrode de platine (diamétre de 10 um) et en balayant la surface du
substrat d’'or recouvert d’une couche de nickel sacrificielle & une vitesse de 10 um s '. Les niveaux de gris

.. N 70
indiquent le courant mesuré a la sonde en nA".

La cinétique de la gravure de nickel en milieu acide est relativement lente, ce qui peut
élargir le champ de diffusion des espéces générées a la microélectrode et donc conduire a une
résolution latérale réduite. Afin d’éviter ce phénomeéne, cette équipe a utilisé le concept de
“chemical lens” en ajoutant de ’hydroxyde de potassium, ce qui permet de graver des

surfaces de tailles inférieures a celle de la sonde (Fig. I1.5).

verre

Figure I1.5 Principe de la technique de “chemical lens ” utilisée par J. Ufheil et al. pour réaliser la

. . 70
gravure sur des couches uniformes de nickel sur or".

I1.C.1.b. Gravure des semi—conducteurs

La gravure sur semi—conducteur est une étape technologique tres importante dans la
fabrication de circuits haute densité et de dispositifs ultra rapides en microélectronique, et

est souvent réalisée par photolithographie.
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La premiére gravure sur semi—conducteur (arséniure de gallium, GaAs) par mode
feedback a été réalisée par D. Mandler et A. J. Bard en générant le dibrome a la
microélectrode™. Ce dernier sert a la fois d’oxydant fort et de médiateur redox pour le
controle de la distance de travail. Les paramétres déterminant la forme et les dimensions de
la gravure sont la taille de la microélectrode, la distance entre la sonde et le substrat, et le
temps d’électrolyse. Ils ont ensuite étudié le courant de feedback et sa variation en fonction
du pH afin d’obtenir des informations concernant les processus de surface impliqués lors de
la gravure de larséniure de gallium’®. Enfin, ils ont utilisé différents couples redox
(Ru(NHj)s* 2", Fe(CN)¢® ™, Fe(phen)s*"?"...), en tant qu'agents de gravure, dont la forme
oxydée est générée a la microélectrode et diffuse jusqu’a la surface de 'arséniure de gallium
(Fig. I1.6). La gravure par mode feedback a été réalisée sur d’autres semi—conducteurs tels

que CdTe, Hg;_yCd4Te et GaP.

1
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Figure I1.6 (A) Image MEB et (B) profil d’épaisseur de 3 gravures dans du n—GaAs réalisées pendant
différents temps : (a) 5, (b) 10, (c) 20 min avec une microélectrode de platine (diamétre de 50 um) placée
a une distance de 10 um de la surface dans une solution de Fe(phen)s®" (5,4 mM | HCI 0,1 M) et
polarisée ¢ 0,1 Vvs. SCE™.

La gravure sur silicium a également été réalisée en milieu fluorure par
électrogénération du dibrome a la microélectrode™. S. Meltzer et D. Mandler ont observé que
seul le dibrome permet la gravure du silicium en raison de la formation de liaisons Si—Br, ce
qui va piéger les charges injectées a la surface et permettre la gravure. Les autres oxydants
n’ont aucun effet sur la surface du matériau, les trous injectés ne restant pas a la surface. La
présence d’ions fluorures est essentielle pour la gravure et permet de dissoudre la couche
d’oxydes formée en surface.

Afin d’améliorer la résolution de la gravure, Z. Tian et son équipe ont développé une
technique appelée “Confined Etchant Layer Technique ” (CELT)™. Celle—ci est légérement
similaire aux méthodes de “chemical lens ” pour les métaux, mais concerne les semi—

conducteurs. Elle consiste a introduire dans la solution une espéce soluble qui va réagir avec
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Iespéce électrogénérée a la microélectrode et limiter sa couche de diffusion. La gravure de
surfaces se produit uniquement dans la fine couche de diffusion, et les motifs gravés auront
donc une meilleure résolution. Cependant, la technique de CELT et celle de “ chemical lens”
ont une différence importante. En effet, dans cette derniére méthode, les espéces ajoutées,
comme par exemple les ions hydroxyles, sont inactifs électrochimiquement, et donc, leur
concentration n’est pas affectée par la réaction se produisant a la microélectrode. Ainsi, cette
espeéce additive ne va réagir qu’avec les espéeces électrogénérées et son flux tres focalisé
pourra permettre d’obtenir des motifs de taille inférieure a celle de la sonde. Par contre, dans
la méthode CELT, l'espece additive est électroactive, et elle est consommée a la
microélectrode. Ceci limite donc l'effet de focalisation, si bien que les dimensions des

gravures obtenues sont de taille comparable a la microélectrode.

I1.C.2. Dépbt et dissolution des matériaux inorganiques

L’équipe de P. R. Unwin s’est particulierement intéressée a Il'utilisation de la
microscopie électrochimique dans le but d’étudier le mécanisme et la cinétique de dissolution
des cristaux inorganiques tels que le sulfate de cuivre pentahydrate’’, le chlorure
d’argent®, le ferrocyanure de potassium trihydrate’’. Le principe de leur méthode est
d’induire la dissolution d’'un cristal ionique en réduisant localement la concentration des ions
dans la zone entre la microélectrode et le cristal par électrolyse. Lorsque le cristal se dissout,
le flux d’ions résultant peut étre détecté électrochimiquement a la microélectrode, ce qui
fournit des données quantitatives sur la cinétique de dissolution. De plus, en combinant la
SECM et la microscopie a force atomique (AFM), ils ont réalisé les images des surfaces
dissoutes en temps réel du ferrocyanure de potassium trihydrate™ et du bromure de

<79
potassium

1. Shohat et D. Mandler ont utilisé le microscope électrochimique afin de déposer des
motifs d’hydroxyde de nickel sur des substrats de platine en créant un gradient de pH entre
la sonde et la surface®™. Ils ont utilisé une réaction électrochimique sur la surface couplée a
une consommation de protons (Fig. II.7A), ce qui crée un gradient de pH entre la surface et
la microélectrode. Cependant, une diffusion rapide des protons de la microélectrode jusqu’a la
surface pourrait générer seulement un faible gradient de pH ; c’est pourquoi cette équipe a
développé une nouvelle approche qui consiste a réduire les protons uniquement sur la
surface via une réaction électrochimique catalysée par le substrat de platine. L’augmentation
du pH est alors générée par un processus doxydo—réduction: le N,N'—diméthyl-4,4" -

bipyridinium, MV?", est réduit a la microélectrode (mercure) puis diffuse jusqu’au substrat
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ou 1l est régénéré par la réduction des protons, entrainant ainsi une augmentation locale du

pH et donc le dépot irréversible et localisé de Ni(OH), (Fig. IL.7B).

pH acide
SH S+ Ht E MV2+ MV-+
T - | e
12+
SH S + H* ﬁ Mve+ V2Hy HY v+ Ni
A\./ :
pH basique \
f .
suriace platlne NI(OH)Z

A) B)

Figure I1.7 Principe de : (A) une réaction électrochimique sur la surface couplée a une consommation de

protons, (B) un dépét de Ni(OH), par modification locale du pH™ .

D. Mandler et ses collegues ont étudié la réduction et l'oxydation localisée dun
matériau électrochrome, l'oxyde de tungsténe (WOs5)®'. Ce systéme est particuliérement
intéressant car 'injection localisée de charges peut étre suivie d'un changement de couleur
simultané observable en microscopie optique. En effet, 1a réduction de ce matériau conduit a

un composé bleu et plus conducteur, le bronze de tungsténe.

= -

MV2+  MV-* Fe2+ Fe3+
YA O
M,WO; WO, WO, M, WO,
verre verre ou SnO,
(A) (B)

Figure I1.8 Schéma du systéeme “writing — reading — erasing ”de l'oxyde de tungsténe : (A) “écriture ”

et (B) “effacement ” localisés du bronze de tungsténe®".

Cette équipe a développé un systéme appelé “écriture — lecture — effacement”
(“writing — reading — erasing ) basé sur ces changements de couleur (Fig. I1.8). Ainsi, les
spots de bronze de tungsténe sont formés par électrogénération localisée du radical cation de
méthyl viologéne MV'" proche de la surface d’oxyde de tungsténe déposé sur du verre. En

déplacant la microélectrode le long du film de WOs;, il est possible d’ “ écrire ” des motifs de

— 925 —



Chapitre I Bibliographie : La microscopie électrochimique a balayage

bronze de tungsténe. En raison de leur différence de conductivité par rapport a la surface
initiale, ces motifs peuvent ensuite étre “lus” par SECM en mesurant le courant a la
microélectrode en présence d'un médiateur redox, comme par exemple Ru(NH3)¢>". Enfin, ces
motifs peuvent étre “effacés” soit localement par SECM, soit sur toute la surface, par

réduction de IrClg®” ou Fe®" a proximité des spots.

I1.C.3. Dépot de polymeéres conducteurs

La difficulté principale de I'utilisation du mode feedback pour fabriquer des motifs de
polymere est le fait que le monomere doit étre 1ié a la surface, afin d’éviter sa polymérisation
a la sonde. L’équipe de J. Heinze est parvenue a déposer des polymeéres conducteurs par le
mode feedback de la SECM dés 19952, Leur méthode repose sur les différences de solubilité
entre le monomeére et le polymeére obtenu dans différents solvants : le monomere ne doit pas
étre soluble dans le solvant ou se produit la polymérisation, mais il doit étre soluble dans un
autre solvant dans lequel le polymére obtenu ne l'est pas. Ainsi, le monomeére utilisé par J.
Heinze et al., le 2,5—Dbis(1-methyl—pyrrol—2yl)—thiophéne (NSN), est trés soluble en milieu
organique mais insoluble en milieu aqueux, contrairement au pyrrole et au thiophéne. Par
contre, le polymeére qui en résulte est insoluble aussi bien dans les solvants aqueux que non
aqueux. Ainsi, un film fin de monomeére est déposé sur le substrat ITO,
polyméthylmétacrylate) par évaporation thermique, et la micro—fabrication peut étre
réalisée en présence de la forme réduite du couple redox choisi (Ru(bpy)s*", IrClg*").
L’oxydant formé électrochimiquement a la microélectrode va ensuite générer la
polymérisation du monomere, formant des motifs de poly—NSN. Le monomére qui n’a pas

réagi peut alors étre évacué en milieu organique, sans altérer le polymeére.

Des motifs microscopiques de polyaniline ont été déposés sur des électrodes de
platine, carbone et or en utilisant le mode feedback de la SECM par J. Zhou et D. O. Wipf®.
Leur méthode, appelée mode “ micro—réactif ” (“ microreagent ”), est basée sur l'influence sur
loxydation de I'aniline de la concentration en protons. Une augmentation locale du pH au
niveau de la microélectrode est générée par réduction des protons et/ou de l'eau a la
microélectrode, ce qui déplace le potentiel d’oxydation de l'aniline vers les potentiels plus
négatifs. Ainsi, en polarisant le substrat positivement tel que 'oxydation de I'aniline ait lieu

dans de telles conditions de pH, il est possible de déposer électrochimiquement le polymeére.
Plus récemment, 1'équipe de J. Heinze a présenté un nouveau concept de micro—

fabrication de polymeéres conducteurs dont les monomeéres possedent de fortes solubilités

dans leau’. Le principe est basé sur la génération locale de protons par oxydation des ions
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NO;" a la microélectrode. Au niveau de la surface, le thiophéne en solution va réagir avec
l'oxyde de manganése en milieu acide pour former le radical cation Th'". Ces radicaux vont se
coupler pour former des dimeéres, et ainsi de suite. A partir de 'octomere, 'oligomére n’est
plus soluble et va donc se déposer sur la surface. De plus, cette équipe a ensuite appliqué la
technique de “ chemical lens” en ajoutant du bicarbonate de sodium, ce qui réduit fortement

la taille des microstructures formées (de 75 a 15 um).

II.C.4. Fonctionnalisation par des molécules organiques et biologiques

L’utilisation du mode feedback pour la micro—fabrication de structures organiques et
biologiques par SECM est assez récente. En effet, les biomolécules ont une spécificité de
comportement donc il est important de ne pas les dégrader ; c’est pourquoi ces molécules ne
sont pas utilisées directement en tant que médiateur, mais via un intermédiaire ou un bras
espaceur. Ainsi, créer des motifs biologiques ou organiques par mode feedback consiste a les
immobiliser tout d’abord sur la surface, puis a les activer ou désactiver localement par la
réaction électrochimique d'un médiateur. La premiére étape est possible a laide de
nombreuses méthodes bien connues ; la seconde consistant a altérer leur réactivité par un

médiateur redox a fait I'objet de nombreuses recherches.

La premiere étude a été menée par I'équipe de T. Matsue, et a consisté en la micro—

. . . . 84 . .
fabrication de motifs enzymatiques sur un substrat de verre™. L’oxydation d’ions bromures
ou chlorures a la microélectrode génere des espéces qui désactivent localement une flavo—

enzyme, la diaphorase, immobilisée sur le substrat, en formant des motifs non réactifs (Fig.

11.9).
= =

Br- Br,

|

HOBr —

/
P90 Fo900000

Figure I1.9 Schéma de micro—fabrication de surfaces de verre, ot est immobilisée la diaphorase, par

. I 84
électrogénération de bromures™.

Ces motifs ont ensuite été caractérisés par SECM en détectant le courant catalytique
d’'un médiateur redox (Fig. I1.10). En effet, la diaphorase catalyse 'oxydation d’'un coenzyme,

le NADH, par un médiateur, le ferrocénylméthanol. La taille des zones désactivées dépend de
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la distance de diffusion des espéces électrogénérées. Des motifs plus petits sont formés en

utilisant les ions chlorures plutot que les bromures.

Figure I1.10 Image SECM d’'un substrat sur lequel est immobilisée de la diaphorase. Le cercle sombre

N s .. o84
correspond & une zone désactivée™.

Conditions de formation de motifs non réactifs : 0,6 mM FMA | 1 M KCI, 0,1 M tampon phosphate pH
7,5, Er=1,9 Vvs. AglAgCl, =5 min.

Conditions de détection : 0,6 mM FMA, 5 mM NADH / 1 M KCI, 0,1 M tampon phosphate pH 7,5,
E;=0,4 Vus. AglAgCI.

Quelques années plus tard, la méme équipe a créé des motifs de diaphorase sur des
substrats de verre ol sont immobilisées des couches auto—assemblées de silane®. Des
radicaux hydroxyles sont générés électrochimiquement par la réaction de Fenton, pendant
laquelle les ions Fe®" présents en solution sont réduits a la microélectrode en présence de
peroxyde d’hydrogéne, H;O;. Ces radicaux vont ensuite réagir avec les monocouches, ce qui
va modifier localement leurs propriétés chimiques. Trois approches ont ensuite été étudiées
par T. Matsue et ses collegues (Fig. I1.11).

Dans la premiére (Fig. II.11A), les radicaux hydroxyles vont dégrader localement les
chaines de silane en les rendant hydrophiles. Or, I'enzyme s’adsorbe uniquement sur des
zones hydrophobes, et ne pourra donc pas s’adsorber en ces endroits. Dans le second cas (Fig.
I1.11B), la surface va également présenter des zones libres d’enzymes. En effet, les chaines
de silane sont modifiées tel que ’enzyme ne puisse pas s’y attacher par liaison covalente. Les
espéces Fe?" et Hy0, vont toutes deux réagir avec les radicaux hydroxyles, ce qui va réduire
la couche de diffusion de ces derniers (“chemical lens”). La troisiéme approche (Fig. I1.11C)
présente le cas ou la diaphorase va se lier sélectivement en des zones localisées de la surface.
Les radicaux hydroxyles vont transformer les terminaisons —SH de la monocouche en
groupes hydroxyles. Les terminaisons —SH non exposées aux radicaux vont étre
transformées en groupements —SO;~ par une oxydation en présence de Fe?" et HyO,. Ainsi,

la diaphorase pourra étre immobilisée sur les sites hydroxylés.
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Figure II.11 Micro—fabrication de motifs de diaphorase sur des monocouches auto—assemblées

immobilisées sur verre par génération de radicaux hydroxyles® : (A) la diaphorase est physiquement
adsorbée sur les zones hydrophobes ; (B) la diaphorase est chimiquement liée sur les zones sans radicaux
hydroxyles (motif “négatif”); (C) la diaphorase est chimiquement liée aux zones avec radicaux

hydroxyles (motif “positif ).

Enfin, D. O. Wipf et ses collegues ont modifié localement une surface de carbone
vitreux avec de la biotine®. La forte affinité entre la biotine et l'avidine est trés utilisée
comme technique de structuration de surfaces pour I'immobilisation de protéines.

D’une part, la biotine a été déposée en lignes de taille micrométrique sur ces substrats

i

en utilisant la sonde comme “crayon” électrochimique et en la déplacant le long de la
surface. Une espéce active de la biotine hydrazide est formée a la microélectrode par
oxydation, et va, apres diffusion jusqu’au substrat, se lier a la surface de carbone (Fig.
I1.12A). D’autre part, cette sonde joue le role d’'une “gomme ” électrochimique en détachant

les molécules liées a la surface. Des ions hydroxydes sont formés a la microélectrode et vont
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déplacer localement ces molécules, ce qui crée une image négative des motifs de biotine sur la
surface (Fig. I1.12B). Cette méthode permet donc a la fois la liaison et le détachement dans

des zones localisées de tailles micrométriques de biomolécules sur la surface.

BH BH* H,0 HO- ’__.4B
*]Ig]lg BBBOHO'HBBB
carbone carbone
A) (B)

Figure I1.12 Schémas de liaison et de détachement de maniére localisée de biotine (notée B) par
SECM®™ ; (A) génération de la forme réactive de la biotine hydrazide (notée BH) & la microélectrode ; (B)

génération d’ions hydroxydes a la microélectrode qui vont déplacer localement les groupes de surface.

La figure II.13 montre deux images obtenues en microscopie de fluorescence du mode
“crayon” et du mode “ gomme ”. Sur la figure I1.13A, le motif formé de biotine apparait en

blanc et sur la figure I1.13B, les régions modifiées, c’est—a—dire les régions ou le complexe

biotine—avidine a été détaché, apparaissent en sombre.

A) (B)

Figure I1.13 Utilisation de la SECM pour: (A) lécriture de motifs de biotine sur un substrat de

carbone, (B) le détachement de régions localisées de complexe biotinelavidine sur la surface™.

Conditions du mode “crayon ”: microélectrode de Pt/Ir, Ey=0,85 V vs. AglAgCl, Es=-0,1 Vuvs. AglAgCl,

V=1um s, d=0,5 um, solution de biotine hydrazide & 2 mg mL" dans du tampon borate pH 9.

Puis ajout d’avidine pour obtenir la fluorescence.

Conditions du mode “gomme ”: microélectrode dor, Ey=-1,1 V vs. AglAgCl, Es=OCP, V=1 um s L
d=0,5 um, solution de 1 M KCI.
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Le principal avantage du mode feedback est que le substrat n’est pas nécessairement
conducteur. Cependant, la taille des motifs déposés est souvent supérieure a celle obtenue en

mode direct.

I1.D. La SECM : un bon outil de micro—fabrication de surfaces ?

Comme dans toute technique de microscopie a sonde locale, la vitesse de micro—
fabrication est limitée par le mouvement de la sonde le long du substrat et par la cinétique
de la réaction au substrat. Lorsque cette cinétique est rapide (controle diffusionnel au
substrat), la microélectrode peut se déplacer a des vitesses élevées de l'ordre de quelques
micrometres par seconde. Cependant, dans certains cas, la réaction chimique ou
électrochimique sur la surface est le processus limitant. Actuellement, les modes utilisés en
SECM (direct et feedback) ne peuvent rivaliser avec les méthodes conventionnelles telles que
la photolithographie. Certains développements du microscope électrochimique, comme par
exemple la configuration multi—sondes, devraient améliorer fortement ses capacités en

terme de vitesse de modification de surfaces.

La résolution des motifs obtenus par SECM dépend de la taille et de la géométrie de
la microélectrode, et de la distance a laquelle est placée la sonde au—dessus du substrat. En
mode direct, la résolution est fonction principalement de la distribution du champ électrique,
ce qui impose que la sonde soit trés proche de la surface du substrat. Quant au mode
feedback, le parameétre déterminant est la taille de la microélectrode. L’équipe de M. V.
Mirkin a ainsi développé et caractérisé des nanoélectrodes utilisables en SECM, ce qui
permettrait d’augmenter la résolution des motifs, et, plus particulierement, dans le cas du

mode feedback®’.

Le principal avantage de la SECM en tant qu’outil de micro—modification de surfaces
est sa capacité a induire une vaste gamme de réactions chimiques et électrochimiques sur
des matériaux tres variés. De plus, les conditions expérimentales sont relativement douces
en terme de potentiel appliqué et de nature des électrolytes, ce qui représente un atout
majeur par rapport aux techniques plus conventionnelles telles que la photolithographie ou
I'impression par micro—contact. De plus, en mode feedback, le principal avantage réside dans
le fait que le substrat n’est pas nécessairement conducteur, ce qui élargit nettement le champ

d’application de la micro—fabrication par SECM.
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Ainsi, la microscopie électrochimique a balayage est une technique de micro—
modification de surfaces trés prometteuse, dont la quantité d’applications, déja relativement

importante, sera accrue avec la miniaturisation des sondes.

L’avantage majeur de la microscopie électrochimique est sa dualité dans son
utilisation afin de fonctionnaliser divers substrats et de réaliser également de I'imagerie de
surfaces. La derniére partie de ce chapitre sera consacrée a 'imagerie de surfaces par SECM,

et, plus particuliéerement, a la détection d’éléments biologiques.

IT1. Détection d’éléments biologiques par SECM

L’hétérogénéité des systemes biologiques nécessite, dans de nombreux cas, une
mesure localisée d’analytes spécifiques, comme, par exemple, pour mieux comprendre les
fonctions des organes vivants étudiés ou encore pour la détection de TADN. Cette localisation
de mesure doit étre accompagnée d’'une haute résolution temporelle et dun minimum de
perturbation du micro—environnement par la technique analytique. Ces considérations ont
mené au développement de sondes analytiques miniaturisées, et, plus particulierement, de
microcapteurs électrochimiques. Le développement des ultramicroélectrodes, et de la
microscopie électrochimique, ont amené une nouvelle voie d’étude des systémes d’intérét
biologique. Dés 1989, J. Wang et ses collegues ont montré que la microscopie électrochimique
pouvait fournir des informations concernant les variations spatiales des régions bioactives et
les vitesses des processus biologiques®™. En effet, I'imagerie par SECM peut étre réalisée
dans des solutions tamponnées, milieu privilégié pour la plupart des échantillons
biologiques, en balayant une microélectrode, sans toucher le substrat biologique, et en
interférant moins avec 1’échantillon que les sondes utilisées dans d’autres techniques a sonde
locale, telles que la microscopie a effet tunnel (STM) et la microscopie a force atomique
(AFM). Cependant, ils ont également précisé que quelques sources d’erreur étaient a
améliorer avant de pouvoir utiliser la SECM en tant que technique de routine quotidienne
telles que la stabilité de la réponse de 1’électrode, ou encore la reproductibilité du

positionnement de la sonde au—dessus de ’échantillon biologique.
Avant de discuter de quelques applications d'imagerie par SECM sur différentes

surfaces d’intérét biologique, nous allons tout d’abord présenter les modes de la SECM

utilisés pour la détection de molécules biologiques.
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IIT.A. Les modes d’exploitation pour la détection de systémes biologiques

ITI.A.1. Le mode génération/collection

Ce mode est le méme que celui présenté dans la premiére partie de ce chapitre, a
Iexception que 'espéce est générée non pas par une autre électrode, mais, par une réaction
biochimique (enzymatique par exemple), puis collectée a la sonde.

Deux cas peuvent étre distingués selon la taille de la sonde par rapport a I’échantillon
biologique. Lorsque la microélectrode a un diameétre supérieur a celui de 1’échantillon,
Pefficacité de la détection des espéces générées au substrat est proche de 100%. Ce mode est
Iintéressant lorsque la concentration de I'analyte est faible. La situation la plus courante est
celle dans laquelle la sonde a un faible diameétre, ce qui permet de réaliser une cartographie
de la concentration locale d'une molécule générée ou consommée au niveau du substrat.

Le tableau III.1 présente quelques exemples d’utilisation du mode

génération/collection en SECM pour la détection de systémes biologiques.

echantillon biologique espeéce détectée référence
glucose déshydrogénase (GDH) Fe(CN)g* 98
B—galactosidase p —aminophénol 99
glucose oxydase (GOx) H,0, 45
peroxydase (HRP) FMA ™ 110
uréase NH," 107
assemblage anticorps anti—digoxine 4—aminophénol 116

et enzyme alcaline phosphatase

assemblage antigéne carcino—embryonnaire FMA"* 118

et enzyme peroxydase
cellule neuronale (PC12) 0O, 13

Tableau III.1 Quelques exemples dutilisation du mode génération/collection pour limagerie de

systemes biologiques. FMA est le ferrocéne méthanol.

L’utilisation d’'une sonde ampérométrique en mode génération/collection entraine la
présence d'une composante de feedback dans le courant dans le cas ou la réaction
électrochimique au substrat est réversible et la distance entre la microélectrode et
I’échantillon biologique est inférieure a 5 fois le rayon de la sonde. En se placant a des
distances supérieures, ou en utilisant une sonde potentiométrique qui aura le réle d'un
capteur passif, les concentrations locales ne seront pas perturbées. De plus, le processus
électrochimique peut se produire simultanément sur la surface entiére. Cependant, le signal
mesuré a la sonde ne permet pas de déterminer la distance entre la microélectrode et le
substrat ; 1l est donc nécessaire d’'utiliser d’autres méthodes telles que la modélisation du

. . . . 89 . . , . , .
profil de concentration stationnaire™ ou la calibration par une réaction électrochimique. Par
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exemple, A. J. Bard et ses collegues ont utilisé la réduction de 'oxygéne afin de déterminer
cette distance sonde—substrat®. Ceci permet de ne pas ajouter de couple redox
supplémentaire dans la solution afin de ne pas interférer avec les mesures de pH réalisées.
Enfin, le processus a la sonde et la réaction biochimique étant deux phénomeénes
parfaitement indépendants, une vaste gamme de microcapteurs peut étre utilisée en tant que

sonde, comme, par exemple, les ISME décrites en I.B.1.b.

IT1.A.2. Le mode feedback

Le mode feedback décrit dans la premiére partie de ce chapitre peut permettre
également de réaliser de l'imagerie de systémes biologiques. En effet, une couche de
biomolécules immobilisée sur une surface conductrice limite le transfert d’électrons. Le
courant de feedback positif obtenu au—dessus de ces zones sera donc différent de celui sur le
substrat nu. Cependant, ce mode dimagerie peut localiser des molécules biologiques
immobilisées, mais ne fournit pas dinformation concernant lactivité ou la fonction
biochimique. De plus, il n’existe pas de relation mathématique entre le taux de recouvrement
des biomolécules et le degré d’inhibition des réactions faradiques sur le substrat conducteur.
En effet, ce degré est fonction de nombreux parameétres, tels que le taux de recouvrement,
mais aussi la structure moléculaire de la couche immobilisée, le potentiel de I'électrode, la
taille et ’hydrophobicité du médiateur utilisé, la nature et la densité de défauts de la couche

de biomolécules.

IT1.A.3. Le mode feedback avec catalyse enzymatique

Chaque enzyme, protéine ou complexe de protéines, reconnait spécifiquement une ou
plusieurs molécules selon un principe de complémentarité, grace a des sites de
reconnaissance et de fixation situés a sa surface. Les molécules sur lesquelles agit une
enzyme sont définies comme les substrats enzymatiques, en présence d’'un co—facteur dans le
cas des oxydases, réductases et déshydrogénases. Il est important ici d’insister sur la
signification des termes employés dans ce manuscrit: nous définissons par substrat en
SECM le support ou échantillon, 4 distinguer du substrat enzymatique qui désigne la
molécule avec laquelle réagit 'enzyme.

Les enzymes agissent a faible concentration et se retrouvent intactes en fin de
réaction : ce sont des catalyseurs biologiques. La vitesse de réaction enzymatique est
mesurée a partir de la quantité de produit formée en un temps donné. L'affinité de I'enzyme

pour son substrat est donnée par sa constante de Michaelis ou Kj;. Celle—ci est spécifique a
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chaque enzyme, et est définie comme la concentration de substrat pour laquelle la vitesse de

réaction enzymatique est la moitié de la vitesse de réaction maximale.

La figure III.1 présente le principe de I'imagerie par mode feedback avec catalyse
enzymatique. Le médiateur redox (R) est oxydé a la sonde pour donner une espéce O qui va
diffuser jusqu’a 'enzyme immobilisée sur la surface. Cette derniére va catalyser l'oxydation
du substrat enzymatique (noté S) pour régénérer le médiateur R qui diffuse ensuite jusqu’a
la sonde ou il sera de nouveau oxydé. Ce phénomeéne de “cyclage ” entre la microélectrode et
la surface va ainsi augmenter le courant d’oxydation du médiateur R. Le médiateur R est
choisi tel que 'espéce O soit un co—facteur actif de I'enzyme, c’est—a—dire qu’il joue le role de
donneur/accepteur d’électrons. Le phénomeéne de feedback dépend de la concentration du
médiateur en solution, du diameétre de la sonde, et de la distance entre la sonde et le

substrat.

S P
R 0]

< —— enzyme

Figure III.1 Schéma du mode feedback avec catalyse enzymatique. S et P sont respectivement le
substrat enzymatique et le produit de la réaction enzymatique. R est le médiateur redox présent en

solution ; O est sa formée oxydée qui est générée électrochimiquement a la sonde.

Le tableau III.2 présente quelques exemples d’enzymes dont l'activité peut étre
cartographiée par mode feedback avec catalyse enzymatique de la SECM selon le schéma

présenté dans la figure III.1.

enzyme substrat de l'enzyme médiateur référence

peroxydase (HRP) H,0, Q/HQ 92
diaphorase (Dp) NADH FMA/FMA"* 85,94,95

glucose oxydase (GOx) B—D-—glucose Fc/Fe™ 97
Fe(CN)g* "3~ 97
Q/HQ 97
glucose déshydrogénase (GDH) glucose FMA/FMA 98
Fc/Fe 98

Tableau III.2 : Quelques exemples d’imagerie d'activité enzymatique par mode feedback avec catalyse

enzymatique de la SECM. Le produit formé a partir du médiateur a la sonde va réagir avec l'enzyme.

FMA est le ferrocene méthanol, Fc le ferrocéne carboxylique, HQ Uhydroquinone et @ la quinone.
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Trois conditions sont indispensables afin de réaliser de l'imagerie de l'activité
enzymatique selon ce mode. Tout d’abord, il est nécessaire que les produits ou substrats de
Ienzyme n’inhibent pas la réaction électrochimique du médiateur a la sonde. Ensuite, les
especes dissoutes ne doivent pas non plus interférer avec la réaction enzymatique. Enfin,
cette réaction enzymatique doit produire un taux de régénération du médiateur R suffisant
pour rivaliser avec son transport de masse du coeur de la solution jusqu’a la sonde. La
distance entre la microélectrode et le substrat est donc un parametre treés important. La
limitation de ce systéme repose dans la détermination de la part de la topographie et de celle

de la réactivité de la surface sur la réponse en terme de courant mesuré a la microélectrode.

Afin de g’affranchir de cette limitation, une autre procédure consiste a utiliser deux
médiateurs redox”" : le premier (noté O;) est choisi tel qu’il n’interfére pas avec la réaction
enzymatique, et le second (noté Ry) est un co—facteur de 'enzyme immobilisée (Fig. I11.2).
En appliquant un premier potentiel a la sonde, le médiateur O; est réduit a la
microélectrode, et fournit une image en feedback négatif représentant la topographie de la
surface. Puis un second potentiel est appliqué a la microélectrode tel que O; ne réagisse pas a
la sonde. Par contre, I'accepteur d’électrons de I'enzyme Oy est formé a partir du second
médiateur Ry. Ces images en feedback positif sont ainsi comparées aux images précédentes,
représentant la topographie de I’échantillon, afin d’obtenir une cartographie de l'activité

enzymatique.

A) (B)

Figure III.2 Schéma de la procédure utilisant deux médiateurs redox: (A) Feedback négatif en
utilisant le médiateur O, pour obtenir une image de la topographie de la surface, (B) Feedback positif
avec catalyse enzymatique afin dobtenir une cartographie de lactivité de l'enzyme en utilisant le

médiateur Ry qui est oxydé a la sonde en O, accepteur délectrons pour l'enzyme.

IT1.B. Quelques applications

Dans cette partie, nous citerons quelques applications de l'imagerie de systéemes
biologiques par SECM. Ces études sont classées selon la nature de 1'élément biologique. Une
partie d’entre elles figurent également dans les tableaux récapitulatifs de l'utilisation de

chacun des modes d’exploitation dans la partie précédente (tableaux IIL.1 et 2).
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IT1.B.1. La détection de Pactivité enzymatique

L'imagerie par SECM de lactivité enzymatique sur des substrats isolants ou

conducteurs peut étre réalisée par le mode feedback ou le mode génération/collection.

IT1.B.1.a. Sur substrats isolants

L’équipe de A. J. Bard a utilisé le mode feedback avec catalyse enzymatique de la
microscopie électrochimique afin d’étudier une enzyme, la peroxydase (HRP), immobilisée
avec des copolyméres sur des substrats isolants (verre ou membrane polycarbonate)®®. La
benzoquinone présente en solution est réduite en hydroquinone a la microélectrode polarisée
négativement (fibre de carbone ou platine). L’hydroquinone diffuse jusqu’au substrat ou elle
va étre oxydée par le peroxyde d’hydrogéne, HyO,, présent en solution dans une réaction
catalysée par la peroxydase sur le substrat (Fig. II1.3). Le courant de feedback positif obtenu
est produit par la réaction d’'oxydation de ’hydroquinone par catalyse de I'enzyme, ce qui est
confirmé par l'obtention d’'un courant de feedback négatif loin des spots ou I'enzyme est

immobilisée, et sur des spots de copolymeére dépourvus d’enzyme.

H,0, H,0

BQ HQ
< — peroxydase (HRP)

Figure II1.3 Schéma de la réaction de feedback avec catalyse enzymatique®™. @ représente la quinone

présente en solution qui est réduite en HQ, hydroquinone.

T. Matsue et ses collegues se sont également intéressés a l'imagerie de l'activité
enzymatique de la peroxydase (HRP), et ont développé une nouvelle technique basée sur le
couplage entre la microscopie électrochimique et la chimiluminescence (SCLM, “ Scanning
ChemiLuminescence Microscopy ”)*. En effet, I'un des inconvénients de la SECM est que des
mesures simultanées de réactivité et de topographie sont tres difficiles puisque ces deux
grandeurs ne peuvent pas étre séparées. Le couplage des deux techniques proposé par cette
équipe permet d’obtenir, d'une part, des informations topographiques a partir des images
basées sur les courants redox, et, d’autre part, des données concernant l'activité de la
peroxydase immobilisée par 1'étude des images en chimiluminescence. La microélectrode
utilisée est constituée d'une fibre de carbone insérée dans un capillaire de verre étiré.
Lorsque la microélectrode est déplacée au—dessus d'un spot ou est immobilisée 1’enzyme
dans une solution aqueuse contenant le luminol, la peroxydase va catalyser 'oxydation du

luminol pour émettre de la chimiluminescence, qui est détectée par le photomultiplicateur.
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L’intensité collectée est représentée en fonction du positionnement de la sonde, ce qui donne
une cartographie de l'activité de I'enzyme. Une image de la topographie du substrat peut
également étre obtenue par SECM en représentant le courant de réduction de I'oxygéne en

fonction du positionnement de la microélectrode au—dessus du substrat.

L’équipe de T. Matsue a étudié par SECM lactivité dune autre enzyme, la
diaphorase®*® %% T1,a micro—fabrication de motifs enzymatiques sur un substrat de verre a
été réalisée par mode feedback de la SECM® (partie I1.C.4 et figure I1.9 de ce chapitre). Ces

motifs enzymatiques ont été caractérisés par SECM en utilisant le mode feedback avec

NADH TN Nap
FMA FMA-+
< — diaphorase (Dp)

Figure III.4 Schéma de la réaction de feedback avec catalyse enzymatique utilisée dans le cas de la

catalyse enzymatique.

diaphorase®. FMA est le ferrocéne méthanol et NADH la nicotinamide.

La microélectrode est déplacée le long du substrat dans une solution contenant le
ferrocéne méthanol (FMA) et la nicotinamide (NADH). Le médiateur FMA est oxydé a la
microélectrode polarisée positivement pour donner FMA™ qui va diffuser jusqu’au substrat.
La diaphorase va catalyser I'oxydation de NADH pour régénérer FMA qui sera de nouveau
oxydé a la sonde (Fig. III.4). Ainsi, la représentation du courant d’oxydation de FMA a la

microélectrode permet d’obtenir des images de la surface.

La méme équipe a ensuite modifié ce protocole en développant un systéme couplant la
microscopie électrochimique et la microscopie confocale a balayage (SCFM, “scanning
confocal microscopy ”)?. Le principe est le méme que celui expliqué dans la figure II1.4. De
plus, dans ce cas, le centre actif de la diaphorase va émettre une intensité de fluorescence qui
sera détectée par le systeme SCFM (excitation a A=473 nm). Ainsi, la SECM va fournir des
informations concernant la réaction enzymatique, alors que la SCFM apporte des données
sur la localisation de I'enzyme active. La figure III.5 présente les images des spots de
diaphorase. Les 4 spots émettent une forte intensité de fluorescence en présence ou en
absence de NADH (Fig. III.5A et B), mais l'addition de NADH réduit la diaphorase et
diminue légérement 1’émission de fluorescence a partir des spots. A I'inverse, les images
SECM different fortement en fonction de la présence ou non de NADH (Fig. II1.5C et D).

Aucun courant n’est observé en absence de NADH, alors que les quatre spots apparaissent
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apres son addition. Cette augmentation du courant d’oxydation de FMA mesuré a la sonde

est causée par l'oxydation de NADH catalysée par la diaphorase.

46 x104

Réponse photonique

Ocps
0 100 pm
(A) (B)
0.35
Réponse ampérométrique
0.25nA
0 100pm O 100 pm
(€) D)

Figure II1.5 (A) et (B) Images SCFM des spots de diaphorase (A) avant, et (B) aprés ajout de NADH,
(C) et (D) images SECM correspondant respectivement aux images (A) et (B)*®. V=10 um s, E;=0,5 V
vs. AglAgCI.

L’équipe de A. J. Bard a utilisé la SECM afin d’étudier les réactions de transfert
d’électrons d’espéces électrogénérées a la sonde se produisant sur des surfaces non
conductrices contenant une enzyme redox, la glucose oxydase”. Ils ont utilisé une solution

contenant deux médiateurs redox et le substrat de I'enzyme, le —D—glucose (Fig. I11.6).

; 5 B-D —glucose / 5 D—gluconolactone

MV2+ MV-+ HQ Q
«— GOx <« — GOx

A) (B)

Figure II1.6 Méthode développée par D. T. Pierce et al. pour l'étude de lactivité enzymatique de la
glucose oxydase (GOx)”" : (A) feedback négatif en utilisant pour médiateur le méthyl viologéne MV**, (B)
Sfeedback positif avec catalyse enzymatique en utilisant ’hydroquinone (HQ) en tant que médiateur, qui

va étre oxydée en quinone (@) a la sonde, jouant le réle d’accepteur d’électron pour la glucose oxydase.
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2+/.
V++

Le premier médiateur, le couple M permet de déterminer la distance

microélectrode—substrat, sans interférer avec la catalyse de 'enzyme. Le second médiateur

4-/3—

(ferrocéne carboxylique ”*, ferrocyanure ou Q/HQ) joue le role d’accepteur d’électrons

pour la glucose oxydase.

Plus récemment, I'équipe de G. Wittstock a étudié Dlactivité de la glucose
déshydrogénase (GDH) par les modes feedback et génération/collection de la SECM dont les
principes respectifs sont présentés dans la figure II1.8%°. La quinone pyrroloquinoline
(PQQ) est un co—facteur redox du mécanisme catalytique de la glucose déshydrogénase. La
quinone a I'état oxydé peut étre transformée en sa forme réduite, la quinole (PQQHS,) par le

transfert de deux électrons et de deux protons (Fig. IT1.7).

COOHH
COOH  +2e +2H* - N COOH
—> COOH /
_
-2e - 2H* \N /
HO OH
PQQ PQQH,

Figure III.7 Réaction de réduction de la quinone a l'état oxydé (PQQ) pour donner la forme réduite

quinole (PQQH,).

Le mécanisme catalytique de la glucose déshydrogénase a fait I’objet de nombreuses
études, et plusieurs mécanismes peuvent étre proposés. Nous n’en retiendrons qu’'un pour la

clarté de I'explication :

D-glucose + PQQ — PQQH; + D—gluconolactone (IT1.1)
PQQH: + GDH (ox) — GDH (red) + PQQ (I11.2)
GDH (red) + (3—n) My — GDH (0x) + (3—n) M,eq + 2H™ (I11.3)

ou M, et M,.q sont respectivement les formes oxydée et réduite du médiateur redox.

L’enzyme est liée a des billes paramagnétiques déposées en des sites microscopiques
d’'une surface de verre par 'intermédiaire de la forte affinité streptavidine—biotine. En mode
feedback, trois médiateurs ont été utilisés : le ferrocéne méthanol, le ferrocéne carboxylique,
le p—aminophénol (PAP). Parmi eux, le p—aminophénol présente la plus forte sensibilité,
mais celle—ci reste cependant inférieure a celle obtenue en mode génération/collection. De
plus, le mode génération/collection est peu sensible aux variations de la distance de travail,
ce qui permet de travailler a des distances plus élevées et donc de limiter les risques de
collision de la sonde avec la surface. La glucose déshydrogénase montre une activité

catalytique plus importante que la glucose oxydase, et se présente ainsi comme un
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substituant prometteur pour son utilisation dans les capteurs a glucose et dans le marquage
enzymatique des puces.
A)
Bilan de matiére a la sonde :
Mrea %' M, .cq (solution) + M,.q (réaction a I'enzyme) — M,
Bilan de courant a la sonde :

M, § glucose gluconolactone

ed

n

ir=1 (réaction a I'enzyme) + i (diffusion latérale)

B)

Bilan de matiére a la sonde :

§ %' M,.cq (réaction enzymatique) — My
Bilan de courant a la sonde :

M, .4 M, glucose gluconolactone

it=1i (réaction a 'enzyme)

Figure II1.8 Principe des modes (A) feedback avec catalyse enzymatique et (B) génération/collection
utilisés™. E représente lenzyme, la glucose déshydrogénase (GDH) ; PQQ est la quinone
pyrroloquinoline et est utilisée en tant que co—facteur de l'enzyme ; M, et M,.; sont respectivement les

Sformes oxydée et réduite du médiateur.

Cette équipe s’est également intéressée a I'activité enzymatique de la f—galactosidase
immobilisée sur des billes paramagnétiques”. Le mode génération/collection de la SECM a
été utilisé afin de contréler l'oxydation du p—aminophénol (PAP) formé par I'hydrolyse
catalysée par I'enzyme du p—aminophényl—p—D—galactopyranoside (PAPG) a la surface des
billes. La formation de ces spots enzymatiques ouvre une nouvelle voie de construction de

capteurs enzymatiques multiparamétriques (Fig. I11.9).

Figure II1.9 Image en mode génération/collection par SECM de micro—dépéts de B—galactosidase,
Er=0,35V, V=10 um s\, microélectrode de platine de 25 um de diamétre®.
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C. Zhao et G. Wittstock ont trés récemment montré que le mode feedback était
particuliéerement adapté a I'imagerie de réseaux avec de fortes densités de motifs
enzymatiques'®. Le mode génération/collection est préconisé lorsqu'une forte sensibilité de

détection est recherchée.

H. Yamada et al. ont réalisé I'imagerie de diaphorase et d’albumine co—immobilisées
sur un substrat de verre par microscopie électrochimique'®. Ils utilisent deux types de
méthodes de balayage afin d’obtenir des données concernant l'activité électrochimique et la
topographie simultanément via l'utilisation d'une microélectrode vibrante (piézoélectrique).
Le premier mode consiste a déplacer la sonde verticalement au cours de son balayage de la
surface afin de conserver une force de cisaillement constante. Ceci permet de placer la
microélectrode trés prés de la surface (typiquement entre 10 et 30 nm) sans risque de
destruction de la morphologie de la couche enzymatique. Cependant, une grande partie de la
diaphorase immobilisée sur le verre est déplacée, ce qui peut étre du a une collision entre la
microélectrode et la surface lors du déplacement latéral de la sonde. Le second mode utilisé
(“ standing mode ”), proposé par I'équipe de A. J. Bard'®® consiste a répéter une approche
suivie d’'une rétractation de la sonde en chaque point de mesure du courant. La rétractation
de la sonde (environ 2 um) permet d’éviter le contact avec la surface lors de son mouvement

latéral.

ITI1.B.1.b. Sur substrats conducteurs

Différentes enzymes ont été étudiées sur substrat conducteur par SECM afin

d’obtenir une cartographie de leur activité.

II1.B.1.b.i. Intérét du mode génération/collection

L’équipe de W. Schuhmann a étudié l'activité enzymatique de la glucose oxydase, liée
de maniére covalente a des lignes de poly—N-(w—amino—alkyl)pyrrole formées par mode
direct de la SECM (partie I1.B.2)°.

En présence du médiateur redox, un courant de feedback positif est obtenu en
déplacant la microélectrode au—dessus d’une ligne de polypyrrole fonctionnalisé par 'enzyme
et en absence du substrat enzymatique, le f—D—glucose. Le courant de feedback est moins
important au—dessus des lignes de polymeére que sur la surface d’or car le polymeére
représente une barriére de diffusion additionnelle entre la sonde et la surface d’or.

En présence du substrat enzymatique (glucose), la glucose oxydase est impliquée dans

la réaction de régénération du médiateur, et le courant de feedback obtenu correspond a la
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somme du courant de feedback positif conventionnel et du courant de feedback avec catalyse
enzymatique. Le courant de feedback du uniquement a la catalyse enzymatique est donc égal
a la différence entre le courant obtenu en présence de glucose et celui obtenu en son absence
(Fig. I11.10A).

En raison de la superposition des deux courants en présence du substrat
enzymatique, l'obtention d’'une cinétique enzymatique est plus difficile que dans le cas

d’enzymes immobilisées sur un substrat isolant ou non polarisé (Fig. II1.10B).

(A)
Bilan de courant a la sonde :
B—-D—glucose D-gluconolactone Absence de glucose :
Fe* ir=1 (feedback)
/ GOx Présence de glucose :
ir= 1 (feedback) +1 (réaction enzymatique)
V=0,056 pm s !
(B) gluconolactone GOx
3—
E;=0,45V vs. SCE [Fe(CN>i]—,>
[Fe(CN)(J*-

a2
w =

glucose

<)
©

courant (nA)
NN
il

. enprésence de glucose

26

25

24 en absence de glucose

234 - + ¢ ; 1
100 80 60 40 20 0

distance (um)

Figure III.10 Activité enzymatique de la glucose oxydase (GOx) par mode feedback avec catalyse
enzymatique de la SECM : différences entre substrat isolant et substrat conducteur®. (A) Schéma du
principe utilisé sur substrat conducteur. Fc est le ferrocéne carboxylique ; (B) Représentation
schématique du mode feedback avec catalyse enzymatique et des courbes d’approche en présence d'un
médiateur redox et du glucose (feedback positif), et en présence du médiateur redox uniquement

(feedback négatif) dans le cas d’un spot macroscopique enzymatique sur substrat isolant.

G. Wittstock et W. Schuhmann ont ensuite étudié I'activité enzymatique de la glucose
oxydase par SECM sur dautres substrats®®. Par désorption localisée des motifs
d’alcanethiolates sur une monocouche auto—assemblée par mode direct de la SECM (partie

I1.B.3), ils ont formé des zones microscopiques d’or nu, sur lesquelles la cystamine puis la
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glucose oxydase sont liées. Le mode feedback n’est pas adapté ici en raison de l'interférence
entre le courant de feedback positif du a la réaction enzymatique et celui du transfert
d’électrons hétérogene a la surface d’or. En effet, cette équipe a d’abord utilisé la procédure
citée précédemment qui consiste a estimer la contribution due a I'activité enzymatique par
différence entre les courants de feedback obtenus en présence et en absence de glucose.
Cependant, dans ce cas, la contribution due au transfert d’électrons hétérogeéne n’est pas
uniforme sur la zone balayée. ’'enzyme immobilisée est moins efficace en tant que barriere
de diffusion que la monocouche auto—assemblée, et des courants de feedback trés importants

sont mesurés au—dessus de la zone modifiée, méme sans activité enzymatique.

Cette équipe s’est affranchie de ce probleme en utilisant le mode génération/collection
de la SECM (Fig. II1.11). Celui—ci consiste a détecter la production de peroxyde d’hydrogéne
(H202) a la sonde ampérométrique (diamétre de 25 pum) polarisée positivement dans une
solution contenant le substrat de I’enzyme (glucose). En présence de glucose, la réaction

enzymatique se produit, et le gluconolactone et le peroxyde d’hydrogene sont formés.

B-D-gluco s\é\:ﬂ
O, Hy0,
< — GOx

.
/
.
——mecmeeap

D-gluconolactone

Figure II1.11 Principe du mode générationl/collection pour l'imagerie de lactivité enzymatique de la

45
glucose oxydase™.

De forts courants sont mesurés a la sonde au—dessus d'une zone de production de 30,
ce qui permet d’obtenir une cartographie de l'activité enzymatique de la glucose oxydase
(Fig. IT1.12A). Si la solution ne contient pas de glucose, aucun courant d’oxydation de HzO9
n’est mesuré a la sonde. De faibles courants sont obtenus (Fig. II1.12B), ce qui confirme que
le signal observé dans le cas de la figure III.12A est du a l'oxydation de I'espéce H309

générée par I'enzyme.
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Figure I11.12 Images SECM en mode génération/collection de la glucose oxydase lide & la surface® (A)

présence de glucose (50 mM), (B) absence de glucose dans la solution. E;=0,4 V, V=15 um s ".

Ainsi, le mode feedback pour la détection de l'activité enzymatique apparait
problématique sur substrats conducteurs. Le mode génération/collection est plus adapté,
mais entraine une perte dans la résolution latérale et une analyse cinétique difficile en
raison des profils de concentration non stationnaires. Sous d'importantes concentrations de
glucose en solution, le peroxyde d’hydrogene est formé de maniére continue au substrat, ce
qui augmente la valeur des courants de fond lors de l'acquisition des images en SECM. G.

45 .
7% pour résoudre

Wittstock et W. Schuhmann ont alors utilisé le concept de “chemical lens
ces difficultés qui consiste a introduire une réaction chimique homogéne qui va rivaliser avec
la réaction de détection a la sonde. Cette seconde réaction enzymatique va catalyser
la décomposition des espéces générées au substrat (H30s) et donc diminuer leur durée de vie.
En ajoutant une autre enzyme, la catalase, en faible quantité dans la solution de travail, la
distance de diffusion de H;O5 est limitée, ce qui permet d’augmenter la résolution latérale et
de diminuer les courants de fond. Afin d’obtenir les conditions optimales pour réaliser de
I'imagerie, il est nécessaire que la catalase soit présente en solution a une concentration

suffisante pour que la durée de vie de 'espéce HyO5 lui permette de diffuser dans l'espace

entre la sonde et le substrat, mais insuffisante pour que cette espéce s’accumule en solution.
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Figure II1.13 Lignes obtenues en déplacant la microélectrode (or — 25 um de diamétre) polarisée a 0,4
Va V=5 um s ' au—dessus d’un micro—dépot d'or fonctionnalisé par la glucose oxydase®: (A) en
présence de glucose (560 mM dans du tampon phosphate 0,1 M pH 7,4), (B) en présence de glucose et de

catalase, (C) dans le tampon phosphate seul.

Selon le méme procédé, 1équipe de D. Mandler a cartographié, en mode
génération/collection associé au “ chemical lens”, activité enzymatique de la glucose oxydase
immobilisée, par l'intermédiaire de monocouches de cystamine, sur des micro—dépots d’or

obtenus sur un substrat de silicium par mode feedback de la SECM (partie I1.C.1a)%"

La figure III.13 montre I'intérét d’utiliser le concept de “ chemical lens”. En effet, la
surface d’activité enzymatique est supérieure a celle réellement occupée par la glucose
oxydase, ce qui indique une perte de la résolution latérale en wutilisant le mode
génération/collection (Fig. III.13A). Le principe de “ chemical lens” qui consiste ici a ajouter
une seconde enzyme, la catalase, permet d’augmenter cette résolution latérale (Fig. I11.13B).

En absence de glucose, 'activité de ’enzyme n’est pas détectée (Fig. I11.13C).

II1.B.1.b.ii. Détection de Pactivité d’'une enzyme

Quelques années plus tard, T. Wilhelm et G. Wittstock ont utilisé le mode
génération/collection afin de détecter la peroxydase immobilisée sur des monocouches auto—
assemblées (SAMs) par détection & la microélectrode de I'ion Fc¢'* formé au substrat selon la

L . 103
réaction ci—dessous .

H30; + 2Fc — 20H™ + 2Fc ™ (I11.4)
L’équipe de G. Nagy s’est intéressée aux réactions biocatalytiques a l'intérieur de la

. . 104 . . ,
couche enzymatique (glucose oxydase) d’'un biocapteur . Les concentrations instantanées de

Poxygene dissout et du peroxyde d’hydrogéne sont étudiées par mesure du courant a une
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microélectrode ampérométrique, alors que des sondes miniaturisées potentiométriques
permettent de mesurer les variations locales de pH. En tracant des courbes d’approche, ils
ont observé qu'un maximum local de peroxyde d’hydrogéne et un minimum d’oxygéne sont
obtenus a une distance de 200 pm de la frontiére substrat/couche enzymatique. Ces résultats
expérimentaux ont été corrélés a une modélisation des profils de concentration par la

méthode des différences finies.

L’équipe de A. J. Bard a montré I'intérét d’utiliser des biocapteurs ampérométriques
en tant que sonde en microscopie électrochimique'®. Ces sondes sont constituées d’une
enzyme, la peroxydase (HRP), immobilisée sur une microélectrode de carbone par
I'intermédiaire d'un polymeére redox. Ces microélectrodes ont été utilisées par cette équipe
afin de mesurer le peroxyde d’hydrogéne dans la couche de diffusion pendant la réduction
électrochimique de 'oxygéne sur des substrats d’or et de carbone. Ces biocapteurs permettent
également de détecter la glucose oxydase immobilisée sur un substrat de carbone vitreux a
travers la production de peroxyde d’hydrogéne pendant la réaction enzymatique du glucose.
En effet, 1a glucose oxydase va générer le peroxyde d’hydrogéne suivant les réactions 5 et 6,
et, aprés quelques minutes, un profil de concentration quasi—stationnaire du peroxyde
d’hydrogéne est développé sur la surface de carbone.

GOy + B—D—-glucose — GOyeq + D—gluconolactone (IT1.5)
GO,eq + Oz — GOy + H504 (IT1.6)

L’équipe de G. Denuault a ensuite montré que l'utilisation d’électrodes micro—disques
mésoporeuses améliore la détection ampérométrique du peroxyde d’hydrogéne produit par la
glucose oxydase immobilisée, en raison de la combinaison d'une diffusion quasi-
hémisphérique et d’une grande surface électroactive'®. La réponse stationnaire est trés
stable et présente une dépendance linéaire sur une large gamme de concentration de HyOs,
ce qui permet de relier plus facilement la réponse de la sonde a l'activité enzymatique, en

comparaison aux sondes conventionnelles de forme disque.

Le mode génération/collection associé a une sonde potentiométrique a été utilisé par
B. R. Horrocks et M. V. Mirkin pour 'étude de activité enzymatique de I'uréase'’’. Cette
enzyme en solution aqueuse s’adsorbe spontanément sur l'or, et catalyse ’hydrolyse de I'urée
en ilons ammonium et bicarbonate. L’activité de cette enzyme immobilisée sur une
microélectrode d'or de 100 um de diameétre a été observée a laide dune sonde

potentiométrique a ions sélectifs en détectant le produit NH," de la réaction enzymatique.

(NH),CO + 3H,0 — 2NH," + HCO;™ + OH" (I1L.7)
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Récemment, Y. Hirata et al. ont couplé la microscopie électrochimique avec des
sondes (cantilever) de microscopie a force atomique'®. Pour un maintien constant et précis
de la distance entre la sonde et le substrat, la sonde SECM-AFM résultante est controlée
par la technique de microscopie a force dynamique (DFM, “Dynamic Force Microscopy ”)
avec une excitation en champ magnétique. La figure III.14A présente 'image topographique
de la couche complexe contenant 'enzyme, tandis que les figures II1.14B et C montrent les
images SECM obtenues avant et aprés ajout du glucose. En absence de glucose, le courant
mesuré a la sonde SECM-AFM est négligeable, alors qu’en présence de glucose, une
augmentation du courant doxydation de HyOs; est observée. La résolution de I'image
représentant la valeur du courant a la sonde en fonction de son positionnement est élevée, ce
qui permet de distinguer un grain d’'un agrégat ou d’'un défaut par comparaison avec 'image
topographique. Lorsque le substrat est polarisé a 0,9 V, le peroxyde d’hydrogéne généré au
cours de la réaction enzymatique est consommé au substrat, ce qui diminue le courant

mesuré a la sonde (Fig. I11.14D).

50 nm 20 2nA
0nm 0nA
2nA 2nA
d 0nA 0nA
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
(um) (nm)

Figure III.14 Topographie et images SECM enregistrées simultanément d’une couche complexe de
polyélectrolytes contenant la glucose oxydase en utilisant le mode de microscopie & force dynamique
(DFM) de la SECM—-AFM'®. (a) image topographique, (b) image SECM du courant & la sonde polarisée
a 0,9 V en absence de glucose, (c) mémes conditions que B, mais en présence de glucose (10 mM), (d)

mémes conditions que C avec Es=0,9 V.

En utilisant également des sondes SECM—AFM'”, C. Kranz et ses collégues ont

étudié l'activité enzymatique de la peroxydase par mode génération/collection de la SECM''°.
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Il consiste ici en la détection ampérométrique de I'ion ferrocinium FMA ™ généré au cours de
la réaction 8 catalysée par la peroxydase.

2FMA + H;0; + 2H" — 2FMA" + 2H,0 (IT1.8)

L’'un des principaux intéréts d'un tel systéme est de pouvoir diminuer la distance entre la
sonde et le substrat, ce qui permet daugmenter la résolution latérale en mode

génération/collection.

Aprés I'étude de l'activité enzymatique de la peroxydase sur substrat isolant par
couplage entre la microscopie électrochimique (SECM) et la microscopie de
chimiluminescence (SCLM)%, T. Matsue et ses collégues se sont intéressés a son utilisation
pour la détection du glucose et de l'acide urique'’. D’une part, le peroxyde d’hydrogéne
généré par des spots de glucose oxydase et/ou uricase est oxydé a la microélectrode dans une
solution contenant le glucose et/ou l'acide urique (imagerie SECM). D’autre part, un
capillaire de verre effilé rempli d’'une solution de luminol et de peroxydase (HRP) est utilisé
comme sonde pour générer la chimiluminescence (imagerie SCLM). Les cartographies a deux
dimensions représentant le courant d’oxydation et l'intensité du photomultiplicateur en
fonction du positionnement de la sonde montrent des contrastes qui reflétent 'activité de la
glucose oxydase immobilisée et de l'uricase. Ainsi, les activités des enzymes peuvent étre

mesurées selon deux procédés différents, ce qui fiabilise la détection.

L’équipe de T. Matsue a étudié l'activité enzymatique de la diaphorase immobilisée
sur des réseaux d’électrodes d’or''?, en utilisant le méme principe que celui présenté dans la
figure III.4. La distance entre la microélectrode et la surface est un paramétre essentiel
pour la sensibilité et la qualité de I'image SECM obtenue. C’est pourquoi cette équipe a
utilisé un systéeme de microscopie électrochimique équipé d’'un contréle de la distance en
mesurant les forces de cisaillement exercées entre 1’échantillon et la sonde. Ce systéme
permet de déplacer la microélectrode tres pres de la surface (50 nm), sans la heurter. Les
augmentations de la sensibilité et du contraste de I'image obtenue en SECM peuvent étre

trés intéressantes pour la caractérisation d’enzymes et de cellules vivantes.

II1.B.1.b.iii. Détection de systémes multi—enzymes

L’équipe de W. Schuhmann a construit des systémes multi—enzymes''? constitués de
lignes entrecroisées de différentes enzymes (systéme glucose oxydase et catalase, ou systéme

. 114
a—glucosidase, mutarotase, et glucose oxydase) .
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Figure II1.15 Image SECM en mode génération/collection d’une microstructure multi—enzymes'™* : a—

glucosidase et mutarotase (ligne A) et glucose oxydase (ligne B).

Ces systémes ont ensuite été caractérisés par le mode génération/collection de la
SECM. Considérons la premiére enzyme A qui va générer un produit P, a partir de son
substrat Sa. Il existe alors de nombreuses possibilités d’interactions de ce produit P4 avec la
seconde ou la troisieme enzyme. Par exemple, ce produit peut étre consommé par 'enzyme B,
ce qui correspond a un courant important sur la ligne de ’enzyme A et un courant faible pour
celle de B. Une autre possibilité est que le substrat S, soit le produit Py de la réaction
catalysée par I'enzyme B. Dans ce cas, la sonde ne détectera un courant correspondant a Py
qu’a l'intersection des deux lignes des enzymes A et B. En ce point, la proximité des deux
enzymes permet la formation du produit P, par la génération localisée du substrat S, généré

par B.

La figure II1.15 présente I'image obtenue en mode G/C d’'un systéme multi—enzymes
constitué de a—glucosidase et mutarotase sur la ligne A, et glucose oxydase (GOx) sur la

ligne B. Plusieurs réactions peuvent se produire :

Sur la structure a—glucosidase : maltose + HO — 2 ao— D —glucose (I11.9)
Sur la structure mutarotase : a—D—glucose — p— D—glucose (IT1.10)
Sur la structure GOx : p— D—glucose + Oy — acide gluconique + Hy04 (II1.11)

Un courant est observé uniquement aux intersections entre les deux lignes, ce qui indique
que le maltose a réagi selon la réaction catalysée par la a—glucosidase, ce qui conduit a
loxydation du glucose par la glucose oxydase, et donc a un courant d’'oxydation de HyO,

détecté a la sonde.

T. Wilhelm et G. Wittstock ont étudié les interactions d’'une microstructure multi—

enzymatique constituée de spots de peroxydase (HRP) et de glucose oxydase (GOx)'".
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Figure II1.16 Schéma du mode génération/collection pour la détection simultanée de l'activité des deux

enzymes immobilisées (HRP et GOx)"".

Ils ont montré que le mode génération/collection de la SECM permettait de détecter
les activités de ces deux enzymes collectivement (Fig. II1.16) ou individuellement. En effet,
d’'une part, en présence de glucose, dioxygéne (Os) et hydroxyméthyl ferrocéne (FMA), la
réaction enzymatique au niveau du spot de la glucose oxydase va former le gluconolactone et
le peroxyde d’hydrogéne. Ce dernier est un substrat de la peroxydase et va étre réduit au
niveau des spots de cette seconde enzyme, 'espéce FMA jouant le role de donneur d’électrons.
Ainsi, T'espéce formée FMA " pourra étre détectée a la sonde (Er=0 V). Les images SECM
obtenues montrent la dépendance sur la conversion de la couche de peroxydase de la distance
séparant ces deux enzymes. D’autre part, les activités de ces enzymes peuvent étre étudiées
séparément. En présence de glucose et dioxygeéne (sans FMA), la formation du peroxyde
d’hydrogéne peut étre détectée a la microélectrode polarisée a 750 mV, alors qu’en présence
de peroxyde d’hydrogéne et d’hydroxyméthyl ferrocéne (sans glucose), la réduction de I'espéece
FMA* A la sonde (E7=0 V) indiquera les régions de peroxydase, indépendamment de la

localisation de la glucose oxydase.

II1.B.2. Vers 'imagerie d’autres systémes biologiques

II1.B.2.a. Les anticorps et antigénes

Les équipes de G. Wittstock et T. Matsue ont détecté divers anticorps ou antigénes en
mode génération/collection de la SECM, servant alors de capteur immunologique.
La premiére détection par SECM d’anticorps immobilisés sur une surface a été

réalisée par G. Wittstock et al. en 1995'°

. Des anticorps (Ab) anti—digoxine ont été
immobilisés sur une surface de verre. Ils sont ensuite mis en contact avec l'antigéne
correspondant marqué avec une enzyme, l'alcaline phosphatase (Ag—E) pour former le

complexe Ab:Ag—E par saturation des sites de liaison accessibles de l'anticorps. Cette
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enzyme va catalyser 'hydrolyse du composé redox inactif, le 4—aminophénylphosphate pour
donner une espéce redox active, le 4—aminophénol. Ce dernier pourra ensuite étre détecté a
laide d’'une microélectrode ampérométrique en mode génération/collection de la SECM, seul
mode utilisable dans ce cas, 'alcaline phosphatase n’étant pas une enzyme redox. Le courant
mesuré a la sonde correspond donc a la densité de sites de liaison actifs dans la couche
d’anticorps immobilisés.

G. Wittstock et son équipe ont ensuite étudié la détection d’anticorps anti—souris
immobilisés sur des micro—structures paramagnétiques en utilisant une procédure similaire

R L - 117
a celle décrite précédemment .

L’équipe de T. Matsue s’est intéressée a la détection par SECM d’antigénes carcino—
embryonnaires (CEA, “CarcinoEmbryonic Antigen”) immobilisés selon une méthode
“sandwich "', Des anticorps anti—CEA, puis les antigénes CEA sont immobilisés sur une
surface de verre. Enfin, de la peroxydase (HRP) marquée par les anticorps anti—CEA est
déposée sur la surface modifiée (Fig. II1.17). Cette enzyme va catalyser l'oxydation du

ferrocéne méthanol (FMA) pour donner I'espéce FMA " qui sera détectée a la sonde.

!

HRP marquée par 'anti—CEA

[ X
Ve ] CEA (Ag)

@

°
'

Y Y } anti—CEA (Ab)

verre

Figure II1.17 Principe de la structure “sandwich” utilisée pour la détection'®. L’Ag—CEA est

l'antigéne carcino—embryonnaire et Ab est l'anticorps correspondant.

Selon la méme procédure de structure “sandwich ” et de détection de 'espéce FMA*
générée par la réaction enzymatique de la peroxydase, 'équipe de T. Matsue a également
étudié l'hormone lactogéne placentaire (HLP), T’hormone gonadotrophile chorionique

humaine (hCG)" et une protéine toxique, la leucocidine'*.

II1.B.2.b. Les autres protéines

La microscopie électrochimique permet la détection de protéines autres que les

enzymes.
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W. B. Nowall et al. ont montré, dés 1998, qu’il était possible de réaliser I'imagerie
d’électrodes modifiées par de l'avidine en mode génération/collection de la microscopie

121 11 ont

électrochimique en détectant l'oxydation d’ions ferrocyanures a la microélectrode
montré par voltamétrie cyclique que la réduction des ions ferricyanures en ions
ferrocyanures est beaucoup plus lente et se produit a des surpotentiels plus importants sur
I’électrode modifiée par l'avidine que sur I'électrode de carbone nue. Puis ils ont utilisé la
SECM pour détecter les zones modifiées par 'avidine par 1’étude de la cinétique de réduction
des ions ferricyanures. Le substrat et la sonde sont polarisés tels que les ions ferrocyanures
soient produits au substrat, puis, apres diffusion jusqu’a la microélectrode, ré—oxydés a la
sonde. Les images SECM montrent des régions a fort courant mesuré a la sonde et d’autres
ou celui—ci est moins important. Ils ont vérifié que le courant mesuré était dépendant du

potentiel appliqué au substrat, ce qui montre que les différences de courant étaient causées

par une différence du transfert d’électrons, et non pas par la topographie de la surface.

M. Ciobanu et al. ont caractérisé un complexe de protéines, PSI (Photosystéme I),
adsorbé sur des monocouches auto—assemblées sur or'?2. Cette couche isolante va bloquer le
transfert d’électrons du médiateur redox, le ferrocénylméthyl—triméthylammonium
(FcTMA), ce qui réduit le courant de feedback mesuré a la sonde.

L’équipe de H. H. Girault a réalisé I'imagerie de protéines adsorbées sur des
membranes de polyfluorure de vinylidéne (PVDF)'?%. Les protéines utilisées comme modéles
(BSA, “Bovine Serum Albumin”) sont marquées avec des nano-—particules d’argent (Fig.
I11.18). Lorsque la microélectrode est déplacée a proximité du substrat polarisé positivement
(Es=0,7 V vs. Ag/AgCl), la forme oxydée du médiateur redox (Os(bpy)s’") réagit avec les
nano-— particules pour former I'ion Ag" (E° Ag'/Ag < E° [Os(bpy)]s*""*"). Ainsi, un courant de
feedback positif sera observé au—dessus des nano-particules, indiquant la présence de

protéines, alors qu'un courant de feedback négatif sera observé sur le reste de la surface.

Os(bpy)s®*t  Os(bpy)s?*
Agt

(aglaglagiag
protéine

membrane PVDF

Figure II1.18 Schéma du principe électrochimique utilisé pour la détection de protéines par SECM par
Uéquipe de H. H. Girault'®.



Chapitre I Bibliographie : La microscopie électrochimique a balayage

IT1.B.2.c. Les tissus ou membranes

Des études ont été menées concernant le transport moléculaire a travers des
membranes poreuses par microscopie électrochimique. Les études des transports convectif et
diffusif dans des biomatériaux poreux sont tres intéressantes pour le domaine biomédical et

en biophysique.

La premiére étude par SECM concernant le transport moléculaire a travers la peau a
été menée par E. R. Scott et al.'® Lespéce électroactive (Fe(CN)g¢*") est placée dans le
compartiment donneur et sa diffusion a travers un échantillon de peau de souris est imposée
par un courant iontophorétique. Le courant mesuré a la microélectrode polarisée correspond
alors a l'oxydation de Fe(CN)g'™ au—dessus de la surface de la peau dans le compartiment

récepteur (Fig. I11.19).

Fe(CN)g*~ Fe(CN)g-

compartiment récepteur

_ compartiment donneur

Fe(CN);* Fe(CN)g*~

Figure II1.19 Schéma du principe de la mesure du flux moléculaire localisé par SECM a travers une

- 124
membrane poreuse de peau de souris .

La dentine est un tissu dur, vivant contenant des millions de canaux arrivant
directement dans la pulpe dentaire. P. R. Unwin et son équipe ont étudié le flux convectif a
I'intérieur des tubules (1 a 2 um de diameétre) par SECM, qui est associé a 'hypersensibilité
dentinaire'®. Puis ils se sont intéressés a linfluence d’agents chimiques bloquants sur le
transport moléculaire a travers les tubules de dentine'®. Enfin, S. Nugues et G. Denuault
ont utilisé un mode combiné de collection a la sonde associée a I'imagerie en feedback négatif
par SECM pour I’étude du transport diffusionnel dans les pores de la dentine'?’.

L’équipe de P. R. Unwin a également réalisé de I'imagerie de la perméabilité dun
cation sonde, le méthyl viologéne (MV*"), dans des cartilages articulaires bovins'?®.

Dans les cellules eucaryotes, le transport moléculaire entre le cytoplasme et le
nucleus est réalisé par I'intermédiaire du complexe poreux nucléaire (NPE, “ Nuclear Pore

Complex ”), qui perfore I'enveloppe nucléaire (NE, “ Nuclear Enveloppe ”). La perméabilité

locale de cette enveloppe a été étudiée par SECM par J. Guo et S. Amemiya'?’.
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I11.B.2.d. Les cellules

Une détection sensible et fiable des cellules est nécessaire au développement et aux
études dans de nombreux domaines tels que la biochimie, la biologie cellulaire, la
neurobiologie, la médecine ou encore la pathologie. Les techniques de microscopies telles que
la microscopie a fluorescence, la microscopie confocale a balayage laser (CLSM, “ Confocal
Laser—Scanning Microscopy ”), la microscopie optique en champ proche (SNOM, “ Scanning
Near—field Optical Microscopy ”), la microscopie a force atomique (AFM, “ Atomic Force
Microscopy ”) ou encore la microscopie électrochimique (SECM), sont des outils performants

pour I'étude des changements de configuration des cellules et de leurs caractéristiques™™.

L'imagerie de cellules par SECM est un processus délicat car ce sont des systémes qui
ne sont pas plats et qui sont donc facilement endommageables par la sonde. Le nombre de
médiateurs pouvant étre utilisés dans ce cas est limité en raison de la toxicité présentée par
de nombreux couples redox. Comme nous allons l'observer dans les quelques exemples
d’études de cellules par SECM cités ci—dessous, I'oxygéne est fréquemment employé en tant
que médiateur car il est naturellement produit ou consommé a la surface des cellules
vivantes, ce qui évite d’ajouter une espéce redox supplémentaire a la solution qui pourrait

influencer la réponse de la cellule.

I11.B.2.d.i. Etude de cellules cancéreuses

L’équipe de T. Matsue a étudié l'activité respiratoire de cellules cancéreuses de célon
humain (SW-480) par SECM en utilisant le courant de réduction de 'oxygéne mesuré a la
microélectrode (platine), caractéristique de lactivité cellulaire™’. Selon le méme procédé,
cette équipe a également détecté par mode feedback de la microscopie électrochimique

132,133,134

Pactivité respiratoire de cellules vivantes cancéreuses de souche Hela et de cellules

135 L . .
. Cette équipe a ensuite combiné la

humaines cancéreuses érythroleucémiennes (K562)
microscopie électrochimique avec une stimulation locale du substrat afin de mesurer
simultanément les espéces électroactives autour de cellules HeLa stimulées et non
stimulées'®. Trés récemment, T. Matsue et ses collégues ont développé un nouveau systéme
de culture de cellule cancéreuse de poitrine humaine en 3 dimensions pour des tests de
sensibilité des drogues anti—cancéreuses, et ont ensuite évalué I'activité respiratoire de ces

cellules par SECM en utilisant le courant de réduction de 'oxygéne'”. Ainsi, une diminution

de la concentration d’'oxygéne indique un changement de l'activité respiratoire des cellules.
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II1.B.2.d.ii. Etude des protoplastes

L’équipe de T. Matsue s’est intéressée a I'imagerie des activités photosynthétiques et
respiratoires de protoplastes (cellules végétales ou bactériennes dont la paroi a disparu)
d’algues par microscopie électrochimique basée sur la mesure du courant de réduction de
loxygéne™®. Ainsi, dans lobscurité, I'image du protoplaste obtenue présente une faible
concentration d’oxygéne en raison de sa consommation par respiration. Sous irradiation

lumineuse, 'image est opposée en raison de la génération d’oxygeéne par photosynthése.

Cette méme équipe a ensuite réalisé l'imagerie de topographie et d’activité
photosynthétique de protoplastes en utilisant des microélectrodes constituées de deux
disques de platine'. Ces sondes sont capables de détecter simultanément deux espéces
électroactives. Ainsi, ils ont réalisé des profils de topographie des protoplastes par détection
au premier disque de la microélectrode du courant d’oxydation d'un médiateur redox
(Fe(CN)g*") présent en solution. L’activité photosynthétique du protoplaste est également

détectée en mesurant le courant de réduction de 'oxygéne a 'autre disque de la sonde.

Quelques années plus tard, cette équipe a caractérisé par SECM lactivité de la

peroxydase dans un protoplaste d’algue'*’.

La génération d’ions ferricinium méthanol
(FMA ) sur la surface du protoplaste par une réaction catalysée par 'enzyme est détectée a
la microélectrode dans une solution contenant le ferrocéne méthanol (FMA) et le peroxyde

d’hydrogéne, qui sont le médiateur redox et le substrat de 'enzyme respectivement.

II1.B.2.d.iii. Etude des sites enzymatiques de mitochondries

D. T. Pierce et A. J. Bard ont utilisé le mode feedback de la microscopie
électrochimique pour réaliser I'imagerie de lactivité de la réductase de mitochondries
individuelles”. Lorsque la microélectrode de carbone est approchée a proximité de la surface
de verre, sur laquelle est immobilisée la mitochondrie, I'accepteur (ou substrat) de ’enzyme,
le TMPD", est constamment produit par application d’un potentiel positif & la sonde (Fig.
II1.20A). Si la sonde est placée juste au—dessus de la mitochondrie, en présence de NADH en
solution, l'accepteur a l’état neutre, ou produit, (TMPD"), est régénéré par un transfert
catalysé par la réductase, ce qui va augmenter le courant mesuré a la microélectrode. A
I'inverse, si la mitochondrie est inactive ou que NADH n’est pas présent en solution, ’'espéce
TMPD® n’est pas régénérée. Le blocage par la mitochondrie de la diffusion du coeur de la

solution jusqu’a la microélectrode produit alors un courant de feedback négatif (Fig.

T11.20B).
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Figure II1.20 (A) Principe de limagerie SECM de sites enzymatiques de mitochondries immobilisées
sur une surface de verre, (B) image SECM de mitochondries immobilisées sur du verre, microélectrode
de carbone (a=4 um, Rg=10), V=10 um s ', E;=0,2 V vs. SCE dans une solution contenant NADH et
TPMD"'.

IT11.B.2.d.iv. Etude des cellules mammaires

M. V. Mirkin et ses collegues ont utilisé la microscopie électrochimique en mode
feedback pour I'étude de plusieurs cellules mammaires'*'.

Des médiateurs redox hydrophiles (ferrocyanure, ferrocéne carboxylate), ne pouvant
pénétrer dans la membrane de la cellule, permettent d’obtenir des images topographiques
des cellules (Fig. ITI.21A). L’utilisation d'un médiateur redox hydrophobe (ménadione, 1,2—
naphtoquinone) permet de cartographier la réactivité redox des cellules, avec une résolution
micrométrique ou submicrométrique (Fig. II1.21B). Enfin, le flux d’acides produit par la
cellule immobilisée, ainsi que les profils de pH autour de la cellule, peuvent étre mesurés en

mode potentiométrique, ce qui permet I'accés aux phénomenes énergétiques de la cellule

(Fig. IIL.21C).

Ils ont ensuite étendu cette approche consistant a utiliser deux médiateurs redox (I'un
hydrophile et I'autre hydrophobe) a I'’étude du transfert de charge transmembranaire dans
une bactérie’®®. Ils ont également étudié l'évolution de différents facteurs (taux de
perméation de la membrane par les espéces redox, concentration intracellulaire de centres
redox...) qui déterminent la vitesse de régénération du médiateur redox pour 1'étude de
cellules mammaires humaines'*®. Enfin, ils ont utilisé cette technique pour l'étude de
populations de cellules de haute densité, et non plus de cellules individuelles séparées**.
Ainsi, 1l est possible de distinguer par leurs activités redox en SECM entre des cellules

mammaires humaines épithéliales non transformées et des cellules mammaires

métastatiques.
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Figure II1.21 Principe des modes ampérométrique (A—B) et potentiométrique (C) utilisé par l'équipe de
M. V. Mirkin**! pour Uétude de cellules vivantes : (A) la membrane de la cellule est imperméable au
médiateur redox hydrophile O : feedback négatif ; (B) le médiateur redox O,/R, hydrophobe est régénéré,
Os/R,, étant 1ié a la cellule ; (C) le profil de concentration de protons autour de la cellule immobilisée est

réalisé a l'aide d’une sonde potentiométrique (Sb).

I11.B.2.d.v. Etude des cellules endothéliales de cordon ombilical
(HUVEC)

A. Pailleret et al. ont utilisé la microscopie électrochimique afin de détecter 'oxyde
nitrique (NO) libéré par des cellules humaines endothéliales isolées de veine ombilicale
feetale (HUVEC)'*. Cette approche comporte trois étapes. La premiére consiste a positionner
la microélectrode de platine a une distance donnée de la surface de la cellule (10 um) a I'aide
de courbes d’approche en utilisant 'oxygéne en tant que médiateur. La seconde étape est la
modification électrochimique in—situ de cette sonde avec un électrocatalyseur de I'oxydation
de l'oxyde nitrique (NiTSPc). Un stimulant, la bradykinine, est nécessaire a l'activité de la
synthase endothéliale de I'acide nitrique. Au cours de la derniére étape, 'oxyde nitrique NO
libéré par la population de cellules apres stimulation est détecté ampérométriquement a la

microélectrode.
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L’équipe de W. Schuhmann a amélioré la technique précédente en utilisant une
microélectrode constituée de deux disques de platine: le premier de 10 um de diameétre
permet le controéle de la distance par mesure du courant de feedback négatif 1ié a la réduction
de Toxygéne, et le second de 50 pm de diameétre est modifié chimiquement avec de la
porphyrine afin de constituer le capteur de I'oxyde nitrique libéré par les cellules HUVEC

stimulées par la bradykinine'*‘.

L’utilisation du premier disque de platine permet de
préserver l'intégrité des cellules, ainsi que du second disque de platine modifié, pendant

Iétape d’ajustement de la distance.

II1.B.2.d.vi. Détection des cellules neuronales (PC12)

Un autre type de cellules a particulierement intéressé les équipes de recherche : les
cellules PC12, cellules modeéles pour 1'étude des fonctions neuronales. Le neurone, unité
fonctionnelle du systéme nerveux, est responsable de 1’émission et de la propagation du
message nerveux. Le neurotransmetteur (ou neuromédiateur) est une substance chimique
qui transmet l'information d’'un neurone a l'autre, en traversant I'espace situé entre deux
neurones consécutifs, la synapse. Libéré a I'extrémité d’'un neurone lors de la propagation de
I'influx nerveux, un neurotransmetteur agit sur le neurone suivant en se fixant a des

endroits bien précis de la membrane de cet autre neurone.

La premiére étude a été menée par I'équipe de W. Schuhmann en 2001 qui a visualisé
la topographie de cellules PC12 en croissance en placant une microélectrode de fibre de
carbone a une distance constante de la surface des cellules en mode dit “ shear—force based

. 147
constant—distance”

. Ce mode est une adaptation de la technique de controle de la
distance des microscopies optiques a champ proche, et consiste a faire vibrer la
microélectrode a I'aide d’un oscillateur piézoélectrique a sa fréquence de résonance avec des
amplitudes de quelques nanomeétres. Lorsque la microélectrode approche une surface,
Pamortissement de la fréquence de la sonde par les forces de cisaillement de la solution est
détecté par un second piézoélectrique ou par déviation dun faisceau laser. Ainsi, i1l est

possible de conserver une distance constante en maintenant une valeur pré—définie

d’amortissement de 'amplitude des vibrations de la sonde.

Quelques années plus tard, I'équipe de T. Matsue a étudié la distribution spatiale de
Pactivité respiratoire dans une cellule neuronale par SECM, en mesurant le courant de
réduction de loxygéne a l'aide d'une microélectrode de platine polarisée a —-0,5 V wvs.

Ag/AgC1™.
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J. M. Liebetrau et al. ont réalisé 'imagerie de cellules PC12 avant et aprés exposition
au NGF (“Nerve Growth Factor ”), principe actif responsable de I'effet neurotrophique, en
mode feedback négatif de la SECM™®, Ils ont ainsi montré que plusieurs médiateurs redox

2413 . .
2 Tacide ascorbique ou encore 1-4

pouvaient étre utilisés (tels que Ru(NHj)g
benzoquinone), et qu'un changement rapide de morphologie des cellules d'un micron ou
moins pouvait étre détecté en temps réel par mesure du courant a la sonde placée a
proximité de la cellule. Cependant, ces résultats ont été obtenus par un mode a hauteur
constante de la microélectrode en SECM. Celui—ci est délicat lorsque les substrats
présentent un fort relief, ce qui est le cas des cellules PC12, en raison du risque de collision
de la microélectrode avec la surface. C’est pourquoi, récemment, R. T. Kurulugama et al. ont
utilisé un mode a distance constante de la SECM afin de réaliser I'imagerie topographique de
ces cellules neuronales'®’. Dans ce mode de fonctionnement, la microélectrode peut étre
déplacée verticalement tel que la distance entre la microélectrode et la surface soit toujours
1identique, quelques que soient les irrégularités de relief de la surface. Deux types de modes
ont été utilisés : le mode a courant constant (avec pour médiateur Ru(NHs)* "), et le mode a
impédance constante. La meilleure résolution (micrométrique) a été obtenue avec le mode a
courant constant mais le mode a impédance constante, plus simple au niveau
instrumentation que le mode basé sur les forces de cisaillement, permet de mesurer

simultanément la topographie et le courant faradique en absence de médiateur.

II1.B.2.e. I’ADN

Quelques équipes se sont intéressées récemment a la détection par SECM de brins
d’ADN (Acide DésoxyriboNucléique) immobilisés, et/ou du phénoméne d’hybridation, c’est—

a—dire d’appariement spécifique de deux brins complémentaires ’ADN.

S. Takenaka et ses collegues ont réalisé I'imagerie de réseaux d’ADN de thymus de
veau’. Celle—ci est basée sur la détection d’un courant électrique, mesuré a la sonde
polarisée (Er=0,7 V vs. Ag/AgCl) et placée a une distance de 5 um de la surface. Ce courant
est généré par un intercalant de type “threading agent” qui donne une spécificité au double
brin, le ferrocényl naphtaléne diimide'™, concentré dans la région du double brin 'ADN de

thymus de veau immobilisé sur une surface de verre.

L’équipe de F. Zhou a utilisé la microscopie électrochimique afin de détecter le
phénomeéne d’hybridation d’oligonucléotides (ODN)*. Les oligonucléotides immobilisés sont
hybridés en présence d’ODN complémentaires biotinylés. Des nano—particules d’or marquées

par la streptavidine sont couplées sur ces spots hybridés, puis des particules d’argent
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précipitent a leur surface (Fig. II1.22). Ces particules d’argent ont pour effet d’augmenter la
conductivité de surface et donc le courant de feedback mesuré en présence d'un médiateur,

I'hexaamine ruthénium (III), sur les spots hybridés.

Ru(NH,)¢**  Ru(NHy)2* ; %

/ / particules d’argent Ru(NHy43+  Ru(NHgy)g2+

nano—particules d’'or
marquées par la streptavidine

¢ 0TS ¢

ODN et ODN, biotinylé

(A) (B)
Figure II1.22 Schéma du principe utilisé par léquipe de F. Zhou pour la détection de I’hybridation de
I’ADN basé sur une augmentation de la conductivité causée par la présence de particules d’argent sur

les spots hybridés'™ : (A) cas des spots hybridés, (B) cas des spots non hybridés.

Cette équipe a également réalisé I'imagerie de polynucléotides et d’oligonucléotides
simple brin (Poly[G] et ADN de thymus de veau), immobilisés sur des surfaces de verre
modifiées, par SECM a travers I'oxydation de la guanine, 'une des quatre bases nucléiques
de PADN". Le médiateur redox, Ru(bpy)s>’, est oxydé a la sonde pour donner Ru(bpy)s®"
qui, apres avoir diffusé jusqu’au substrat, va oxyder les guanines dans les molécules ADN
immobilisées (Eq. I11.11 et Eq. I11.12).

A la sonde : Ru(bpy)s®>" — Ru(bpy)s®" + e~ (I11.11)

Au substrat : Ru(bpy)s®" + guanine — Ru(bpy)s*" + guanine” (I11.12)

De plus, I’hybridation de 'ADN a été mise en évidence en réalisant I'imagerie de Poly[C]
aprés avoir été en contact avec Poly[G], ces deux polynucléotides étant complémentaires.
Enfin, la spécificité de I'’hybridation d’oligonucléotides a été vérifiée par imagerie en SECM.
Cette technique présente deux inconvénients majeurs : le polynucléotide ou I'oligonucléotide
étudié doit contenir de la guanine pour étre détecté, et cette méthode est destructive.
Cependant, la détection de 'ADN et du phénomeéne d’hybridation par l'oxydation des
guanines par SECM constitue une approche simple (absence de marquage ou de traitement

apres hybridation) et sensible.

L’équipe de W. Schuhmann a réalisé I'imagerie de simples brins dADN immobilisés
sur une surface conductrice d’or, et a détecté I'hybridation des spots par mode feedback de la
SECM en utilisant un électrolyte contenant un couple redox chargé négativement

([Fe(CN)e] )",
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Figure II1.23 Détection de 'hybridation doligonucléotides par SECM réalisée par l'équipe de W.

A

Schuhmann'®. Images SECM d’un spot d'oligonucléotide (A) témoin non hybridé, (B) hybridé.

Conditions de détection : microélectrode de platine (10 um de diamétre), V=10 um s ', solution de

tampon phosphate 0,1 M pH 5,7 et NaCl 3 M contenant 5 mM [Fe(CN)¢]*".

Des diminutions importantes du courant de feedback positif sont observées sur les
microstructures d’ADN en raison de la répulsion localisée entre les groupements phosphates
déprotonés des brins d’ADN immobilisés et l'anion [Fe(CN)¢>”. Une charge négative
additionnelle est introduite par l'’hybridation, ce qui augmente leffet d’interaction
coulombienne sur le flux diffusionnel des especes électroactives. Le courant de feedback

positif observé sera donc encore plus faible aprés hybridation (Fig. I11.23).

L’équipe de A. J. Bard s’est intéressée trés récemment au transfert d’électrons dans
des monocouches auto—assemblées ’ADN en présence et en absence d’ions métalliques'®.
En effet, une nouvelle structure, notée M—-ADN, a été mise en évidence en 1993, et
correspond a I'association d’ions métalliques divalents avec les bases du duplex d’ADN. Cette
équipe a mesuré les vitesses de transfert d’électrons dans des monocouches de double brin
d’ADN et de M—ADN par analyse des courbes d’approche théoriques et expérimentales en
mode feedback de la SECM. Une étude avec différents médiateurs a montré que la réponse
électrochimique était bloquée uniquement avec les espéces anioniques, ce qui indique
I'influence des forces de répulsion électrostatique entre le médiateur et les groupements
phosphates chargés négativement de ’ADN. Enfin, ils ont observé qu’avec 'addition de I'ion
7Zn®" afin d’obtenir une structure de la forme M—ADN, la constante de vitesse de transfert
d’électrons augmente. Cette variation peut étre attribuée a une augmentation intrinséque de
la conductivité électrique de M—-ADN. Le changement de la charge de surface des

monocouches d’ADN en raison de la liaison des ions métalliques avec les molécules

biologiques joue également un role important dans 'augmentation du courant observée pour

les structures M—ADN.
R. E. Gyurcsanyi et al. ont détecté le phénoméne d’hybridation de TADN en utilisant

. 12 . . o , ,
un marquage enzymatique . Des brins d’oligonucléotides 18—mer sont déposés sur une

électrode, puis hybridés en présence d’ODN complémentaires marqués par une enzyme, la
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glucose oxydase. Le mode génération/collection de la SECM est utilisé afin de détecter a la
sonde le peroxyde d’hydrogene généré en présence de D—glucose par la réaction catalysée par

la glucose oxydase. Cette réaction enzymatique ne se produit donc que sur les spots hybridés

(Fig. TIL.24).

Figure III.24 Détection de lhybridation doligonucléotides par marquage enzymatique (glucose

oxydase)™.

Conditions de détection : microélectrode de platine (12,5 um de diamétre) dans une solution de D—

glucose 130 mM dans du tampon phosphate pH 5,8.

S. Bi et al. ont utilisé le mode génération/collection de la microscopie électrochimique
afin d’étudier les intermédiaires a faible durée de vie de I'un des nucléosides de 'ADN, la
guanosine (Gs)'®. Celle—ci a un réle trés important car son oxydation en radical cation est
impliquée dans les transferts de charge et dans les dommages de ’ADN. Leur objectif est de
détecter le radical cation Gs ™ qui est généré dans un premier temps lors de 'oxydation de la
guanosine, avant de subir rapidement une déprotonation, suivie d'un perte d’'un second
électron, afin d’obtenir le produit final de cette réaction, la 8—oxo—guanosine'®'®" (cf
chapitres VI et VII). La guanosine est oxydée au niveau de la sonde et détectée au niveau du
substrat qui doit étre de faible taille afin de limiter le courant de fond. De plus, il est
nécessaire de placer la microélectrode a une distance du substrat inférieure a 2 um afin de
permettre a I'espéce intermédiaire Gs* de diffuser jusqu’a la seconde électrode ou elle sera

détectée avant qu’elle ne subisse de déprotonation. L’épaisseur de la couche réactionnelle de

cet intermédiaire est inférieure a 0,2 um, et sa durée de vie est estimée a moins de 40 ps.

III.C. Conclusion sur la détection de systémes biologiques par SECM

La microscopie électrochimique permet de réaliser de l'imagerie a la fois de la

réactivité locale et de la topographie des surfaces biologiques étudiées. L’avantage majeur de
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I'utilisation du mode feedback pour étudier la topographie de surface réside dans le fait qu’il
n’y a pas de contact entre la sonde et I’échantillon biologique.

Ainsi, il existe deux types d’utilisation de la SECM pour l'étude des systemes
biologiques. D’une part, la microélectrode peut convertir un médiateur en un cofacteur redox
actif d'une enzyme au niveau de la surface biologique, puis va détecter la régénération du
médiateur au cours de la réaction enzymatique (mode feedback). D’autre part, la sonde peut
suivre de maniére ampérométrique ou potentiométrique le flux de diffusion causé par la

réaction d’'un métabolisme (mode génération—collection).

L'un des domaines d’application les plus prometteurs de la SECM est la
biotechnologie, avec, par exemple, l'optimisation de systémes comportant des enzymes
immobilisées, ou encore la lecture séquentielle de capteurs matriciels. De plus, 'utilisation
de la microscopie électrochimique pour I'étude des cellules vivantes constitue une méthode
sensible, non destructrice et quantitative.

Des recherches sont actuellement menées afin d’étendre la gamme de réactions
enzymatiques accessibles et d’appliquer cette technique en tant qu’outil de recherche de

routine en laboratoire pour des études biochimiques et physiologiques.

Les microélectrodes utilisées étant typiquement de taille micrométrique, la résolution
latérale des images en mode feedback est de 'ordre du micrometre. La résolution spatiale
verticale des systémes de positionnement est bien inférieure au micron et n’est donc pas le
facteur limitant. La résolution de I'appareil étant liée a la taille de la sonde, les recherches
actuelles visant a diminuer la dimension des microélectrodes devraient permettre d’étudier
des objets possédant une hétérogénéité sub-micrométrique. C’est pourquoi un intérét

grandissant est observé envers certaines techniques telles que ’AFM électrochimique.

L’'une des limitations de la microscopie électrochimique, comme pour toutes les
techniques de balayage de sonde locale, est le temps d’acquisition, souvent trop long pour
étudier I'évolution de lactivité biologique en fonction du temps. La limite de la vitesse
latérale est imposée par le temps d’établissement d’'une réponse stationnaire en chaque point
pour les sondes ampérométriques en mode feedback, ou par l'obtention dun potentiel
d’équilibre pour les sondes potentiométriques. Ce temps caractéristique diminue lorsque la
taille de la sonde active et la distance entre la microélectrode et le substrat diminuent. La
surface des échantillons biologiques présentant un certain relief, un mécanisme de controle
de la distance sera nécessaire pour 'utilisation de microélectrodes de tailles inférieures a un
micrometre. Ce systéme de controle permettra de diminuer davantage la vitesse

d’acquisition.
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Chapitre I1 Electrogénération de spots de Ppy—ODN par SECM

L’objectif de notre étude est d’utiliser le microscope électrochimique a la fois pour
I’élaboration de dépoéts localisés de polypyrrole—oligonucléotide (Ppy—ODN), et pour la
détection de leur hybridation. Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a
I’électrodéposition de tels spots par mode direct en SECM. Afin de déterminer les parameétres
expérimentaux optimaux pour Iélectropolymérisation, nous avons tout d’abord détecté
I’hybridation de ces spots a I’'aide de la microscopie de fluorescence, utilisée comme méthode

de référence.

Ce chapitre, constitué de trois parties, est consacré a l'optimisation de la méthode
d’élaboration par SECM afin d’obtenir des spots homogénes, de petite taille et reproductibles.
Dans la premiére partie, nous rappellerons quelques généralités sur les biopuces, et nous
expliquerons I'intérét de la technologie du polypyrrole. Puis, dans une seconde partie, nous
nous intéresserons aux techniques expérimentales ; nous expliquerons en quoi consiste la
micro—fabrication de ces spots par mode direct de la SECM, et les principes de la détection
de Thybridation par microscopie de fluorescence. Dans la derniére partie, nous étudierons
I'influence de divers paramétres (distance d, temps 7 et potentiel E,,, de polymérisation,
concentration des solutions de monomeres, géométrie de la microélectrode...) sur I'image du
spot hybridé en microscopie de fluorescence (taille, homogénéité, intensité de fluorescence
obtenues). De plus, nous évaluerons la qualité des spots générés par cette voie de

structuration en terme de reproductibilité et de spécificité.

I. Le polypyrrole en tant que systéme d’immobilisation de sondes pour les
biopuces

La premiere étape de cette étude est de déposer localement des spots
d’oligonucléotides (ODN) de taille micrométrique sur un substrat d’or par microscopie
électrochimique. Nous utiliserons la technologie polypyrrole développée au laboratoire. Avant
d’étudier les principales caractéristiques du polypyrrole et son intérét en tant que systéme
d’ancrage des oligonucléotides sur une surface, nous allons tout d’abord rappeler les
principes fondamentaux d’'une biopuce, ainsi que les différentes techniques d'immobilisation

de sondes oligonucléotidiques sur un support solide.
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I.A. Généralités

I.A.1. Principe

Les progrés observés durant la derniére décennie dans les domaines des
biotechnologies, de la microélectronique et des traitements de l'information ont permis de
développer des capteurs miniaturisés performants et fiables. Le développement des
biocapteurs connait actuellement un essor considérable, et un accroissement de leurs champs
d’application tels que, principalement, le domaine médical (diagnostic de maladies
infectieuses, détection de virus ou mutations génétiques), 'industrie alimentaire (détection
de bactéries productrices de ferments lactiques), l'environnement (détection d’agents
infectieux dans l'air et dans I'eau) et le domaine militaire (détection d’agents biologiques et
bactériologiques).

Un Dbiocapteur est la combinaison intime d'un composant biologique, le
“biorécepteur ”, et d'un “transducteur ” qui représente le mode de détection afin d’assurer la
transformation du phénomeéne biologique en un signal interprétable, généralement de type

électrique (Fig. 1.1).

[ 3 -
® |, _ ADN — cellule électrochimique
40;9} ® — enzymes - ISFET —3 signal
= u _ tissus ~ thermorésistance....
g N ]
BIORECEPTEUR TRANSDUCTEUR
entrée BIOCAPTEUR sortie

Figure 1.1 Schéma du fonctionnement d’un biocapteur.

Le biorécepteur sert a identifier spécifiquement I'espéce a détecter, ou espéce cible,
grice a son site de reconnaissance moléculaire particuliéerement sélectif. S’il y a compatibilité
entre le biorécepteur et le transducteur, ce dernier va exploiter la modification physico—
chimique résultant de la réaction de reconnaissance biologique, afin d’obtenir un signal
sensible, fiable et facilement interprétable. Le transducteur conditionne ainsi la qualité du
signal, mais c’est I'interface fonctionnalisée par des éléments biologiques qui détermine la
spécificité, le temps de réponse et la durée de vie du biocapteur. Les éléments clés dont
dépend le bon fonctionnement d’'un biocapteur sont donc ’élaboration de la couche sensible et
le choix judicieux du transducteur en fonction du systéme biologique étudié.

Le premier biocapteur, introduit sous le terme d’électrode enzymatique, a été réalisé en

1967 par S. J. Updike et G. P. Hicks et permettait le dosage du glucose'. Il a été
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commercialisé au milieu des années 1970 par Yellow Spring Instrument. Actuellement, il
existe wune large wvariété d’éléments biologiques utilisés comme systeme de

. 2,34 i B . 6 . 7.8
reconnaissance, dont les enzymes™”", les protéines’, les tissus’ ou encore les brins ’ADN"".

Au cours de cette thése, nous nous sommes particulierement intéressés aux biopuces.
Breveté en 1988 par le britannique Edwin Southern, leur principe de fonctionnement repose
sur la propriété d’hybridation de I'’ADN, selon laquelle des brins complémentaires se
reconnaissent et s’apparient pour former une double hélice par couplage deux a deux des
bases nucléiques constitutives, adénine avec thymine et guanine avec cytosine.

Une biopuce est un composant sur lequel est déposée une matrice de molécules de
reconnaissance dont on veut mesurer les interactions avec les espéces biologiques dans un
échantillon. A la différence du biocapteur, la biopuce n’intégre pas le transducteur
permettant de transformer I'’événement de reconnaissance biologique en un signal mesurable
et interprétable. Les biopuces sont devenues un nouveau centre d'intérét dans le domaine de
la biotechnologie. En 2005, sept millions de biopuces sont utilisées dans le monde, contre
seulement 100000 en 1999. Par exemple, dans le cadre du diagnostic, les sondes
caractéristiques de certaines pathologies peuvent étre fixées sur une biopuce, et la
connaissance de celles avec lesquelles TADN du patient s’hybrident permettra de dépister
certaines maladies. Dans le cas de contréle qualité, les sondes fixées sont des fragments
d’ADN spécifiques de contaminants a détecter, alors que pour les organismes génétiquement
modifiés (OGM), elles correspondront aux nouveaux genes, les transgénes, introduits dans le
génome de tomates, mais, colza, etc. Lors d'une enquéte policiere, des segments d’ADN de
différents suspects pourront étre déposés sur une biopuce, puis confrontés a ceux retrouvés
sur la victime. Selon le type d’application envisagé, le nombre de sondes nécessaires sera
plus ou moins élevé. En effet, dans le cas d’'une enquéte policiere par exemple, les puces
seront dites a haute complexité (nombre de sondes élevé), alors que pour le diagnostic, elles

seront a basse complexité.

La premieére étape consiste donc a immobiliser le brin ’ADN sur un support solide.
Nous allons citer rapidement différentes techniques permettant de fixer ces molécules

biologiques sur une surface.

I.A.2. Techniques d’immobilisation des oligonucléotides

Deux approches permettent d'immobiliser des sondes oligonucléotidiques en fonction

du type d’utilisation recherchée du biocapteur.
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La premiére est la synthése in situ et consiste a synthétiser directement les molécules
biologiques, base nucléique par base nucléique, sur le substrat. Cette technique permet
d’'immobiliser une grande quantité de divers oligonucléotides, et donc de créer des biopuces,
dites de haute complexité, capables d’analyser simultanément des milliers de génes
différents. Affimetrix a ainsi commercialisé une puce, réalisée suivant cette approche,
possédant 100 000 sondes différentes. Cependant, la longueur des séquences est, dans ce cas,

limitée par le rendement des étapes de synthése’.

La seconde approche comporte deux étapes et consiste a synthétiser les
oligonucléotides a partir d'un synthétiseur par condensation dunités nucléotidiques
protégées, puis a immobiliser ces ODN sur le substrat. Cette technique présente deux
avantages majeurs : les séquences obtenues sont plus longues et plus spécifiques, et les ODN
sont purifiés avant d’étre immobilisés. Cependant, cette méthode de synthése est longue et
ne s’adapte donc qu’aux puces de basse complexité. Il existe plusieurs voies d'immobilisation
des oligonucléotides aprés leur synthése.

Tout d’abord, 'immobilisation peut étre réalisée par adsorption physique qui conduit a
des liaisons faiblement énergétiques (forces de Van Der Waals, liaisons hydrogénes, liaisons
électrostatiques), ou par chimisorption par laquelle des liaisons quasi—covalentes sont
obtenues. Ainsi, J. Wang et al. ont immobilisé des sondes oligonucléotidiques sur une surface
de pate de carbone pré—traitée au préalable en polarisant le substrat a 0,2 V vs. Ag/AgCl
pendant 2 minutes™. K. Hashimoto et al. ont immobilisé par chimisorption des sondes ’ADN
en plongeant le substrat d’or dans une solution contenant la sonde portant un groupement
mercaptohexyl a 4°C pendant 12 heures''. L'immobilisation peut également étre réalisée par
création d’'une liaison covalente entre un groupe fonctionnel de la biomolécule et celui du
support. Ainsi, S. Liu et ses collegues ont immobilisé de maniére covalente de 'ADN simple
brin sur une électrode de graphite qu’ils ont préalablement fonctionnalisée par des
groupements — NH,'% Enfin, les oligonucléotides peuvent étre immobilisés par piégeage dans
un polymeére. Les polymeéres conducteurs électroniques, et plus particuliéerement le
polypyrrole, peuvent étre utilisés pour piéger les sondes oligonucléotidiques. Ainsi, J. Wang
et son équipe ont développé une technique de fabrication d'un matériau génocomposite basé
sur le piégeage d’oligonucléotides en tant que contre—ions dans du polypyrrole conducteur

, . 13,14
électronique ™.

Nous nous sommes plus particuliérement intéressés au polypyrrole, largement utilisé

au laboratoire, en tant que support d’ancrage aux oligonucléotides. Cette technologie fait

appel a 'immobilisation des sondes oligonucléotidiques par liaison covalente sur le polymeére.
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I.B. La technologie polypyrrole

1I.B.1. Le polypyrrole

Comme tout polymere conducteur électronique (PCE), le polypyrrole (Ppy) est un
semi—conducteur constitué de chaines organiques conjuguées comportant une alternance de
simples et doubles liaisons. Une conductivité importante apparait lorsque des espéces
chimiques, appelées dopants, sont insérées dans le polymeére. Le dopage est une réaction
d’oxydo-réduction réversible qui est a la base de la réaction charge—décharge du polymeére.
Ainsi, le polypyrrole est conducteur a 1’état oxydé, c’est—a—dire lorsqu’il est dopé, et il est

1solant a ’état neutre.

nd*
H H
N -n(2+38)e- N
n +nd CIO, +nd CIO,
\_J T o \ / ‘
n
monomere de pyrrole en solution film de polypyrrole dopé a la

surface de I’électrode
Figure 1.2 Réaction délectropolymérisation du polypyrrole dopé par ClO,", n étant le nombre d’'unités

pyrrole, et S le taux de dopage qui est le nombre d'anions dopant pour n unités pyrrole.

La synthése du polypyrrole par oxydation électrochimique des monomeéres de pyrrole
conduit a la formation d’'un film électroactif sur la surface de I'électrode (Fig. 1.2). Plusieurs
mécanismes ont été proposés et difféerent par leur étape d’initiation qui peut étre soit un
transfert d’électrons, soit de protons ou encore la formation d’un radical®. De plus, d’autres
facteurs tels que la nature de 1’électrolyte, la température et le pH, peuvent avoir une
influence sur le mécanisme de la réaction d’électropolymérisation du pyrrole. Le mécanisme

le plus probable et le plus fréquemment rencontré dans la littérature est le mécanisme de

. 16
Diaz™.

Selon le mécanisme proposé par I'équipe de A. F. Diaz'®, le monomére de pyrrole est d’abord
oxydé a la surface de l'électrode en un radical cation. Le couplage radicalaire, suivi de
I’élimination de deux ions hydrogénes, va conduire au dimére du pyrrole. Ensuite, celui—ci va
s'oxyder selon le méme principe, entrainant 1’élongation de la chaine oligomérique de
polypyrrole jusqu'a ce qu’elle atteigne une taille critique, devienne insoluble et précipite sur
la surface de 1’électrode sous forme d’un film. Cette technique d’élaboration du polypyrrole
par électropolymérisation permet de controler 1’épaisseur du polymeére qui est fonction de la

charge et du temps de polymérisation appliqués.
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Le polypyrrole peut étre utilisé en tant que systéme d’ancrage pour I'immobilisation
de sondes biologiques car sa polymérisation est initiée en milieu aqueux et a pH neutre, ce

qui est parfaitement compatible avec les molécules biologiques.

1.B.2. Immobilisation des oligonucléotides via le polypyrrole

Plusieurs types d’'immobilisation d’oligonucléotides liés de maniére covalente au
polypyrrole peuvent étre réalisés.

La premiére approche est celle de B. Saoudi et al. et consiste a adsorber TADN dans
des poudres de polypyrrole synthétisées par voie chimique'’. Le polypyrrole chargé
positivement établit des liaisons électrostatiques avec les oligonucléotides chargés
négativement. Les sondes biologiques ont alors le role de dopant du polypyrrole oxydé.

L’équipe de J. Wang a développé de nouveaux matériaux bio—composites basés sur
I'incorporation de dopants, les acides nucléiques, dans du polypyrrole conducteur
électronique lors de 1'électropolymérisation'®'*.

F. Garnier et ses collegues ont également utilisé le polypyrrole en tant que systéeme
d’ancrage'®. Leur technique comporte deux étapes. Au cours de la premiére, un film de
polypyrrole fonctionnalisé par des groupements N-hydroxyphtalimide est synthétisé
électrochimiquement sur une électrode de platine. Les oligonucléotides fonctionnalisés par
une amine pourront réagir, dans un second temps, avec ces groupements fonctionnels portés
par le polypyrrole.

A. Dupont—Filliard et al. ont développé un nouveau type de biocapteur a ADN basé
sur la forte affinité entre la biotine et I'avidine'. Ils ont tout d’abord déposé une couche de
polypyrrole biotinylé sur un support par électropolymérisation de monomeéres pyrroles
fonctionnalisés par la biotine. Dans un second temps, ces biotines permettent
I'immobilisation de l'avidine. Cette derniére possédant quatre sites de reconnaissance de
I'interaction biotine/avidine, trois sites restent encore disponibles aprés son immobilisation
sur la surface pour interagir avec des biomolécules marquées, telles que des oligonucléotides
biotinylés.

Enfin, la société CIS Biointernational et le CEA Grenoble ont développé une nouvelle
technique dimmobilisation directe d’oligonucléotides dans le polypyrrole par
électrocopolymérisation. Cette méthode consiste en I'électropolymérisation simultanée de
monomeres pyrroles et de monomeéres pyrroles fonctionnalisés par des oligonucléotides via
un bras espaceur (Fig. 1.3).

Cette technique présente certains avantages : elle est réalisée rapidement et en une
seule étape, dans un électrolyte aqueux et a pH neutre, et elle permet d’adresser

spécifiquement la zone d’élaboration du fait de la synthése par voie électrochimique.

— 77 -



Chapitre I1 Electrogénération de spots de Ppy—ODN par SECM

ODN

Figure 1.3 Copolymérisation électrochimique entre un pyrrole et un pyrrole fonctionnalisé par un

oligonucléotide (ODN).

En wutilisant ce principe, notre laboratoire a développé plusieurs techniques
permettant d'immobiliser de facon localisée les oligonucléotides sur un substrat fonctionnel

(cas des puces MICAM™) ou bruts (cas de I'électrospotting).

I.C. Différentes techniques d’immobilisation du polypyrrole—oligonucléotide

I.C.1. La puce MICAM™

La méthode d'immobilisation par électrocopolymérisation a permis le développement
de la puce MICAM™ (Micro Capteurs pour 1'Analyse Médicale). Cette puce est constituée
d’'un support en silicium dans lequel est intégré I'électronique permettant de controler 128
microélectrodes multiplexées en or, indépendantes, carrées, de 50 pm de coté et séparées de
100 pm, tout en limitant le nombre de connections électriques (Fig. 1.4). Le potentiel de
chacune des microélectrodes pouvant étre géré individuellement, il est possible d’adresser
sélectivement des sondes oligonucléotidiques par électropolymérisation du pyrrole. Ainsi, en
changeant la solution de pyrrole—oligonucléotide, 128 plots distincts peuvent étre obtenus

sur une méme puce, constituant alors un capteur multiparamétrique parallélisé.

A) (B)

Figure 1.4 Puce MICAM™ : image (A) de la puce, (B) des connections électriques.
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I1.C.2. L’électrospotting

T. Livache et al. ont développé au laboratoire une nouvelle voie de fonctionnalisation
de substrats d’or bruts par des sondes biologiques par électrocopolymérisation de pyrrole et

2021 Cette méthode est basée sur l'utilisation d’une cellule mobile

de pyrrole—oligonucléotide
permettant la localisation mécanique de spots de polypyrrole biologiquement actifs (Fig. 1.5).
Cette cellule mobile est constituée d'un embout de pipette automatique dans lequel est inséré
un fil de platine qui jouera le rble de contre—électrode. Une différence de potentiel entre
I’électrode de travail (le substrat d’or) et la contre—électrode est appliquée. L’électrosynthése
du film de polymeére fonctionnalisé est alors réalisée par contact entre le substrat d’or et le

ménisque de 'embout de pipette. Le diamétre des spots ainsi obtenus est déterminé par le

diameétre du cone (300 a 600 pm).

potentiostat

A contre-¢lectrode

embout de pipette
spot de polypyrrole-oligonucléotide

Figure 1.5 Dispositif de lélectrospotting développé au laboratoire CREAB.

Afin de permettre une miniaturisation des biopuces au laboratoire, une optimisation
de ce dispositif est en cours. Elle consiste en l'utilisation d’'une aiguille, et non plus d'un
embout de pipette, ce qui permet d’obtenir des spots de plus petite taille et de travailler dans
un plus petit volume de solution (environ 30 nL). L’aiguille est constituée d'une partie en
inox jouant le role de contre—électrode et d’'une partie en inox recouverte de téflon qui permet
d’isoler la contre—électrode du substrat d’or. Lors du contact entre 1'aiguille et le substrat, la
cavité formera la cellule électrochimique, et 'application d’'un potentiel assurera la réaction

de copolymérisation.

I1.C.3. La microscopie électrochimique (SECM)

Au cours de la partie bibliographique de ce manuscrit (chapitre I), nous avons vu que
la microscopie électrochimique (SECM) permettait de déposer localement diverses espéces, et
plus particuliérement différents polymeéres. Dans la premiére partie de ce chapitre, la

technologie polypyrrole développée au laboratoire est présentée comme une technique rapide
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afin de micro—structurer des substrats par des oligonucléotides en utilisant une réaction de
copolymérisation de pyrrole et de pyrrole fonctionnalisé par la sonde biologique.

Nous avons donc combiné ces deux techniques afin d’élaborer localement des spots de
polypyrrole—oligonucléotide sur des surfaces dor par mode direct de la microscopie
électrochimique. Ainsi, la microélectrode sera utilisée en tant que contre—électrode. Le
substrat d’or sera I'électrode de travail a laquelle nous appliquerons une série d’impulsions
afin de générer la copolymérisation du pyrrole et du pyrrole—oligonucléotide. La microscopie
électrochimique permet ici une localisation des lignes de champ électrique, et non une

localisation mécanique (cas de I'électrospotting).

Les parties suivantes seront consacrées a 1’élaboration de spots de polypyrrole—
oligonucléotide sur des surfaces d’or (annexe I). Une étude de l'influence des parameétres
expérimentaux utilisés sur les spots obtenus sera réalisée, et, pour cela, nous utiliserons la
microscopie de fluorescence, méthode de détection de référence couramment utilisée au

laboratoire, aprées hybridation des spots électrogénérés.

II. Partie expérimentale

Avant d’étudier l'influence des parameétres expérimentaux, il est important au
préalable d’exposer la technique utilisée pour générer ces spots de taille micrométrique par

SECM, ainsi que pour détecter I’hybridation de tels spots par microscopie de fluorescence.

II.A. Dépét localisé de polypyrrole—oligonucléotide par SECM

Pour générer les spots de polypyrrole—oligonucléotide, nous utilisons le mode direct
de la microscopie électrochimique, c’est—a—dire que la microélectrode est utilisée en tant que
contre—électrode. Ainsi, en la placant suffisamment proche du substrat (lame d’or) polarisé,
les lignes de champ électrique vont étre localisées dans la zone entre le substrat et la
microélectrode. La premiére étape consiste donc a déterminer précisément la distance de

travail, c’est—a—dire la distance entre la microélectrode et le substrat.

II.A.1. Détermination de la distance de travail (courbe feedback positif)

Nous avons déterminé la distance entre la microélectrode et le substrat a I'aide du

mode feedback de la microscopie électrochimique (Fig. I1.1A).
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Des courbes d’approche, consistant a suivre la variation du courant mesuré a la sonde
en fonction de la distance de travail, ont été réalisées dans une solution aqueuse contenant
un médiateur redox, l'’hexaamine ruthénium Ru(NH3)s" (10 mM/KCl 0,1 M). La
microélectrode est polarisée (Er= —0,5 V vs. Ag/Ag") tel que la réduction de Ru(NHs)*" soit
contrdlée par la diffusion. L’espéce Ru(NH;)s*" formée a la sonde va ensuite diffuser jusqu’au
substrat conducteur (or) ou elle va étre oxydée (Es= 0,0 V vs. Ag/Ag”). Par un effet de
confinement, cette réaction va produire une augmentation du flux de Ru(NHs)s"" vers la
sonde, et donc un courant de feedback mesuré a la microélectrode plus important. Ce
phénomeéne, le mode feedback positif, a été expliqué précédemment dans la partie

bibliographique sur la microscopie électrochimique de ce manuscrit.

Er=-0,5V vs. Ag/Ag*

RuNHy)?*  Ru(NHy)2*

N

or (50 nm) T
Eg= 0,0 V us. Ag/Ag™ O w w ‘ : ‘
0 1 2 3 4 5
L
@A) B)

Figure II.1 Détermination de la distance microélectrode—substrat: (A) principe du mode feedback
positif utilisé, (B) courbes d'approche expérimentale sur or (traits continus) et théoriques des modes
feedback positif et négatif (courbes en pointillés), E;=—0,5 V vs. AglAg”®, Es=0,0 V vs. AglAg™, a=5 um,
V=1 um s, solution de 10 mM Ru(NH:)s*"/KC1 0,1 M.

Ainsi, en tracant ces courbes d’approche normalisées et en les comparant aux courbes
théoriques de feedback positif calculées selon le modéle de M. V. Mirkin®® (annexe III), nous
pouvons placer la microélectrode a une distance donnée du substrat (Fig. I1.1B). La premiére
étape pour la micro-structuration des lames d’or est de réaliser de telles courbes d’approche
en différents points du substrat, proches de la zone ou nous voulons réaliser un dépo6t. En
effet, nous avons remarqué qu’il est important de ne pas former le dépét a I’endroit exact ou
une courbe d’approche a été réalisée précédemment. La surface d’or semble étre légérement
modifiée, et le dépot sera moins adhérent et moins bien défini.

Nous verrons, dans la partie suivante, I'influence de cette distance (variation entre 5

et 120 pm) sur I'image en fluorescence des spots hybridés.
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I1.A.2. Génération de spots de polypyrrole—oligonucléotide

La seconde étape consiste a réaliser 1’électrocopolymérisation entre un pyrrole et un
pyrrole fonctionnalisé par un oligonucléotide (ODN) par mode direct de la microscopie

électrochimique.

La microélectrode est utilisée en tant que contre—électrode, et une série d'impulsions
est appliquée au substrat (surface d’or). Le mode direct permet de concentrer les lignes de
champ électrique et de créer une électrocopolymérisation localisée en générant de fortes
concentrations de radicaux cations de monomeéres pyrroles dans la zone entre la
microélectrode et le substrat (Fig. II.2A). Le faible volume ou se produit la réaction
électrochimique est fonction de la taille de la microélectrode (en incluant la partie isolante en

verre) et de la distance entre la sonde et le substrat.
100

microélectrode = contre—électrode

60 T

i(pA)

d 1
.— Ppy-ODN 20
or (50 nm) w 1 f ‘ ;
Eapp *20 - t (S) 1 2
A) (B)

Figure I1.2 Génération d’'un spot de polypyrrole—oligonucléotide (Ppy—ODN) par mode direct de la
SECM : (A) principe utilisé, d étant la distance de travail et E,,, le potentiel appliqué au substrat ; (B)
courbes i=f(t) de l'électrocopolymérisation localisée, E,,,=0,7 V vs. AglAg", v=20 ms, d=60 um, a=5 um,
Cpyr=200 mM, c,,,_opn=10 uM dans LiClO, (0,1 M).

Nous avons appliqué une série d'impulsions au substrat: 0 V vs. Ag/Ag” pendant une
seconde, puis E,,, (variable entre 0,2 et 2,4 V vs. Ag/Ag") pendant un certain temps (noté 7),
puis 0 V vs. Ag/Ag” pendant une seconde. L’allure du chronoampérogramme obtenu est
présentée en figure 11.2B (E,,,=0,7 V vs. Ag/Ag’, =20 ms et d=60 pm). Nous pouvons
observer la présence d'un courant cathodique lors du retour au potentiel initial (E;=E=0 V
vs. Ag/Ag") indiquant une réduction du polymeére, le potentiel final étant inférieur a son

potentiel thermodynamique.
La quantité de polymeére sur la surface du substrat est déterminée principalement par

la constante de vitesse hétérogene de l'oxydation, qui est liée au potentiel appliqué E,,,, et

par le transport diffusionnel du monomere du coeur de la solution jusqu’a la faible zone ou se
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produit la réaction d’électropolymérisation, délimitée par la microélectrode et le substrat. Si
les potentiels redox du pyrrole et du pyrrole fonctionnalisé par un oligonucléotide différent de
maniére significative, le rapport des concentrations des monomeéres a l'intérieur du film
obtenu par copolymérisation ne pourra étre relié a la proportion de pyrrole et pyrrole—
oligonucléotide au coeur de la solution. La couche de polymeére sera constituée
majoritairement de 'un des monomeres, alors que le second sera fortement dilué par rapport
a sa concentration en solution. Ce phénomeéne peut étre évité en utilisant une méthode de
série d’impulsions électrochimiques. Le pyrrole et le pyrrole—ODN sont alors oxydés
simultanément, entrainant la formation du copolymeére. Dans ces conditions, le fait que le
pyrrole fonctionnalisé ait un potentiel de polymérisation plus important est moins
déterminant que la limitation de la diffusion des deux monomeéres du coeur de la solution
jusqu’a la zone réactionnelle. La proportion dans le copolymeére électrogénéré dépend donc
des coefficients de diffusion respectifs du pyrrole et du pyrrole—oligonucléotide, plutét que de

leurs différences de potentiels redox?.

Nous avons choisi deux criteres essentiels, 'homogénéité et la reproductibilité des
spots en terme de taille, afin d’évaluer la technique d’élaboration par électrocopolymérisation
par microscopie électrochimique. Nous avons étudié ces deux parameétres par une méthode

sensible couramment utilisée au laboratoire, la microscopie de fluorescence.

I1.B. Détection de ’hybridation par microscopie de fluorescence

. . . - . 94,25 ,26,27
La détection optique par fluorescence est couramment utilisée au laboratoire™™ ="

en tant que technique de routine afin de révéler I’hybridation, et est basée sur la détection
d’'un fluorophore couplé a la molécule biologique via la forte affinité entre la biotine et
Iavidine. Cette technique nous permettra de valider la méthode d’électrogénération des spots
par SECM. Elle est dite indirecte car elle implique une détection en plusieurs étapes. De
plus, elle est réalisée en point final, ce qui empéche l'accés aux cinétiques d’hybridation.
Enfin, la quantification des oligonucléotides immobilisés ou des oligonucléotides cibles est
1mpossible en raison de 'instabilité des traceurs (perte de leur émission au bout d’un certain
temps) et de la variabilité des sources de mesure (variation de 'intensité lumineuse générée).
Bien qu’il s’agisse d'une méthode semi—quantitative, la microscopie de fluorescence permet
néanmoins un suivi de I’évolution de la quantité d’éléments biologiques par comparaison.
Elle est trés utilisée en raison de sa facilité de mise en ceuvre, sa grande sensibilité et sa

forte résolution spatiale (um).
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II.B.1. Hybridation des spots de polypyrrole—oligonucléotide pour la

détection par microscopie de fluorescence

Avant la réaction d’hybridation proprement dite, les spots de polypyrrole—
oligonucléotide sont plongés dans une solution de tampon PBS (“Phosphate Buffered
Saline ”, constitué de 0,01 M de tampon phosphate, 0,0027 M de KClI et de 0,137 M de NaCl)
et de 1% de BSA (“ Bovine Serum Albumin ”) afin de limiter les interactions non spécifiques
par la suite (oligonucléotide complémentaire, streptavidine sur la surface d’or non modifiée).
La réaction d’hybridation est ensuite réalisée pendant 20 minutes a une température de
45°C dans une solution d’oligonucléotides complémentaires biotinylés. Le pyrrole—ODN
utilisé a pour séquence 5—-Pyr—(T)10-GCC-TTG-ACG-ATA-CAG-3" (noté pyr—CP) et
son complémentaire (noté ODNc) 5 —biotin—-CGG—AAC-TGC-TAT-GTC-3" (noté CP¥).

Une fois le processus d’hybridation terminé, la lame d’or est rincée avec du tampon PBS.

streptavidine— R—

Ppy—ODN ODNCc biotinylé phycoerythrme 8
/ ~ %%

oéoémé X i OS'OO’O’O 8
or (50 nm) hybridation or (50 nm) or (50 nm)

Figure I1.3 Principe de la détection de ['hybridation des spots de polypyrrole—oligonucléotide (Ppy-—

ODN) par microscopie de fluorescence.

L’étape de révélation de la détection de ’hybridation consiste a ajouter une goutte de
solution de streptavidine—R-—phycoérythrine diluée a 10 % dans PBS. La lame est
maintenue a 'abri de la lumiére pendant 15 minutes. Cette étape est nécessaire afin que la
streptavidine se lie a la biotine de l'oligonucléotide complémentaire, sans excitation du
fluorophore a la lumiére blanche et perte de son activité de photoémission. La haute affinité
de la streptavidine et de la biotine a été exploitée pour la premiére fois en histochimie dans
les années 70. Cette technique est maintenant communément utilisée afin de localiser des
antigénes dans les cellules, de détecter des biomolécules dans les tests immunologiques, ou
de détecter I'hybridation de FADN. Enfin, la lame est rincée avec la solution de PBS afin
d’éliminer les molécules fluorescentes adsorbées a la surface, puis elle peut étre analysée par

microscopie de fluorescence (Fig. I1.3).

I1.B.2. Principe de la détection par microscopie de fluorescence

L’intensité de fluorescence est enregistrée pendant une fraction de seconde a l'aide

d’un microscope a épifluorescence (BX 60, Olympus) équipé d'une caméra CCD (Hamamatsu)
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refroidie par effet Peltier, et d’'un logiciel permettant le traitement des images (Imagepro
plus, Media Cybernetics). La gamme de longueur d’onde excitatrice est située entre 520 et
550 nm (vert), et la lumiére émise présente une longueur d’onde centrée sur 580 nm
(orange—rouge). Les images obtenues sont représentées par des niveaux de gris sur une
échelle de 256. Dans le cas d’'une fluorescence élevée, I'image du spot se traduit par un

niveau de gris important, et donc les spots apparaissent avec une plus grande clarté.

ITI. Etude des paramétres expérimentaux d’électrogénération des spots par

microscopie de fluorescence aprés hybridation

Nous allons maintenant étudier 'influence de parameétres expérimentaux (potentiel et
temps de polymérisation, distance microélectrode—substrat...) afin de déterminer les
conditions optimales de synthése par SECM. Nous utiliserons la microscopie de fluorescence
dont l'intensité résultant de I’hybridation entre les ODN immobilisés sur la surface par
SECM et les ODN cibles reflétera I’état du polypyrrole servant de matrice d'immobilisation
aux oligonucléotides. De plus, nous pouvons noter ici que les limites en terme
d’encombrement stérique rencontrées lors de la détection par microscopie de fluorescence en
raison de la taille importante du fluorophore seront similaires aux limites lors de la détection
par SECM a T'aide d’'un assemblage biologique constitué d’'une enzyme (chapitre IV). Bien
qu’étant une méthode de détection semi—quantitative, la microscopie de fluorescence nous
permettra de valider la méthode d’élaboration des spots en terme de reproductibilité et

d’homogénéité.

ITI.A. Faisabilité du concept et problémes rencontrés

ITI.A.1. Premiers dépdts réalisés par SECM

La figure III.1 présente les premiers dépots de polypyrrole—oligonucléotide obtenus
par mode direct de la SECM.

La copolymérisation est réalisée dans une solution de pyrrole a une concentration de
200 mM et de pyrrole—oligonucléotide a 10 puM, soit un rapport de monomeére pyrrole et
monomere pyrrole fonctionnalisé de 1/20000. Au laboratoire, l'adressage des sondes
oligonucléotidiques est couramment réalisé par électrospotting, en utilisant des solutions
contenant du pyrrole & une concentration de I'ordre de 10 a 20 mM?***?®. Cependant, lors
d’'une étude préliminaire, S. Szunerits et al. ont montré que la taille de spots de polypyrrole
obtenus par mode direct de la microscopie électrochimique augmente lorsque la

. R .. 29 R . N
concentration en monomeéres diminue™”. De plus, a une concentration en monomeres pyrroles
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inférieure a 100 mM, les spots apparaissent inhomogénes, sous forme d’anneaux en imagerie
de résonance plasmonique de surface (SPRi). Afin de s’affranchir totalement de ce probléme,
nous avons choisi de travailler a une concentration en monomeéres pyrroles de 200 mM. Dans

le but de conserver le rapport entre monomere pyrrole et monomeére pyrrole fonctionnalisé

24,30,31

K

ayant été optimisé au laboratoire par microscopie de fluorescence aprées hybridation
nous avons utilisé une concentration de monomeéres pyrroles fonctionnalisés par les sondes
oligonucléotidiques de 10 uM.

Nous avons alors appliqué un potentiel au substrat de 0,7 V vs. Ag/Ag’, c’est—a—dire un
potentiel proche du pied de la vague d’oxydation du pyrrole, pendant 200 ms, correspondant
a l'ordre de grandeur du temps de polymérisation utilisé au laboratoire en électrospotting®
et par les expériences préliminaires réalisées par S. Szunerits et al. en SECM*. Nous avons
maintenu la microélectrode a une distance de 5 pm de la surface d’or afin de localiser les

lignes de champ électrique.

Figure III.1 Détection par microscopie de fluorescence de spots de polypyrrole—oligonucléotide

hybridés.

Conditions de dépét : c,,=200 mM, ¢,y cp=10 uM dans LiClO, (0,1 M), E,,,=0,7 V vs. AglAg", =200

ms, d=5 um, a=5 um.
Conditions d’hybridation : ccp+=0,1 uM dans PBS—BSA 1%.

Conditions de microscopie de fluorescence: temps dexposition: 0,12 s, marqueur fluorescent :

streptavidine—R—phycoérythrine.

Sur la figure III.1, nous pouvons observer que la zone en dehors du spot
correspondant a la lame d’or apparait sombre sur 'image, ce qui indique une fluorescence
faible, voire nulle. Il n’y a donc pas ou peu de réaction d’adsorption non spécifique de
Ioligonucléotide complémentaire ou de la streptavidine sur le substrat d’or. Sur les spots, les
bords apparaissent avec une plus grande clarté qu’a 'intérieur, ce qui indique que la réaction
spécifique entre ’ODN et ’ODN complémentaire se produit majoritairement en ces endroits.
Le polypyrrole—oligonucléotide s’est donc principalement déposé sous la forme d’anneaux

lors de la copolymérisation.
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Plusieurs hypothéses peuvent étre envisagées afin d’expliquer la distribution de
polypyrrole—oligonucléotide non homogéne dans la matrice polymere. Tout d’abord, ce
phénomeéne peut étre 1lié a une différence des coefficients de diffusion du pyrrole et du
pyrrole—oligonucléotide. L’équipe de R. G. Compton™ a évalué le coefficient de diffusion du

2§71 Or, le coefficient de diffusion du

pyrrole en solution aqueuse a 1,25 (+0,1) 10°° cm
pyrrole—oligonucléotide utilisé n’est pas connu, mais a certainement une valeur inférieure en
raison de la taille importante de la molécule biologique. En effet, le coefficient de diffusion de
IADN de thymus de veau® constitué de quelques milliers de paires de bases, est D=6,4 10™®
em? s, alors que ceux d’oligonucléotides34 constitués de 7, 15, 22 et 30 bases sont
respectivement de 2,61, 1,97, 1,64 et 1,56 10°% em? s7'. Ainsi, les monoméres de pyrrole—
oligonucléotide étant présents en plus faible concentration en solution, ils sont plus
rapidement consommés que les monoméres de pyrrole non fonctionnalisé. Or, I'apport en
monomeres pyrrole—ODN depuis le coeur de la solution vers la zone réactionnelle est plus
difficile, en raison du faible coefficient de diffusion, ce qui peut expliquer la présence des
oligonucléotides uniquement sur les bords du spot.

D’autre part, le potentiel d’oxydation du pyrrole—oligonucléotide, comme observé pour
d’autres pyrroles n—substitués®, est 1égérement plus important. Ainsi, 4 un potentiel donné,
la formation de radicaux cations du pyrrole—oligonucléotide est plus difficile que celle des
radicaux cations du pyrrole. De plus, possédant des groupements phosphates, le pyrrole
fonctionnalisé par un oligonucléotide est plus soluble en solution aqueuse que le pyrrole.
C’est pourquoi, les radicaux cations de pyrrole—ODN pourraient avoir tendance a diffuser
avant la polymérisation en dehors de la zone entre la microélectrode et le substrat, mais,
également les oligomeéres, puisque l'obtention de la taille critique permettant la précipitation
du film sur la surface pourrait ainsi étre retardée. Ceci peut expliquer la présence de
fluorophore, donc de polypyrrole—oligonucléotide sur la périphérie extérieure des spots.

Une troisieme hypotheése serait une sur—oxydation du polypyrrole au centre des spots
due a une basification dans la faible zone réactionnelle en raison de la contre—réaction a la
microélectrode.

Une autre possibilité serait l'oxydation des guanines au substrat. Pour cela, il
pourrait étre intéressant d’utiliser un poly—CTA, c’est—a—dire un oligonucléotide dont la
séquence ne contient pas de guanine, afin d’étudier si cette répartition des sondes
oligonucléotidiques sous forme d’anneaux se produit dans ce cas.

Enfin, une derniére hypothése envisagée serait une désactivation par la réduction a la
contre—électrode (microélectrode) des adénines et guanines. Pour valider ou non cette

possibilité, il serait nécessaire de réaliser cette méme expérience avec un ODN de type poly—

CT.
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Enfin, il est important de préciser que la zone sombre observée du centre a I'extérieur
de chacun des deux spots n’est pas fonction des conditions de dép6t ni d’hybridation, mais est

due a un probléme mécanique, probablement lié a la géométrie de I’électrode, lors du dépot.

Ainsi, cette premiére expérience montre la faisabilité de la micro—structuration de

surfaces d’or par du polypyrrole—oligonucléotide par mode direct de la SECM.

II1.A.2. Dépét d’'une couche de polypyrrole avant I’électrogénération du

spot

Dans le but d’obtenir des spots plus homogénes, nous avons déposé une fine couche de
polypyrrole avant de réaliser la copolymérisation de pyrrole et pyrrole—ODN. Ce film a pour
réle de diminuer le potentiel d’oxydation du pyrrole—ODN et favoriser ainsi la formation de
spots homogénes. De plus, étant polycationique, le polypyrrole devrait favoriser 'adsorption

irréversible du pyrrole— ODN chargé négativement sur la surface.

0,57
0,41
0,31

0,11

1 2 3 4 5 6
spot
(A) (B)

Figure II1.2 Influence de la formation d'une pré—couche de polypyrrole avant l'électrogénération des
spots sur: (A) limage en microscopie de fluorescence de spots hybridés, (B) le rapport R, défini par

R:(IFspot_IFfond)/IFfond-

Conditions de dépét : c,,,=200 mM, c,,,_cp=10 uM dans LiClO, (0,1 M), =200 ms, d=5 um, a=5 um,
E.,,=0,7 Vus. AglAg".

Spots 1, 2: pas de pré—dépét de polypyrrole,

Spots 3, 4: pré—dépot de polypyrrole, c,,,=200 mM, E,,,=0,7 V vs. AglAg", d=5 um, =200 ms,
Spots 5, 6: pré—dépot de polypyrrole, c,,,=200 mM, E,,,=0,7 V vs. AglAg", d=5 um, =100 ms.
Conditions d’hybridation : ccp+=0,1 uM dans PBS—BSA 1%.

Conditions de microscopie de fluorescence : temps dexposition: 0,12 s, marqueur fluorescent :

streptavidine—R—phycoérythrine.
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La figure III.2A présente les images des spots obtenues en microscopie de
fluorescence apres hybridation pour des pré—dépots de polypyrrole de différentes épaisseurs.
Chacun des spots a été généré en appliquant un potentiel de 0,7 V vs. Ag/Ag" pendant 200
ms dans la solution de copolymérisation, la microélectrode ayant le role de contre—électrode
et étant placée a une distance de 5 pm de la surface d’or. Dans le cas des spots 3 et 4, une
pré—couche de polypyrrole est créée au préalable en appliquant un potentiel de 0,7 V vs.
Ag/Ag” pendant 200 ms dans une solution de pyrrole & 200 mM en placant la microélectrode
a la méme distance (d=5 pm). Les spots 5 et 6 ont une pré—couche de polypyrrole plus fine

(t=100 ms).

Les spots observés sur la figure III.2A ont une intensité de fluorescence et une taille
comparables. Cette fluorescence est répartie sous la forme d’anneaux a la limite extérieure
des spots dans chacun des trois cas. La présence d’'un pré—dépot de polypyrrole, quelle que
soit son épaisseur, n’améliore pas ’homogénéité des films. La figure III.2B présente les
valeurs du rapport R, pour chacun des spots, calculées selon la formule suivante, IFg,.
représentant I'intensité de fluorescence moyenne sur 'ensemble du spot, et IF;,q celle sur la
lame d’or :

_ IFspot — IFfond
B IFfond

R

(I1L.1)

Ce rapport R est relativement faible, ce qui indique une intensité de fluorescence peu élevée
et répartie essentiellement a la limite extérieure des spots, et il est tres différent pour les

deux spots électrogénérés dans les mémes conditions dans chacun des trois cas.

Ainsi, la fluorescence observée sur les spots n’est pas homogéne et est répartie en
anneaux. Contrairement a nos hypotheses, cette pré—couche n’a donc pas d’effet significatif

sur 'homogénéité des spots de polypyrrole— ODN.

IT1.A.3. Conclusion sur ces premiers dépots réalisés

Ces expériences préliminaires mettent en évidence la possibilité de réaliser des spots
de taille micrométrique par localisation des lignes de champ électrique en mode direct de la
microscopie électrochimique. Cependant, ces premiers dépots ne sont ni homogénes, ni
reproductibles d’aprés les images obtenues aprées hybridation en microscopie de fluorescence.
C’est pourquoi nous allons modifier différents paramétres expérimentaux tels que la distance
entre la microélectrode et la surface d’'or (d), le temps (7) et le potentiel de polymérisation

(Eqpp) ou encore les concentrations en pyrrole (cpy.) et en pyrrole—oligonucléotide (cpyr—opN)
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dans la solution de copolymérisation, et donc le rapport entre monomeéres pyrroles et pyrroles

fonctionnalisés par des oligonucléotides (tableau II1.1).

parameétre gamme
distance microélectrode —substrat (d) 5 — 120 um
potentiel de copolymérisation (£ ,,,) 0,1-24V
temps de copolymérisation (7) 10 — 200 ms
concentration en pyr—ODN (c,,._opn) 1-10uM
concentration en pyr (¢ ,y,) 20 — 200 mM

Tableau III.1 Paramétres expérimentaux influant sur [électrogénération de spots de polypyrrole—
oligonucléotide par mode direct. L'influence de chacun de ces paramétres a été étudiée dans la gamme

indiquée.

IT1.B. Distance microélectrode—substrat, potentiel et temps de polymérisation

La distance entre la microélectrode et le substrat (d), le potentiel appliqué (E,,,) et le
temps de copolymérisation (7) ne peuvent pas étre étudiés séparément. En effet, nous avons
observé une dépendance de ces trois parameétres les uns par rapport aux autres; c’est
pourquoi nous avons réalisé une approche pas a pas afin d’obtenir des conditions
d’élaboration optimales. Nous rappelons également que l'intensité de fluorescence de spots
élaborés sur une lame d’or ne peut étre comparée a celle de spots d’'une autre lame d'or;
cependant, il est possible de comparer les intensités obtenues sur chacun des spots d’'une

meéme lame.

IT1.B.1. Temps de polymérisation de 200 ms

II1.B.1.a. Influence du potentiel de polymérisation

En conservant les conditions initiales du temps de polymérisation et de la distance
microélectrode—substrat (z=200 ms et d=5 um), nous avons tout d’abord étudié l'effet de la
variation du potentiel de polymérisation sur I'image des spots obtenue en microscopie de

fluorescence aprés hybridation (Fig. IT1.3).

Nous observons, comme précédemment, une intensité de fluorescence sous forme
d’anneaux en périphérie du spot, quelle que soit la valeur du potentiel de polymérisation. Le
potentiel appliqué (E,,,) n’a donc pas d’influence sur I’homogénéité du spot et la formation

d’anneaux observée en microscopie de fluorescence. Ceci réfute deux hypotheses proposées
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précédemment concernant le dépot des sondes oligonucléotiques sous forme d’anneaux: la
sur—oxydation du polypyrrole et I'oxydation des guanines au substrat.

De plus, nous pouvons remarquer que l'application d’'un potentiel inférieur a 0,4 V
(spots 5, 7 et 8) conduit a des spots de forme mal définie et a une intensité de fluorescence

tres faible, ce qui est en accord avec la valeur du pied de la vague d’oxydation du pyrrole.

Figure II1.3 Influence du potentiel de polymérisation sur la détection par microscopie de fluorescence

de spots hybridés.

Conditions de dépét : c,,,=200 mM, c,y,_cp=10 uM dans LiClO, (0,1 M), ==200 ms, d=5 um, a=>5 um.
Spot 1: E,,,=0,7, spot 2 : E,,,=0,8, spot 3 : E,,=0,5, spot 4: E,.,,=0,6, spot 5 : E,,,=0,3, spot 6 :
E.,=0,4, spot 7 : E,,,=0,1, spot 8 : E,,,=0,2 V vs. AglAg".

Conditions d’hybridation : ccp+=0,1 uM dans PBS—BSA 1%.

Conditions de microscopie de fluorescence: temps d'exposition: 0,2 s, marqueur fluorescent:

streptavidine—R—phycoérythrine.

Quel que soit le potentiel appliqué E,,,, le rapport R, calculé dans la zone sombre
observée au centre des spots, a des valeurs tres faibles (R=0,14+0,29) qui peuvent méme étre
négatives, ce qui semble indiquer une tres forte densité de courant localement susceptible de
dégrader le film biologique et/ou la surface d’or. L’épaisseur de la couche d’or étant trées fine
(50 nm), cet échauffement local pourrait expliquer l'obtention de spots sous la forme

d’anneaux en raison d’'une destruction du film d’or par un phénomeéne de décollement.

IT1.B.1.b. Influence de la distance entre la microélectrode et le substrat

Nous avons alors évalué I'influence du second parametre : la distance microélectrode—

substrat, sur ’homogénéité des spots obtenus (Fig. II1.4A).
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Le volume dans lequel peut se produire la réaction de polymérisation est fonction de
la taille totale de la microélectrode et de la distance entre la sonde et le substrat. Nous avons
utilisé une microélectrode constituée d’'un fil de platine de 10 um de diametre inséré dans un
capillaire de verre de 460 um (annexe II). Nous avons étudié l'influence de la distance de
travail entre 5 et 62 pm (Fig. I1I.4), ce qui correspond a un volume réactionnel pour la
copolymérisation compris entre 0,8 et 10,3 nL, en considérant une microcellule confinée entre

la microélectrode et le substrat.

300 T
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Figure IIl.4 Influence de la distance microélectrode—substrat sur (A) limage en microscopie de

fluorescence de spots hybridés, (B) la taille des spots obtenus.

Conditions de dépoét du polypyrrole: c,,=200 mM dans LiClO, (0,1 M), 7= 200 ms, E,,= 0,7 V vs.

AglAg*, a=5 um, d=5 um (spots 1 et 2).

Conditions de dépét du polypyrrole—M5 (5’-Pyr—(1)10-TGG-AGC-TGC-TGG-CGT-3)) : c,,,=200
mM, ¢pyr =10 uM dans LiClO, (0,1 M), a=5 um, =200 ms, E,,,=0,7 V vs. AglAg", d=5 um (spots 3 et
4).

Conditions de dépét du polypyrrole—CP: c,,,=200 mM, c,,,_cp=10 uM dans LiClO, (0,1 M), a=5 um,
=200 ms, E,,,=0,7 V vs. AglAg". Spots 5, 6 : d=5 um; spots 7, 8 : d=12 um; spots 9, 10 : d=25 um;
spots 11, 12 : d=37 um, spots 13, 14 : d=50 um; spots 15, 16 : d=62 um.

Conditions d’hybridation : ccp+=0,1 uM dans PBS—BSA 1%.

Conditions de microscopie de fluorescence: temps d'exposition: 0,2 s, marqueur fluorescent :

streptavidine—R—phycoérythrine.

En observant la figure II1.4A, il est important de noter que les dépots de polypyrrole
seul (spots 1 et 2), ainsi que les spots 3 et 4 de polypyrrole fonctionnalisé par un
oligonucléotide de séquence différente (M5) et non complémentaire avec le brin ’ADN mis en
solution lors de I'’hybridation (CP*), ne fluorescent pas. Ceci indique qu’il n’y a pas de

réaction d'interaction non spécifique entre le polymere seul, ou fonctionnalisé par une
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séquence différente. Nous pouvons donc bien interpréter les signaux de fluorescence obtenus
pour les autres spots comme ayant été générés par I'interaction ODN—-ODNec.

D’apres la figure III.4B, une distance de travail plus importante entraine une
augmentation de la taille des spots. Ainsi, des spots de 190 um de diameétre sont formés a une
distance de 5 pm de la surface, alors qu'a 62 um de la surface d’or, nous obtenons des spots
d’une taille de 280 pm, soit une augmentation de prés de 50%. Ceci indique que la limite de
taille obtenue par cette voie de micro—fabrication dans de telles conditions (E,p,=0,7 V vs.

Ag/Ag” et =200 ms) est de 'ordre de 190 pm.

Il apparait également que plus la distance microélectrode—substrat est importante,
plus l'intensité de fluorescence est répartie de maniére homogeéne sur les spots (Fig. I11.4A).
Dans le cas des spots 15 et 16 (d=62 um), elle est importante (R proche de 5, d’aprées la
figure IIL.5, contre 4 au maximum dans le cas de I'électrospotting utilisé classiquement au

laboratoire) et localisée sur I’ensemble du dépot.

Ainsi, réaliser la copolymérisation avec une faible distance de travail permet de
réduire la taille des dépots obtenus mais les rend inhomogeénes. Afin de diminuer les
dimensions des spots, il pourrait étre préférable d’utiliser une microélectrode de diameétre
plus faible, voire une nanoélectrode, ou de modifier la forme de la microélectrode en

augmentant les effets de pointe.

1 3 5 7 9 11 13 15
spot

Figure IIL.5 Influence de la distance microélectrode—substrat sur la valeur du rapport R exprimant
lintensité de fluorescence moyenne sur Ilensemble du spot. Les conditions expérimentales

d’électrogénération des spots sont décrites dans la légende de la figure I11.4.

Dans le but de détecter 'hybridation de tels spots par différentes méthodes (SECM,
SPR), il est nécessaire d’obtenir de parfaites homogénéité et reproductibilité des dép6ts. Nous

avons alors mené des études de reproductibilité des spots 15 et 16 obtenus avec les
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paramétres expérimentaux suivants: E,,,=0,7 V vs. Ag/Ag", r=200 ms et d=62 um. Nous
n’obtenons pas les mémes résultats d'un spot a l'autre apres hybridation en microscopie de
fluorescence. L'intensité sur ces spots est soit importante et homogéne (comme cest le cas

pour les spots 15 et 16 de la figure II1.4A), soit faible et sous forme d’anneaux.

Nous avons alors étudié 'influence du temps de polymérisation sur 'homogénéité et
la reproductibilité des spots obtenus. Nous avons ainsi électrogénéré des spots de
polypyrrole—ODN en diminuant considérablement le temps de polymérisation (=10 ms au

lieu de 200 ms).

I11.B.2. Temps de polymérisation plus courts (10 ms)

II1.B.2.a. Influence de la diminution du temps de polymérisation

L’application d'impulsions trés courtes au substrat permet d’éviter des phénomeénes
d’appauvrissement en pyrrole—oligonucléotide, et un éventuel recouvrement du film de
polypyrrole fonctionnalisé par du polypyrrole non fonctionnalisé, ce qui limite 'accessibilité
des sondes oligonucléotidiques lors de ’hybridation. La durée des impulsions appliquée joue
un role sur 'épaisseur des films, ce qui permet d’obtenir une meilleure sensibilité lors de la

détection de I’hybridation.

La figure III.6A compare les images en microscopie de fluorescence de spots
électrogénérés en appliquant un potentiel compris entre 0,5 et 2,4 V vs. Ag/Ag" pendant 10
ms avec celle d'un spot obtenu avec un potentiel de 0,7 V vs. Ag/Ag” pendant 200 ms (spot 1).
L’intensité de fluorescence pour un temps de polymérisation de 10 ms est homogéene et plus
importante. En effet, d’aprés la figure II1.6B, le rapport R exprimant l'intensité moyenne de
fluorescence est de l'ordre de 3 pour un temps de polymérisation de 10 ms, alors qu’il était
égal a 1,8 dans le cas d’'une copolymérisation en appliquant une durée plus longue (200 ms).
Lorsque le potentiel de polymérisation varie entre 0,5 et 2,4 V vs. Ag/Ag™, les spots hybridés

ont des tailles comprises entre 268 et 484 pum.

La réduction du temps de polymérisation de 200 a 10 ms permet d’obtenir une
intensité de fluorescence parfaitement homogéne et plus importante, offrant ainsi une
meilleure sensibilité de mesure. Cependant, le potentiel appliqué a un effet important sur la
taille des dépots obtenus. Celui—ci ne doit donc pas avoir une valeur trop importante afin

d’obtenir des spots homogenes, tout en ayant la plus petite taille possible.
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Figure II1.6 Influence du potentiel de polymérisation sur : (A) l'image en microscopie de fluorescence de

spots hybridés, (B) le rapport R exprimant l'intensité de fluorescence moyenne sur l'ensemble du spot.

Conditions de dépét : c,,,=200 mM, c,y,_cp=10 uM dans LiClO, (0,1 M), d=62 um, a=5 um.
Spot 1: E,,,=0,7 Vuvs. AglAg”®, =200 ms,

Spot 2: E,,,=2,4 Vus. AglAg”, =10 ms,

Spot 3: E,,,=2 Vus. AglAg”, =10 ms,

Spot 4: E,,,=1,56 Vus. AglAg”, =10 ms,

Spot 5: E,,,=0,56 Vvs. AglAg”, =10 ms,

Spot 6: E,,,=1 Vus. AglAg”, =10 ms.

Conditions d’hybridation : ccp+=0,1 uM dans PBS—BSA 1%.

Conditions de microscopie de fluorescence: temps dexposition: 0,32 s, marqueur fluorescent :

streptavidine—R—phycoérythrine.

En utilisant des temps de polymérisation courts, nous avons ensuite cherché le
potentiel minimal permettant d’obtenir des spots homogénes et ayant la plus petite taille

possible, avec une intensité moyenne de fluorescence relativement élevée.

II1.B.2.b. Influence du potentiel pour la polymérisation

La figure III.7 montre que lapplication d’'un potentiel de 0,4 V vs. Ag/Ag" pendant
10 ms conduit a I'obtention de spots présentant une faible intensité de fluorescence. En effet,
d’apres la figure III.7B, le rapport R, exprimant lI'intensité de fluorescence moyenne de
chacun des spots normalisée par I'intensité de fluorescence du fond de I'image (bruit), a une
valeur moyenne de 0,78 pour les spots 1 et 2. Ce potentiel entraine une vitesse de génération
des radicaux cations trop faible, ce qui conduit a une vitesse de croissance du film réduite. De
plus, la formation de dépo6ts dans ces conditions n’est pas parfaitement reproductible, ce qui

représente un inconvénient majeur pour la suite de notre étude.
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Les spots 3, 4 et 5, 6 sont obtenus par polarisation a 0,5 et 0,7 V vs. Ag/Ag”
respectivement. Leur intensité de fluorescence est homogene sur l'ensemble du spot et
importante (Fig. III.7A). En effet, le rapport R a en moyenne une valeur de 1,5 mais
cependant, les valeurs de R pour les spots 3 et 4, respectivement de 1,41 et 1,88, different. De
la méme maniére, les spots 5 et 6, électrogénérés en appliquant un potentiel de 0,7 V vs.
Ag/Ag” ont un rapport R égal a 1,51 et 1,19 respectivement.

Ces quatre spots (3 et 4, 5 et 6) ont une taille moyenne de 260 et 340 pm

respectivement, ce qui est en accord avec la figure II1.6.

A)
2,
1,57
(B) R 1
0,5
0
1 2 3 4 5 6
spot

Figure II1.7 Influence du potentiel de polymérisation sur : (4) l'image en microscopie de fluorescence de

spots hybridés, (B) la valeur du rapport R.

Conditions de dépét : c,,,=200 mM, c,y,_cp=10 uM dans LiClO, (0,1 M), =10 ms, d=60 um, a=>5 um.
Spot 1, 2: E,,,=0,4 Vvs. AglAg™,

Spot 8, 4: E,,,=0,56 Vvs. AglAg™,

Spot 5, 6: E,,,=0,7 Vvs. AglAg™.

Conditions d’hybridation : ccp+=0,1 uM dans PBS—BSA 1%.

Conditions de microscopie de fluorescence: temps d'exposition: 0,2 s, marqueur fluorescent :

streptavidine—R—phycoérythrine.

Ces deux conditions expérimentales (E.,,=0,5 et 0,7 V vs. Ag/Ag’) ménent a la
formation de micro—dépéts dont I'intensité en fluorescence est élevée et répartie de maniére
homogene sur I'ensemble du spot. Cependant, lors d’études ultérieures, nous avons observé
que la reproductibilité de spots obtenus a un potentiel de 0,7 V était supérieure a celle de

spots électrogénérés a 0,5 V. Notre l'objectif est de développer une nouvelle technique de
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détection de l'’hybridation de spots ainsi électrogénérés par microscopie électrochimique.
Dans ce contexte, il est préférable de privilégier le critére de reproductibilité des spots, plutot
qu'une minimisation de la taille des motifs qui pourrait entrainer des difficultés de détection
et des problémes de sensibilité de la mesure par la suite. C’est pourquoi nous avons retenu la
valeur de 0,7 V vs. Ag/Ag” comme étant la condition d’élaboration optimale en terme de

potentiel appliqué.

IT1.B.2.c. Influence de la distance entre la microélectrode et le substrat

Aprés avoir déterminé les conditions optimales en terme de potentiel et temps de
polymérisation (E,,,= 0,7 V vs. Ag/Ag’ et =10 ms), nous avons vérifié que la distance
choisie au cours des premieres expériences (d=60 pm) était encore la mieux adaptée. Des
spots de polypyrrole—oligonucléotide ont été formés en appliquant un potentiel de 0,7 V
pendant 10 ms en maintenant la microélectrode a des distances de 10, 20, 60, 80 et 120 pm

du substrat.

D’apres la figure II1.8A, le spot électrogénéré a 60 pm (spot 3) hybridé présente une
intensité de fluorescence répartie sur I'ensemble du spot. De plus, I'intensité moyenne est
élevée puisque son rapport R a une valeur de 2,06 (Fig. II1.8B). Les spots 4 et 5 ont une
intensité maximale plus importante (IF,.,.,=200, 234, 236 pour les spots 3, 4 et 5
respectivement), mais une intensité moyenne équivalente en raison dune zone beaucoup
plus sombre au centre des dépots. Plus la zone réactionnelle délimitée par la microélectrode
et le substrat est grande, plus il est difficile de localiser les lignes de champ électrique, et de
générer de fortes concentrations en radicaux cations de pyrrole, sans diffusion en dehors de
la zone réactionnelle ou phénomeéene d’échauffement local. Les spots 1 et 2 ont une intensité
de fluorescence plus faible, ce qui s’explique par un appauvrissement trop rapide en pyrrole—
ODN. La distance de travail est trés faible, donc le volume réactionnel est petit. L’apport en
pyrrole fonctionnalisé par diffusion latérale est treés limité en raison de la faible
concentration. Les monomeéres de pyrrole fonctionnalisé par un oligonucléotide sont donc
rapidement consommés dans cette zone, ce qui va entrainer une baisse de l'intensité de
fluorescence en raison d'une diminution de la densité surfacique de sondes biologiques et une
diminution de I'accessibilité des oligonucléotides. En effet, il est alors possible de déposer du
polypyrrole—oligonucléotide puis de le recouvrir partiellement, voire entiérement, par une
couche de polypyrrole non fonctionnalisé dont I'apport est moins limité en raison dune

concentration en solution plus importante.
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Figure III.8 Influence de la distance microélectrode—substrat sur (A) limage en microscopie de

Sfluorescence de spots hybridés, (B) la valeur du rapport R exprimant lintensité moyenne de fluorescence,

(O) la taille des spots formés.

Conditions de dépot: c¢,,=200 mM, ¢,y cp=10 uM dans LiClO, (0,1 M), E,,,=0,7 V vs. AglAg", =10

ms, a=5 um.
Spot 1: d=10 um; spot 2: d=20 um, spot 3: d= 60 um, spot 4: d= 80 um, spot 5: d=120 um.
Conditions d’hybridation : ccp+=0,1 uM dans PBS—BSA 1%.

Conditions de microscopie de fluorescence: temps dexposition: 0,32 s, marqueur fluorescent :

streptavidine—R—phycoérythrine.

D’apres la figure II1.8C, nous pouvons observer que la taille des spots, déterminée a
partir de 'image en microscopie de fluorescence, augmente avec la distance microélectrode—
susbtrat de 217 a 460 um de diamétre. En effet, plus la contre—électrode est éloignée du
substrat, moins les lignes de champ électrique sont localisées lors de la copolymérisation, et

donc plus le motif obtenu est grand.
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Ainsi, les parametres idéaux de potentiel (E,,,), temps de polarisation (7) et distance
microélectrode—substrat (d) pour I'électrogénération de spots de polypyrrole—oligonucléotide
par mode direct de la SECM sont respectivement E,,,=0,7 V vs. Ag/Ag", =10 ms et d=60

pm.

ITI.C. Influence du rapport entre pyrrole et pyrrole—oligonucléotide dans la

solution de copolymérisation

La micro—fabrication par mode direct de la SECM permet non seulement la
localisation des spots, mais aussi la possibilité de contréler la densité d’oligonucléotides sur
la surface en variant la proportion de pyrrole—oligonucléotide par rapport au pyrrole non
fonctionnalisé dans la solution de polymérisation. Ce parameétre doit étre optimisé afin, d'une
part, d’éviter des phénomenes d’encombrement stérique, et d’obtenir un bon rapport signal
sur bruit dans le but d’améliorer la sensibilité lors de la détection de I'hybridation. En effet,
des problémes d’encombrement stérique apparaissent lorsque la densité de surface est
élevée, empéchant alors les brins d’oligonucléotides complémentaires d’atteindre les brins
immobilisés pour s'apparier®. D’autre part, il est important d’utiliser une concentration en
pyrrole fonctionnalisé la plus faible possible en raison de son coit important. Nous avons
donc étudié l'influence du rapport entre monomeére pyrrole et monomeére pyrrole—
oligonucléotide sur les images apres hybridation en microscopie de fluorescence des spots

électrogénérés par SECM.

Dans un premier temps, nous avons observé l'effet d'une augmentation de ce rapport
entre les deux monomeéres. Etant donné le cott plus élevé du pyrrole fonctionnalisé par des
sondes biologiques, nous avons conservé une concentration de 10 uM pour le pyr—ODN et
nous avons réduit la concentration de monoméres pyrroles a 20 mM, concentration

20,28 .
“® ce qui donne un rapport entre les

couramment utilisée en électrospotting au laboratoire
monomeres de 1/2000. Cependant, dans ces conditions, une destruction du copolymere est
observée, en raison de limitations du transport diffusionnel du monomeére du coeur de la
solution jusqu’a la zone réactionnelle, ou les radicaux cations de pyrrole sont rapidement
consommés. Lorsque les monomeéres de pyrrole ne sont plus présents dans cette zone,
loxydation de l'eau semble devenir le processus majoritaire. En effet, nous pouvons alors
observer un phénomeéne de bullage a la surface du substrat, méme s’il parait difficile de
réaliser 1électrolyse de leau dans ces conditions en terme de potentiel
(E[O9/H;0]=E°[02/H;0]-0,06 pH=0,81 V a pH 7).

Ce phénomeéne a également été mis en évidence lors de I’électrogénération de spots de

polypyrrole non fonctionnalisé par SECM. L'imagerie de résonance plasmonique de surface
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(SPRi) nous a permis d’'observer de maniére similaire une destruction mécanique de ces spots
de polypyrrole inhomogeénes élaborés avec une concentration inférieure a 100 mM. Ce
phénomeéne avait été observé précédemment par S. Szunerits et al*®.

Nous avons ensuite vérifié expérimentalement par des études aprés hybridation en
microscopie de fluorescence que la concentration de 200 mM en monomere pyrrole était la
concentration minimale requise pour éviter cette destruction des spots de copolymeére
électrogénérés, en conservant une concentration en pyrrole—oligonucléotide égale a 10 uM.
Ainsi, une augmentation du rapport entre les deux monomeéres pyrroles ne permet pas

d’obtenir des spots homogénes, reproductibles et bien définis.

Dans un second temps, nous avons étudié l'influence d’'une diminution du rapport
entre les deux monomeéres pyrroles par variation de la concentration en pyrrole—
oligonucléotide. Diminuer cette concentration représente un intérét au niveau expérimental

en terme de cout.

1,81
1,61
1,47

1,21

(B)

Figure IIL.9 Influence de la concentration en pyrrole—oligonucléotide dans la solution de
copolymérisation sur (A) l'image en microscopie de fluorescence de spots hybridés, (B) la valeur du

rapport R correspondant a l'intensité moyenne de fluorescence calculée sur chacun des spots.

Conditions de dépot : ¢,,,=200 mM, E,,,=0,7 V vs. AglAg", == 10 ms, d=60 um, a=5 um.
Spots 1, 2 : ¢pyr—cp=1 uM dans LiCIO, (0,1 M),

Spots 3, 4 : ¢pyr—cp=5 uM dans LiClO, (0,1 M),

Spots 5, 6 : cpyr—cp=10 uM dans LiClO, (0,1 M).

Conditions d’hybridation : ccp+=0,1 uM dans PBS—BSA 1%.

Conditions de microscopie de fluorescence : temps dexposition: 0,32 s, marqueur fluorescent :

streptavidine—R—phycoérythrine.

La figure III.9A présente les images en microscopie de fluorescence obtenues aprées

hybridation des spots pour différentes concentrations (1, 5 et 10 uM) de pyrrole—ODN et une
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concentration de 200 mM en pyrrole non fonctionnalisé dans la solution de copolymérisation.
Ces spots ont été obtenus dans les conditions optimales déterminées précédemment
(Eapp=0,7 V vs. Ag/Ag",7=10 ms, d=60 pum). Les spots ont une taille moyenne équivalente de
lordre de 320 pm, ce qui montre que, comme attendu, la densité de sondes
oligonucléotidiques n’influe pas de maniere significative sur la taille des dépots. Nous
pouvons observer sur la figure III1.9B que l'intensité moyenne de fluorescence, et donc le
rapport R défini précédemment, augmentent avec la concentration en pyrrole—
oligonucléotide. Les spots élaborés avec une concentration de 10 pM en solution (spots 5 et 6)
ont une intensité de fluorescence normalisée moyenne de l'ordre de 1,9. L'utilisation d’un
rapport entre les deux monomeres pyrroles moins élevé par diminution de la concentration
en pyrrole fonctionnalisé conduit donc a des spots homogénes mais présentant une intensité

de fluorescence moins importante.

Afin d’obtenir la meilleure sensibilité de détection possible, nous utiliserons une
concentration en pyrrole de 200 mM et en pyrrole—oligonucléotide de 10 uM, ce qui implique
un rapport entre les deux monomeres de 1/20000. Ces conditions en terme de concentration
sont en accord avec celles développées dans la technologie MICAM™. De plus, la technique
de détection par microscopie électrochimique qui sera utilisée dans la suite de notre étude
(chapitre IV) est basée sur un marquage enzymatique, donc les probléemes d’encombrement
stérique que nous rencontrerons seront similaires a ceux observés dans le cas du marquage

avec la streptavidine—R—phycoérythrine.

ITI.D. Géométrie de la microélectrode

Nous nous sommes ensuite intéressés a linfluence de la géométrie de la

microélectrode sur la taille et 'homogénéité des spots obtenus.

Lors de la fabrication de microélectrodes (annexe II), le paramétre le plus délicat
consiste en la reproductibilité de la taille totale de la sonde, c’est—a—dire du fil de platine et
de la gaine isolante en verre. Le rapport entre le diamétre de l'isolant et celui du disque de
platine, noté Rg, constitue un parameétre de caractérisation des microélectrodes treés
important. Le diamétre du fil de platine dans toutes les expériences réalisées est égal a 10
um. Ainsi, deux microélectrodes pourront étre caractérisées, dans notre cas, uniquement par

un diametre différent de l'isolant en verre.

Nous avons réalisé des dépots de polypyrrole—ODN dans les mémes conditions sur

deux lames d’or a I'aide de deux microélectrodes de tailles différentes (diamétre total de 863
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ou 812 um). La figure III.10 présente les images en microscopie de fluorescence obtenues
sur chacune des deux lames d’or. Les spots obtenus ont globalement la méme allure et

présentent une intensité de fluorescence importante.

A) (B)

Figure II1.10 Comparaison des images obtenues aprés hybridation en microscopie de fluorescence de
spots électrogénérés en utilisant deux microélectrodes de taille totale différente: (A) 863 um (Rg=386), (B)
812 um (Rg=81).

Conditions de dépot : c,,,=200 mM, c,y,_cp=10 uM dans LiClO, (0,1 M), =10 ms, a=5 um. Pour chaque

lame :

Spot 1: E,,,=0,7 Vvs. AglAg”®, d=60 um, spot 2: E,,,=0,7 Vvs. AglAg", d=80 um,
spot 3: E,,,=0,7 Vus. AglAg®, d=40 um, spot 4: E,,,=1 Vvs. AglAg", d=60 um,
spot 5: E,,,=1 Vus. AglAg*, d=80 um, spot 6: E,,,=1 V vs. AglAg", d=40 um.
Conditions d’hybridation : ccp+=0,1 uM dans PBS—BSA 1%.

Conditions de microscopie de fluorescence : temps dexposition: 0,32 s, marqueur fluorescent :

streptavidine—R—phycoérythrine.

La figure III.11A montre les valeurs du rapport R représentant I'intensité moyenne
de fluorescence pour chacun des spots. Nous pouvons observer que ce rapport est, quels que
soient le potentiel et la distance appliqués lors de 1’électrogénération, plus important dans le
cas de la microélectrode ayant le plus petit diamétre d’isolant (cas 2). En effet, lorsque le
rayon de la sonde diminue, la surface d’échange diminue moins vite que le volume. Le
volume sera donc plus petit et I'apport d’espéces par diffusion latérale sera plus rapide.
Ainsi, nous obtiendrons une intensité de fluorescence plus importante, et donc un rapport R
plus grand. Cette évolution du rapport R avec le diametre du capillaire de verre de la sonde a
été confirmée lors d’expériences ultérieures sur plusieurs substrats d’or et différentes
microélectrodes.

La figure II1.11B compare la taille des spots électrogénérés a I'aide de chacune des

microélectrodes. Plus le diamétre total de la microélectrode est grand (cas 1), plus la taille du
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spot obtenu est importante. Ceci est cohérent avec la littérature puisque nous avions observé
dans la partie bibliographique de ce manuscrit sur la microscopie électrochimique (chapitre
I) que la taille des motifs créés était fortement liée au diametre de la sonde utilisée. Cette
observation confirme le fait que la meilleure méthode pour diminuer la taille des spots
formés par mode direct de la SECM est de réduire les dimensions de la microélectrode, et par
conséquent, la diffusion des oligomeéres et des radicaux cations a l'extérieur de la zone
réactionnelle.

De plus, nous pouvons remarquer que la différence de taille observée en fonction de la
sonde utilisée est moindre pour les spots 1 et 4, cest—a—dire pour une distance
microélectrode—substrat de 60 um. Ceci indique que l'utilisation d’'une telle distance de
travail permettra d’obtenir des spots relativement reproductibles quelles que soient les

microélectrodes utilisées.
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Figure III.11 Comparaison des valeurs (A) du rapport R, (B) des tailles obtenues en microscopie de
Sfluorescence de spots électrogénérés en utilisant deux microélectrodes de taille totale différente: (1) 863

um (Rg=86), (2) 812 um (Rg=81).

Les conditions de dépét, d’hybridation et de microscopie sont identiques a celles décrites dans la figure

111.10.
Ainsi, l'utilisation d’'une microélectrode possédant un diameétre de gaine isolante de

verre le plus faible possible permet d’obtenir une meilleure intensité de fluorescence et une

taille plus petite de spots électrogénérés.
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Apres avoir décrit les conditions optimales de dépot, ainsi que I'influence de chacun
des parametres expérimentaux, nous allons étudier la reproductibilité et la sélectivité des

spots de polypyrrole—oligonucléotide électrochimiquement générés.

IV.Etude de ’hybridation par microscopie de fluorescence

IV.A. Reproductibilité des spots électrogénérés

Le premier parametre essentiel dans le but d’utiliser cette voie de structuration pour

réaliser des biopuces est la reproductibilité des spots électrogénérés.
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Figure IV.1 Reproductibilité des dépdts de polypyrrole—oligonucléotide observée sur (A) limage en

microscopie de fluorescence, (B) les valeurs du rapport R, (C) la taille des spots hybridés.

Conditions de dépot: c¢,,,=200 mM, ¢,y cp=10 uM dans LiClO, (0,1 M), E,,,=0,7 V vs. AglAg", =10

ms, d=60 um, a=5 um.
Conditions d’hybridation : ccp+=0,1 uM dans PBS—BSA 1%.

Conditions de microscopie de fluorescence : temps dexposition: 0,32 s, marqueur fluorescent :

streptavidine—R—phycoérythrine.
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La figure IV.1A présente I'image obtenue en microscopie de fluorescence de cing
spots électrogénérés selon la méme procédure en appliquant un potentiel de 0,7 V vs. Ag/Ag™”
pendant 10 ms a une distance de travail de 60 um. Les cing spots présentent une intensité de
fluorescence du méme ordre de grandeur, soit une moyenne d’intensité maximale de 216+30
pour un temps d’exposition de 0,32 s. D’apres la figure IV.1B, le rapport R, exprimant
I'intensité moyenne de fluorescence sur I’ensemble du spot, a une valeur moyenne pour les
cing spots de 1,65+0,33. Ce rapport differe légerement d’'un spot a 'autre, mais il reste du
méme ordre de grandeur.

La figure IV.1C montre la taille déterminée en microscopie de fluorescence pour
chacun de ces spots. Les cing spots ont une taille similaire, soit en moyenne 22610 pm.

Ainsi, les spots électrogénérés par mode direct de la SECM dans les conditions
optimisées (E.,,=0,7 V vs. Ag/Ag’, =10 ms, d=60 um) sont bien reproductibles apres

hybridation en terme de taille et d’intensité de fluorescence.

IV.B. Etude de la sélectivité des spots obtenus

IV.B.1. Sélectivité de I’hybridation

Le second parameétre important est la sélectivité des spots obtenus. Nous avons
réalisé une puce constituée de deux spots de polypyrrole non fonctionnalisé, de trois spots de
polypyrrole fonctionnalisé par I'oligonucléotide de séquence M5, et un spot de polypyrrole—
CP. Ensuite, nous avons étudié 'hybridation par microscopie de fluorescence en présence de

Poligonucléotide complémentaire CP*.

La figure IV.2 montre que seul le spot 4 (polypyrrole— CP) apparait clair sur I'image,
alors que les autres spots apparaissent de couleur sombre. Le spot de Ppy—CP (spot 4)
présente une intensité moyenne de fluorescence importante (R=1,75) alors que sur les spots
de Ppy—M5 (spots 3, 5 et 6), seul un effet de fluorescence sur les bords est observé avec une
intensité plus faible. En effet, la valeur de I'intensité maximale sur les bords de ces spots est
140 (non spécifique), alors que celle observée sur le spot 4 est 210 pour un temps d’exposition
de 0,32 s. Enfin, les spots de polypyrrole seul (spots 1 et 2) ne présentent aucun signal de

fluorescence.
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Figure IV.2 Hybridation observée en microscopie de fluorescence de spots de polypyrrole—

oligonucléotide en présence de l'oligonucléotide complémentaire CP*.

Conditions de dépét : E,,,=0,7 V vs. AglAg", =10 ms, d=60 um, a=5 um.
Spots 1, 2 : ¢,,,=200 mM.

Spots 3, 5, 6 : ¢,,,=200 mM, c,y,_ys=10 uM dans LiCIlO, (0,1 M), ODN : M5.
Spot 4 : ¢,,,=200 mM, c,,,_cp=10 uM dans LiClO, (0,1 M), ODN : CP.
Conditions d’hybridation : ccp+=0,1 uM dans PBS—BSA 1%.

Conditions de microscopie de fluorescence : temps dexposition: 0,32 s, marqueur fluorescent :

streptavidine—R—phycoérythrine.

Ceci indique qu’il n’y a pas ou trés peu de réaction d’interaction non spécifique entre
le polymere ou le polymeére fonctionnalisé par l'oligonucléotide M5 avec l'oligonucléotide
complémentaire CP*. Le signal de fluorescence est donc spécifique a I'interaction ODN-ODN

complémentaire.

IV.B.2. Sélectivité en fonction de la séquence de 'oligonucléotide

Nous avons ensuite étudié la sélectivité des puces réalisées en fonction de la séquence
d’oligonucléotide.

Nous avons réalisé une puce constituée de deux lignes de 4 spots chacunes. Sur la
premiére ligne, nous avons déposé des micro—dépots de polypyrrole fonctionnalisé par

Poligonucléotide de séquence M5, et sur la seconde, du polypyrrole—CP.

Dans un premier temps, nous avons réalisé l'’hybridation en présence de
Poligonucléotide complémentaire M5* : seule la premiere ligne fluoresce (Fig. IV.3A). Nous
avons ensuite régénéré la lame, c’est—a—dire qu'en présence d’hydroxyde de sodium a 0,2 M,
les deux brins complémentaires appariés se séparent par rupture de leurs liaisons faiblement
énergétiques, sans altérer la structure primaire de chaque brin. Ce processus est appelé
dénaturation et permet ensuite de réaliser une seconde hybridation.

Puis, la lame a été mise en contact avec l'oligonucléotide complémentaire CP* en
solution. Seuls les spots constitués de polypyrrole—CP peuvent étre hybridés et donc

fluorescer (Fig. IV.3B). Nous pouvons cependant observer un léger signal pour la premiére
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ligne (ODN=MS5), mais celui—ci présente une intensité tres faible et négligeable devant celle

de la seconde ligne (ODN=CP).

(A) (B)

Figure IV.3 Hybridation avec l'oligonucléotide complémentaire de spots de polypyrrole—oligonucléotide
observée en microscopie de fluorescence: (A) ODNc : M5% (B) ODNc : CP*

onditions de dépot: c,,,= mM, c,,,—opn=1 ans Li , (0,1 , Eop,=0, US. , =1
Conditi de dépét : c,,,=200 mM, c,, 0 uM d LiClO, (0,1 M), E,,,=0,7V AglAg* 0

ms, d=60 um, a=5 um.
Ligne 1: ODN=MS5, ligne 2 : ODN=CP.
Conditions d’hybridation : copn.=0,1 uM dans PBS—BSA 1%.

Conditions de microscopie de fluorescence: temps d'exposition: 0,2 s, marqueur fluorescent :

streptavidine—R—phycoérythrine.

Ainsi, les images en microscopie de fluorescence de la figure IV.3 montrent que,
quelle que soit la séquence de 'ODN, I'hybridation a lieu majoritairement sur les spots de
polypyrrole fonctionnalisé par ’ODN dont le complémentaire est en solution, et qu’il n’y a
pas ou trés peu d'interaction non spécifique avec les spots de polypyrrole fonctionnalisé par

un oligonucléotide d'une autre séquence.

V. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons donc mis en évidence la possibilité d’électrogénérer des
spots de polypyrrole fonctionnalisé par des oligonucléotides par mode direct de la microscopie

électrochimique.
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concentration en pyrrole (¢ ) 200 mM
concentration en pyrrole—oligonucléotide (c ., opn) 10 nM
potentiel appliqué (¥ ,,,) 0,7V vs. Ag/Ag”
temps de polymérisation (7) 10 ms
distance microélectrode—substrat (d) 60 pnm

Tableau V.1 Parameétres optimisés pour la synthése de films de Ppy—ODN par mode direct de la
SECM.

A Taide de la microscopie de fluorescence, nous avons déterminé les conditions de
dépot optimales afin d’obtenir des spots reproductibles, de petite taille (de I'ordre de 200 pum)
et homogenes (tableau V.1). Par copolymérisation en mode direct de la SECM, il est possible
de réaliser rapidement des puces constituées du nombre souhaité de spots, la limitation étant
la taille du substrat. De plus, nous avons montré que I'hybridation des puces ainsi formées
était un phénomene spécifique. Ceci garantit la fiabilité des dépots pour 'immobilisation des

oligonucléotides lors de I’élaboration de la couche sensible du biocapteur.

Par conséquent, nous pouvons envisager a présent I'’étude d’'une nouvelle voie de

détection de I’hybridation de tels spots, la SECM.
Il serait tres intéressant pour la suite de cette étude d’utiliser des microélectrodes de

diameétre plus faible, voire des nanoélectrodes, ce qui permettrait de diminuer nettement la

taille des spots électrogénérés.
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Chapitre III Gradients de biomolécules par couplage SECM/SPRi

La formation de gradients de concentration de molécules adsorbées ou déposées sur
une surface est un enjeu récent de la biologie motivé par les opportunités intéressantes
qu’'offrent de telles structures dans I’étude de processus biologiques ou chimiques. En effet,
de nombreux phénomenes sont activés ou inhibés selon les différences de concentration du
milieu considéré. Ainsi, la réalisation artificielle de tels gradients se révéle indispensable
pour ’étude, par exemple, de la chimiotaxie? qui est la capacité des cellules a se déplacer
vers les plus fortes concentrations en nutriments et les plus faibles concentrations en poison,
de la croissance des nerfs®, I'environnement cellulaire ayant un effet attractif ou répulsif sur
celle—ci, ou encore de la nucléation et la croissance de cristaux™’. L’étape essentielle dans la
formation de gradients de molécules chimiques ou biologiques greffées sur une surface
consiste en I'immobilisation covalente et irréversible des récepteurs sur la surface. Cing

. s ae1e 2 P , , . - 1 67,8
types de techniques ont été utilisés pour réaliser cette étape : les réseaux microfluidiques™"®,

13,14,15,16

2 9,10 . 11,12 . .
les monocouches auto—assemblées™ ", les nanoparticules " °, la photoactivation ou

, , . 17,18,19,20
encore des méthodes électrochimiques " 7",

Ce chapitre présente une nouvelle voie d'immobilisation de gradients de biomolécules
sur une surface. La formation et la caractérisation de gradients d’oligonucléotides sur une
surface d’or sont basées sur la combinaison d'une méthode électrochimique, la microscopie
électrochimique a balayage (SECM), et d'une méthode optique, I'imagerie de résonance
plasmonique de surface (SPRi). La microscopie électrochimique permet de micro—structurer
la surface d’or par des gradients de densité d’oligonucléotides par variation de la vitesse de
déplacement de la microélectrode, jouant le role de contre—électrode, en appliquant une
impulsion en potentiel au substrat d’or. L'imagerie de résonance plasmonique de surface est
utilisée afin de détecter et controler I'étape de micro—fabrication, et apporte ainsi une

information essentielle concernant la formation des micro—motifs.

Ce chapitre est constitué de trois parties. Dans une premiére partie, nous
présenterons le principe de I'imagerie de résonance plasmonique de surface (SPRi), ainsi que
celui du couplage SECM—SPRIi. La seconde partie sera consacrée aux études préliminaires a
celle des gradients qui consistent en la réalisation de spots de polypyrrole, puis de
polypyrrole—oligonucléotide. Nous verrons ici l'intérét de I'imagerie de résonance
plasmonique de surface qui permet de suivre 'étape de micro—fabrication des spots de
polypyrrole— ODN, et également de détecter leur hybridation. Ainsi, la combinaison SECM —
SPRi permet a la fois de micro—structurer des surfaces avec des spots de polypyrrole—

oligonucléotide, de suivre cette étape en temps réel et de détecter I'hybridation des spots.
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Enfin, dans une derniére partie, nous étudierons la réalisation de gradients de polypyrrole—

oligonucléotide sur une surface d’or a 'aide du couplage de ces deux techniques.

I. Couplage des deux techniques : SECM et SPRi

Avant d’étudier en quoi consiste le couplage de la microscopie électrochimique
(SECM) et de I'imagerie de résonance de plasmon de surface (SPRi), nous allons tout d’abord

nous intéresser au principe de la SPR.

I.A. Principe de la résonance plasmonique de surface (SPR)

La résonance plasmonique de surface est une méthode de détection optique de
phénomeénes interfaciaux, tels que la liaison “ ligand—récepteur ” sur une surface métallique,
en temps réel et ne nécessitant pas de marquage. Cette technique a permis de nombreux
progrés en matiere de compréhension des interactions moléculaires et d’analyses

biospécifiques.

En 1968, A. Otto et al.”!, puis E. Kretschmann et al® ont mis en évidence le
phénomeéne de plasmons de surface a 'aide de deux dispositifs différents, utilisant chacun un
prisme de couplage. Actuellement, la configuration de E. Kretschmann, dans laquelle une
couche mince métallique est déposée sur le prisme de couplage, est utilisée. Suite a cette
découverte, I'intérét des plasmons de surface a considérablement augmenté dans le but de
caractériser des films minces ou des processus se déroulant sur des interfaces métalliques.
En 1983, I’équipe de B. Liedberg a appliqué pour la premiere fois cette configuration pour la
détection de biomolécules™, et c’est en 1990 qu’est apparue la société Biacore International
spécialisée dans la commercialisation d’appareils SPR (“Surface Plasmon Resonance”,
résonance de plasmons de surface). Cependant, le procédé Biacore® ne possede que 4 canaux
de mesure. Afin d’accéder a une mesure multiparamétrique, un dispositif parallélisé
d’analyses SPR a été mis au point en collaboration avec I'Institut d'Optique Théorique et
Appliquée (IOTA) et la société Génoptics. Ce procédé peut étre utilisé pour détecter
I'hybridation d’ADN sans traceur ; chaque spot d’ADN va générer une courbe de SPR et les

réponses des différentes analyses pourront étre obtenues en une seule expérience.
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I.A.1. Principe

La résonance de plasmon de surface®* est une méthode de détection optique basée sur
Iexcitation de plasmons a l'interface d'une couche mince de métal noble (le plus souvent, l'or,
en raison de son excellente stabilité et de ses propriétés optiques) et d'un diélectrique (du
verre de fort indice de réfraction et de forme prismatique). Le principe de la SPR est le
suivant (Fig. I1.1): lorsqu’un faisceau de lumiére polarisée monochromatique (dans notre cas,
il est émis par une diode électroluminescente émettant a 660 nm) illumine une interface
entre deux milieux d’indices de réfraction différents (dans notre cas, le verre et 'eau), une
partie de la lumiére incidente est réfléchie sur I'interface et 'autre partie de la lumiére est
réfractée a travers la surface. Selon la valeur de 'angle d’incidence du faisceau (6), toute la
lumiere peut étre réfléchie (cas de la réflexion totale). Lorsqu’il n’y a pas de réfraction, la
propagation d’'une des composantes électromagnétiques de la lumiére, 'onde évanescente, est
sensible a toute perturbation située a une distance de I'interface inférieure a sa profondeur
de pénétration dans le milieu, mais insensible a toute perturbation a des distances
supérieures. Si une fine couche de métal (dans notre cas, de l'or), riche en électrons libres, est
déposée a l'interface, ces derniers entrent en résonance avec les photons du faisceau incident.
Ce phénomeéne est appelé résonance plasmonique de surface, le nuage électronique du métal
étant le plasmon. L’onde plasmon se propage parallélement a 'interface séparant le métal du
milieu biologique, et joue le rbéle de sonde dans le milieu ou se situe la réaction
biomoléculaire. L'intérét de ce systéme optique basé sur la résonance des plasmons de
surface est d’amplifier la variation du signal de réflectivité (AR) liée a la variation

d’épaisseur optique produite en surface.

plasmon ——- film métallique
> ksp
prisme
détecteur 0 faisceau incident

Figure 1.1 Schéma de principe du dispositif de la résonance plasmonique de surface (SPR).

La résonance de plasmon de surface se traduit par une chute de la réflectivité du
métal due a un transfert d’énergie entre le faisceau incident et I'onde de surface qui se
propage sur l'interface métal/diélectrique lorsque les conditions de résonance sont remplies.
Ce pic de réflectivité minimale est obtenu a un angle # appelé angle de résonance (Fig. 1.2A).

La largeur a mi—hauteur de ce pic de réflectivité est d’environ 5° dans le cas d'un film mince

d’or.
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Les variations des propriétés de ce pic (décalage angulaire) de réflectivité minimale
permettent de quantifier les perturbations se produisant prés de linterface
métal/diélectrique. Ces dernieres peuvent avoir plusieurs origines : variation de I'indice de
réfraction du milieu, formation d’'une couche biologique d’indice de réfraction différent dont
Iépaisseur augmente au cours du temps, ou encore augmentation de la concentration en
molécules cibles au voisinage de l'interface se traduisant par une augmentation de I'indice de

réfraction dans la couche biologique (Fig. I.2A).

réflectivité (%)
réflectivité (%)

0 5 10 15 20 0 5 10 15 20

angle incident (°) temps (min)

A) (B)

Figure 1.2 (A) Réflectivité entre un prisme et une couche d’or en contact avec un milieu liquide. L'ajout
d’une couche biologique fait passer de la courbe grise a la courbe noire; (B) Exemple de cinétique
d’interaction en trois phases : injection du tampon référence (1), injection des cibles diluées dans le

tampon, appelée association, jusqu’'a saturation (2), rin¢age en tampon ou dissociation (3).

La SPR permet de suivre I’évolution dans le temps de molécules biologiques ou de
leurs interactions avec un substrat tel qu'un biocapteur. Ceci consiste a enregistrer en
continu les variations de réflectivité en fonction du temps, pour un angle de travail 8, donné.
La cinétique d’interaction, représentée sur le graphique de la figure 1.2B appelé
sensorgramme, est composée de trois parties.

La premiére zone correspond a la mise en contact du substrat avec la solution tampon
afin de mesurer la réflectivité initiale (appelée ligne de base) qui servira de référence par la
suite. La seconde étape, appelée étape d’association, consiste en l'injection des molécules
cibles, diluées dans la méme solution tampon. Celles—ci circulent a flux constant a la surface
du biocapteur et vont interagir avec les molécules sondes immobilisées sur la surface. Enfin,
au cours de la derniere étape, le tampon est de nouveau injecté. Cette phase, appelée étape
de rincage ou de dissociation, permet de mesurer la réflectivité finale dans les mémes
conditions que la réflectivité initiale. La différence entre ces deux réflectivités mesurées
correspond au changement d’indice de réfraction causé par la fixation de la molécule cible sur
les sondes immobilisées sur la surface. Il est ensuite possible de régénérer le substrat (par

exemple avec de la soude dans le cas de 'hybridation d’oligonucléotides) : un retour a la ligne
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de base initiale est alors observé. Classiquement, le cycle présenté sur la figure 1.2B peut
étre réalisé 50 a 100 fois sur une méme surface.

Ce sensorgramme permet de visualiser la cinétique d’interaction en temps réel et d’en
dégager certaines caractéristiques telles que la mesure des vitesses d’association et de

25,26,27 228,29

dissociation , ou encore la détermination de constantes d’affinité

I.A.2. L’imagerie de résonance plasmonique de surface (SPRi)

L’imagerie de résonance plasmonique de surface (SPRi) est une technique dérivée de
la SPR dans laquelle les variations de réflectivité causées par les interactions biologiques
sont visualisées par une caméra CCD. Cette technique permet ainsi le suivi en paralléle, et
sans marquage, de multiples interactions biologiques. Elle a été utilisée, par exemple, pour
la lecture de puces a ADN?*31:32,

L’appareil SPRi utilisé est monté selon la configuration décrite par E. Kretschmann

en 1968. Le montage optique a été décrit en 2000 par P. Guedon et al.*®

LI.B. Principe du couplage SECM-SPRi

Afin de former des gradients de polypyrrole—oligonucléotide, nous avons développé un
systéme basé sur le couplage de la SPRi avec la microscopie électrochimique a balayage
(SECM). La SECM est utilisée afin de micro—structurer la surface et la SPRi permet de
suivre en temps réel cette modification. Le schéma du dispositif utilisé pour le couplage de
ces deux méthodes, la premiére électrochimique, la seconde optique, est présenté dans la

figure 1.3.

Ces deux techniques ont en commun l'utilisation d’'un substrat conducteur, I'or. Dans
le cas de la SECM, celui—ci va étre approché par une microélectrode, et dans celui de la
SPRi, ce substrat va générer des ondes de résonance de plasmon de surface a un angle
critique, I’angle de résonance. La microélectrode de platine (diamétre de 10 pm), ayant le réle
de contre—électrode (mode direct expliqué dans le chapitre précédent), est placée au—dessus
de la surface d’or, alors que le plasmon de surface du film d’or est excité a travers le prisme
par une source lumineuse située en dessous de I’échantillon. Cette configuration rend donc le
couplage des deux techniques possible. Ainsi, les variations du courant faradique mesuré a la
microélectrode permettent de positionner la sonde proche de la surface d’or. Le dispositif
SECM va ensuite permettre la formation de ces dépéts, pendant que la caméra CCD de la
SPRi enregistre les changements de 1’épaisseur des dépots sur I'échantillon ou de I'indice de

réfraction a proximité de la lame d’or, a travers les variations de l'intensité du faisceau
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lumineux réfléchi. Cette configuration permet donc un suivi du processus de micro—
modification de la surface sans interférer avec la réaction électrochimique de micro—

fabrication.

contre _él‘w/ microélectrode
spots W électrode de référence
S "'"'",_";— solution
*\

V4 \ électrode de travail
détecteur e N\ faisceau lumineux

(caméra CCD)

Figure 1.3 Schéma de principe du dispositif de couplage SECM—SPRi.

II. Etudes préliminaires a I’'aide du couplage SECM-SPRi

Avant de former des gradients de concentration de polypyrrole—oligonucléotide, nous
avons étudié 1’électrogénération de spots de polypyrrole, puis de polypyrrole—ODN a l'aide du

couplage SECM—SPRi.

I1.A. Etude de spots de polypyrrole

Nous avons tout d’abord validé la technique de couplage SECM —SPRi en étudiant la
formation de spots de polypyrrole sur une surface d’or. Aprés avoir présenté le principe
utilisé pour la formation de ces spots, nous étudierons les premiers résultats obtenus en
imagerie. Nous insisterons sur I'importance de la concentration en pyrrole dans la solution

de polymérisation et sur les conséquences sur les spots d’'une concentration trop faible.

I1.A.1. Génération des spots de polypyrrole

II.A.1.a. Principe

La méthode de micro—fabrication de spots de polypyrrole par mode direct de la
microscopie électrochimique a été décrite dans le chapitre précédent. C’est pourquoi nous
nous contenterons ici d’en rappeler les principales caractéristiques. La microélectrode est
placée trés proche de la surface (ici, d=10 pm), la distance microélectrode—substrat étant
déterminée a 'aide de courbes d’approche en présence d'un médiateur redox (Ru(NHj;)s* ). La
formation des spots est réalisée par électropolymérisation en présence de monomeéres

pyrroles en appliquant un potentiel de 0,7 V vs. Ag/Ag” au substrat. La microélectrode joue
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le role de contre—électrode, ce qui a pour effet de localiser les lignes de champ électrique et

donc d’obtenir des motifs de taille micrométrique.

réflectivité (%)

45

angle incident (°)

Figure II.1 Réflectivité entre un prisme et une couche dor (environ 50 nm dépaisseur) nue (traits
continus) ou recouverte d'un film de polypyrrole (traits pointillés), en contact avec la solution de

monomeres pyrroles.

La précipitation du polymeére sur la surface de I'électrode modifie I'épaisseur optique a
proximité du substrat, ce qui entraine un changement caractéristique du signal de
réflectivité du plasmon de surface. La figure II.1 présente les courbes de réflectivité
obtenues sur la surface d’or au contact avec la solution de monomeéres pyrroles (traits
continus) et sur la surface modifiée par le polypyrrole dans la solution de monomeéres (traits
en pointillés). Nous observons un décalage important de la valeur de I'angle de résonance
lorsque le polypyrrole est déposé sur la surface. Afin de détecter la modification de surface
par SPRi, 'angle du faisceau incident (6) a été fixé a une valeur (34°) légérement supérieure
a I'angle de résonance obtenu dans le cas de l'or. Dans ces conditions, la sensibilité de la
variation de réflectivité est augmentée. En travaillant a angle constant, la présence de
polypyrrole sur la surface d’or se caractérisera par une augmentation de la réflectivité

mesurée par le détecteur et donnera une image plus claire (images en niveaux de gris).

II.A.1.b. Premiers dépo6ts de polypyrrole réalisés

Le dispositif SPRi utilisé permet de réaliser 'imagerie d’'une surface d’'un diamétre de
6 mm. La figure II.2 présente I'image SPRi d'une surface d’or sur laquelle un spot de
polypyrrole, d'un diamétre de 150 um, a été électrogénéré par SECM. Comme expliqué dans
la partie précédente, la présence de ce spot entraine une augmentation de la
réflectivité correspondant a un déplacement de langle de résonance vers des angles plus
faibles et une augmentation locale de 'épaisseur optique; c’est pourquoi ce spot apparait plus

clair que le reste de la lame d’or sur 'image enregistrée par la caméra CCD.
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&

Figure I1.2 Image SPRi d’une surface d'or entiére sur laquelle un spot de polypyrrole a été élaboré et

apparait en blanc.

Conditions de dépét : c,,,=100 mM dans LiClO, (0,1 M), E,,,=0,7 V vs. AglAg", =600 ms, a=5 um,
d=10 um.

Nous avons ensuite réalisé des spots de polypyrrole pour différents temps de
polymérisation (=0 a 600 ms), et observé I'influence de cette durée sur I'image du spot
obtenue en SPRi (Fig. II.3). Il est important de préciser que l'ensemble des travaux
concernant le couplage SECM—SPRIi a été réalisé au cours de cette thése avant I'optimisation
des parametres expérimentaux d’électrogénération décrite dans le chapitre précédent; c’est
pourquoi les parameétres utilisés dans la suite de ce chapitre pour la polymérisation du

pyrrole et du pyrrole—oligonucléotide sont différents des paramétres optimaux déterminés.

L’image de la figure I1.3A.a confirme qu’en absence d’application de potentiel dans la
solution de monomeéres pyrroles, la surface apparait uniformément sombre sur I'image SPRi.
Puis, nous pouvons observer que, plus le temps de polymérisation 7 est grand, plus la taille
du spot est importante (Fig. II.3A.b a e). Ceci est encore plus visible sur le grossissement de
I'image de la lame e (Fig. II1.3B), et est résumé dans le tableau II.1. Dans le cas d’'une
durée de 1 ms, la quantité de polypyrrole déposée est insuffisante pour pouvoir observer le
changement d’épaisseur optique et détecter un spot sur I'image SPRi.

De plus, d’aprés les images obtenues, les spots sont plus intenses et homogeénes au
centre dans la zone juste au—dessous de la microélectrode, et ils le sont moins sur les bords.
Précisons ici qu'une étude supplémentaire de I’homogénéité des spots a été menée par S.

Szunerits et al. en microscopie a force atomique (AFM)*.
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Figure I1.3 Images SPRi de spots de polypyrrole sur une surface dor électrogénérés avec différents

temps de polymérisation (A), et grossissement de l'image du cas e (B).

Conditions de dépot : ¢,,=100 mM dans LiClO, (0,1 M), E,,,=0,7 V vs. AglAg", a=5 um, d=10 um.

(a) spot1:t= 0ms

(b) spot1: 7= 600 ms

(¢) spot1: 7= 600 ms,; spot2: =300 ms

(d) spot1: 7= 600 ms;spot2: =300 ms,spot3: =100 ms

(e) spot 1: = 600 ms, spot 2: =300 ms; spot 3: =100 ms ; spot 4: =20 ms; spot 5: =5 ms ;

spot 6 : =1 ms.

L’épaisseur moyenne des spots a également été déterminée par imagerie de résonance
de plasmon de surface (tableau II.1). Pour cela, nous déterminons l'intensité de la lumiere
réfléchie pour chaque angle afin de reconstruire les courbes de réflectivité pour chacun des
spots électrogénérés. Les réponses obtenues sont comparées aux courbes théoriques.
Précisons ici que les échantillons bruts utilisés sont constitués de verre recouvert d'un pré—
dépot de titane (5 nm d’épaisseur), puis d'un dépot d’or d'une épaisseur de 50 nm (annexe I).
I1 est alors possible de déterminer I’épaisseur de chacun des spots de polypyrrole élaborés en
utilisant les valeurs d’indice de réfraction suivantes : n,=0,167 + 13,442, Nyerre=1,7717,

Niitane = 2,70 + 13,52, npolypyrrole:1,7 - i0,335-

spot 5 4 3 2 1
temps de polymérisation (ms) 5 20 100 300 600
diamétre (um) 35 85 100 120 145
épaisseur (nm) 5 5 10 35 50

Tableau I1.1 Taille et épaisseur déterminées en SPRi des spots de polypyrrole en fonction du temps de

polymérisation (7).
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L’épaisseur du dépot de polypyrrole varie entre 3 et 50 nm, ce qui prouve la
sensibilité de la technique de SPRi. De plus, cette épaisseur reste toujours inférieure a la
distance entre la microélectrode et le substrat utilisée (d=10 pm ici) ; il n’y a donc jamais de

contact entre les spots et la sonde.

I1.A.2. Influence de la concentration en pyrrole

Une étude approfondie des parametres expérimentaux d’électrogénération par SECM
(distance microélectrode—substrat, potentiel et temps de polymérisation, concentration dans
la solution de polymérisation...) a été menée au cours du chapitre précédent. Nous avons
simplement souhaité illustrer ici le phénomeéne particulier se produisant pour de faibles
concentrations en pyrrole décrit dans la partie III.C du chapitre II. Nous avions observé par
microscopie de fluorescence que l'utilisation d’'une concentration en monomeére pyrrole trop
faible conduisait a une destruction des spots, accompagnée d’'un phénomeéne de bullage a la

surface du substrat.

Figure I1.4 Image SPRi de trous dans la couche dor réalisés en polymérisant avec une concentration
trop faible en monomeéres pyrroles.

Conditions de dépét : c,,,=50 uM dans LiClO, (0,1 M), E,,,=0,5 & 1,1 Vvs. AglAg", a=5 um, d=10 um,
=50 a 500 ms.

Ce phénomeéne peut étre observé sur 'image SPRi de la figure 11.4 ou les spots, quel
que soit le potentiel appliqué (E,,,), apparaissent sous la forme d’une tache noire entourée de
blanc, au lieu dune tache blanche uniforme due a une augmentation de Ila
réflectivité correspondant a un déplacement du minimum de la résonance de plasmon de
surface vers des angles plus faibles et une augmentation locale de 1'épaisseur optique (cas
des spots de la figure I1.3). Il y a ainsi formation de trous sur la surface d’or, ce qui confirme
la nécessité d’utiliser des concentrations plus importantes en monomeéres pyrroles afin
d’électrogénérer des spots homogénes de polypyrrole.

Apreés avoir mis au point le dispositif SECM—SPRi par I'étude de la formation de
spots de polypyrrole, nous avons utilisé ce couplage pour 1’électrogénération de spots de

polypyrrole—oligonucléotide sur la surface d’or.
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I1.B. Etude de spots de polypyrrole—oligonucléotide

I1.B.1. Génération

La figure II.5 présente I'image SPRi d'une lame dor sur laquelle des spots de
polypyrrole—oligonucléotide ont été électrogénérés par SECM avec différentes conditions de

copolymérisation.

100 pm

Figure I1.5 Image SPRi d’une lame dor sur laquelle sont électrogénérés des spots de polypyrrole—

oligonucléotide.

Conditions de dépot : ¢,,=200 mM, c,,,_cp=10 uM dans LiClO, (0,1 M), E,,,=0,7 Vvs. AglAg", a=5 um.
Spots A3, B3, B4, G1-G4 : =200 ms, d=5 um, pyrrole seul,

Spots B1, B2, C1-C4, E3, E4, F1-F4 : ==200 ms, d=5 um,

Spots D1, D2 : =300 ms, d=5 um,

Spots D3, D4 : =200 ms, d=12,5 um,

Spots E1, E2 : =100 ms, d=5 um.

Comme précédemment, la présence de ces spots sur la lame d’or entraine une
augmentation de la réflectivité, et donc de 1’épaisseur optique; c’est pourquoi ils
apparaissent en blanc sur l'image. Nous n’étudierons pas ici l'influence des parameétres

expérimentaux car cette étude était I’'objet du chapitre précédent.

Apreés avoir électrogénéré ces spots par couplage SECM~-SPRIi, nous avons détecté
leur hybridation par SPR en mesurant 1’évolution de l'intensité lumineuse réfléchie en
fonction du temps lorsquiils sont au contact dune solution d’oligonucléotides
complémentaires. L'objectif est de réaliser le dépot, suivre en temps réel sa formation, et

détecter 'hybridation des spots avec un seul dispositif, le couplage SECM —SPRi.
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I1.B.2. Détection de ’hybridation de spots de polypyrrole—oligonucléotide

Nous avons étudié le phénoméne d’hybridation sur une lame électrospottée en
injectant l’oligonucléotide complémentaire directement en solution et en suivant les
interactions biologiques que cela engendre. L’objectif ici n’est pas d’étudier I’hybridation en
fonction des différents parametres d’électrogénération des spots, mais de montrer la

faisabilité du concept de détection de I’hybridation via la SPR.
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Figure I1.6 Cinétique de l’hybridation par SPRi de spots électrogénérés par mode direct de la SECM.
Conditions de dépét : E,,,=0,7 V vs. AglAg", =200 ms, d=5 um, a=5 um.
Spot 1: ¢,,,=20 mM,
Spot 2: ¢,,,=20 mM, c,yr—m5=10 uM dans LiClO, (0,1 M),
Spot 3: ¢,,,=20 mM, c,y—cp=50 uM dans LiClO, (0,1 M),
Spot 4: c,,, =20 mM, c,y,_cp=2 uM dans LiClO, (0,1 M),
Spot 5: ¢, =20 mM, c,,,_cp=10 uM dans LiClO, (0,1 M).
Conditions d’hybridation : c¢cp=0,25 uM dans PBS+NaCl (23 mg mL™")

La figure I1.6 présente les cinétiques des réactions en présence d’oligonucléotides
complémentaires CP* du polypyrrole—CP (courbes 3 a 5), élaborés avec différentes
concentrations en monomeére de pyrrole fonctionnalisé en solution, du polypyrrole—M5
(courbe 2) et du polypyrrole non fonctionnalisé (courbe 1). Cette figure montre qu’il n’y a
aucun signal, et donc aucune interaction biologique, dans le cas du spot non complémentaire
ou non fonctionnalisé, ce qui prouve la spécificité du phénomene dhybridation. En
comparant les cinétiques obtenues avec les spots de polypyrrole—CP (spots 3 a 5), nous
pouvons observer quun maximum d’amplitude est atteint dans le cas d'une concentration de
10 uM en pyrrole— CP dans la solution de copolymérisation. Des concentrations moins élevées
engendrent des signaux d’amplitudes plus faibles, les films obtenus étant moins homogénes.
Au contraire, l'utilisation de plus fortes concentrations semble entrainer un probléme

d’encombrement stérique, ce qui a pour effet de diminuer le signal d’hybridation.
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Nous avons également détecté l'hybridation des spots par SPR en utilisant la
microfluidique ; la solution d’oligonucléotide complémentaire parvient alors a la surface

modifiée avec un débit constant, ce qui limite les problémes diffusionnels.

Ainsi, le couplage de la SECM avec la SPRi permet a la fois de micro—fabriquer des
spots de polypyrrole fonctionnalisé par des oligonucléotides, de suivre cette modification de

surface et de détecter I'hybridation des spots avec un méme appareillage.
Apres avoir validé le principe du couplage SECM—SPRi pour I'élaboration de spots de

polypyrrole et polypyrrole—ODN, nous nous sommes intéressés a la réalisation de gradients

de concentration de molécules.

IT1. Etude de gradients de biomolécules

ITI.A. Etude de la faisabilité par la formation de gradients de polypyrrole

Nous avons étudié la formation de gradients de molécules par couplage SECM —SPRi.
Comme précédemment dans le cas des spots, nous avons préalablement validé le principe de

micro—fabrication par couplage SECM —SPRi en réalisant des gradients de polypyrrole.

ITI.A.1. Influence de l’intervalle de temps entre deux sauts de potentiel

Afin de réaliser des gradients de polypyrrole, nous avons, dans un premier temps,
réalisé le dépo6t du polymeére sous forme de ligne. Pour cela, nous avons étudié 'influence de
I'intervalle de temps entre deux sauts de potentiel au cours du déplacement de la

microélectrode.

Ainsi, dans le cas de la figure III.1A, la microélectrode est déplacée a une vitesse
constante de 20 pm s~ ' le long de la surface d’or & une distance de 10 pm du substrat. Deux
applications consécutives d'un potentiel de polymérisation (E,,,) de 0,7 V vs. Ag/Ag’ sont
séparées par une durée de 10 s. Dans la figure II1.1B, l'intervalle de temps entre ces deux
sauts de potentiel est de 20 s. Ces deux images SPRi montrent que dans le cas d’'un intervalle
de temps élevé, les spots électrogénérés sont bien distincts. Par contre, lorsque cet intervalle
de temps est suffisamment faible, les spots de polypyrrole se chevauchent et forment ainsi

une ligne continue.
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Figure III.1 Images SPRi de lignes de polypyrrole par variation de lintervalle de temps entre deux

sauts de potentiel.

Conditions de dépét : c,,,=200 mM dans LiClO, (0,1 M), E,,,=0,7 V vs. AglAg®, =100 ms, d=10 um,

a=5 um, V=20 um s, intervalle de temps entre deux sauts de potentiel : (A) 10 s, (B) 20 s.

ITI.A.2. Formation de gradients de polypyrrole par variation de la vitesse

de déplacement de la microélectrode

Une fois le principe de formation de lignes de polymeére par couplage SECM-SPRi
validé, nous avons réalisé un gradient de polypyrrole par variation de la vitesse de
déplacement de la microélectrode. En effet, cette vitesse a un effet sur la diffusion latérale, et

donc la quantité de polymeére électrodéposée.

s
sens de
déplacement 5
4
3
2
1

200 pm
Figure I11.2 Image SPRi d’'un gradient de polypyrrole par variation de la vitesse de déplacement de la

microélectrode.

Conditions de dépét : c,,,=200 mM dans LiClO, (0,1 M), E,,,=0,7 V vs. AglAg*, =100 ms, a=5 um,

d=10 um, intervalle de temps entre deux sauts de potentiel : 10 s.
Spot 1: V=40 um s ', spot 2: V=35 um s ', spot 3: V=30 um s ', spot 4: V=25 um s ", spot 5: V=20

-1
ums .
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La figure III.2 présente 'image SPRi d’'un gradient de polypyrrole constitué de cing
spots formés par l'application d'un saut de potentiel dans la solution de monomeéres. Entre
chacun de ces spots, la vitesse de déplacement de la sonde est modifiée (de 40 & 20 pm s ).
Nous avons utilisé l'intervalle de temps de 10 s qui permettait dans ’expérience précédente
d’obtenir une ligne de polypyrrole. Lorsque la vitesse de balayage est élevée (cas des spots 1,
2 et 3), la distance entre les centres des motifs est plus importante. Les spots ne se
chevauchent pas et apparaissent distinctement séparés sur l'image SPRi. En effet, la
quantité de polypyrrole déposée en un endroit donné de la surface est plus faible lorsque la
microélectrode se déplace plus rapidement. Par contre, lorsque cette vitesse est suffisamment

lente, les spots forment une ligne continue et plus large (cas des spots 4 et 5).
Ainsi, le couplage de la SECM avec la SPRi apparait parfaitement adapté a la

réalisation de gradients de polypyrrole sur une surface d’or par variation de la vitesse de

déplacement de la microélectrode.

IT1.B. Gradients de polypyrrole—oligonucléotide

Face aux résultats encourageants obtenus dans le cas de la formation de gradients de
polypyrrole, nous avons utilisé les variations de la vitesse de déplacement de la
microélectrode afin de générer un gradient de polypyrrole fonctionnalisé par des
oligonucléotides.

Nous avons ensuite voulu déterminer le profil de concentration du polypyrrole—
oligonucléotide dans le film polymeére. Nous avons tout d’abord réalisé I’hybridation de ces
gradients de biomolécules en présence d’oligonucléotides complémentaires et observé 'image
SPRi obtenue aprés hybridation. La SPRi est une technique d’imagerie monopoint qui
permet dobserver en temps réel I'étape de formation du film, mais elle n’est pas
suffisamment sensible pour nous permettre de distinguer entre polypyrrole—oligonucléotide
et polypyrrole non fonctionnalisé. C’est pourquoi nous avons également utilisé la microscopie
de fluorescence afin d’observer la présence et la répartition du polypyrrole—oligonucléotide
dans le film polymeére. En effet, la microscopie de fluorescence apres hybridation des
oligonucléotides permet de différencier ces deux espéces car seul le polypyrrole fonctionnalisé
sera hybridé et portera un groupement fluorophore. Ainsi, les spots qui apparaissent clairs
sur l'image en microscopie de fluorescence sont ceux qui se sont appariés avec 'ODN

complémentaire, ce qui indique qu’ils sont constitués de polypyrrole—oligonucléotide.
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ITI1.B.1. Faisabilité

La figure II1.3 présente 'image SPRi (A) et I'image aprés hybridation en microscopie
de fluorescence (B) de spots électrogénérés par mode direct de la SECM par variation de la

vitesse (de 20 4 160 pm s ').

4
sens de sens de
déplacement déplacement
500 um
(A) (B)

Figure II1.3 Gradients de concentration de polypyrrole—oligonucléotide par variation de la vitesse de
déplacement de la microélectrode (utilisée en tant que contre—électrode) lors de l'électrogénération : (A)

image SPRI lors de l'électrodéposition, (B) image en microscopie de fluorescence aprés hybridation.

Conditions de dépot: c¢,,=200 mM, ¢,y cp=10 uM dans LiClO, (0,1 M), E,,,=0,7 V vs. AglAg", =50

ms, a=5 um, d=10 um, intervalle de temps entre deux sauts de potentiel : 0,5 s.
V=20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160 um s (8 spots électrogénérés pour chacune des vitesses)
Conditions d’hybridation : ccp+=0,1 uM dans PBS—BSA 1%.

Conditions de microscopie de fluorescence : temps dexposition: 0,12 s, marqueur fluorescent :

streptavidine—R—phycoérythrine.

D’apres 'image SPRi (Fig. II1.3A), nous obtenons une ligne continue dont la largeur
est fonction de la vitesse. En effet, cette ligne sera d’autant plus large que la vitesse est faible
car, dans ce cas, une quantité plus importante de polypyrrole—ODN va se déposer en une

zone donnée.

Bien que l'imagerie de résonance de plasmon de surface (SPRi) fournisse des
informations qualitatives concernant la réalisation des dépdts, elle ne permet pas de
distinguer entre polypyrrole et polypyrrole—ODN. Cette méthode montre donc la fagon dont
les gradients se forment sur la surface, et apporte des données en terme de taille, mais elle
ne donne aucune information permettant de conclure qu'un gradient de densité

d’oligonucléotides, et non de polypyrrole non fonctionnalisé, est déposé. L’image en
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microscopie de fluorescence (Fig. II1.3B) présente donc la variation de concentration en

polypyrrole—oligonucléotide.
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Figure II1.4 Evolution de lintensité de fluorescence (symbole : trait) et de la vitesse de déplacement de
la microélectrode (symbole : losange) en fonction de la distance parcourue par la sonde le long de la
surface. L’intensité de fluorescence est mesurée en différents points du gradient réalisé en fonction de la
distance depuis le bord de la ligne de biomolécules déposées. La variation des vitesses correspond aux

conditions décrites dans la figure I11.3.

La figure III.4 présente 'influence de la vitesse de déplacement de la microélectrode
(symbole : losange) sur la valeur de l'intensité de fluorescence (symbole : trait) mesurée en
différents points du gradient. Ainsi, cette intensité augmente considérablement (jusqu’a un
facteur 5), et est maximale lorsqu'une vitesse de balayage de 60 pm s ' est utilisée. Dans le
cas des vitesses de 20 pm s~ ' et 40 um s” ', I'intensité de fluorescence décroit 1égérement. Par
exemple, I'intensité de fluorescence mesurée pour 20 pm s ' diminue de 15% par rapport a
I'intensité maximale mesurée (& 60 pm s ). Ceci peut s’expliquer par le fait qu’en utilisant
des vitesses de déplacement de la microélectrode trop faibles, la concentration surfacique de
polypyrrole— ODN déposée est trés importante, ce qui entraine une géne stérique et inhibe
I'hybridation par la suite. Ce phénoméne peut également étre du a une sur—oxydation du
polypyrrole—oligonucléotide, ou encore a un dépot de polymeére non fonctionnalisé sur les
spots de polypyrrole—ODN, ce qui entrainerait une diminution de l'intensité de fluorescence

mesurée.
La formation de gradients de polypyrrole—ODN par variation de la vitesse de

balayage a 'aide du couplage SECM - SPRi apparait donc comme une voie adaptée de micro—

fabrication de telles structures. Nous avons ensuite étudié plus précisément l'influence de
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cette vitesse sur les lignes obtenues, puis nous avons réalisé des gradients de concentration

symétriques.

I11.B.2. Formation de lignes et gradients de polypyrrole—ODN par variation

de la vitesse de balayage

Nous avons réalisé des lignes en déplacant la microélectrode a une vitesse constante,

et des gradients de polypyrrole— ODN en variant cette vitesse.

Nous avons utilisé un intervalle de temps entre deux sauts de potentiel de 2 s, ce qui
favorise le retour du systéme vers son état initial, et est suffisamment long pour permettre a
une nouvelle solution de monomeéres de remplir la zone entre la microélectrode et le substrat
par transport de masse par diffusion depuis le coeur de la solution. De plus, les vitesses de
déplacement de la sonde utilisées sont faibles (jusqu'a 80 um s '). Ceci permet donc de

négliger les phénomeénes de convection.

Tout d’abord, des lignes de polypyrrole—oligonucléotide ont été formées en appliquant
un potentiel de 0,7 V au substrat en présence de monomeres et en déplacant la
microélectrode a une vitesse de 15, 40 et 70 pm s ' pour les lames a, b et ¢ de la figure ITL.5A
respectivement. Lorsque la vitesse est élevée, la concentration en polypyrrole—ODN déposée
est moins importante en un point donné. C’est pourquoi la ligne formée par 'ensemble des
spots est, dans ce cas, plus fine. Ceci est confirmé par 'image en microscopie de fluorescence
aprés hybridation (Fig. IIL.5B.a, b et c) car, dans le cas d'une vitesse de 70 um s~ ', les spots

Dest

apparaissent distincts et séparés. A l'inverse, une vitesse de déplacement de 15 pm s~
trop lente, ce qui crée une concentration locale de polypyrrole—ODN trop importante, et
inhibe I’hybridation. Nous observons un signal de fluorescence uniquement sur les bords de
la ligne ou la densité de sondes oligonucléotidiques déposée est moins importante (Fig.

TIL.5B.a).

Nous avons ensuite formé des gradients symétriques de concentration sur la surface
d'or (Fig. II1.5d et e). Pour cela, la vitesse de déplacement de la microélectrode a été
modifiée tous les 3 spots électrogénérés. Dans le cas de la lame d, celle—ci varie de 20 a 80
um s~ !, puis de 80 a 20 um s ' et dans le cas de la lame e, a l'inverse, elle est modifiée dans

I'autre sens de 80 4 20 um s~ ', puis de 20 4 80 pm s~ .
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sens de '?

(A) déplacement E
[
sens de -
(B) déplacement é

B ittt o

e d c b a

Figure III.5 Lignes et gradients de concentration de polypyrrole—oligonucléotide par variation de la

vitesse de déplacement de la microélectrode (utilisée en tant que contre—électrode) lors de
lélectrogénération : (A) image SPRI lors de l'électrodéposition, (B) image en microscopie de fluorescence

apres hybridation.

Conditions de dépét : c,,=200 mM, ¢,y cp=10 uM dans LiClO, (0,1 M), E,,,=0,7 V vs. AglAg", =100

ms, a=5 um, d=10 um, intervalle de temps entre deux sauts de potentiel : 2 s.
Lignea:V=15ums'
Ligne b: V=40 um s~
Lignec: V=10 um s

Ligne d : V=20, 40, 60, 80, 80, 60, 40, 20 um s~! (3 spots pour chacune des vitesses)
Ligne e : V=80, 60, 40, 20, 20, 40, 60, 80, 100 um s™! (3 spots pour chacune des vitesses)

Conditions d’hybridation : ccp+=0,1 uM dans PBS—BSA 1%.

Conditions de microscopie de fluorescence: temps dexposition: 0,12 s, marqueur fluorescent :

streptavidine—R—phycoérythrine.

Les figures II1.6A et B présentent I'intensité de fluorescence mesurée et la vitesse
de déplacement en fonction de la distance parcourue par la sonde le long du gradient.
Sur la figure III.6A correspondant a la lame d, nous observons quun minimum de
I'intensité de fluorescence est atteint lorsque la vitesse de déplacement de la sonde est
maximale. En effet, plus la microélectrode est déplacée rapidement le long de la ligne, moins
il y a de polypyrrole—oligonucléotide déposé en un point donné. Ces résultats sont en accord
avec ceux de la figure II1.5B.a, b et c.
Sur la figure II1.6B, un maximum d’intensité de fluorescence est atteint lorsque la valeur de

la vitesse est 20 um s~ '. Pour cette valeur, nous avions observé dans la figure III.4 une
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diminution de 'intensité de fluorescence par rapport a sa valeur maximale qui était atteinte
a V=60 um s . Il est important de préciser ici que ces deux résultats ne peuvent pas étre
comparés. En effet, I'intervalle de temps utilisé entre deux sauts de potentiel dans le cas de
la figure III.4 est de 0,5 s, alors qu’ici nous l'avons fixé a 2 s. Ainsi, une durée plus
importante s’écoule ici entre deux applications du potentiel de polymérisation, ce qui
implique que, en raison du déplacement de la microélectrode, la quantité de polypyrrole—
oligonucléotide déposée est moins importante en une zone donnée, ce qui évite des problémes
de géne stérique, de sur—oxydation ou encore de dépot de polypyrrole sur le polypyrrole—

ODN, et n’inhibe pas la fluorescence (cas présenté en II1.B.1).

200 T T 100 200 T T 100
E e y
g f‘:, g £
£ 100 v §100 + +50 2
o =) 7]
IS
0 : | | | 0 0 | | | 1 ‘ | 0
0 '1000 2000 0 1000 2000 3000
distance (um) distance (um)
m.l.l.j;.j._; i ].j.f.jm
A) (B)

Figure II1.6 Evolution de lintensité de fluorescence (symbole : trait) et de la vitesse de déplacement de
la microélectrode (symbole : losange) en fonction de la distance parcourue par la sonde le long de la
surface: (A) lame d, (B) lame e de la figure II15.

L’intensité de fluorescence est mesurée en différents points du gradient réalisé en fonction de la distance
depuis le bord de la ligne de biomolécules déposées. La variation des vitesses correspond aux conditions

décrites dans la figure II1.5.
Ainsi, le couplage SECM —SPRi permet de générer électrochimiquement des gradients

de concentration de polypyrrole—oligonucléotide sur une surface d’or et de suivre cette étape

de micro—fabrication en temps réel.
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IV. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons présenté l'intérét du couplage entre une méthode
électrochimique, la microscopie électrochimique a balayage (SECM), et une méthode optique,
I'imagerie de résonance plasmonique de surface (SPRi), par 1’étude de différentes
applications. L’objectif était de montrer les avantages de ce couplage et la faisabilité de la

micro—structuration de surfaces par SECM - SPRi.

D’une part, le couplage SECM—SPRi permet de réaliser a la fois I'électrogénération
de spots de polypyrrole fonctionnalisé par des oligonucléotides, de suivre cette micro—
fabrication sur la surface métallique, et enfin de détecter I’hybridation de tels spots en temps
réel et sans marquage.

D’autre part, nous avons montré que le couplage SECM-SPRi permet
d’électrogénérer des gradients de concentration de polypyrrole—oligonucléotide et d’en suivre
la formation en temps réel. De plus, il autorise le contréle du processus de dépot en terme de
dimensions des motifs et de concentration des espéces immobilisées en variant des
parametres expérimentaux tels que la valeur de la vitesse de déplacement de la
microélectrode, ou encore I'intervalle de temps entre deux sauts de potentiel. Une perspective

a ce travail sera I'’étude du mouvement de cellules le long de ces profils.

Ce couplage des deux techniques présente donc l'avantage de modifier et de

caractériser une surface en une seule étape.
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Chapitre IV Caractérisation et détection de 'hybridation des spots par SECM

La microscopie électrochimique présente un avantage majeur dans sa dualité

d’utilisation en tant qu’outil de fonctionnalisation et d'imagerie de surfaces.

Des spots de polypyrrole—oligonucléotide (Ppy—ODN) de taille micrométrique ont été
formés sur une surface d’or par localisation des lignes de champ électrique, selon la méthode
décrite dans le chapitre II. Aprés avoir étudié l'influence des parameétres expérimentaux
d’électrocopolymeérisation sur la taille et I’'homogénéité de ces spots par microscopie de

fluorescence, nous avons ainsi défini les conditions optimales de dépot.

La microscopie électrochimique a ensuite été utilisée en mode feedback afin d’obtenir
les images de ces surfaces modifiées. En effet, 1la différence de conductivité de surface entre
Por et les spots électrogénérés se traduira par une différence du courant de feedback mesuré
a la microélectrode en présence d’'un médiateur redox. Ceci montre la sensibilité de la SECM,
I’épaisseur des spots de polypyrrole—oligonucléotide étant de 'ordre de quelques dizaines de

< « P . . . . N . 1
nanometres d’aprés des mesures préliminaires en microscopie a force atomique (AFM) .

Afin d’étudier I'’hybridation de ces spots, nous avons utilisé a nouveau le mode
feedback de la microscopie électrochimique, plutét que le mode génération/collection
davantage exploité par d’autres équipes de recherche et dans lequel des espéces
électroactives générées par la biomolécule immobilisée diffusent depuis le substrat jusqu’a la
sonde ou elles sont détectées®®!. Le mode feedback a été utilisé principalement pour la
détection d’enzymes immobilisées sur des surfaces conductrices ou isolantes™®’, mais est
limité a des enzymes possédant une forte activité spécifique et un taux important de
recouvrement de la surface. Afin d’étudier la réaction spécifique d’hybridation, nous avons
ainsi utilisé le mode feedback basé sur des différences de réactivité et/ou conductivité entre
la surface d’or et les spots sur lesquels est formé une couche par précipitation, la 4—chloro—

1-naphtone, qui va bloquer la régénération du médiateur redox.

Ce chapitre, constitué de deux parties, est consacré a l'utilisation du mode feedback
de la microscopie électrochimique pour réaliser de l'imagerie de surfaces biologiques. La
premiere partie présente les images obtenues lors de la détection de spots de polypyrrole—
oligonucléotide électrogénérés par mode direct de la SECM. Dans la seconde partie, la

microscopie électrochimique est utilisée afin de détecter 'hybridation de ces spots.
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I. Détection des spots de polypyrrole—oligonucléotide par SECM

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a l'imagerie de spots de
polypyrrole—oligonucléotide par microscopie électrochimique. Ces spots ont été
électrogénérés sur des lames d’or par mode direct de la SECM, suivant la méthode décrite
dans le chapitre II. Nous avons utilisé les conditions optimisées a ’aide de la microscopie de
fluorescence, a I'exception du temps de polymérisation (7) ; celles—ci sont résumées dans le
tableau I.1. En effet, nous avions observé qu'une durée de 10 ms d’application du potentiel
E.,» permettait d’obtenir des spots homogénes, reproductibles et de petite taille. Cependant,
afin de réaliser la détection par microscopie électrochimique, nous avons doublé ce temps, ce
qui permet d’obtenir des dépots d’épaisseur plus importante. Par la suite, nous avons vérifié
que des spots élaborés avec un temps de polymérisation de 10 ms étaient également

détectables par mode feedback de la SECM.

concentration en pyrrole (c ) 200 mM
concentration en pyrrole—oligonucléotide (¢, opn) 10 pM
potentiel appliqué (£ ,;,,) 0,7V us. Ag/Ag”
temps de polymérisation (7) 20 ms
distance microélectrode—substrat (d) 60 pm

Tableau 1.1 Paramétres utilisés pour lélectrogénération des spots de polypyrrole—oligonucléotide par

mode direct de la SECM dans ce chapitre.

Apres avoir expliqué le principe de détection de ces spots par mode feedback, nous
nous intéresserons tout d’abord a la détection d'une couche de polypyrrole—oligonucléotide
déposée sur une surface d’or (étude d’'un dépét de taille macroscopique) par variation du tracé
de courbes d’approche. Ensuite, nous étudierons la détection de spots de polypyrrole—
oligonucléotide (étude d'un dépot de taille microscopique) en réalisant des courbes d’approche
et des balayages 2D de la surface, puis nous analyserons 'influence de différents parametres
expérimentaux tels que la distance entre la microélectrode et le substrat lors du balayage, ou

encore la vitesse et le sens de déplacement de la sonde.

I.A. Principe

La réalisation d’'imagerie de spots par SECM est basée sur le principe du mode
feedback. La microélectrode est placée a proximité de la surface et polarisée négativement en

, N K 3 N N , . N
présence d'une espéce redox, le médiateur, Ru(NHj;)s" . Cette espéce va étre réduite a la
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sonde, puis l'espéce générée va diffuser jusqu’au substrat ou elle sera ré—oxydée. L'un des
avantages a travailler sur or est que ce substrat est trés conducteur avec une forte mobilité
électronique. Ainsi, 1l n’est pas nécessaire de le polariser pour régénérer le médiateur

Ru(NH;)6* ", ce qui évite de perturber ou modifier la couche biologique (Fig. I.1).

ET: *0,5 Vv

o=

Ru(I\H'Ig)GS+ Ru(NH3)62+
A/

or (50 nm)
Figure 1.1 Schéma du principe du mode feedback utilisé pour la détection des spots électrogénérés sur

la surface d'or.

Nous avons réalisé deux types d'images permettant de détecter la présence d'un spot
sur la surface d’or.
Tout d’abord, des courbes d’approche peuvent étre tracées avant et apres
électrocopolymérisation. Les conductivités de l'or et du polypyrrole— ODN sont différentes, le
polypyrrole—ODN étant certainement a ’état réduit puisqu'un potentiel de 0 V vs. Ag/Ag”,
inférieur a son potentiel thermodynamique, est appliqué aprés la copolymérisation pour
ramener le systéme dans son état initial. Le polypyrrole—ODN forme une couche sur le
substrat d’or qui représente une barriére a la diffusion, ce qui modifie le transfert de matiére.
Le transfert de charge peut lui aussi étre affecté par la présence de cette couche de polymere
fonctionnalisé qui modifie la surface accessible. Il sera ainsi possible de distinguer entre ces
deux matériaux en observant les différences sur ces deux courbes d’approche. Nous
parlerons, dans la suite de ce chapitre, de modification de la conductivité surfacique entre la
surface d’or et la surface modifiée.
Selon le méme principe, un balayage 2D, c’est—a—dire selon la direction des axes X ou Y,
peut étre étudié. Il consiste a placer la microélectrode a une distance faible de la surface, puis
a enregistrer le courant mesuré a la sonde lorsque celle—ci est déplacée avec une vitesse
déterminée dans 'une des directions X ou Y a une distance constante du substrat. Lorsque la
sonde traverse des zones modifiées ou la réactivité est plus faible, le transfert de charge sera
ralenti et donc le phénoméne d’amplification localisée dans le cas du mode feedback positif,
sera moins important. Ainsi le courant normalisé mesuré a la microélectrode dans cette zone

sera plus faible.

Nous avons préalablement étudié I'influence de la présence d'un dép6ét macroscopique

de polypyrrole— ODN sur une surface d’or sur I'allure des courbes d’approche obtenues.

- 136 —



Chapitre IV Caractérisation et détection de 'hybridation des spots par SECM

I.B. Etude préliminaire d’un dép6t macroscopique

Dans un premier temps, nous avons validé la sensibilité de la microscopie
électrochimique pour la détection d'un dépét de taille macroscopique sur la surface entiere
d’or accessible dans la cellule électrochimique. Nous avons ainsi utilisé un systéme classique
de 3 électrodes : électrode de travail (surface d’or), électrode de référence (Ag/Ag™) et contre—
électrode (platine). En appliquant un potentiel de 0,7 V pendant 200 ms au substrat dans
une solution de monomeéres pyrrole et pyrrole—oligonucléotide, un film de copolymeére est

formé sur toute la surface (S=0,196 cm?).

1I.B.1. Calcul de I’épaisseur du dépoét

Le temps de synthése est un parameétre important car il permet de controler
I’épaisseur du film de polypyrrole a partir de la charge consommée lors de son élaboration.
En supposant que le film est uniforme sur toute la surface de 1’électrode et en ne prenant pas
en compte la présence des oligonucléotides en raison du faible pourcentage de monomeéres
pyrroles fonctionnalisés, il est possible, en premiére approximation, d’estimer ’épaisseur du
film (e) a partir de la charge de synthése (Q)a l'aide de la formule établie par B. D.
Malhotra®:

e= (Mpyr + 6 MCIO4)Q (I 1)
(2+3)FSpp,,

avec : e épaisseur du film (cm), M,,, la masse molaire du pyrrole qui est de 67,09 g mol ',
Mcio4 la masse molaire de I'ion dopant C10,~, soit 99,45 g mol ™', Q la charge de synthése (C),
0 le taux de dopage qui est ici de 1/3, F la constante de Faraday ou charge d’'une mole
d’électrons soit 96500 C, S la surface géométrique de 1'électrode, soit 0,196 cm?, p la masse

volumique de polypyrrole’, qui est de 1,51 g cm™>.

En tenant compte de ces valeurs, nous obtenons la formule suivante :
e=2,9410"* Qg (1.2)

avec : Qg la charge surfacique (C cm ).

La charge surfacique d’oxydation des monomeéres est de 270+48 pC cm 2 ce qui engendre
une épaisseur calculée suivant ce modéle de 0,79£0,14 nm. Cette épaisseur est du méme
ordre de grandeur que la valeur de 1,5£0,4 nm obtenue a partir des mesures en résonance
plasmonique de surface (SPR) réalisées sur un dépoét macroscopique de polypyrrole— ODN

élaboré en appliquant une impulsion pendant 20 ms (partie I1.C.1).
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Cette faible valeur peut s’expliquer par un temps de polymérisation trés faible. En effet, un
potentiel de 0,7 V est appliqué au substrat d’or pendant 200 ms, ce qui peut conduire a des
dépots inhomogenes, et, éventuellement, a un recouvrement partiel de la surface de
I'électrode. Ces résultats sont en accord avec les observations réalisées au laboratoire lors du
dépot d’'un film de polypyrrole pendant de faibles temps de polymérisation a l'aide de la
technique de 1’électrospotting. Une durée de polarisation plus élevée, de 'ordre de 2 a 3 s,
serait nécessaire afin d’obtenir un dép6t homogene et d’épaisseur plus importante sur toute

la surface du substrat d’or.

1.B.2. Courbes d’approche

La figure 1.2 présente les courbes d’approche sur or (A), puis sur le dépét de
polypyrrole— ODN (B). Ces deux courbes ont la méme allure que la courbe théorique du mode
feedback positif (courbe en pointillés) calculée suivant le modéle de M. V. Mirkin'® (annexe
III). Cependant, lorsque la microélectrode est placée, par exemple, a une distance de 5 um de
la surface (L=1), les courants normalisés (It") ont pour valeurs 1,40 et 1,51 dans le cas de la
surface d’or et du polypyrrole— ODN respectivement. Cette chute de 7 % du courant normé
lorsqu'un dépét de copolymere est déposé sur la surface d'or provient du fait que la
conductivité de 'assemblage est moins importante, ce qui diminue le transfert de charge et
donc le courant de feedback mesuré a la sonde. Ainsi, il est possible, en tracant les courbes
d’approche, de mettre en évidence la formation d’'un dép6t macroscopique sur la surface d’or,

lorsque la sonde est située a des distances inférieures a 6,3 pm.
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Figure 1.2 Courbes dapproches normalisées théorique (traits en pointillés) et expérimentale (traits

continus) sur une surface dor (A) nue, (B) recouverte d’un dépét de polypyrrole—oligonucléotide.

Conditions de dépét : c,,=200 mM, ¢,y cp=10 uM dans LiClO, (0,1 M), E,,,=0,7 V vs. AglAg", =200
ms.

Conditions de détection : [Ru(NH3)e]>* 10 mM dans KCL 0,1 M, V,=1 um s ', a=5 um, Ey=-0,44 V vs.
AglAg*, Es=OCP.
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Cette premieére étude montre qu'un dépot de polypyrrole fonctionnalisé sur une
surface peut étre détecté en microscopie électrochimique par 'analyse de courbes d’approche.
Nous avons ensuite réalisé une détection de spots de polypyrrole—ODN de taille

micrométrique en utilisant le méme principe.

I.C. Etude de spots de polypyrrole—oligonucléotide

Nous avons mené une étude de la détection par mode feedback de spots de

polypyrrole—oligonucléotide d’'un diameétre compris entre 100 et 200 um.

I.C.1. Courbes d’approche

De la méme fagon que dans le paragraphe précédent, nous avons tracé les courbes
d’approche d’'une surface d’or (Fig. 1.3A), puis d'un spot de polypyrrole—ODN (Fig 1.3B)

électrogénéré par mode direct de la SECM comme décrit dans le chapitre II.

377 3
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Figure 1.3 Courbes dapproche normalisées théoriques (en pointillés) et expérimentales (traits

continus) (A) sur or, (B) sur un spot de polypyrrole—oligonucléotide électrogénéré sur or.

Conditions de dépét : c,,,=200 mM, c,,,_cp=10 uM dans LiClO, (0,1 M), a=5 um, E,,=0,7 V vs. AglAg”,

=20 ms, d=60 um.
Conditions de détection : [Ru(NH3)e]>* 10 mM dans KCI 0,1 M, V;=1 um s, a=5 um, Er=—0,5 V vs.
AglAg*, Es=OCP.

La figure 1.3 présente les deux courbes obtenues, ainsi que les courbes théoriques
correspondantes (annexe III). Nous pouvons remarquer ici que la courbe correspondant a
Papproche de la surface d’or non modifiée s’écarte de la courbe théorique du mode feedback
positif a une valeur de 1,9 en terme de courant normalisé, alors que celle obtenue dans la
figure 1.2 g’en éloignait a 1,51. Ceci peut étre expliqué par plusieurs facteurs qui différent
entre ces deux expériences, tels que la microélectrode utilisée (taille, planéité), et la surface
de Tor (défauts, planéité). En effet, deux microélectrodes différentes auront des réactivités

différentes et donc aboutiront a un courant de feedback mesuré qui sera lui aussi différent.
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Cependant, nous pouvons observer une cohérence entre ces deux expériences en terme de
distance normalisée. En effet, dans les figures 1.2 et 1.3, la courbe expérimentale sur
substrat d’or s’éloigne de la courbe théorique du mode feedback positif pour une valeur de
distance normalisée comparable. Ces observations valident la possibilité de réaliser de
I'imagerie de surface en placant la microélectrode a hauteur constante au-dessus du
substrat.

D’apres la figure 1.3, il est possible, comme dans le cas d’'un dép6t macroscopique, de
détecter la présence de polypyrrole—ODN sur l'or, en placant la microélectrode a une
distance constante inférieure a 15 pm (L=3). Plus la sonde est proche de la surface, plus
Peffet d’amplification localisée du mode feedback positif est important, et donc plus la nature
de la surface va influencer ce phénomeéne. Ainsi, une meilleure sensibilité de détection du
spot est obtenue lorsque la microélectrode est placée trés proche de la surface (d=3,5 pm, par
exemple). Cependant, si la surface présente une légere pente, les risques de collision entre la
sonde et la surface en sont également accentués, ce qui peut endommager soit la
microélectrode, soit le spot électrogénéré. Il est ainsi important de trouver un compromis
entre la sensibilité et le risque de heurter la surface avec la microélectrode.

A une distance de 5 pm du substrat, le courant normalisé mesuré lors de 'approche
du spot de polypyrrole— ODN chute de 16 % par rapport a sa valeur sur or, contre 7 % dans le
cas d’'un dépot macroscopique. Ceci peut étre expliqué par une épaisseur et une homogénéité
plus importantes du spot électrogénéré. En effet, dans le cas d'un spot électrogénéré a 0,7 V
vs. Ag/Ag” pendant 20 ms avec un diamétre de 100 pm (taille minimale déterminée par
microscopie de fluorescence), la charge surfacique est de I'ordre de 127 mC em 2. Le calcul du
modeéle décrit plus haut prévoit une épaisseur de 37 nm, donc plus importante que dans le
cas du dépot de taille macroscopique sur toute la surface d’or. Ainsi, le transfert de charge du
médiateur est d’autant plus limité et ralenti que I'épaisseur du polypyrrole—ODN est
importante. De plus, ces microdépdts étant plus homogénes et d’épaisseur plus importante, la
limite inférieure de la distance permettant d’observer la présence du spot est plus grande que
celle obtenue dans le cas d'un dép6t macroscopique. C’est pourquoi la courbe d’approche du
spot s’écarte davantage et a partir de distances supérieures que dans le cas du dépot de taille

macroscopique.

Ces courbes montrent la présence d'un spot de polypyrrole—ODN a I'endroit ou est
réalisée I'approche. Nous avons ensuite déplacé la microélectrode a vitesse constante, afin de
“balayer ” le spot électrogénéré, et mesuré le courant a la sonde. Les variations de ce courant
indiquent des changements dans le transfert de charge, et donc dans la nature de la surface

balayée.
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I.C.2. Balayage 2D de la microélectrode

Apreés avoir observé en quoi consiste I'image obtenue, nous nous intéresserons plus
particuliéerement a l'influence de certains parameétres de détection tels que la distance
microélectrode—substrat lors du balayage de la surface, le sens et la vitesse de déplacement

de la sonde.

I.C.2.a. Image d’un spot en mode feedback

La figure 1.4 montre I’évolution du courant normalisé, c’est—a—dire le rapport entre
le courant mesuré a la sonde et son courant loin du substrat, lors du balayage de la surface
par la microélectrode selon 'axe X a une distance de 10 pum du substrat. Lorsque la
microélectrode arrive au niveau du spot, ce courant de feedback diminue, indiquant ainsi le
changement de conductivité surfacique entre I'or et 'or modifié par la couche de polypyrrole—
ODN. La présence du spot de polypyrrole fonctionnalisé est donc détectable en balayage 2D

de la sonde.
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Figure 1.4 Image d’'un spot de polypyrrole—oligonucléotide par mode feedback de la SECM.

Conditions de dépét : c,,,=200 mM, c,,,_cp=10 uM dans LiClO, (0,1 M), a=5 um, E,,=0,7 V vs. AglAg”,

=20 ms, d=60 um.
Conditions de détection : [Ru(NH;)e]>" 10 mM dans KC1 0,1 M, V=20 um s ', a=5 um, Er=—0,54 V vs.
AglAg®, Es=OCP, d=10 um.

1.C.2.b. Influence des paramétres expérimentaux de détection

I.C.2.b.i. Influence de la distance microélectrode—substrat

La distance de travail, ainsi que la taille de la sonde, constituent les deux principaux
parametres influant sur la résolution du microscope électrochimique, c’est—a-—dire sa

capacité a distinguer deux objets proches ayant une topographie ou une réactivité différente.
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La figure 1.5 présente les courbes obtenues lors du balayage dun spot de
polypyrrole— ODN par la microélectrode & une vitesse de 20 um s~ ' a différentes distances du
substrat (de 5 a 35 um). La présence de ce spot sur la surface d’or est détectable lorsque la
sonde est placée a une distance inférieure a 20 pm de la surface. Au—dela, le courant mesuré
a la sonde n’est plus sensible a la différence de conductivité surfacique entre l'or et l'or
modifié par le polypyrrole— ODN. Cette valeur est en accord avec les courbes d’approche
réalisées précédemment.

Nous avons ensuite voulu déterminer la largeur de ce spot a partir de la largeur a
mi—hauteur des pics selon la méthode décrite par K. Borgwarth et al. dans le cas d’'une

bande isolante sur substrat d’or .
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Figure L.5. Influence de la distance microélectrode—substrat (de 5 & 35 um) lors de la détection d’'un

spot de polypyrrole—oligonucléotide par mode feedback de la SECM.

Conditions de dépét : c,,,=200 mM, c,,,_cp=10 uM dans LiClO, (0,1 M), a=5 um, E,,=0,7 V vs. AglAg”,

=20 ms, d=60 um.
Conditions de détection : [Ru(NHs)g]*" 10 mM dans KCI 0,1 M, V=20 um s ', a=5 um, E;=—0,5 V vs.
AglAg", Es=OCP, d=5, 10, 15, 20, 30 ou 35 um (L=1, 2, 3, 4, 6 ou 7).

La figure 1.6 montre une linéarité de 1’évolution de la largeur a mi—hauteur (notée
LMH) avec la distance de travail (LL=d/a). Ceci a également été mis en évidence par ’équipe
de K. Borgwarth lors du balayage en mode feedback d'une bande isolante de 100 pm de
largeur avec une microélectrode de 10 pm de diameétre pour des distances normalisées
comprises entre 0,7 et 1,9. Dans ces conditions, K. Borgwarth et al. ont déterminé une
relation entre la largeur a mi—hauteur des pics et la distance de travail :

LMHgy=LMH4-¢+1,64 d 1.3)
Le second terme proportionnel a la distance d correspond a 'influence de la diffusion latérale

3

des espéces électroactives a l'interface “isolant—conducteur”. En effet, méme lorsque la
sonde est placée au—dessus de I'isolant, le courant mesuré ne correspond pas totalement a un
courant de feedback négatif car I'espéce générée a la microélectrode peut diffuser vers les

bords de la zone conductrice, y réagir puis re—diffuser vers la sonde.
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Figure 1.6 Largeurs a mi—hauteur (LMH) mesurées sur les courbes de la figure 1.5 pour L=1, 2, 3 et 4.

Dans notre cas du balayage de spots de polypyrrole— ODN par la sonde, nous pouvons
établir une relation similaire exprimant I'évolution de la largeur a mi—hauteur des pics
obtenus en fonction de la distance microélectrode—substrat :

LMHgy=LMH44-¢+1,15d 1.4)

avec LMH 4-0=34,035

En appliquant le méme raisonnement ici que dans le cas des bandes isolantes sur
substrat conducteur proposé par K. Borgwarth et ses collegues, nous pouvons approximer la
largeur réelle des spots par extrapolation a distance nulle (I.=0). Nous obtenons alors une
valeur de 34 um pour la taille des spots, qui est trés largement inférieure a la valeur obtenue
en microscopie de fluorescence et en imagerie de résonance plasmonique de surface (SPRi).
Ceci montre donc la limite de cette théorie qui peut s’expliquer par trois facteurs. Tout
d’abord, cette limite est due a la réactivité car ces relations simples ne peuvent s’appliquer
pour la détermination d’'une distance réelle d'un objet non parfaitement isolant et ne
présentant pas un courant de feedback négatif sur un substrat conducteur. Puis, deux
facteurs de forme difféerent entre notre expérience et celle décrite par K. Borgwarth. Celui—ci
étudie des objets conducteurs sur substrat isolant alors que dans notre cas, il s’agit d’objets
non parfaitement isolants sur substrat conducteur. Enfin, les objets décrits par K. Borgwarth
sont des bandes de dimensions latérales infinies, alors que les spots étudiés ici ont des
dimensions finies et micrométriques. Ce phénomeéne de limitation avait également été
observé par J. Chane—Tune dans sa thése de doctorat lors de la réalisation de dépo6ts d’or sur
des substrats de diamant dopé au bore'®. A la base du pic en balayage de la figure 1.5, nous
obtenons une taille de l'ordre de 100 pm, ce qui est en accord avec les expériences en
microscopie de fluorescence et en SPRi.

Ainsi, le balayage 2D de la microélectrode placée a une distance suffisamment faible
de la surface permet de mettre en évidence la présence de spots de polypyrrole— ODN.

Cependant, la détermination de la taille de ces motifs créés sur la surface d’or a partir de la
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courbe représentant ’évolution du courant mesuré a la sonde lors du balayage de la surface

est relativement imprécise.

I.C.2.b.ii. Influence de la vitesse de balayage

La figure 1.7 montre I'évolution du courant mesuré a la microélectrode lors du
balayage de la surface modifiée a une distance de 5 pm (distance qui permet la meilleure
sensibilité de détection d’aprés la figure 1.5) pour différentes vitesses de déplacement de la
sonde (V= 5, 10, 20, 50 et 100 pm s '). Nous pouvons observer que la réponse obtenue en
terme de courant mesuré a la sonde au cours du déplacement est similaire quelle que soit la

vitesse de balayage.
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Figure 1.7 Influence de la vitesse de déplacement de la microélectrode (de 5 ¢ 100 um s ') lors de la

détection d’un spot de polypyrrole—oligonucléotide par mode feedback de la SECM.

Conditions de dépét : c,,,=200 mM, c,,,_cp=10 uM dans LiClO, (0,1 M), a=5 um, E,,=0,7 V vs. AglAg”,

=20 ms, d=60 um.
Conditions de détection : [Ru(NHs)g>" 10 mM dans KCI 0,1 M, a=5 um, Er=-0,5 V vs. AglAg",
Es=O0OCP, d=5 um, V=5, 10, 20, 50, 100 um s~ .

Cette caractéristique de la détection des spots est particulierement intéressante en
vue d’une application de cette méthode pour la lecture de biopuces. En effet, il sera possible
de réaliser une cartographie d'un nombre important de plots créés sur la surface en un temps
d’autant plus faible que la vitesse de déplacement est élevée. Considérons une matrice carrée
(2x2 mm) de 36 plots de 100 um de diameétre espacés les uns des autres par une distance de
200 pm. Pour obtenir une cartographie de cette surface a hauteur constante composée de
balayages de lignes (selon l'axe X) tous les 10 um, il est ainsi nécessaire de réaliser
successivement 201 balayages. Si la vitesse de déplacement de la sonde est de 5 pm s,
I'image totale sera obtenue en plus de 22 heures, sans tenir compte du temps de déplacement

du moteur selon I'axe Y. Par contre, si la vitesse de balayage est de 100 pm s ', il faudra

seulement 67 minutes pour réaliser une cartographie complete de la puce. Cet exemple met
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donc en évidence I'intérét de pouvoir balayer la surface avec une vitesse importante, sans

diminution de la sensibilité de détection.

I.C.2.b.iii. Influence du sens de balayage

Nous avons vérifié que 'image obtenue lors du balayage d'un spot n’est pas fonction

du sens de déplacement de la microélectrode.
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Figure 1.8. Influence du sens de balayage sur la détection d’'un spot de polypyrrole—oligonucléotide par
mode feedback de la SECM.

Conditions de dépét : c,,,=200 mM, c,,,_cp=10 uM dans LiClO, (0,1 M), a=5 um, E,,=0,7 V vs. AglAg”,

=20 ms, d=60 um.
Conditions de détection : [Ru(NHs)g]*" 10 mM dans KCI 0,1 M, V=20 um s ', a=5 um, E;=—0,5 V vs.
AglAg®, Es=OCP, d=5 um.

La figure 1.8 montre que la méme image est obtenue en balayant la surface selon
Paxe X dans le sens gauche—droite ou dans le sens contraire, ce qui montre la
reproductibilité de la mesure de détection. De plus, nous pouvons observer ici I'indépendance
de la réponse obtenue avec le déplacement de la sonde, ce qui prouve que l'effet convectif n’a

pas d’'influence sur la mesure et est donc bien négligeable.

I.C.3. Conclusion

Dans cette premiére partie, nous nous sommes intéressés a l'utilisation du mode
feedback de 1a SECM afin de détecter la présence de spots de polypyrrole—oligonucléotide sur
la surface d’or. Nous avons montré que ceci était possible, en déplacant la microélectrode a
une distance proche de la surface (inférieure a 20 um), quelle que soit la vitesse de balayage
(comprise entre 5 et 100 pm s ). Le fait que la réponse obtenue en terme de courant mesuré
a la microélectrode ne soit fonction ni de la vitesse, ni du sens de déplacement de la sonde
électrochimique montre que les spots électrogénérés sur la surface ne sont pas perturbés par

le balayage, ni sensibles a la présence de la microélectrode.
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La possibilité de détecter de tels spots d’épaisseur nanométrique prouve la sensibilité
de la SECM. De plus, 'un des avantages de l'imagerie par SECM, en comparaison avec
I'imagerie en fluorescence, est qu’il est possible de visualiser les spots de polypyrrole— ODN
immédiatement aprés leur synthése sans utiliser de marqueur. La SECM permet donc de
visualiser les spots de polypyrrole—ODN et de déterminer 'ordre de grandeur de leur taille,
mais elle ne fournit pas d’information directe concernant I'épaisseur des dépots.

Nous allons maintenant étudier la détection de ’hybridation de ces spots par SECM.

I1. Détection de ’hybridation des spots de polypyrrole—oligonucléotide par SECM

La détection du phénomeéne d’hybridation consiste a traduire le signal biologique issu
de la reconnaissance en une grandeur mesurable et facilement interprétable.

Cette détection peut étre réalisée au moment de la reconnaissance biologique et est
alors appelée transduction (temps réel). Par contre, si elle est réalisée apres le phénomeéne
d’appariement spécifique, elle est appelée détection (point final). La transduction présente
Pavantage d’'un gain de temps pour I'analyse et permet également d’obtenir des informations

sur la cinétique d’hybridation.

I1.A. Les différents modes de détection

I1 existe deux types de détection : directe et indirecte, selon l'utilisation ou non d’'un

marqueur. Nous allons voir ici succinctement les principaux modes de détection utilisés.

I1.A.1. Détection indirecte

II.A.1.a. Détection par marquage radioactif

Les marqueurs radioactifs'® ont été les premiers marqueurs utilisés pour la détection
de l'hybridation. Cependant, cette méthode quantitative basée sur la mesure de la

radioactivité est délicate a mettre en ceuvre.

II.A.1.b. Détection électrochimique avec intercalants électroactifs

Ce type de transduction utilise des intercalants électroactifs qui se glissent dans le
duplex entre 'empilement des bases nucléiques. La détection de I'’hybridation est ensuite
réalisée, le plus souvent, par des méthodes potentiodynamiques qui mettent en évidence un

changement de I’électroactivité de I'intercalant en absence et en présence d’oligonucléotides
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complémentaires. Ainsi, K. Hashimoto ef al. utilisent la daunomycine en tant que molécule
intercalante afin de détecter I’hybridation par mesure en voltamétrie cyclique de la différence
entre les pics anodiques du brin d’ODN immobilisé sur Iélectrode et de son
complémentaire'®. L’équipe de M. Mascini a également utilisé la daunomycine en tant

quindicateur de 'hybridation dans des capteurs 8 ADN™.

II.LA.1.c. Détection optique

La détection optique par fluorescence'® est une technique indirecte semi—quantitative
en point final et multi—étapes ne permettant pas d’accéder aux cinétiques d’hybridation. Elle
est trés utilisée car sensible, facile a mettre en ceuvre et présentant une forte résolution

spatiale (um). Cette technique a été décrite et utilisée au cours du chapitre II.

I1.A.2. Détection directe

Les modes de transduction directe intéressent de nombreuses équipes car s’affranchir
de Tlétape de marquage des ODN constitue un enjeu important en vue dune

commercialisation des biocapteurs.

II.A.2.a. Détection électrochimique

La plupart des techniques de détection électrochimique directe utilisent
I’électroactivité des bases constituantes de ’ADN en tant qu’indicateur de I'hybridation, le
plus souvent le pic anodique de la guanine. La voltamétrie cyclique étant une méthode peu
sensible pour de faibles concentrations en ADN, d’autres techniques électrochimiques telles
que la voltampérométrie pulsée!’, ou encore l'analyse potentiométrique par redissolution
anodique (PSA)'® sont utilisées.

D’autres équipes de recherche étudient les modifications induites par I'’hybridation
sur les propriétés électrochimiques du matériau support. Cest le cas de la spectroscopie

s 19
d’'impédance .

II.A.2.b. Transduction gravimétrique

Certains chercheurs se sont intéressés a la caractérisation de 'hybridation de TADN
par microbalance a quartz®®?'. Le principe de cette technique est que toute perturbation de la
surface d’'un cristal de quartz piézoélectrique se traduit par une variation de sa fréquence de

résonance qui est reliée par ’équation de Sauerbrey a une variation de masse.
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II.LA.2.c. Transduction optique

I1 existe plusieurs types de détections directes optiques. Nous citerons plus
particuliérement la résonance de plasmon de surface (SPR) dont le principe est décrit dans le
chapitre III, et I'ellipsométrie basée sur I’étude du changement de polarisation d’'un faisceau
de lumiére en fonction des variations de l'interface™.

Apreés avoir étudié I'hybridation des spots de polypyrrole—ODN par microscopie de
fluorescence (chapitre II) et par SPRi (chapitre III), nous avons réalisé la détection de ce

phénomeéne spécifique par SECM.

I1.B. Principe utilisé de la détection par SECM

Plusieurs types de détection de I’hybridation par microscopie électrochimique basés
sur un marquage enzymatique (’enzyme remplace alors le fluorophore utilisé en microscopie
de fluorescence) peuvent étre envisagés, tels que, par exemple, le mode génération/collection
en détectant a la microélectrode I'oxydation du peroxyde d’hydrogéne formé au substrat par
une réaction biocatalysée par la glucose oxydase (Fig. I1.1A), ou le mode feedback positif en
détectant a la sonde la réduction de I'ion ferricinium carboxylique, en présence d’'une réaction

biocatalysée par la peroxydase au substrat (Fig. I1.1B).

E;=0,7V glucose oxydase

fp=0V v biotinylée
/ % ’ peroxydase biotinylée

glucose, O,  H,0, Fe H O2OH‘ Fe+ Q streptavidine

3

[ ]
CP* biotinylé

8 oo

a0

¢
< § ;¢
or (50 nm) or (50 nm)
(A) (B)

Figure II.1 Schémas de principe de détection de [Uhybridation par SECM: (A) mode
générationi/collection, (B) mode feedback positif.

Nous avons développé une méthode de détection de 'hybridation des spots par SECM
basée sur une modulation du courant mesuré a la microélectrode en mode feedback négatif.
Cette différence de courant est due a la précipitation d'un produit isolant insoluble en
solution aqueuse, la 4—chloro—1-naphtone (notée 2), sur la surface. Sur la base des travaux
de I’équipe de I. Willner®, ce produit est formé par la réaction biocatalysée par la peroxydase

entre le 4—chloro—1—-naphtol (noté 1) et le peroxyde d’hydrogéne (Fig. I1.2A). La présence
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du produit précipité a la surface va ainsi bloquer la réaction de transfert de charge du
médiateur au niveau du substrat, ce qui va conduire a I'obtention d’'un courant de feedback

plus négatif (Fig. I1.2B).

(A) @ HRP @Cj

a HyO, H,0 H C
1 2
ET: — 0 5 V

(B) Ru(NHg)s* + e — &>  Ru(NHy)¢**
Figure I1.2 (A) Réaction entre le 4—chloro—1—naphtol noté (1) et le peroxyde d’hydrogéne catalysée par
la peroxydase (HRP) pour former la 4—chloro—1—naphtone notée (2), et (B) régénération du médiateur a

la microélectrode impossible en raison de la couche isolante de 4—chloro—1 naphtol sur les spots
hybridés.

La figure I1.3 résume la procédure de détection des spots par SECM.

ET: —0,5 V
’ peroxydase biotinylée
Ru(NH,)43* Ru(NH,) 2+
A {:} streptavidine
2+ H,O 1+ HZO§<
. { °
5 CP* biotinylé
Ru(NH3)63+“-_ § § Ru(NH,)2* e CPp
yy !
7
or (50 nm)

Figure I1.3 Schéma du principe de la détection de I’hybridation par mode feedback aprés assemblage
biologique et précipitation de la 4—chloro—1 naphtone (2) sur les spots hybridés.

Une fois la réaction d’hybridation en présence d’oligonucléotides complémentaires
biotinylés réalisée, un assemblage biologique, constitué de streptavidine puis de peroxydase
biotinylée, est formé sur les spots grace a 'affinité tres forte entre la biotine et 'avidine. Puis
une solution de 4-chloro—1-naphtol et de peroxyde d’hydrogene est ajoutée. Ces deux
espéces vont réagir en présence de I'enzyme et spécifiquement aux endroits ou 'enzyme est
immobilisée. L’équipe de I. Willner a utilisé cette réaction de précipitation sur la surface afin

d’amplifier la détection d’interaction antigéne—anticorps et oligonucléotide—ADN?. Dans
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notre cas, la 4—chloro—1—naphtone formée (notée 2 sur la figure) va précipiter aux endroits
ou l'hybridation a eu lieu. Ainsi, lorsque la microélectrode polarisée négativement va se
trouver au—dessus d’'un spot hybridé, le transfert de charge de espéce Ru(NH;)s”> " ne pourra
pas se produire au niveau du substrat, ce qui se traduira par un courant mesuré a la sonde

inférieur a son courant a I'infini (feedback négatif).
Afin de réaliser la détection de I’hybridation des spots selon cette méthode, nous

avons tout d’abord déterminé la procédure d’assemblage et de précipitation. Pour cela, nous

avons étudié le cas de dépbts macroscopiques sur la surface d’or.

I1.C. Etude de la réaction de précipitation sur un dépo6t macroscopique

Nous avons étudié les étapes d’assemblage biologique et de précipitation sur un dépot

macroscopique par deux méthodes : la SPR et la SECM.

I1.C.1. Etude de la réaction par résonance plasmonique de surface (SPR)

Comme nous 'avons vu dans le chapitre III sur I'élaboration de gradients de surface
par couplage SECM—SPRI, la résonance plasmonique de surface (SPR) permet d’observer la
formation d'un dépot par analyse des courbes de réflectivité en fonction de 'angle incident du

faisceau.

La figure I1.4 présente les courbes de réflectivité obtenues sur une surface d’or (A),
puis sur un dépot macroscopique de polypyrrole—ODN (B). L’hybridation en présence d’ODN
complémentaires, suivie de la formation de 'assemblage biologique, sont ensuite réalisées.
Enfin, la réaction entre le 4—chloro—1-naphtol et le peroxyde d’hydrogéne se produit, et
Pespéce formée notée 2 précipite a la surface. Une nouvelle courbe représentant la variation
de la réflectivité est tracée (C). Nous pouvons observer un décalage angulaire faible du
minimum de réflectivité lors du dépot de polypyrrole—ODN, mais un décalage beaucoup plus
important aprés précipitation du produit isolant a la surface. Ceci est du a la formation d'une
couche biologique d’indice de réfraction différent. Par SPR, nous avons ainsi validé la

formation du produit 2 et sa précipitation a la surface.

De plus, la SPR permet de déterminer les épaisseurs des différents dépots par
comparaison des courbes expérimentales de réflectivité obtenues (en noir) et des courbes
théoriques (en gris). Ainsi, I'épaisseur du dépét macroscopique de polypyrrole—ODN peut

étre estimée a e=1,5+3 nm, et celle de 'assemblage biologique et de la couche de 4—chloro—
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1-naphtone est de I'ordre de 22+3 nm. Cette valeur est a utiliser avec précaution car, lors de
la modélisation, nous avons considéré que la 4—chloro—1—naphtone se déposait au—dessus
de I'assemblage biologique. Or, il est possible qu’elle se dépose a la surface de 1’électrode a

travers la porosité de l'assemblage, et non au—dessus de I'assemblage formé sur les spots

hybridés.

0,7 T
0,6 +
05 +
04 + .
0,3 + e

N

02 T \ T,
01 +

0 1

62 64 66 68 70 72
angle (°)

o3

intensité (u.a.)

Figure I1.4 Evolution de lintensité réfléchie en fonction du déplacement angulaire sur : (A) une surface
dor, (B) un dépét macroscopique de polypyrrole—ODN, (C) un dépét de polypyrrole— ODN aprés

hybridation, assemblage moléculaire et précipitation de la 4—chloro—1—naphtone.

Les courbes en noir sont expérimentales et les courbes en gris sont obtenues par la théorie (avec Nyrisme =
1,58, Mitane=2,36+13,11, d=3 nm;n,=0,287+13,4, d=50 nm; Nsuion=1,33; npyy-opn=1,66+10,26 ;
Rehioro—naphtone=1,396+10,08)

Conditions de dépit : ¢, =200 mM, ¢, cp=10 uM dans LiClO; (0,1 M), E,,=0,7 V vs. AglAg', t=20

ms.
Conditions d’assemblage et de précipitation: 1) streptavidine (0,5 mg mL™") pendant 15 min, 2) HRP—
biot (120 U mL™") pendant 15 min, 3) 4—chloro—1—naphtol (9,8 10™* M) et H,O,, (0,56 M) pendant 15

min.

I1.C.2. Influence de la précipitation sur la réponse en SECM

La figure I1.5 présente les courbes d’approche normalisées obtenues sur la surface
d’or (A), puis sur un dépot macroscopique de polypyrrole (B). Une solution contenant la
peroxydase, le peroxyde d’hydrogéne et le 4—chloro—1—naphtol est ensuite ajoutée. La
réaction de précipitation se produit alors sur toute la surface et une nouvelle approche de la

microélectrode vers la surface est tracée (C).

Nous pouvons observer une diminution significative du courant de feedback. Celui—ci
n’est pas négatif mais est largement inférieur aux valeurs obtenues dans les cas A et B. Ceci
peut étre expliqué par le fait que la quantité de précipité formé n’est peut—étre pas

suffisante pour recouvrir toute la surface. Néanmoins, cette expérience préliminaire prouve
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que la précipitation du produit 2 sur la surface est détectable par analyse de courbes

d’approche en SECM.

3T \
Z'_E; | \\
\
A AN
27T B \\
toc
1 1 1 1 1
0 0,5 1 1,5 L 2

Figure I1.5 Influence du précipité (2) sur la mesure du courant a la microélectrode en mode feedback de
la SECM ; courbes dapproche : (A) sur or, (B) sur un dépét macroscopique de polypyrrole sur or, (C)

apres précipitation de la 4—chloro—1—-naphtone sur la surface.

Conditions de dépét : c,,,=200 mM, E,,,=0,7 V vs. AglAg”, =200 ms.
Conditions de précipitation : HRP (120 U mL ")+ 4—chloro—1—naphtol (23 mM)+H,0, (0,5 M) en

solution pendant 30 min.

Nous avons ensuite étudié la formation de 'assemblage biologique sur des spots de

polypyrrole— ODN puis détecté leur hybridation par SECM.

I1.D. Etude de ’hybridation des spots de polypyrrole—oligonucléotide

I1.D.1. Etude de ’assemblage biologique

Nous avons tout d’abord étudié la formation de ’assemblage biologique sur les spots a

laide de deux techniques : la microscopie de fluorescence et la SECM.

II.D.1.a. Mise au point de la procédure d’assemblage par microscopie de

fluorescence

La premiere étape pour réaliser la détection par SECM sur les spots de polypyrrole—
ODN est de déterminer la procédure expérimentale telle que l'assemblage biologique se
forme spécifiquement aux endroits ou I’hybridation a lieu. En effet, nous avons observé dans
le chapitre II que ’hybridation se produit spécifiquement sur les spots de polypyrrole— ODN
en présence de I'ODN complémentaire lorsqu’au préalable, une solution de BSA est
introduite afin de bloquer la surface d’or.

Nous avons étudié deux procédures d’assemblage enzymatique sur des spots de
polypyrrole— ODN électrogénérés par mode direct et hybridés spécifiquement en présence

d’ODN complémentaires.
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Dans le premier cas, nous avons ajouté une solution de conjugué de peroxydase-—
streptavidine (40—100 et 80—200 U mL™"). La forte affinité entre la biotine et 'avidine
(K,=10") permet une liaison rapide entre ces deux espéces. Nous avons rincé puis ajouté un
fluorophore marqué, la R—phycoérythrine biotinylée, pendant 15 min a l'obscurité. Apres
ringcage au tampon PBS, I’échantillon est ensuite observé en microscopie de fluorescence afin
de vérifier la formation de l'assemblage biologique. Cette procédure a été reproduite pour
différentes conditions d’électrogénération et donc différentes tailles et épaisseurs de spots de
polypyrrole— ODN, et pour différents temps d’assemblage de I'enzyme sur les spots hybridés.
Dans chaque cas, nous obtenons une image sombre, ou les spots ne fluorescent pas et ne sont
méme pas visibles. Nous avons alors reproduit cette procédure en bloquant la surface avec de
la BSA (solution de PBS—-BSA 1%) avant la mise en contact avec I'enzyme. Les images en
microscopie de fluorescence de ces échantillons présentent une surface noire dans laquelle
des spots apparaissent en couleur sombre. Nous n’obtenons donc aucune fluorescence sur les
spots. Dans le premier cas, il était impossible de distinguer les spots alors qu’en bloquant la
surface au préalable, les spots apparaissent. Dans les deux cas, nous n’obtenons aucune
fluorescence. Ceci semble indiquer que, dans le premier cas, I'enzyme s’est fixée sur toute la
surface alors qu’en bloquant, elle s’est fixée spécifiquement sur les spots hybridés.
Cependant, le fait qu’aucune intensité de fluorescence n’est observée montre que le
fluorophore ne se fixe ni sur toute la surface (premier cas), ni sur les spots (second cas). Ceci
peut s’expliquer par un probleme d’encombrement stérique, du a la grande taille de 'enzyme
fonctionnalisée par la streptavidine (Fig. I1.6A). En effet, la streptavidine—peroxydase est
trés encombrante du fait de sa taille importante et il est donc difficile pour la molécule de
fluorophore (R—phycoérythrine biotinylée) d’accéder a la streptavidine. Ceci explique ainsi

quil n’y ait pas de fluorescence car une quantité insuffisante de fluorophores se fixe sur les

Q q:]\

il

or (50 nm) or (50 nm)
(A) (B)

Figure I1.6 Deux types dassemblages moléculaires utilisés. (A) Hybridation en présence d’'ODN

spots hybridés.

streptavidine R—phycoérythrine
R—phycoérythrine biotinylée
streptavidine —peroxydase

peroxydase biotinylée
streptavidine
CP* biotinylé

CP

T X JoXs

complémentaires biotinylés, puis ajout successivement de streptavidine—peroxydase, puis de R-
phycoérythrine biotinylée. (B) Hybridation en présence d’ODN complémentaires biotinylés, puis ajout
successivement de streptavidine, puis de peroxydase biotinylée, et enfin de streptavidine R-

phycoérythrine.
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Dans la seconde procédure, 'assemblage biologique est constitué de la streptavidine
puis de la peroxydase, ce qui ajoute une étape a 'assemblage (Fig. I1.6B). La streptavidine
est tout d’abord couplée aux spots hybridés, suivie de la R—phycoérythrine biotinylée. Sur
I'image en microscopie de fluorescence obtenue, aucune fluorescence n’apparait. Nous
renouvelons alors cette procédure en bloquant la surface avec de la BSA (solution de PBS-
BSA 1%) avant que la streptavidine ne soit couplée. Puis nous ajoutons la solution de
streptavidine. Aprés rincage, nous placons une solution de fluorophore biotinylé au contact
avec l’échantillon a Tobscurité pendant 15 min. L’'image en microscopie de fluorescence
montre les spots de couleur claire sur fond noir. Ce phénomeéne, bien que non expliqué,
montre clairement que le blocage avec la BSA est indispensable avant I'étape d’assemblage

de la streptavidine afin que cette derniere soit couplée aux spots hybridés.

Nous renouvelons donc cette derniére expérience, mais a la place du fluorophore, nous
ajoutons une solution de peroxydase biotinylée. Aprés rincage, nous mettons en contact
I’échantillon avec une solution de streptavidine—R-phycoérythrine et nous le plagons a

Pobscurité pendant 15 min (Fig. I1.6B).

Figure I1.7. Image en microscopie de fluorescence des spots hybridés de Poy—ODN aprés formation de

l'assemblage biologique.

Conditions de dépét : c,,,=200 mM, c,y,_cp=10 uM dans LiClO, (0,1 M), d=60 um, a=5 um.
Spots 1 (A,B,C,D): E,,,=0,5 Vus. AglAg", =20 ms (A,B), =10 ms (C,D).

Spots 2 (A,B,C,D): E,,,=0,7 Vus. AglAg", =10 ms (A), =20 ms (B,C,D).

Spots 3 (A,B,C,D): E,,,=1,0 Vus. AglAg", =20 ms (A,B), =10 ms (C,D).

Spots 4 (A,B,C,D): E,,,=2,0 Vus. AglAg", =10 ms (A,B), =20 ms (C,D).

Conditions d’hybridation : ccp+=0,1 uM dans PBS—BSA 1%.

Conditions d’assemblage: streptavidine (0,5 mg mL™") pendant 30 min, HRP—biot (60 U mL™") pendant

45 min.

Conditions de microscopie de fluorescence: temps dexposition: 0,32 s, marqueur fluorescent :

streptavidine—R—phycoérythrine.
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La puce est ensuite observée en microscopie de fluorescence (Figure II.7) afin de
vérifier la formation de l'assemblage enzymatique. Nous pouvons observer que les spots
apparaissent de couleur plus claire que le fond de I'image (or). Ces résultats mettent en
évidence que la streptavidine et la peroxydase se couplent successivement et spécifiquement
sur les spots de polypyrrole— ODN hybridés. La figure 11.6B montre que le fluorophore peut
se fixer plus facilement que dans le cas de l'utilisation du conjugué de streptavidine-—
peroxydase, l'accessibilité des biotines étant plus importante (pas de probléeme

d’encombrement stérique).

II.D.1.b. Etude de ’'assemblage par SECM

Nous avons ensuite étudié I'influence de I'assemblage biologique constitué de la
streptavidine et de la peroxydase sur la valeur du courant de feedback mesuré a la

microélectrode en présence du médiateur redox.

Des spots de polypyrrole— ODN ont été électrogénérés par mode direct de la SECM.
La figure II.8A présente le balayage dun spot, aprés électrocopolymérisation, par la
microélectrode placée a 10 um de la surface et polarisée négativement en présence du
médiateur redox, [Ru(NH;)¢]’". L’hybridation a ensuite été réalisée en présence ¢’'ODN
complémentaires biotinylés en solution. Apres blocage de la surface avec la BSA, un
assemblage biologique constitué successivement de streptavidine et de peroxydase biotinylée
a été formé sur ces spots hybridés par l'intermédiaire de la forte affinité entre biotine et
avidine. Le balayage du méme spot est a nouveau réalisé dans les mémes conditions (Fig.
11.8B). Une diminution du courant normalisé sur la surface d’or est observée lors du second
balayage (It"=1,2 aprés la synthése du spot et 1,14 aprés la constitution de I'assemblage
biologique), ce qui peut étre expliqué par le blocage de la surface d’or avec la BSA. La
protéine d’albumine (BSA) utilisée pour limiter les interactions non spécifiques sur la surface
d’or lors de I'hybridation et de 'adsorption de la streptavidine semble ne pas étre totalement
éliminée lors des rincages et limiter ainsi la régénération rapide du médiateur. En effet, la

désorption de la BSA est difficile sur des substrats d’or.

De plus, la hauteur de pic varie de 0,07 a 0,05 apres formation de l'assemblage
biologique. Cependant, la hauteur de ce pic ne peut étre calculée ainsi puisque la ligne de
base pour la courbe B ne correspond pas a un balayage sur or mais sur une surface d’or
modifiée par la BSA. Ainsi, pour pouvoir comparer les hauteurs de pic des spots dans chaque
cas, 1l est nécessaire d’utiliser la ligne de base sur or de la courbe A. Dans ces conditions, la

valeur réelle de la hauteur du pic dans le cas B est de 0,11 alors qu’elle n’est que de 0,07 dans
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le cas A. Ceci peut étre expliqué par le fait que lorsqu’on ajoute des couches de molécules
biologiques (streptavidine, peroxydase) sur la surface, la réactivité diminue. Ainsi, le courant

de feedback mesuré sera plus faible et donc, la hauteur de pic plus importante.

1,31
z 1
=
1,2 1 A
1 B
1,1 WWMM
1 } | } | } |
0 50 100 X(um) 150

Figure I1.8 Evolution du courant de feedback mesuré a la microélectrode pendant l'étape d'assemblage
biologique : (A) apres électrogénération du spot par copolymérisation, (B) aprés hybridation et

assemblage avec la streptavidine et la peroxydase biotinylée.

Conditions de dépét : c,,,=200 mM, c,,,_cp=10 uM dans LiClO, (0,1 M), a=5 um, E,,=0,7 V vs. AglAg”,

=20 ms, d=60 um.
Conditions dassemblage: 1) streptavidine (0,5 mg mL™") pendant 15 min, 2) HRP—biot (120 U mL™")

pendant 15 min.
Conditions de détection : [Ru(NHs)g]*" 10 mM dans KCI 0,1 M, V=20 um s ', a=5 um, E;=—0,5 V vs.
AglAg®, Es=OCP, d=10 um.

I1.D.2. Détection de I’hybridation des spots par SECM

II.D.2.a. Détection par analyse des courbes d’approche

La figure I1.9 présente les courbes d’approche normalisées obtenues sur la surface
d’or (A), aprés synthése d'un spot de polypyrrole—ODN sur la surface d’or (B), puis aprés
constitution de I'assemblage biologique (streptavidine et peroxydase), réaction enzymatique
et précipitation au niveau du spot de la 4—chloro—1—naphtone (notée 2), insoluble en milieu
aqueux et isolante sur la surface (C).

Nous observons ainsi une diminution du courant normalisé aprés assemblage et
précipitation de 2 et ’établissement d’'un régime plus proche du mode feedback négatif. En
effet, par la présence de l'isolant 2 sur la surface au niveau des spots hybridés, I'espece
[Ru(NH3)¢]*" ne peut subir de transfert de charge au niveau du substrat, ce qui conduit & une

valeur normalisée du courant a la sonde de 'ordre de 1.

Ces courbes ont ensuite été comparées aux courbes théoriques (courbes en pointillés)
obtenues en utilisant la théorie des courbes ir—d a cinétique controlée sur une surface

totalement conductrice avec une constante hétérogéne de moindre amplitude'® (annexe III).
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Nous avons ainsi déterminé, en premiere approximation, les valeurs de la constante de
vitesse hétérogeéne apparente k. dans chaque cas: kegr=1 cm s' sur une surface dor;
ker=0,21 cm s ' sur un spot de polypyrrole—oligonucléotide, et key=0,006 cm s ' aprés
formation de 'assemblage biologique et réaction du 4—chloro—1—-naphtol biocatalysée par la

peroxydase.

3 - s feedback positif
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Figure I1.9 Courbes dapproche normalisées théoriques (traits pointillés) et expérimentales (traits
continus) (A) sur or, (B) sur un spot de polypyrrole—oligonucléotide électrogénéré sur or, (C) sur le méme
spot de Ppy—ODN aprés assemblage biologique et précipitation de la 4—chloro—1—naphtone sur la

surface.

Conditions de dépét : c,,,=200 mM, c,,,_cp=10 uM dans LiClO, (0,1 M), a=5 um, E,,=0,7 V vs. AglAg”,

=20 ms, d=60 um.
Conditions d’hybridation: ccp+=1 uM dans PBS—BSA 1% pendant 20 min.

Conditions d’assemblage et de précipitation: 1) streptavidine (0,5 mg mL™") pendant 15 min, 2) HRP—
biot (120 U mL™") pendant 15 min, 3) 4—chloro—1—naphtol (9,8 10™* M) et H,0, (0,56 M) pendant 15
min.

Conditions de détection : [Ru(NHs)g]*" 10 mM dans KCI 0,1 M, V=20 um s ', a=5 um, E;=—0,5 V vs.
AglAg®, Es=OCP, d=10 um.

II.D.2.b. Détection par analyse des courbes de balayage 2D

Nous avons étudié le phénoméne d’hybridation par balayage de la microélectrode le

long de la surface.

La figure I1.10A.a est obtenue en mesurant le courant a la sonde lors du balayage
dans la direction X de quatre spots électrogénérés. Les largeurs a mi—hauteur (LMH) des
quatre pics obtenus sont différentes, ce qui indique une hétérogénéité des mesures.
Néanmoins, ’écart entre les minimums de courant normalisé de chaque pic est de 158+35 pm
Cette valeur est en accord avec la distance de 150 pm entre deux impulsions lors de

I’électrogénération des spots.
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Figure I1.10 Détection de l'hybridation de spots: évolution du courant de feedback mesuré a la

microélectrode (a) aprés électrogénération du spot de polypyrrole— ODN par copolymérisation, (b) apres

hybridation, assemblage biologique et précipitation de la 4—chloro—1—naphitone sur la surface.

Q) courbe I =£(X), (B) courbe I | It puse=F(X)

Conditions de dépét : c,,,=200 mM, c,,,_cp=10 uM dans LiClO, (0,1 M), a=5 um, E,,=0,7 V vs. AglAg”,
=20 ms, d=60 um.
Conditions d’hybridation: ccp+=1 uM dans PBS—BSA 1% pendant 20 min.

Conditions d’assemblage et de précipitation: 1) streptavidine (0,5 mg mL™") pendant 15 min, 2) HRP—
biot (120 U mL™") pendant 15 min, 3) 4—chloro—1—naphtol (9,8 10* M) et H,O,, (0,56 M) pendant 15

min.
Conditions de détection : [Ru(NHs)g]*" 10 mM dans KCI 0,1 M, V=20 um s ', a=5 um, E;=—0,5 V vs.
AglAg®, Es=OCP, d=10 um.

La figure II.10A.b présente I'image obtenue en balayant les mémes spots apres
hybridation, formation de I'assemblage et précipitation de la 4—chloro—1-naphtone. Nous
retrouvons une diminution du courant mesuré sur la surface d’or, comme dans la partie
II.D.1.b., due au blocage de la surface par la BSA (It"=1,17 sur l'or dans le cas a et 1,09 dans
le cas b). La taille des spots est légérement supérieure (en moyenne de 26 pm) apres
formation de I'assemblage moléculaire, ce qui indique que ce dernier se forme avec une
précision importante sur les spots hybridés. La constante de vitesse hétérogéne apparente, et

donc la hauteur du pic de courant normalisé, different légérement pour chacun des spots
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électrogénérés, mais ont une valeur tres distinctes de celles du cas a. En effet, la hauteur du
pic pour les spots est en moyenne de 0,028+0,008 apres électrogénération et de 0,11+0,03
apres précipitation. De plus, la valeur du minimum en terme de courant normalisé de ces
pics est inférieure ou proche de 1. Ceci indique une modulation de la réactivité du substrat
par la précipitation du produit isolant, la 4—chloro—1—naphtone, qui rend ce substrat moins
réactif vis—a—vis de la régénération du médiateur redox. Le comportement du systéme tend

alors vers celui du mode feedback négatif.

La figure I1.10B a été construite a partir de la figure I1.10A en divisant le courant
de feedback mesuré par le courant obtenu sur or dans chacun des cas a et b. Cette figure
indique clairement une diminution du courant sur le spot par rapport a sa valeur sur or qui
est plus importante dans le cas de la courbe b que dans le cas a, ce qui indique la

précipitation du produit isolant sur la surface et donc le phénomeéene d’hybridation des spots.

II.D.2.c. Etude de la spécificité de la méthode de détection de
I’hybridation
Des expériences ont été réalisées par la suite par S. Szunerits afin d’étudier la

spécificité de cette méthode d’hybridation.

La figure I1.11 présente les courbes obtenues aprés électrogénération du spot (A),
aprés hybridation en présence de l'oligonucléotide de séquence complémentaire (C), aprés

incubation en présence d’un oligonucléotide de séquence non complémentaire (B).

Cette figure montre que la hauteur du courant normé du pic n'augmente pas lorsque
I'incubation est réalisée en présence d’oligonucléotide non complémentaire, alors qu’elle
augmente nettement lorsque cet oligonucléotide posseéde la séquence complémentaire de celui
électrodéposé sur la surface. Il est donc possible de détecter le phénomeéne d’hybridation en
mesurant la différence entre la hauteur du pic normalisé avant incubation et celle apres
incubation. Si celle—ci est nulle ou légérement positive, le spot n’a pas été hybridé. A

I'inverse, si la différence est négative, cela signifie que I’hybridation a eu lieu.
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Figure I1.11 Etude de la spécificité de la méthode d’hybridation utilisée : évolution du courant de

feedback mesuré a la microélectrode (A) aprés électrogénération du spot de polypyrrole—ODN par
copolymérisation, (B) aprés incubation avec loligonucléotide non complémentaire (M5%*), assemblage
biologique et précipitation de la 4—chloro—1—naphtone sur la surface, (C) aprés hybridation avec un
oligonucléotide de séquence complémentaire (CP¥), assemblage biologique et précipitation de la 4-—

chloro—1—-naphtone sur la surface.

Conditions de dépét : c,,,=200 mM, c,,,_cp=10 uM dans LiClO, (0,1 M), a=5 um, E,,=0,7 V vs. AglAg”,

=20 ms, d=60 um.
Conditions d’hybridation: ccps g, ys+=1 uM dans PBS—BSA 1% pendant 20 min.

Conditions d’assemblage et de précipitation: 1) streptavidine (0,5 mg mL™") pendant 15 min, 2) HRP—
biot (120 U mL™") pendant 15 min, 3) 4—chloro—1—naphtol (9,8 10™* M) et H,O,, (0,56 M) pendant 15

min.
Conditions de détection : [Ru(NHs)g]*" 10 mM dans KCI 0,1 M, V=20 um s ', a=5 um, E;=—0,5 V vs.
AglAg®, Es=OCP, d=10 um.

I1.D.3. Conclusion

Dans cette seconde partie, nous avons montré que la microscopie électrochimique
pouvait détecter avec une forte sensibilité de faibles variations de la conductivité de surface
causées par le dépot localisé d'un solide, la 4—chloro—1—-naphtone. Ce produit est formé par
la réaction biocatalysée par la peroxydase entre le 4—chloro—1-naphtol et le peroxyde
d’hydrogéne. L’'enzyme est liée sur les spots d’oligonucléotides hybridés par I'intermédiaire
d’'un assemblage moléculaire basé sur I'affinité forte entre la streptavidine et la biotine. La
maitrise de cet assemblage est une des limitations de la technique de détection développée

icl.
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IT1. Conclusions et perspectives

Dans la premiére partie de ce chapitre, nous avons montré que la microscopie
électrochimique permet de visualiser des spots de polypyrrole—oligonucléotide électrogénérés
sur une surface d’or. Le fait de détecter ces dépots localisés d’épaisseur nanométrique montre
le fort potentiel de la SECM en mode imagerie. De plus, cette méthode est reproductible et
rapide, ce qui démontre son importance pour une utilisation pour les puces a ADN.

Dans la seconde partie, nous avons mis en évidence la capacité de la microscopie
électrochimique pour détecter le phénomeéne d’hybridation de spots d’oligonucléotides. Cette
démontre une fois encore la sensibilité de la SECM, et apporte des résultats clairs et simples

a interpréter.

I1 est envisagé de réaliser une étude de la sensibilité en terme de limite de détection.
Il serait également nécessaire de réaliser une cartographie d'un spot apres précipitation afin
de pouvoir ensuite appliquer cette méthode de détection a des puces constituées d’'un grand

nombre de plots.
Ainsi, cette étude en SECM réalisée au cours de ma thése illustre l'intérét de la

combinaison des modes direct et feedback de la microscopie électrochimique afin de générer

des spots d’oligonucléotides et de détecter leur hybridation.
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Chapitre V Présentation du diamant dopé bore

Dans une seconde partie, nous nous sommes intéressés a un nouveau matériau
d’électrode, le diamant dopé bore, en vue de son utilisation en tant que substrat pour les
biopuces.

Le diamant est considéré comme un matériau excellent pour de nombreuses
applications en raison de ses propriétés physiques et chimiques particuliéres, telles que, sa
haute résistivité électrique, sa forte conductivité thermique'? sa grande résistance a la
corrosion®, son faible coefficient de friction, son inertie chimique, son extréme dureté, ou
encore sa transparence optique (Tableau 1). Cependant, le diamant est un isolant a large
bande interdite (5,5 eV) et était donc inutilisable en tant que matériau d’électrode en
électrochimie, jusqu’a ce que l'on découvre I'existence d'une conduction de type p liée a un
dopage au bore et celle d’'une conduction de type n due a l'incorporation d’azote’. Le dopage
du diamant par des atomes de bore le rend semi—conducteur de type p en créant un niveau
accepteur dans sa bande interdite. Ainsi, le diamant dopé au bore est un nouveau matériau
carboné dont l'utilisation en électrochimie constitue un domaine en plein développement.
Certaines propriétés électrochimiques macroscopiques de base de ce matériau sont bien
connues, mais il reste cependant a comprendre de nombreux aspects concernant les relations
entre structure, composition de la surface et réactivité de I'électrode. En effet, les propriétés
électrochimiques du diamant dopé bore peuvent étre influencées par de nombreux facteurs,
tels que le taux de dopage, la morphologie, les impuretés (carbone graphitique), I'orientation
cristallographique, et principalement, les terminaisons de surface. Le degré d’influence de
ces facteurs sur la réponse électrochimique dépend fortement du mécanisme de la réaction a

I’électrode pour un couple redox donné.

Extréme dureté mécanique (~90 GPa)

Trés faible compressibilité (8,3 1072 m? N}

Trés forte conductivité thermique & température ambiante (2 10° W/m/K)

Coefficient d'expansion thermique faible a température ambiante (0,8 10 * K1)

Transparence optique depuis I'UV jusqu'a I'IR lointain du spectre électromagnétique

Bon isolant électrique (résistivité & température ambiante : ~10'° Q cm)

Possibilité de dopage pour modifier la résistivité

Trés résistant a la corrosion

Biocompatibilité

Tableau 1 Quelques propriétés remarquables du diamant.

- 163 —



Chapitre V Présentation du diamant dopé bore

Ce chapitre est consacré a la présentation de ce nouveau matériau d’électrode. Nous
étudierons ici les propriétés électrochimiques caractéristiques de ce matériau, ainsi que
quelques applications de la littérature. Nous expliquerons également I'intérét de modifier la
surface de 1électrode par un pré-traitement doxydation avant toute étude, et nous
étudierons les conséquences de cette oxydation sur les propriétés électrochimiques du
matériau, telles que la fenétre d’électroinactivité en milieu aqueux et la réversibilité de

différents couples redox.

I. Présentation du diamant dopé au bore

Il existe différents protocoles de synthése de films fins de diamant. Parmi eux, les
plus utilisés sont le dépot chimique en phase vapeur (CVD, “ Chemical Vapor Deposition ”)
par chauffage du filament (“hot—filament”) ou assisté par plasma micro—ondes
(“ microwave assisted ”) pour lesquels les sources d’activation du mélange gazeux de méthane
et d’hydrogéne sont respectivement une énergie thermique ou un plasma. Les échantillons de
diamant sur substrat de silicium utilisés dans chacune de nos expériences sont
polycristallins et ont été synthétisés par B. Marcus au LEPMI par CVD assistée par plasma
micro—ondes ou MPCVD (annexe I). Il est important de signaler ici que des films
monocristallins et nanocristallins de diamant sont synthétisés par d’autres équipes de

recherche.

Figure 1.1 Image en Microscopie Electronique & Balayage (MEB) d’un échantillon de diamant dopé au

bore.

D’un point de vue structural, le diamant est un matériau cubique constitué d’atomes de
carbone arrangés tétraédriquement et hybridés sp®. Afin de les rendre conducteur, ces films

fins peuvent étre dopés avec différentes concentrations d’atomes de bore. Pour un dopage
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modéré de lordre de 10™® atomes de bore par cm?®, la résistivité est de lordre de 10* Q cm, ce
qui donne un comportement semi—conducteur a 1’électrode, alors que, pour des dopages plus
importants (entre 10% et 10*' B ecm™?), la résistivité décroit jusqua 10~ Q cm, I’électrode
possédant alors un comportement semi—métallique. Les échantillons utilisés par la suite ont
un taux de dopage de l'ordre de 10*° atomes de bore par cm®. La figure I.1 présente I'image
obtenue en microscopie électronique a balayage (MEB) d’'un échantillon de diamant dopé au
bore. Il est ainsi constitué de cristaux orientés aléatoirement d’'une taille de quelques
micrometres avec les faces prédominantes cubique (100) et triangulaire (111). Les films fins
obtenus aprés synthése MPCVD sont hydrophobes, et leurs terminaisons de surface sont

majoritairement des fonctions C—H.

I.A. Des propriétés électrochimiques remarquables
Les études électrochimiques sur des films de diamant® ont débuté dans le milieu des
années 1980, et le nombre d’équipes de recherche concernées, ainsi que celui des publications

dans ce domaine, n’ont cessé de croitre.

Les films de diamant dopé au bore possédent des propriétés électrochimiques
remarquables qui les distinguent nettement des autres électrodes de carbone hybridé sp?,
telles que le carbone vitreux, le graphite pyrolytique, ou encore les pates de carbone. Parmi

celles—ci, nous pouvons citer :

« Une large fenétre de potentiel électrochimique en milieu aqueux® et non—aqueux’. La
largeur de cette fenétre diminue avec la qualité du film et I'incorporation d'impuretés
de carbone non-diamant de type sp? Dans le cas d'un film de faible qualité, la
fenétre d’électroinactivité est comparable a celle obtenue sur carbone vitreux ou

graphite pyrolytique hautement orienté®.

¢ Une tres faible capacité de double—couche, et un faible et stable courant résiduel, ce
qui conduit a un bon rapport signal sur bruit. L'épaisseur de la double—couche est

P R . 9
inférieure de plus d’'un ordre de grandeur a celle du carbone vitreux”.

¢« Une stabilité de la réponse a long terme, et une forte tendance a résister a la
désactivation. Ainsi, I'’équipe de G. M. Swain a montré que, contrairement aux
électrodes de carbone de type sp? telles que les électrodes de carbone vitreux et de
graphite pyrolitique hautement orienté, les électrodes de diamant, présentant des

terminaisons de type carbonyles ou hydroxydes, étaient peu affectées par les
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, . . 10 . . , . ,
processus de désactivation . De plus, G. M. Swain a mis en évidence que la réponse

en voltamétrie cyclique du couple Fe(CN)g® "~

sur une électrode de diamant pré-
traitée était stable au cours de plusieurs balayages de potentiels de maniére continue

pendant plus de deux semaines''.

;. N . ~ oqe N . 03,12 .
Une résistance a la corrosion, méme en milieu trés agressif'?, tel quen milieu

alcalin, acide fluorhydrique, ou encore acide chlorhydrique.

Une transparence optique dans les régions de 1'UV/visible et de I'IR du spectre
électromagnétique, propriété particulierement intéressante pour des mesures
spectroélectrochimiques. Cette propriété est dégradée lorsque la concentration en

bore augmente.

Une biocompatibilité, particulierement intéressante pour notre étude.

. S . . 3,6,13,14,15 A: -
L’absence de sites d’adsorption a la surface du diamant dopé bore™™ > ™", Ainsi, G.
M. Swain a montré que les molécules polaires s’adsorbent tres peu sur des surfaces de
diamant non pré-traitées, contrairement au carbone vitreux ou au graphite

pyrolitique hautement orienté'.

Les propriétés électrochimiques de ce matériau peuvent étre influencées par plusieurs

facteurs :

La propreté de la surface,

Le type de dopant et sa concentration, c’est—a—dire les propriétés électroniques’®,
La morphologie (joints de grains, défauts ponctuels...)"”,

Les impuretés structurales (carbone non diamant ou amorphe)'®,

L’orientation cristallographique,

© . 6,15,19,20,21,22
La terminaison de surface™ ™ >""%,

La maniére dont chaque facteur influence la réponse dépend fortement du mécanisme de la

réaction a I’électrode pour un analyte donné. Ceci demeure encore peu expliqué et peu décrit

dans la littérature a I’heure actuelle.

Grace a ces propriétés particuliéres, le diamant semble étre un matériau d’électrode

prometteur. Durant la derniere décennie, il a été trés étudié principalement dans trois

domaines que sont le traitement de l'eau, 1'électrosynthése et 1’électroanalyse. Enfin, nous

citerons également quelques études réalisées sur le diamant dopé bore concernant la

détection de TADN et de ses constituants.
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I.B. Quelques applications

I.B.1. Traitement des eaux

Des études récentes ont montré que I'électrochimie constitue une voie intéressante
pour le traitement des eaux usées contenant des composés organiques. Le traitement
électrochimique de ces effluents dépend de nombreux facteurs, dont, plus particuliérement,
la nature de I'électrode qui influence fortement a la fois la sélectivité et l'efficacité du
processus. Le matériau d’électrode doit donc présenter une forte stabilité et une haute
activité pour l'oxydation des composés organiques. Plusieurs matériaux ont été testés
(carbone vitreux, IrO,;, PbO,, Sn0O,...) et se sont révélés non adaptés. Au contraire, le
diamant dopé au bore se présente comme un matériau prometteur pour la combustion
complete de molécules organiques dans le traitement des eaux usées et la désinfection de
Ieau, en raison de sa forte stabilité anodique et sa large fenétre de potentiel électrochimique.

En fonction du potentiel appliqué, I'oxydation de molécules organiques sur diamant
dopé au bore peut étre réalisée selon deux mécanismes : soit un transfert d’électrons direct
dans la zone de potentiel précédant celle d’évolution de 'oxygéne (zone de stabilité de 'eau),
soit une oxydation indirecte, par I'intermédiaire de radicaux hydroxyles générés, dans la zone
de potentiel d’évolution de l'oxygéne (décomposition de l'eau). Ceci a été observé par dJ.
Iniesta et al. lors de l'oxydation électrochimique du phénol sur des électrodes de diamant
dopé au bore?®. Selon la valeur du courant appliqué et la concentration en phénol, il est
possible d’obtenir la combustion compléte du phénol en dioxyde de carbone, ou l'oxydation
partielle du phénol pour donner d’autres composés aromatiques tels que la benzoquinone, ou
encore le catechol.

Les équipes de recherche ont utilisé les électrodes de diamant afin d’étudier

loxydation de divers composés organiques polluants (le polyacrylate®, les herbicides®, les

29,30 31,32
| 1",

26 27 . . 98 ,

cyanures, les surfactants®, l'acide benzoique™, le naphto , le phéno le
. L 133,34 S .35 .. . . N

nitrophénol®”* ou encore les triazines®’), mais également la réduction d’espéces telles que les

. 36
nitrates™ .

1.B.2. Electrosynthése

Le diamant dopé bore est un matériau inerte, doté d'une large fenétre
d’électroinactivité et d'une importante résistance a la corrosion en milieu treés agressif, méme
pour de fortes densités de courant. Il offre ainsi de nouvelles possibilités pour

I’électrosynthése de composés inorganiques ou organiques.
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Tout d’abord, I'équipe de Ch. Comninellis a étudié la production d’acide
peroxodisulfurique a partir de l'oxydation d’acide sulfurique sur une électrode de BDD?". M.
S. Saha et al. ont ensuite développé une méthode pour la transformation du dioxyde de
carbone atmosphérique, basée sur sa solubilité en milieu alcalin, puis sa conversion en
peroxocarbonate, apres réaction avec les radicaux hydroxydes électrogénérés a 'anode en
diamant dopé bore™.

Dans la région de potentiel précédant 1’évolution de l'oxygéne, les électrodes de
diamant dopé bore ne présentent pas d’activité électrocatalytique pour l'oxydation d’acides
carboxyliques, et l'oxydation de composés aromatiques résulte de la désactivation de
I’électrode due a la formation d’'un produit polymere sur la surface de I'anode. Au contraire,
dans la région de potentiel d’évolution de l'oxygene, l'oxydation organique implique la
formation de radicaux hydroxydes qui conduit a4 la minéralisation compléte des produits
organiques. Ainsi, les électrodes de diamant dopé bore ne semblent pas pouvoir étre utilisées
en électrosynthése organique. Cependant, il a été démontré que ces électrodes y jouaient un
role important. En effet, il est possible d’influencer le chemin réactionnel et la nature des
produits, non pas en controlant le potentiel comme en électrosynthéese “classique ”, mais en
controlant le rapport entre la vitesse de formation des radicaux hydroxyles et le flux de
réactants a la surface de 1’électrode. Ainsi, 'équipe de Ch. Comninellis a montré que I'acide
nicotinique peut étre produit par l'oxydation sélective de la 3—méthylpiridine®. Ils ont
également étudié la formation de la benzoquinone a partir de l'oxydation du phénol sur
diamant dopé au bore*’. Plus récemment, D. Zollinger et al. ont étudié la méthoxylation du
p—tert—butyltoluéne (TBT) dans une solution de CH3;OH-H;SO,-H;0 pour former
sélectivement le p-—tert—butylbenzaldéhyde diméthyl acétal (TBAL) sur BDD et sur
graphite®’. Ils ont montré que le taux de conversion était plus élevé sur des électrodes de
graphite en raison de la présence de certaines fonctionnalités de surface telles que des
groupes quinones. Dans le cas du diamant dopé au bore, la méthoxylation se produit selon un

mécanisme indirect impliquant la formation de radicaux méthoxyles.

1.B.3. Electroanalyse

Le diamant dopé au bore posséde des propriétés particulierement intéressantes pour
des applications en électroanalyse, telles qu'un faible et stable courant de fond, une large
fenétre d’électroinactivité et une forte résistance a la corrosion. Son utilisation dans ce
domaine a fait 'objet de nombreuses publications durant la derniére décennie ; c’est pourquoi

nous nous contenterons ici d’en citer quelques—unes d’intérét biologique ou médical.
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O. Chailapakul et son équipe ont montré l'intérét en terme de sensibilité du diamant
dopé au bore par rapport au carbone vitreux pour la détection de l'oxydation de composés
destinés a des applications cliniques tels que la D—penicillamine®?, la tiopronine*® (N—(2—
mercaptopropionyl)glycine), le captopril*, la tétracycline® ou encore la lyncomycine®®. Ils ont
également montré que le diamant pouvait étre utilisé en tant que matériau d’électrode pour
Panalyse en flux (FIA, “Flow Injection Analysis”). De la méme maniére, I'’équipe de S.
Yoshihara a réalisé 1la détection ampérométrique de loxydation du 3,6—
dihydroxyphénanthréne en milieu aqueux ou non—aqueux’’ et du thiosulfate de sodium®®,
composé possédant des applications dans les domaines chimique et biologique.

De plus, A. Fujishima et ses collegues ont étudié les réactions d’oxydation de la
leucine—encéphaline®® ou de drogues contenant des fonctions soufrées™ par voltamétrie
cyclique, analyse sous injection en flux (FIA) et chromatographie liquide. Plus récemment, A.
Fujishima, en collaboration avec d’autres équipes de recherche, s’est intéressé a modifier le
diamant pour diverses applications électroanalytiques. Différentes électrodes ont été
préparées dans le but d’améliorer ou d’ajouter certaines fonctions électrochimiques, telles
que des électrodes en microfibres de diamant modifiées par du polypyrrole sur—oxydé dans le
but de détecter la dopamine, ou encore des détecteurs ampérométriques a base de diamant
intégrés dans des micropuces d’électrophorése®.

J. Zhang et al. se sont intéressés a l'utilisation du diamant pour 1’électrochimie de
protéines, telles que 'hémoglobine et la myoglobine™.

Enfin, L. Codognoto et al. ont utilisé la voltamétrie a signaux carrés (SWV, “Square
Wave Voltammetry ”) pour étudier l'oxydation du pentachlorophénol sur une électrode de

. , 53
diamant dopé au bore”.

1.B.4. Etude de ’ADN et de ses constituants

Quelques équipes se sont intéressées récemment a l'utilisation du diamant dopé au

bore pour la détection des bases nucléiques ou de TADN.

Deés 1999, A. R. Mahon et al. ont mis au point un systéme basé sur le diamant élaboré
par CVD qui utilise I'absorption intrinseéque de 'ADN a 260 nm pour localiser, identifier et
quantifier TADN dans des gels d’agarose’™. Quelques travaux ont suivi sur le diamant

concernant notamment la construction de puces & ADN en utilisant du diamant CVD??.

Puis, des 2000, certaines équipes de recherche se sont intéressées a I'utilisation du

diamant dopé au bore pour I'’étude de TADN ou des bases nucléiques.
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Ainsi, 'équipe de A. Fujishima a étudié les réactions d’oxydation des purines (guanine
et adénine) et des nucléotides correspondants (guanosine—5—monophosphate et adénosine—
5 —monophosphate) sur des électrodes de diamant dopé au bore et sur carbone vitreux par
des méthodes voltamétriques (voltamétrie cyclique et voltamétrie impulsionnelle
différentielle) et coulométriques®®.

L’équipe de R. G.Compton a réalisé la détection de la 2'—désoxyguanosine 5 —
monophosphate (dGMP), d'un ARN de transfert et ’ADN simple et double brins de thymus
de veau par voltamétrie cyclique et voltamétrie a signaux carrés (SWV) sur une électrode de
diamant dopé au bore non pré—traitée®.

Puis, T. A. Ivandini et al. ont étudié la sélectivité, la sensibilité et la limite de
détection des acides nucléiques sur des électrodes de diamant par voltamétrie a signaux
carrés (SWV) via la détection de la guanine et de 'adénine dans ’ADN simple et double
brins®. Ils ont également évalué l'influence de la terminaison de surface du diamant et ont
ainsi montré que I'électrode sans pré-—traitement, donc présentant des terminaisons
hydrogénes, était plus sensible pour cette détection.

Puis, I'équipe de A. Fujishima a démontré I'intérét d’utiliser une électrode de diamant
dopé au bore pour la détection de bases nucléiques, les purines, et de leurs dérivés en sortie
d’une colonne d’électrophorése capillaire™.

H. Gu et al. ont utilisé la nature conductrice des électrodes de diamant dopé au bore
pour immobiliser de TADN par l'intermédiaire d'un dépot de polyaniline/polyacide acrylique
(PANI/PAA), et ils ont réalisé par la suite la détection du phénomeéne d’hybridation de ce brin
immobilisé®*®".

Enfin, R. J. Hamers et al. ont montré que des surfaces de diamant dopé au bore
modifiées de maniére covalente avec des monocouches moléculaires (groupes amine primaire
réactifs, groupes vinyl(C=C), éthyleéne glycol, selon le type d’utilisation par la suite) peuvent
permettre dimmobiliser de 'ADN et des protéines®™. Grice a ses propriétés semi—
conductrices, le diamant dopé peut étre utilisé afin de détecter directement et spécifiquement

I'hybridation de TADN®? ou les interactions anticorps—antigéne.

II. Détermination de la procédure d’activation de la surface de diamant dopé bore

Des études préliminaires du comportement électrochimique du diamant dopé au bore

en présence du couple redox Fe(CN)s*/*~

ont montré une variation des réponses obtenues en
raison dune instabilité de la surface de 1électrode apreés synthése possédant des
terminaisons hydrogénes. En effet, lorsque plusieurs voltamétries sont successivement

réalisées, nous pouvons observer un déplacement des pics anodique et cathodique en terme
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d’intensité de courant mais aussi de potentiel. Ainsi, un pré—traitement de la surface destiné

a la stabiliser est nécessaire avant toute détection électrochimique sur le matériau.

II.LA. Les procédures d’activation de la surface décrites dans la littérature

Plusieurs équipes de recherche ont constaté cette instabilité de la surface de diamant
dopé au bore lors des études électrochimiques, et ont appliqué des pré-—traitements de
différentes natures a l’électrode. Le diamant dopé bore, apres synthése, est constitué
majoritairement de terminaisons hydrogenes. Ce pré—traitement de la surface consiste a en
transformer une part importante en terminaisons oxygenes de type carbonyles et
hydroxydes. La surface est alors oxygénée et possede donc des propriétés électrochimiques

différentes.

Tout d’abord, les électrodes de diamant peuvent étre oxydées électrochimiquement en
appliquant un potentiel fortement anodique dans diverses solutions.

Ainsi, S. Ferro et al. ont polarisé une électrode de diamant dopé au bore a 3 V vs. ECS
pendant 20 minutes dans une solution de HC10, 1 M**.

H. B. Suffredini et al. ont comparé l'influence d'un pré-traitement anodique,
consistant a appliquer un potentiel de 3 V vs. ESH pendant 30 min dans une solution d’acide
sulfurique, avec celle d’'un traitement cathodique ou le potentiel appliqué est de —3 V dans
les mémes conditions®. Ils ont montré que certaines réactions de transfert de charge de
couples connus pour leur réversibilité présentent un comportement apparent irréversible
lorsqu'un pré-—traitement anodique est appliqué. A l'inverse, une polarisation cathodique
semble accroitre l'activité électrochimique du matériau. D’autres équipes ont également
utilisé une procédure d’activation anodique dans une solution d’acide sulfurique®*¢7% H.
Notsu et al. ont utilisé une solution d’acide sulfurique en appliquant un potentiel de 2,4 V vs.
Ag/AgCl pendant 60 min, générant ainsi une plus grande quantité de groupes carbonyles par
unité de surface que lors d’'une activation par plasma d’oxygéne®".

F. Marken et al. ont étudié le comportement électrochimique de différents couples
redox (Ru(NHj)s*", Fe(CN)s® ™, benzoquinone/hydroquinone) sur des électrodes de
diamant dopé au bore en fonction de différents pré—traitements : un polissage, une oxydation
en présence d’acide nitrique (balayage de potentiels entre 0 et 5 V vs. ECS) et une réduction
(balayage dans la méme solution entre 0 et —3 V)*°. Ils ont montré que l'influence de ce pré—
traitement, qui a pour effet de modifier les groupes fonctionnels de surface, sur la réponse
électrochimique était fonction du couple redox considéré. Par exemple, une réponse similaire

3+/2+

dans les trois cas est obtenue pour le couple Ru(NH3)g , alors que le transfert d’électrons
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3-/4- , . ,
dans le cas d’une électrode polie ou oxydée

est fortement ralenti pour le couple Fe(CN)g
électrochimiquement au préalable.

Enfin, D. A. Tryk et al. ont utilisé une procédure d’activation anodique qui consiste a
polariser 1'électrode a 2,4 V vs. Ag/AgCl pendant 1 h dans une solution de KH,PO, a 0,1 M?*%,
et ont étudié son effet sur la fenétre de potentiel électrochimique en milieu aqueux de

lélectrode et la réponse électrochimique du couple Fe(CN)g* .

Une seconde méthode consiste a placer I'échantillon de diamant dopé au bore sous
plasma d’oxygene. I. Yagi et al. ont montré que ce pré-—traitement affectait peu la
conductivité de surface apparente de I’électrode, mais que les réponses électrochimiques de

4— 4 . 2 70
étaient fortement modifiées’".

divers couples redox tels que Fe(CN)g>

La procédure d’activation utilisée par d’autres équipes de recherche, telles que celle
de D. J. Riley, consiste a plonger I'électrode de diamant dans une solution d’acide chromique
chaud, ce qui a pour effet de générer des terminaisons oxygeénes tout en réduisant
considérablement la conductivité de surface’’. Ils ont également montré que la réponse
électrochimique obtenue lors la réduction de la 1,4—benzoquinone dans 'acétonitrile sur de
telles électrodes était similaire a celle obtenue sur des électrodes de carbone ou de platine,
contrairement a celle obtenue sur des électrodes aprés synthése possédant des terminaisons

hydrogénes™.

Enfin, ce pré—traitement peut également étre réalisé par voie thermique. S. Ferro et

al. ont utilisé ce procédé en placant I'électrode de diamant & 400°C pendant 30 minutes®.

II.B. La procédure d’activation de la surface retenue

Afin de détecter les réactions d'oxydation des nucléosides sur une électrode de
diamant dopé au bore qui se produisent a des potentiels anodiques relativement élevés, nous
avons appliqué un pré-traitement anodique, appelé activation, a 1’électrode afin de
g’affranchir du probléme d’instabilité dans le domaine anodique de la surface de I’électrode
apres synthése. Le milieu réactionnel utilisé pour la détection de telles réactions est un
tampon phosphate préparé a partir de solutions aqueuses de KHsPO, et de Na;HPO,. Nous
avons donc appliqué le pré—traitement proposé par D. A. Tryk®* qui consiste a polariser
I’électrode a 2,4 V vs. Ag/AgCl pendant 1 h dans une solution a 0,1 M de KH;PO,. Cette
activation a pour effet de transformer les terminaisons hydrogénes de surface du diamant
apres synthése en terminaisons oxygénes. Ainsi, lors de I'anodisation, 'oxygéne se lie a la

surface du diamant ou aux joints de grains dans des groupes carbonyles (sp?) et/ou
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hydroxydes (sp®), ce qui stabilise la surface pour des études en électrochimie. Nous verrons
dans la suite que l'activation du diamant a également une influence sur la fenétre de
potentiel électrochimique du matériau en milieu aqueux et sur la cinétique de transfert de
charge de certaines espéces redox. De plus, la surface ainsi oxydée devient hydrophile.

Nous avons ensuite observé 1’évolution dans le temps d’'une surface de diamant activé
suivant cette procédure par I'étude de la réponse électrochimique en présence du couple
redox Fe(CN)¢**". Nous avons choisi ce couple comme référence car le mécanisme
réactionnel s’effectue par un transfert de type “inner sphere”, c’est—a—dire qu'un transfert
de ligand est réalisé entre les spheres de coordination, et la cinétique a 1’électrode est alors

5,73 . ,
?. L’observation des réponses

trés sensible aux terminaisons de la surface de diamant
successives en voltamétrie cyclique en présence de ce couple redox montre que ce phénomeéne
d’activation de la surface n’est pas totalement irréversible. En effet, en reproduisant
plusieurs fois le méme voltamogramme, nous observons a nouveau un décalage des pics en
terme de densité de courant et de potentiel, qui peut étre du a une adsorption de I'espéece
redox sur la surface de I'électrode oxygénée, ou a une modification de I’état de surface lors du
balayage de potentiel. Or, selon A. D. Modestov et al., les anions Fe(CN)¢*~ et Fe(CN)g*™ ne
s'adsorbent pas de maniére irréversible sur la surface de diamant dopé bore™. Malgré ce
décalage en raison d'une modification de la composition de la surface de I’électrode,
Iensemble des courbes obtenues reste différent de celle correspondant a une électrode de
diamant hydrogéné. Apres activation, il est donc impossible, dans nos conditions, de revenir
a l’état initial de 1’électrode, c’est—a—dire possédant des terminaisons hydrogénes. Nous
avons établi un procédé de régénération de l'activation qui consiste a polariser 1’électrode
dans les mémes conditions mais pendant une durée plus courte (900 s). Ce temps de 900 s est
minimal afin d’obtenir une reproductibilité des réponses des couples redox en voltamétrie

cyclique apreés chaque régénération (Tableau II.1).

solution “ potentiel appliqué ‘| durée

Activation initiale KH,PO, 0,1 M 2,4V vs. Ag/AgCl 3600 s
Régénération de l'activation KH,PO, 0,1 M 2,4V vs. Ag/AgCl 900 s

Tableau II.1 Paramétres expérimentaux de lactivation d’une surface de diamant dopé bore apreés

synthése et de la régénération de l’échantillon entre deux expériences.

En pratique, I'électrode de diamant dopé au bore sera activée pendant 1 h lorsqu’elle
est restée plusieurs heures a l'air sans subir de réaction électrochimique, et elle sera

régénérée pendant 15 min entre chaque expérience.
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II1. Etude des propriétés électrochimiques du diamant dopé au bore

Les électrodes de diamant dopé au bore possédent des propriétés électrochimiques
caractéristiques, dont, plus particulierement, la fenétre de potentiel électrochimique et la

réversibilité des couples redox.

III.A. Etude de la fenétre de potentiel électrochimique

ITI.A.1. Influence de lactivation

Nous avons tout d’abord étudié la fenétre de potentiel électrochimique du diamant
dopé au bore dans un milieu tamponné (pH 7), c’est—a—dire la gamme de potentiel pour
laquelle I’électrode plongée dans cette solution ne subit aucune réaction électrochimique.
Ainsi, tout élément dont le potentiel de réaction est inclus dans cette fenétre pourra étre
transformé sans que le milieu n’interfére au niveau électrochimique. Cette propriété est tres

importante pour la suite des expériences réalisées.

2000 T4 B
E /
+ 0o
1000 E
E (Vvs. AglAgCl) ‘ ‘ ‘
~1,7 -0,7 | 03 1,3 2,3
~1000 +
~2000 -

Figure IIl.1 Fenétre de potentiel électrochimique sur diamant dopé bore dans du tampon phosphate

pH 7 (0,1 M) non désoxygéné a V=50 mV s™' (A) avant, (B) aprés activation.

Activation du diamant dopé au bore (BDD) : polarisation a 2,4 V vs. AglAgCl dans KH,PO, 0,1 M

pendant 1 h.

Les faibles courants de fond observés dans la gamme médiane du potentiel (de —0,2 V
a 1,4 V vs. Ag/AgCl) sur la fenétre d’électroinactivité du carbone diamant aprés dépot CVD
(Fig. II1.1A) indiquent que les espéces présentes autres que l'oxygene et 'hydrogéne ne sont
pas fortement adsorbées et que, par conséquent, la surface du diamant est relativement
inactive. Cependant, nous pouvons observer un pic d’oxydation a 1,55 V vs. Ag/AgCl, mis en
évidence mais non expliqué dans la littérature®. Son intensité diminue au fur et & mesure des
cycles de voltamétrie cyclique réalisés, cest—a—dire lorsquun potentiel anodique est

appliqué a 1’électrode et donc que la surface du diamant est oxydée. La synthése du film de
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diamant étant réalisée sous plasma d’hydrogeéne, la surface du matériau est terminée par des
liaisons hydrogénes. Le processus d’activation de 1’électrode a pour effet d’oxyder en partie
les terminaisons —CH de surface, mais également les défauts de surface de type sp? (—CH,)
pour former des groupes carbonyles ou hydroxydes. Or, selon M. H. P. Santana et al., le
carbone de surface de type sp? joue le role de médiateur de transfert de charge, et donc, la
disparition, méme partielle, de ces défauts sur la surface entraine une diminution de
Pactivité de l'électrode en milieu aqueux. Cest pourquoi la fenétre d’électroinactivité du
matériau est plus large aprés activation®™. Cette équipe a alors proposé un mécanisme
réactionnel basé sur la génération de radicaux hydroxydes par l'oxydation de l'eau. Ce
phénomeéne d’élargissement de la fenétre d’électroinactivité pour des électrodes de diamant
oxygéné de haute qualité a également été observé par H. B. Martin ef al. en présence d’acide
sulfurique®.

De plus, cette oxydation de surface peut étre reliée a la mouillabilité de surface. En
effet, les électrodes apres synthése sont hydrophobes. Lorsque le potentiel évolue
uniquement cathodiquement, la surface reste hydrophobe. Par contre, lorsque le potentiel
évolue dans le domaine anodique, la surface du diamant devient hydrophile suivant un

processus irréversible.

Ainsi, si nous réalisons un voltamogramme en milieu tamponné dans les mémes
conditions sur une électrode de carbone diamant dopé au bore ayant préalablement subi une
oxydation a 2,4 V vs. Ag/AgCl pendant une heure dans KH,PO, a 0,1 M, nous pouvons
remarquer que le pic a 1,55 V vs. Ag/AgCl a entierement disparu (Figure II1.1B). Par cette
activation consistant a appliquer un potentiel fortement anodique a 1électrode, la
composition de surface du diamant, et, par conséquent, sa stabilité, sont
modifiées puisqu’'une grande partie des terminaisons hydrogénes est remplacée par des
terminaisons oxygenes. La fenétre de potentiel électrochimique du domaine anodique est
alors étendue jusqu’a environ 1,8 V wvs. Ag/AgCl. Cette propriété est particulierement
Iintéressante afin de détecter des espéces dont 'oxydation se produit a un potentiel anodique
relativement élevé, ce qui est parfois difficile, voire impossible, sur les électrodes de carbone
classiquement utilisées, comme nous le verrons dans le chapitre suivant. De plus, dans le
domaine cathodique, nous pouvons également observer un élargissement de la fenétre,
réduisant ainsi les phénomeénes liés a 'oxygéne pour des potentiels supérieurs a —1 V. Cet
élargissement de la fenétre d’électroinactivité a également été observé par D. A. Tryk et al.
sur des électrodes de diamant dopé au bore oxydées par plasma doxygene ou

, - e 2922
électrochimiquement selon le protocole que nous avons utilisé™.
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ITI.A.2. Comparaison avec une électrode de carbone vitreux

La figure II1.2 présente les fenétres de potentiel électrochimique du diamant dopé au
bore (A) et du carbone vitreux (B) activés. L’activation de 1'électrode de carbone vitreux
consiste a appliquer un potentiel de 1,75 V vs. Ag/AgCl pendant 5 min, puis —1 V pendant 1
min dans la méme solution que dans le cas de I'électrode de diamant (KH,PO, 0,1 M)™. Le
carbone vitreux est constitué de carbone de type sp?, mais en surface, plusieurs terminaisons
peuvent étre présentes et plus ou moins actives, telles que, des carbonyles, des hydroxydes,
des carboxyles ou encore des ponts epoxy. Ce pré—traitement électrochimique permet alors
de modifier ces fonctions de surface. Ainsi, 1’électrode oxygénée présentera une activité

électrochimique plus importante.
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Figure II1.2 Fenétre de potentiel électrochimique sur: (A) diamant dopé bore activé, et (B) carbone

vitreux activé, dans du tampon phosphate pH 7 (0,1 M) non désoxygéné & V=50 mV s~

Activation du diamant dopé au bore (BDD) : polarisation dans KH,PO, 0,1 M a 2,4 V vs. Ag/AgCl

pendant 1 h.

Activation du carbone vitreux (GC) : polarisation dans KH,PO, 0,1 M & 1,75 V vs. AglAgCl pendant 300

s, puis —1 V pendant 60 s.

Sur la figure III.2, nous pouvons observer que la fenétre d’électroinactivité du
carbone vitreux activé est beaucoup plus limitée que celle du diamant dopé au bore activé.
Ainsi, 1l sera possible de détecter davantage d’espéces sur diamant dopé au bore. En effet,
des espéces dont le potentiel d'oxydation est élevé, comme, par exemple, un potentiel de 1,4 V
vs. Ag/AgCl, pourront étre détectées sur ces électrodes de diamant alors qu’il était difficile
d’étudier leur oxydation sur des électrodes plus classiques de carbone vitreux. Cette
propriété illustre bien I'intérét de ce nouveau matériau d’électrode.

De plus, nous pouvons observer que le courant mesuré dans le cas du carbone vitreux
est beaucoup plus élevé que celui du carbone diamant. En effet, pour des potentiels de 0,81 et
1,17 V correspondants respectivement aux valeurs des potentiels d’oxydation sur une

électrode de graphite pyrolytique de la guanosine’® et de 'adénosine’’ comme nous le verrons
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dans le chapitre suivant, les valeurs des densités de courant mesurées d’aprés la figure I11.2
sont respectivement de 76 et 213 pA cm” sur carbone vitreux, alors qu’elles sont de 0,06 et
0,07 pA cm ? dans le cas du carbone diamant. Le diamant semble donc étre un matériau

d’électrode particulierement adapté pour I'’étude de I'oxydation de ces espéces biologiques.

III.B. Etude de la réversibilité électrochimique du diamant dopé au bore

Nous nous sommes ensuite intéressés a la réversibilité électrochimique de deux

couples redox, Fe(CN)g* /*~

trés souvent utilisé comme couple référence dans la littérature, et
2_/3— . . s , N . . ;.
IrClg , qui nous a permis de modéliser des phénomeénes interfaciaux décrits dans le

chapitre VII.

ITI.B.1. Etude du couple Fe(CN)* " : influence de Pactivation

Nous avons tout d’abord étudié I'influence de la procédure d’activation anodique sur

3-/4—
. Comme nous l'avons

la réactivité du diamant via 'utilisation du couple redox Fe(CN)g
vu précédemment, la cinétique de ce couple redox a 1’électrode est trés sensible a la
composition de la surface®.

La figure II1.3 présente les réponses des voltamétries cycliques réalisées avant (A) et
aprés (B) activation sur une électrode de diamant dopé au bore. Le couple Fe(CN)g*~
/Fe(CN)¢' ™ a été utilisé en tant qu'exemple de systéme électrochimique réversible en milieu

aqueux. La réaction électrochimique qui se produit a 1’électrode est :

Fe(CN)¢* + e 5 Fe(CN)s* (I1L.1)

Do
(]
o
i/S (uA cm 2)

0,5 0,9
= B E (Vus. Ag/AgCl)

-600 —~
Figure II1.3 Etude de la réversibilité électrochimique du couple ferrilferrocyanure sur diamant dopé
bore : voltamogrammes des électrodes de (A) diamant hydrogéné et (B) diamant oxygéné dans une

solution & 10 mM KyFe(CN)s dans LiClO, 0,1 M & une vitesse de balayage de 50 mVs™.

D’apres la figure IIL.3, la cinétique du couple considéré est fortement modifiée
lorsque 1’électrode est oxygénée au préalable, ce qui confirme un mécanisme de type “inner

sphere ”. Elle est donc sensible a ce pré—traitement anodique. En effet, le couple Nerstien
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présente un comportement quasi-—réversible sur une électrode de diamant dopé au bore
aprés synthese (Fig. III.3A) avec un AE, de l'ordre de 100 mV. Apreés activation de
I’électrode, la réversibilité électrochimique du couple considéré est fortement limitée, et la
différence entre les potentiels anodique et cathodique (AE,) atteint alors 500 mV (Fig.
I11.3B). La polarisation anodique du pré-—traitement désactive donc la surface pour ce
systeme. Ainsi, les terminaisons oxygénes formées inhibent le transfert ion-dipdle ou

dipole—dipole entre les espéces en solution et les dipoles C—O trés orientés de surface®?.

II1.B.2. Etude du couple IrClg’ " : influence de la vitesse de balayage

Nous nous sommes ensuite intéressés a l'influence de la vitesse de balayage sur la

réponse en voltamétrie cyclique obtenue sur une électrode de diamant oxygéné. Cette étude a

3-/4— 2—-/3—

été réalisée pour le couple Fe(CN)g , puis pour le couple IrClg . Nous présenterons ici
les résultats obtenus dans ce second cas (Fig. II1.4), cette espéece redox étant choisie pour la
suite de I’étude et, notamment, pour la modélisation du phénomeéne d’adsorption des produits
des réactions d’oxydation des nucléosides dans le chapitre VII.

La réaction électrochimique qui se produit a I’électrode est :

IrCly® + e S5 1IrClg* (111.2)
700 T
500 " g
300 |+ 3
100

e
L

-0 Z:auu.w, 1,1 1,6
E (V vs. Ag/AgCl)
-300 /

Figure II1.4 Voltamogrammes de lélectrode de diamant dopé bore oxygéné dans une solution de 2 mM
K,IrCls dans LiClO, 0,1 M & différentes vitesses de balayage : (A) 200 mV s, (B) 100 mV s™%, (C) 50 mV
s (D) 20mVs™

D’apres la figure III.4, une augmentation de la vitesse de balayage entraine une
augmentation du courant du pic en raison d'une différence de gradient de concentration a
I'interface électrode—solution. De plus, nous pouvons observer que la différence de potentiel
inter—pics AE, augmente avec la vitesse de balayage. Elle est supérieure a la valeur (56,5
mV a 25 °C) caractéristique d’'une cinétique de transfert électronique rapide et réversible

(domaine d’application de la loi de Nernst). Dans le cas d’'un systéme non réversible, ’'écart
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(0]
des potentiels de pic augmente avec un parameétre ¢ égal a —————. Cet écart dépend

%)

donc de la constante de vitesse du transfert électronique et de la vitesse de balayage™. Ainsi,

la dépendance entre la différence inter—pics et la vitesse de balayage, observée sur la figure
II1.4 et reprise dans le tableau IIl.1, indique que le courant est contr6lé par la cinétique

d’'un transfert d’électrons irréversible.

De plus, dans le cas d’'un systéme non réversible, la courant peut étre exprimé a I'aide
de la formule théorique suivante™ :
iptn = (2,99.10%).8.C.(a.D. V)" (I11.3)
avec : Ipth - courant théorique de pic (A),
S : surface de I’électrode (ici, S=0,196 cm?),
C : concentration de 'espéce en solution (mol cm ),
o : coefficeint de transfert de charge,
D : coefficient de diffusion de I'espéce (ici, D = 6,8 10 ®cm? s+ ™),

V: vitesse de balayage du potentiel (Vs ).

VOsH | i @A) | i @A) | AB, @V)

0,02 19,9 30,5 448
0,05 27,9 48 598
0,1 37,2 68,3 684
0,2 46,5 96 758

Tableau III.1 Comparaison des valeurs expérimentales i,, (Fig. II1.4), théoriques iy, (Eq. II1.3) du
courant de pic anodique, et de la différence de potentiel inter—pics AE, en fonction de la vitesse de

balayage utilisée dans une solution de 2 mM KiIrClg dans LiClO, 0,1 M.

L’intensité du pic anodique expérimental est inférieure a sa valeur théorique.
Cependant, ceci est a nuancer puisque lorsque nous avons appliqué I'équation III.3, nous
avons considéré la surface géométrique de I'électrode (5=0,196 cm?) qui peut étre tres
différente de la surface électroactive réelle aprés activation. De plus, nous avons choisi
arbitrairement un coefficient de transfert de charge de 0,5. Cependant, nous avons observé
que le courant du pic est proportionnel a la racine carrée de la vitesse, ce qui confirme un

mode de transport de matiére diffusionnel.
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IV. Conclusion

L’activation anodique est une procédure indispensable afin de stabiliser la surface de
I’électrode de diamant dopé bore électrochimiquement dans le domaine anodique. En effet,
I’électrode obtenue aprés synthése est stable chimiquement, mais son état et sa composition
de surface évoluent lorsqu’elle est polarisée anodiquement. La transformation des
terminaisons hydrogénes en terminaisons oxygenes élargit nettement la fenétre de potentiel
électrochimique, mais limite la réversibilité électrochimique de certains couples redox

3-/4- . el s e
. La réversibilité est un critére important en

couramment utilisés tels que Fe(CN)g
électrochimie, mais cependant, les processus d’oxydation des nucléosides considérés par la
suite sont des réactions irréversibles et se produisant a des potentiels anodiques
relativement importants, plus particuliérement dans le cas de I'adénosine. C’est pourquoi
Iélargissement de la fenétre d’électroinactivité du matériau en milieu aqueux est une
propriété nettement plus intéressante dans notre cas que la réversibilité électrochimique.

Ainsi, I'utilisation de ces nouveaux matériaux carbonés pour I'étude de 1’électrochimie des

nucléosides apparait particulierement appropriée.
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Chapitre VI Electrochimie des nucléosides sur diamant dopé bore

Au cours du chapitre précédent, nous avons présenté les propriétés électrochimiques
particuliéres du diamant dopé bore, notamment sa large fenétre de potentiel électrochimique
en milieu aqueux et son faible et stable courant de fond. Ces propriétés sont trés
Iintéressantes afin de détecter des espéces dont 'oxydation se produit a un potentiel anodique

relativement élevé.

Nous allons ainsi montrer au cours de ce chapitre qu’il est possible de détecter
Poxydation des deux nucléosides électroactifs que sont la 2’—désoxyguanosine et la 2'-—
désoxyadénosine sur une électrode de diamant dopé bore, en raison, notamment, de la large
fenétre d’électroinactivité du matériau.

La comparaison avec les résultats obtenus sur une électrode classique de carbone
vitreux illustrera l'intérét d’utiliser une électrode de diamant dopé bore.

Enfin, nous étudierons la faisabilité de 'extension de cette étude a la détection de

nucléotides, d’oligonucléotides et de ’ADN.

I. Etat del’art

I.A. Quelques rappels sur ’TADN

L’ADN"?, ou Acide DésoxyriboNucléique, est une molécule d’importance biologique
fondamentale car elle constitue le support de I'information génétique. En effet, elle renferme
les informations nécessaires a la reproduction, au développement, au contréle et a 'entretien

des organismes vivants.

D’un point de vue chimique, ’ADN est un acide faible, constitué par la répétition de quatre
groupements organiques de base appelés nucléotides. Chaque nucléotide est a son tour un
ensemble de trois parties : un groupe phosphate, un sucre, le désoxyribose, et une base azotée
ou base nucléique. Alors que tous les groupes phosphates et toutes les molécules de
désoxyribose qui composent 'ADN sont identiques, les bases peuvent étre de deux types : les
pyrimidines (Thymine T et Cytosine C) et les purines (Adénine A et Guanine G).

0.3 nm

Figure 1.1 Conformation moléculaire de
I’ADN.

|: itourdhélice = 34nm | [lsoms

grand silon _f:uuliq_ hydiregéne
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Une molécule ’ADN a I’état naturel est formée de deux chaines polynucléotidiques,
appelées brins, appariées et enroulées en une spirale pour former une double hélice (Fig.
1.1).

L’appariement de deux chaines polynucléotidiques est possible grace a la
complémentarité des bases. En effet, I'adénine présente deux régions qui peuvent former des
liaisons hydrogeénes avec la thymine. La guanine et la cytosine sont capables, quant a elles,
de former trois liaisons hydrogenes grace a deux groupes —NH et un atome d’oxygene. Ces
propriétés chimiques permettent un appariement extrémement spécifique de deux chaines
contigués d’ADN. En effet, un brin ’ADN composé d'une suite donnée de nucléotides ne peut
s’apparier avec un autre brin que si celui—ci est formé des nucléotides complémentaires dans
le méme ordre. Ce processus, a la base du concept des biocapteurs a ADN, est appelé
hybridation. La dénaturation est le phénomeéne inverse, c’est—a—dire qu’elle consiste en la
séparation des liaisons faiblement énergétiques entre les deux brins complémentaires

appariés, sans altérer la structure primaire de chaque brin.

I’ADN peut étre divisé en fragments de quelques dizaines de nucléotides qui sont

appelés oligonucléotides ou OligoDésoxyriboNucléiques (ODN).

I.B. Les réactions d’oxydation des nucléosides

Afin d’étudier la détection de I’ADN, il est important de connaitre les conditions
d’oxydation des acides nucléiques (potentiel, milieu, pH...). Dans les acides nucléiques, les
seuls groupements électroactifs sont les bases azotées (adénine, guanine, thymine et
cytosine) et le ribose (mais a un potentiel d’oxydation inaccessible en milieu aqueux). La
figure 1.2 présente les sites d’oxydation et de réduction des quatre bases appariées entre

elles.

Figure 1.2 Appariement des bases nucléiques selon Watson et Crick. Les sites de réduction sont
indiqués par des rectangles et les sites d’oxydation par des cercles. A est l'adénine, T la thymine, G la

guanine et C la cytosine.
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1I.B.1. L’électrochimie des nucléosides

Nous nous sommes particulierement intéressés aux nucléosides qui sont les formes
les plus proches de celles rencontrées dans ’ADN, puisqu’ils renferment la base azotée et le
désoxyribose. Les nucléosides sont donc des glycosylamines formées par le rattachement
d’'une nucléobase a4 un anneau de ribose. Leurs conditions d’oxydation et de réduction, comme
le potentiel par exemple, sont légerement différentes de celles des bases azotées seules du
fait de I'encombrement stérique et de la différence de densité de charge. Les formules
chimiques de ces composés et des produits des réactions d’oxydation, ainsi que les réponses
en voltamétrie cyclique (CV) et en voltamétrie impulsionnelle différentielle (DPV) sur une
électrode de carbone vitreux activé sont données dans la figure I.3. L’irréversibilité du
processus est confirmée par la forme de la courbe en voltamétrie cyclique puisqu’aucun pic

n’apparait au balayage retour.

Dans la littérature, seules les valeurs des pics d’oxydation de I'adénosine et de la guanosine
sont données pour un pH de 7 sur une électrode de graphite pyrolytique :

Adénosine’ : E,, = 1,17 V vs. ECS

Guanosine® : E,,= 0,81 V vs. ECS
Expérimentalement, une oxydation électrochimique des dérivés de la guanine et de ’adénine
est mise en évidence sur une électrode de carbone vitreux (Fig. I1.3):

2’ —désoxyadénosine : E,, = 1,33 V vs. Ag/AgCl

2’—désoxyguanosine : E,, = 0,99 V vs. Ag/AgCl

Les potentiels d’oxydation obtenus sont donc relativement peu éloignés de ceux de la
littérature et décalés d’'une valeur de l'ordre de 0,17 V. De plus, le fait que nous n’obtenons
aucune réaction d’oxydation pour la désoxythymidine et la désoxycytidine est confirmé par la

littérature.

En ce qui concerne la réduction, la littérature ne prévoit aucune réaction en milieu
aqueux pour les dérivés de la thymine et de la guanine. En effet, ces deux bases sont
protonées. Or, le mécanisme envisagé de réduction des bases débute par une protonation de
Patome d’azote de la fonction imine, ce qui peut expliquer le fait que la réduction soit plus
difficile pour la thymine et la guanine. Ainsi, pour les dérivés de la cytosine et de I’adénine,
la réduction est possible et les potentiels de demi—vague sont les suivants® :

Désoxyadénosine : Eip = —1,35V vs. ECS

Désoxycytidine : Eis = —1,44 V vs. ECS
Cependant, nous n’avons observé de réduction ni sur carbone vitreux, ni sur diamant dopé au

bore en raison de la limite inférieure d’électroinactivité de ces matériaux (“ mur ” du solvant).
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1.B.2. Les mécanismes d’oxydation des nucléosides

I1 existe peu de publications dans la littérature concernant 1’électrochimie des
, . . s 6 5, .
nucléosides en comparaison avec celle des bases nucléiques’, et peu d’équipes se sont

intéressées a leur mécanisme d’oxydation.

I.B.2.a. Oxydation de la guanosine

Le produit primaire de I'électro—oxydation de la guanosine semble étre la 8—oxo—
guanosine™®. Le potentiel d’oxydation du produit de la réaction électrochimique étant
inférieur a celui du nucléoside, une série de réactions secondaires en découle.

D’autres équipes citent un mécanisme présentant la formation des différents sous—
produits en fonction du pH et du potentiel. Ainsi, P. Subramanian et G. Dryhurst ont établi
que la premiere étape d’électro—oxydation implique la réaction d'un électron et d’'un proton,
conduisant ainsi a la formation d’un radical libre avec un électron non apparié en position
C8. Ce radical primaire va réagir avec la guanosine et ’eau pour donner d’autres radicaux
qui vont ensuite subir une série de réactions chimiques et électrochimiques pour conduire
finalement & de nouveaux di— ou tri—nucléosides de guanine’.

R. N. Goyal et al. ont montré que 1’électro—oxydation complete de la guanosine
impliquait le transfert de 4 électrons et de 4 protons’. La premiére étape est la méme que
celle proposée par P. Subramanian et G. Dryhurst, et conduit a la formation d’'un radical
libre. Celui—ci est ensuite hydrolysé en un radical hydroxy électroactif qui va subir une
réaction redox impliquant le transfert d’'un électron et d’'un proton, afin de former la 8-
hydroxyguanosine. Cette derniére espéce est rapidement oxydée (transfert de 2 électrons et 2
protons) pour former la diimine correspondante. Celle—ci va ensuite subir une série de

réactions chimiques afin de former la 5—guanidinohydantoine a pH 7.

1.B.2.b. Oxydation de ’adénosine

Comme pour la guanosine, le mécanisme d’oxydation électrochimique de I'adénosine
differe selon les équipes de recherche. Les produits majoritaires de 1’électro—oxydation de

, . ~ , . , . 3
I’'adénosine semblent étre la 8 —oxo—adénosine et la 4—oxo—adénosine”.

R. N. Goyal et A. Sangal ont montré que 1’électro—oxydation de l’adénosine
consommait pres de 5 électrons par mole a pH 7. La premiére étape de l'oxydation de
ladénosine, impliquant le transfert de 2 électrons et de 2 protons, forme la 2-
hydroxadénosine. Celle—ci va réagir avec I'eau pour former la 2,8—dihydroxyadénosine (2

électrons, 2 protons). Cette dernieére espéce va ensuite subir une réaction d’oxydation (1
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électron, 1 proton) et former des especes radicalaires. Des dimeres formés par un couplage

. 10
oxo sont rapidement obtenus .

Ainsi, les mécanismes d’oxydation de ces deux nucléosides demeurent peu compris a
I'heure actuelle. De plus, les formules chimiques des produits des réactions d’oxydation des
nucléosides présentées dans la figure II.3 sont admises par les biologistes, mais font

néanmoins l'objet de points de divergence entre les différentes équipes.
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Figure 1.3 Formules chimiques des nucléosides,
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des produits des réactions doxydation et

voltamogrammes obtenus en voltamétrie impulsionnelle différentielle (DPV) et voltamétrie cyclique (CV)

sur une électrode de carbone vitreux activé (S=0,07 cm? dans une solution de 0,1 M en nucléoside dans

du tampon phosphate pH 7.
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II. Les réactions d’oxydation des nucléosides sur diamant dopé bore

II.A. La technique utilisée : la voltamétrie impulsionnelle différentielle

Nous avons choisi de travailler avec la voltamétrie impulsionnelle différentielle, ou
DPV, en raison de sa sensibilité accrue par I'’échantillonnage différentiel et de I'obtention de
pics qui facilitent le repérage des potentiels redox et le découplage des couples redox.

Pour les voltamétries impulsionnelles différentielles réalisées, nous avons appliqué
les parametres suivants: une amplitude de saut de potentiel de 25 mV, une largeur

d’impulsion (At) de 60 ms, et une vitesse de balayage de 22,2 mV s .

II.B. Etude de l'oxydation électrochimique des nucléosides sur diamant dopé

bore

I1.B.1. Choix du pH de travail

Afin de déterminer le pH a utiliser pour étudier l'oxydation des nucléosides, nous
avons réalisé des voltamétries impulsionnelles différentielles sur 1’électrode de carbone
vitreux activé dans des solutions tamponnées de différents pH contenant 1 mM de 2'-
désoxyguanosine. Pour les pH compris entre 6 et 8, nous avons utilisé du tampon phosphate,
et pour les pH de 4,5 a 5,5, du tampon acétate. La figure II.1 présente I’évolution du
potentiel d’oxydation (E,) de la 2’—désoxyguanosine avec le pH de la solution.

11,2 E, = —0,0375 pH + 1,259
& coefficient de corrélation=0,9893

0,9 : : : : |

Figure II.1 Evolution du potentiel doxydation (E,) avec le pH de la solution de 1 mM 2’-
désoxyguanosine dans du tampon phosphate ou acétate sur une électrode de carbone vitreux activé

(8=0,07 cm?.

Sur la figure II.1 nous pouvons observer que le potentiel d’oxydation diminue
linéairement avec le pH. Ainsi, nous avons choisi de travailler avec des solutions a un pH de

7 afin d’obtenir une valeur faible du potentiel d’oxydation en raison de la limite anodique de
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la fenétre de potentiel électrochimique des matériaux carbonés. De plus, afin de conserver
I'intégrité structurale des molécules biologiques, il est préférable de travailler dans un milieu
tamponné proche de la neutralité.

Cette figure permet également de s’interroger sur le type de mécanisme de la réaction
d’oxydation de la 2’—désoxyguanosine. En effet, nous pouvons observer une dépendance du
potentiel avec le pH, et, d’apres ce qui a été vu précédemment, la réaction est irréversible. La
pente peut alors étre donnée par la formule suivante, ol Nprotons €6 Nélectrons rePrésentent
respectivement les nombres de protons et d’électrons échangés :

S
p= _2’3 Nprotons BT _ —0,06 Nprotons (IIl)

O Nélectrons I Ol Nlectrons
D’aprés la figure II.1, la pente de la droite obtenue est proche de —30 mV (p=-37,5).
Cependant, nous ne connaissons pas la valeur du coefficient de transfert de charge o, donc il
nous est impossible de déterminer le rapport entre nombre de protons et nombre d’électrons.
Nous pouvons remarquer que, pour une valeur de a de 0,5, nous obtenons un rapport de %
entre nombre de protons et d’électrons, ce qui est en désaccord avec la figure 1.3 (échange de
2 électrons et 2 protons). Ceci semble indiquer un mécanisme plus compliqué impliquant les
réactions de sous—produits se produisant a des potentiels inférieurs a celui de 'oxydation de
la 2 —désoxyguanosine®™. La compréhension du mécanisme de la réaction d’oxydation des
nucléosides n’étant pas I'objectif de notre étude, nous n’avons pas poursuivi dans cette voie.
Cependant, il pourrait étre intéressant de réaliser des études des produits formés par
spectrométrie de masse ou en spectroscopie Raman, afin dobtenir des éléments

supplémentaires permettant de comprendre le mécanisme mis en jeu lors de ces réactions.

I1.B.2. Réponse électrochimique en voltamétrie impulsionnelle différentielle

II.B.2.a. Oxydation de la 2°-désoxyguanosine

Notre premiére étude a consisté en la détection de loxydation de la 2'-
désoxyguanosine dans une solution de tampon phosphate a pH 7. Nous avons réalisé des
voltamétries impulsionnelles différentielles sur une électrode de diamant dopé au bore aprés
synthése et aprés activation, et sur une électrode de carbone vitreux activé. La figure I11.2
présente les voltamogrammes obtenus pour les différents matériaux d’électrode dans une

solution a 1 mM de 2’—désoxyguanosine.
La figure I1.2 montre que la densité de courant d’oxydation dépend fortement du

matériau d’électrode. En effet, ’électrode de carbone vitreux présente une intensité de pic

plus importante que le diamant. Cependant, la surface géométrique utilisée ici pour chacune
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des électrodes (0,196 cm? pour le diamant et 0,07 cm? pour le carbone vitreux) peut étre
différente de la surface électroactive réelle, ce qui induirait une erreur sur la valeur de la
densité de courant. De plus, le courant de fond est beaucoup plus faible dans le cas du
carbone diamant que du carbone vitreux. Cette propriété est un avantage important de ce

matériau d’électrode, permettant d’obtenir un meilleur rapport signal sur bruit.

300 T~
| £
Q
200 ——f:;
+Z A
100 T
T J/X B
0 ‘ ; ‘ e C
0 0,5 1

E (V vs. Ag/AgCl)

Figure I1.2 Réponse en voltamétrie impulsionnelle différentielle (DPV) dans une solution de 1 mM de
2°—désoxyguanosine dans du tampon phosphate 0,1 M pH 7 sur une électrode de : (A) carbone vitreux
activé (S=0,07 cm?), (B) carbone diamant oxygéné (S=0,196 cm?), et (C) carbone diamant hydrogéné
(5=0,196 cm?.

Cette figure montre également I'influence de I'activation de 1’électrode de diamant sur
la valeur du courant de pic obtenue. En effet, 'activation du diamant entraine la création de
terminaisons oxygenes, et la surface devient ainsi hydrophile. La densité de courant de pic et
le potentiel de pic sur I'électrode oxygénée sont respectivement de 36 pA/cm? et 1,15 V vs.
Ag/AgCl, alors que ces valeurs sur I'électrode hydrogénée apres synthése et sans pré—
traitement préalable sont respectivement de 9 pA/cm? et 1,2 V vs. AgAgCl. Cette activation
semble donc rendre le diamant plus réactif vis—a—vis de l'oxydation des nucléosides. Ceci
confirme le fait que, dans le cas d'une électrode utilisée directement aprés syntheése, la
réaction d’oxydation est en compétition avec d’autres réactions se produisant en surface (Fig.
III.1 du chapitre V). Ces résultats sont en opposition avec ceux concernant la réversibilité
des couples redox décrits précédemment, ce qui peut s’expliquer par des mécanismes
impliqués différents (mécanisme EC ici). Nous avons également remarqué que les valeurs du
courant de pic d’oxydation du carbone diamant hydrogéné n’étaient pas trés reproductibles et
évoluaient sensiblement au fur et a mesure des expériences, puisque lorsqu'un balayage de
potentiel entre le potentiel d’abandon du systéme et 1,4 V vs. Ag /AgCl est réalisé, la surface
de diamant est oxydée et donc modifiée progressivement. L’électrode de diamant hydrogéné
est trop instable et n’est donc pas adaptée a notre objectif. Enfin, plus le potentiel

d’oxydation est fort, plus la résistance de transfert de charge est importante et donc plus il
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faut d’énergie pour produire la réaction. Ceci confirme que I’électrode de diamant hydrogéné
n’est pas adaptée pour ’étude des réactions d’oxydation des nucléosides.
Ainsi, dans la suite de notre étude, nous limiterons nos comparaisons aux électrodes

de carbone vitreux et de carbone diamant activés.

Enfin, cette figure montre que les potentiels d’oxydation de la 2’—désoxyguanosine a 1
mM sont respectivement de 1 et 1,15 V vs. Ag/AgCl sur carbone vitreux et carbone diamant
activés. Ceci indique donc que la réaction d’oxydation de la 2’—désoxyguanosine nécessite

davantage d’énergie, et donc 'application d’'un potentiel plus élevé, sur carbone diamant.

II.B.2.b. Oxydation de la 2°—~désoxyadénosine

Nous nous sommes ensuite intéressés a la réponse électrochimique de I'oxydation de

la 2’—désoxyadénosine sur les électrodes activées de carbone vitreux et carbone diamant.

300 T
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100
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Figure 11.3 Réponse en voltamétrie impulsionnelle différentielle (DPV) dans une solution a 1 mM de
2°—désoxyadénosine dans du tampon phosphate 0,1 M pH 7 sur : (A) carbone vitreux activé (S=0,07 cm?)
et (B) carbone diamant oxygéné (S=0,196 cm?).

D’apres la figure I1.3, le potentiel d’oxydation du dérivé de I'adénine en solution a 1
mM dans du tampon phosphate a pH 7 est de 1,47 V vs. Ag/AgCl sur carbone diamant activé
et de 1,33 V vs. Ag/AgCl sur carbone vitreux activé, ce qui est supérieur a la valeur de 1,17V
vs. ECS obtenue par G. Dryhurst pour 'adénosine sur une électrode de graphite pyrolytique®.
La valeur de la densité de courant du pic d’oxydation est de 154 pA/cm? dans le cas du
carbone vitreux, et de 66 pA/cm? dans le cas de 1’électrode de diamant. Cependant, cette
figure montre, dans le cas du carbone vitreux, une surimposition du courant de fond lié au
front du solvant, et donc un rapport signal sur courant de fond tres défavorable a la détection
de cette espéce biologique. Au contraire, la détection de l'oxydation de ce composé sur

I’électrode de diamant est possible grace a la large fenétre d’électroinactivité de ce matériau
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en milieu aqueux. Ceci prouve que les électrodes de diamant dopé bore sont des matériaux

carbonés présentant un intérét majeur pour la détection de la 2’—désoxyadénosine.

II.B.2.c. Oxydation de 1la 2’-désoxyguanosine et de la 2

désoxyadénosine

Apreés avoir détecté I'oxydation de chacun des nucléosides, nous avons ensuite étudié
la réponse électrochimique d'une solution contenant a la fois la 2’—désoxyguanosine et la 2’'—
désoxyadénosine en mémes proportions. En effet, ceci pourrait nous permettre d’obtenir la

réponse électrochimique compléte pour TADN en raison de la complémentarité des bases.
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Figure 11.4 Réponse en voltamétrie impulsionnelle différentielle (DPV) dans une solution a 5 mM de
2°—désoxyguanosine et 2’—désoxyadénosine dans du tampon phosphate 0,1 M pH 7 sur : (A) carbone
vitreux activé (S=0,07 cm? et (B) carbone diamant oxygéné (S=0,196 cm?).

La figure II.4 présente les réponses obtenues en voltamétrie impulsionnelle
différentielle sur les électrodes de carbone vitreux et carbone diamant activés dans une
solution contenant la méme proportion de chacun des deux nucléosides. La figure II.4A
présente deux pics a des potentiels de 1 et 1,3 V vs. Ag/AgCl, ce qui correspond a 'oxydation
sur carbone vitreux de la 2’—désoxyguanosine et de la 2’—désoxyadénosine respectivement.
De méme, les potentiels d'oxydation pour la 2’—désoxyguanosine et la 2’—désoxyadénosine a
une concentration de 5 mM sont respectivement de 1,1 et 1,4 V vs. Ag/AgCl sur carbone
diamant oxygéné (Fig. 11.4B). Ces valeurs sont légérement supérieures a celles obtenues
dans les deux cas précédents (parties I1.B.2.a et b), la concentration en nucléoside utilisée ici
étant elle—méme supérieure, ce qui sera confirmé par la suite lors de I’étude de I'influence de
la concentration en solution sur les réponses électrochimiques obtenues. De plus, comme
nous 'avons observé dans les parties précédentes, la densité de courant de pic et le courant
de fond sont plus importants dans le cas de 1’électrode de carbone vitreux. Nous pouvons
également observer que la densité de courant d’oxydation est plus importante pour la 2’-
désoxyguanosine que pour la 2’—désoxyadénosine, ces deux especes étant présentes a la

méme concentration dans le milieu, sur diamant comme sur carbone vitreux. Ceci est du a un
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phénomeéne d’adsorption sur la surface de I'électrode qui fera I'objet d'une étude plus précise

dans le chapitre VII.

1I1.B.3. Réponse électrochimique en fonction de la concentration de
nucléoside

Apreés avoir mis en évidence la possibilité de détecter I'oxydation de chaque composé

en solution, nous avons étudié I'influence de la concentration en nucléoside sur les réponses

électrochimiques en voltamétrie impulsionnelle différentielle en tracant des courbes de

calibration.
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Figure 11.5 Influence de la concentration en nucléosides dans la solution de tampon phosphate pH 7
(0,1 M) sur les réponses en voltamétrie impulsionnelle différentielle (DPV) sur une électrode de diamant

dopé bore oxygéné dans le cas de (A) 2°—désoxyguanosine et (B) 2°—désoxyadénosine.

Concentration en nucléosides dans la solution : (a) 10 mM, (b) 5 mM, (c) 2,56 mM, (d) 1 mM, (e) 0,5 mM,
() 0,25 mM.

La figure IL.5 présente les courbes obtenues sur une électrode de diamant dopé au
bore oxygéné pour des concentrations en 2’—désoxyguanosine (Fig. II.5A) ou 2
désoxyadénosine (Fig. I1.5B) comprises entre 0,25 et 10 mM. Les allures des courbes
obtenues sur une électrode de carbone vitreux activé sont similaires. Dans chaque cas, le
potentiel de pic évolue avec la concentration de nucléoside en solution. Il est important de

préciser que les valeurs des densités de courant obtenues ici ne peuvent pas étre corrélées a
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celles de la partie I1.B.2. En effet, les électrodes de diamant utilisées dans ces deux parties
sont légéerement différentes en terme de structure, de grains et de taux de dopage, et n'ont

donc pas les mémes propriétés électrochimiques.

D’apres la figure II.5A, nous pouvons observer trois pics correspondant a 'oxydation
de la 2’—désoxyguanosine : un pic important a 1,19 V vs. Ag/AgCl, précédé d'un pré—pic a
0,95 V vs. Ag/AgCl, et suivi par un épaulement vers 1,35 V wvs. Ag/AgCl pour une
concentration en nucléoside de 5 mM par exemple. Le dernier pic devient moins prononcé
lorsque la concentration en nucléoside dans la solution augmente. L’obtention de ces trois
pics est en accord avec les travaux de P. Subramanian et G. Dryhurst qui obtiennent trois
pics d’oxydation de la guanosine a des potentiels de 0,81, 0,99 et 1,2 V vs. ECS sur une
électrode de graphite pyrolytique’. Nos valeurs expérimentales sont supérieures (en
moyenne, de 160 mV), en raison de l'irréversibilité de la surface de diamant oxygéné. Le
premier pic peut étre attribué a des résidus de guanine présents dans la solution et s’'oxydant
a un potentiel plus faible. Le second pic correspond a l'oxydation de la 2’—désoxyguanosine,
alors que la présence du dernier pic demeure inexpliquée a 'heure actuelle.

D’aprés la figure II.5B, seul un pic d’oxydation apparait dans le cas de la 2'—
désoxyadénosine a un potentiel de l'ordre de 1,5 V vs. Ag/AgCl, ce qui est accord avec les
travaux de R. N. Goyal et al. concernant I'oxydation de I'adénosine sur des électrodes de
graphite pyrolytique et de carbone vitreux'’.

D’apres la figure I1.5, I'évolution du potentiel de pic d’oxydation est linéaire avec la
concentration pour chacun des nucléosides, a ’exception de la concentration de 10 mM. En
effet, nous pouvons observer une diminution du potentiel de pic pour cette valeur. Ceci peut
étre du a la limite de solubilité du composé, et donc a une adsorption du nucléoside sur la

surface de I'électrode.

La figure I1.6 montre I’évolution de la densité de courant du pic d’oxydation pour
chacun des nucléosides sur des électrodes de carbone vitreux ou de diamant activés. Cette
évolution en fonction de la concentration en nucléoside en solution est similaire pour les deux
matériaux d’électrode et non linéaire, aussi bien pour la 2’—désoxyguanosine que pour la 2'—
désoxyadénosine. Cette non—linéarité peut s’expliquer par un phénomeéne d’adsorption sur la
surface de I’électrode comme nous le verrons dans le chapitre VII, ou bien ceci peut étre 1ié

’ . . ’ , . 7 . 6
au mécanisme multi—étapes de I'électro—oxydation des nucléosides’.
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Figure I1.6 Evolution de la densité de courant du pic doxydation du nucléoside (A) 2°—
désoxyguanosine et (B) 2°—désoxyadénosine en fonction de sa concentration en solution dans du tampon

phosphate 0,1 M pH 7 sur une électrode de (a) carbone vitreux activé, (b) carbone diamant oxygéné.

De plus, nous avons cherché la concentration minimale en nucléoside telle que
Poxydation soit observable. Celle—ci est la méme pour le carbone vitreux et le carbone
diamant, et a pour valeurs 10 uM dans le cas de la 2’—désoxyguanosine, et 50 uM dans le cas
de la 2’—désoxyadénosine. Il est important de noter ici que, bien que les concentrations
limites soient les mémes sur carbone vitreux et sur carbone diamant pour chacun des deux
nucléosides électroactifs, le rapport entre courant de pic et courant de fond est meilleur sur
carbone diamant. Par exemple, ce rapport est égal a 3,2 pour le diamant et 1,3 pour le
carbone vitreux dans le cas d’'une solution a 50 uM de 2’—désoxyadénosine dans du tampon
phosphate pH 7. Ceci renforce l'intérét des électrodes de diamant pour la détection de
Poxydation des nucléosides en raison de la large fenétre de potentiel électrochimique, mais

aussi de son faible et stable courant de fond.

I1.B.4. Conclusion sur I’étude de l'oxydation des nucléosides sur diamant

dopé bore
Au cours de cette partie, nous avons mis en évidence la possibilité de détecter
Poxydation de la 2’—désoxyguanosine et de la 2’-désoxyadénosine seuls ou tous deux

présents en solution sur des électrodes de carbone vitreux et de carbone diamant. Bien que
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les concentrations minimales détectables soient identiques pour les deux matériaux

d’électrode, nous avons observé que la large fenétre d’électroinactivité en milieu aqueux du

3

diamant permettait de bien séparer le processus d’oxydation du nucléoside du “mur “du

solvant, et ce particulierement pour la 2’—désoxyadénosine.

Nous avons ensuite étendu ce concept a la détection de nucléotides, d’oligonucléotides

(ODN) et enfin ’ADN.

II.C. Extension de I’étude a la détection de nucléotides, oligonucléotides et ADN

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a la détection de l'oxydation
des nucléotides a base de guanosine et d’adénosine sur diamant dopé bore oxygéné. Un
nucléotide est produit par 'union d’'un nucléoside avec 'acide phosphorique entrant dans la

composition des acides nucléiques.

II.C.1. Les réactions d’oxydation des nucléotides

II.C.1.a. Les nucléotides a base de guanosine

La figure I1.7 présente les réponses électrochimiques obtenues sur une électrode de
diamant dopé bore oxygéné dans des solutions contenant le nucléoside, la 2'-
désoxyguanosine, ou un nucléotide, la 5 —guanosine monophosphate ou la 3’—guanosine

monophosphate, a une concentration de 5 mM.
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Figure I1.7 Réponse en voltamétrie impulsionnelle différentielle (DPV) sur une électrode de diamant
dopé bore oxygéné (S=0,196 cm? dans une solution de tampon phosphate 0,1 M pH 7 deb5 mM
contenant : (A) 2’-désoxyguanosine (B) 5’-guanosine monophosphate, (C) 3’-guanosine

monophosphate.
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La réponse obtenue dans une solution de 2’—désoxyguanosine est plus complexe. En
effet, nous avons vu précédemment que le voltamogramme obtenu dans cette solution
présente trois pics : un pic important a 1,19 V vs. Ag/AgCl, précédé d'un pré—pic a 0,95 V vs.
Ag/AgCl, et suivi par un épaulement vers 1,35 V wvs. Ag/AgCl. Sur les réponses
électrochimiques des nucléotides correspondants, nous pouvons observer que le pré—pic a
disparu puisque les voltamogrammes obtenus pour les deux nucléotides présentent un pic
d’oxydation avec une intensité importante a un potentiel de 'ordre de 1,35 V vs. Ag/AgCl et
un épaulement a un potentiel de l'ordre de 1,75 V. Ces résultats sont en accord avec ceux
obtenus pour l'oxydation de la 2'—désoxyguanosine—5—monophosphate par C. Prado et al.™
De plus, l'oxydation des nucléotides se produit a des potentiels plus élevés (1,35 V wvs.
Ag/AgCl au lieu de 1,19 V dans le cas du nucléoside) et les densités de courant de pic sont
nettement plus faibles, ce qui est en accord avec la littérature'®. Ceci peut étre attribué a un
coefficient de diffusion plus faible et a une géne plus importante du nucléotide envers le

transfert d’électrons.

Comme dans la partie précédente dans le cas du nucléoside, nous avons ensuite
étudié I'influence de la concentration en 3’—guanosine monophosphate dans la solution (Fig.
I1.8). Le potentiel d’oxydation évolue linéairement avec la concentration en nucléotide, et la

concentration minimale de détection est ici de 50 ulM.
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Figure I1.8 Influence de la concentration en 3’—guanosine monophosphate dans la solution de tampon
phosphate pH 7 (0,1 M) sur les réponses en voltamétrie impulsionnelle différentielle (DPV) (A) 5 mM,
(B) 2,5 mM, (C) 1 mM, (D) 0,56 mM, (E) 0,1 mM, (F) 0,05 mM.

II.C.1.b. Les nucléotides a base d’adénosine

Nous nous sommes ensuite intéressés au nucléotide formé a partir de I'adénosine, la
2’—adénosine—monophosphate. La figure I1.9 compare les voltamogrammes obtenus pour le

nucléoside et le nucléotide. Comme dans le cas de la 2’—désoxyguanosine, le potentiel du pic
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d’oxydation est plus important dans le cas du nucléotide (1,53 V vs. Ag/AgCl au lieu de 1,49

V), et la densité de courant de pic diminue légérement.
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Figure I1.9 Réponse en voltamétrie impulsionnelle différentielle (DPV) sur une électrode de diamant
dopé bore oxygéné (S=0,196 cm? dans une solution de tampon phosphate 0,1 M pH 7 deb5 mM

contenant : (A) 2°—désoxyadénosine (B) 2’—adénosine monophosphate.

Nous avons ensuite étudié l'influence sur les réponses électrochimiques de la
concentration en nucléotide dans la solution (Fig. I1.10). Comme précédemment, le potentiel

de pic évolue linéairement avec la concentration lorsque celle—ci varie entre 10 uM et 5 mM.
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Figure I1.10 Influence de la concentration en 2’—adénosine monophosphate dans la solution de tampon

phosphate pH 7 (0,1 M) sur les réponses en voltamétrie impulsionnelle différentielle (DPV) (A) 5 mM,
(B) 2,5 mM, (C) 1 mM, (D) 0,56 mM, (E) 0,1 mM, (F) 0,05 mM, (G) 0,01 mM.

II.C.1.c. Conclusion sur I'étude de loxydation des nucléotides sur

diamant dopé bore

Ces résultats ont permis de mettre en évidence la possibilité de détecter 'oxydation
des nucléotides a base de guanosine et d’adénosine, de la méme facon que dans le cas des
nucléosides. Nous avons également vérifié qu’aucune oxydation n’était détectée dans des
solutions contenant la 3’—uridine monophosphate, la 5 —uridine monophosphate, la 3'-

cytidine monophosphate et la 5’ —cytidine monophosphate.
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Figure I1.11 Evolution de la densité de courant du pic doxydation du nucléoside ou nucléotide en
fonction de sa concentration en solution dans du tampon phosphate 0,1 M pH 7 sur une électrode de
carbone diamant oxygéné: (A) 2°-désoxyadénosine, (B) 3’-guanosine monophosphate, (C) 2’—

desoxyguanosine et (D) 2’—adénosine monophosphate.

De plus, la figure II.11 présente I'évolution de la densité de courant du pic
d’oxydation en fonction de la concentration en nucléoside ou nucléotide en solution. Nous
pouvons observer que les deux composés, nucléoside et nucléotide, a base de guanosine ont
des comportements tres proches. A I'inverse, les valeurs du courant de pic pour des composés
a base d’adénosine sont treés différentes. Cependant, les courbes A, B, C et D sont non

linéaires et ont méme allure.
L’oxydation des nucléotides peut ainsi étre étudiée selon la méme méthode que les

nucléosides. Nous nous sommes ensuite intéressés a la détection d’oligonucléotides (ODN) et

d’ADN sur une électrode de diamant oxygéné.

I1.C.2. Détection d’oligonucléotides sur diamant dopé bore

La figure I1.12 présente le principe de la détection a I’électrode d’oligonucléotides en
solution constitués de 8 bases nucléiques dont deux guanines et deux adénines, et le

voltamogramme obtenu.
Le voltamogramme comporte deux vagues: la premiere a 1,06 V vs. Ag/AgCl, et la

seconde, moins prononcée, autour de 1,7 V. Ces deux vagues peuvent étre attribuées a

loxydation de la guanosine et de 'adénosine respectivement.
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Figure I1.12 (A) Principe et (B) réponse en voltamétrie impulsionnelle différentielle (DPV) sur une
électrode de diamant dopé bore oxygéné (S=0,196 cm? dans une solution dans du tampon phosphate 0,1

M pH 7 de 500 uM d’oligonucléotides de séquence octamer TGC ATA CG.

I1.C.3. Détection de ADN sur diamant dopé bore

Nous avons ensuite étudié la détection d’ADN de thymus de veau simple brin sur une

électrode de diamant dopé au bore.
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Figure I1.13 (A) Principe et (B) réponse en voltamétrie impulsionnelle différentielle (DPV) sur une
électrode de diamant dopé bore oxygéné (S=0,196 cm? en solution dans du tampon phosphate 0,1 M
pHT apreés adsorption dans une solution d’ADN de thymus de veau 20 ppm simple brin (2000 bases)
pendant 19 h.

Nous avons tout d’abord voulu détecter TADN en solution, de la méme maniére que
les nucléosides, nucléotides et oligonucléotides, ce qui n’a donné aucun résultat. Ceci peut
étre du a un repliement du brin sous forme de pelote statistique, ou encore a un probléeme de
mobilité. En effet, le brin est relativement long, ce qui peut entrainer un transfert de matiére
limité.

Afin de s’affranchir de ce probléeme de transfert de matiére, nous avons détecté par
voltamétrie impulsionnelle différentielle TADN apres son adsorption sur I’électrode pendant

19 heures (Fig. I1.13A). La figure II.13B présente le voltamogramme obtenu; celui—ci
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comporte deux pics a 1,06 et 1,36 V vs. Ag/AgCl qui correspondent respectivement a
Poxydation de la guanosine et de 'adénosine. La densité de courant des pics d’oxydation des
deux bases nucléiques est faible, ce qui peut étre attribué au fait que peu de bases, guanine
et adénine, sont accessibles lors de la détection, ou encore a une désorption rapide de TADN

lorsque I’électrode est placée dans la solution de tampon phosphate pour la détection

I1.C.4. Conclusion sur la détection des nucléotides, oligonucléotides et ADN

Cette étude montre que l'oxydation des nucléotides a base de guanosine et
d’adénosine est similaire a celle des nucléosides. De plus, nous avons montré ici qu’il est
possible de détecter, selon la méme méthode, des brins d’oligonucléotides. Enfin, la détection
d’ADN simple brin sur diamant dopé au bore est possible en adsorbant au préalable le brin
sur I’électrode. La technique d’adsorption du simple brin sur la surface de diamant oxygéné,
ainsi que la technique de détection, restent néanmoins a optimiser, afin d’obtenir un signal

plus sensible.

IT1. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons montré l'intérét des électrodes de diamant activés par
oxydation électrochimique pour la détection de l'oxydation des nucléosides électroactifs, la
2’—désoxyguanosine et la 2’—désoxyadénosine. La large fenétre d’électroinactivité en milieu
aqueux, ainsi que le faible et stable courant de fond, permettent de détecter par voltamétrie
impulsionnelle différentielle (DPV) de faibles concentrations de nucléosides en solution
(Gusqu’a 10 pM pour la 2’—désoxyguanosine et 50 pM pour la 2’—désoxyadénosine). De plus,
nous avons détecté I'oxydation de chacun des nucléosides dans une solution contenant un
mélange des deux especes. Enfin, cette technique de détection par DPV est applicable a
Poxydation des nucléotides correspondants, mais également a la détection d’oligonucléotides

en solution et ’ADN adsorbé sur la surface de I'électrode.
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Chapitre VII Adsorption des produits des réactions d’oxydation des nucléosides

Le chapitre VI avait pour objet la détection de l'oxydation électrochimique des deux
nucléosides électroactifs, la 2’—désoxyguanosine et la 2'—désoxyadénosine, sur une électrode
de diamant dopé au bore activé par oxydation électrochimique. Dans ce précédent chapitre,
nous avons montré qu’il est possible de détecter chacun de ces nucléosides seuls ou en

mélange en solution par voltamétrie impulsionnelle différentielle (DPV).

Nous allons observer au cours de ce chapitre que loxydation des nucléosides
s’accompagne d’'une adsorption des produits ainsi générés sur la surface de I'électrode. Ce
chapitre sera donc consacré a la caractérisation de 'adsorption des produits des réactions

d’oxydation des nucléosides sur la surface de 1’électrode de diamant dopé au bore.

Dans une premiére partie, un phénomeéne d’adsorption sur I'électrode de diamant
dopé au bore lors de l'oxydation des nucléosides sera mis en évidence. Nous nous
intéresserons ensuite a linfluence de ce phénoméne d’adsorption sur la réponse de
Poxydation du nucléoside afin de conclure quant a une adsorption majoritaire des produits
des réactions d’oxydation des nucléosides, et non de ces espéces biologiques elles—mémes.
Trois hypothéses concernant le mécanisme de cette adsorption peuvent étre formulées : une
adsorption sous la forme d’'un film continu, sous la forme d’un film poreux ou encore selon le

modeéle de I’électrode bloquée, c’est—a—dire dans des sites préférentiels.

Puis, au cours d'une étude macroscopique, nous étudierons le comportement
électrochimique d'une sonde redox en voltamétrie cyclique en fonction de l'adsorption. A
laide de calculs analytiques, nous établirons des courbes théoriques courant—potentiel que
nous comparerons aux courbes expérimentales afin d’évaluer différents parameétres
caractéristiques de la réaction d’'oxydation de cette espéece redox en fonction de la quantité de
produits de 'oxydation des nucléosides formés, tels que la constante de vitesse, le coefficient
de transfert de charge, la résistance a l'interface électrode/produits adsorbés/solution et le
potentiel formel du couple redox. Nous étudierons alors l'influence de I'adsorption sur ces
valeurs afin de distinguer le mécanisme du phénoméne d’adsorption parmi les trois

hypothéses envisagées.
Enfin, dans une derniére partie, nous corrélerons ce résultat concernant le

mécanisme d’adsorption avec une étude a 1’échelle microscopique du phénomeéne a I'aide du

microscope électrochimique a balayage (SECM).
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I. Adsorption des produits des réactions d’oxydation des nucléosides

I.A. Mise en évidence d’'un phénoméne d’adsorption

I.A.1. Profils de concentration pour chaque nucléoside

La figure 1.1, déterminée a partir des courbes de voltamétrie impulsionnelle
différentielle de la figure I1.5 du chapitre VI, présente I’évolution de la densité de courant
du pic doxydation du nucléoside en fonction de la concentration en solution en 2’'-—
désoxyguanosine (A) et 2'—désoxyadénosine (B). Ces deux courbes montrent que le courant
de pic n’évolue pas linéairement avec la concentration en nucléoside, ce qui indique une
diminution de la réactivité a l'interface probablement causée par une adsorption d’espéeces
sur la surface de l'électrode de diamant. Deux hypothéses peuvent étre envisagées: une

adsorption des nucléosides et/ou des produits des réactions d’oxydation.
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Figure 1.1 Evolution de la densité de courant du pic d’oxydation du nucléoside (A) 2°—désoxyguanosine
et (B) 2’—désoxyadénosine en fonction de sa concentration en solution dans du tampon phosphate 0,1 M

pH 7 sur une électrode de carbone diamant oxygéné (S=0,196 cm?).

I.A.2. Réponse électrochimique dans une solution contenant les deux
nucléosides
La figure 1.2 présente les réponses obtenues en voltamétrie impulsionnelle
différentielle (DPV) sur une électrode de diamant dopé au bore oxygéné dans une solution
contenant la 2’—désoxyguanosine (A), la 2'—désoxyadénosine (B), ou un mélange des deux
espéces en mémes proportions (C). Le premier pic observé sur la figure 1.2C correspondant a
Poxydation de la 2’—désoxyguanosine présente une densité de courant comparable a celle
obtenue dans une solution contenant uniquement ce nucléoside (Fig. I.2A). A l'inverse, le
courant d’oxydation de la 2’—désoxyadénosine dans la solution contenant le mélange des

deux nucléosides (Fig. I.2C) est beaucoup plus faible que celui obtenu pour une solution
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contenant uniquement cette nucléobase a la méme concentration (Fig. 1.2B). En effet, cette
densité de courant de pic diminue de 86 % dans la solution contenant les deux nucléosides.
Ceci indique une forte adsorption soit de la 2’—désoxyguanosine, ce qui limiterait le
processus réactionnel, soit de la 8—oxo—désoxyguanosine ou de produits secondaires de la
réaction d’oxydation du nucléoside, ce qui inhiberait le transfert de charge de la 2'-
désoxyadénosine ou le transfert de matiere de cette derniére a la surface de 1’électrode. Ce

phénomeéne d’adsorption est également présent dans le cas de ’électrode de carbone vitreux.
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Figure 1.2 Réponses obtenues en voltamétrie impulsionnelle différentielle (DPV) sur une électrode de
diamant dopé au bore oxygéné dans une solution de : (A) 2,56 mM 2°—désoxyguanosine, (B) 2,5 mM 2’—

désoxyadénosine, (C) 2,56 mM 2°—désoxyguanosine et 2°—désoxyadénosine en mémes proportions.

I.A.3. Conclusion sur le phénoméne d’adsorption

Ces deux expériences ont permis de mettre en évidence un phénomene d’adsorption
sur I’électrode, ce qui diminue ainsi sa réactivité globale. Cependant, cette adsorption peut
étre de différente nature : les nucléosides et/ou les produits des réactions d’oxydation des
nucléosides.

Nous avons ensuite étudié 1’évolution de la réponse électrochimique de 'oxydation du

nucléoside en fonction de la quantité de produits oxydés formés.

1.B. Adsorption des produits de 'oxydation des nucléosides

Nous avons choisi de présenter ici les voltamogrammes uniquement dans le cas de la
2’—désoxyguanosine. Il est important de noter que des résultats similaires concernant
I’évolution du pic d’oxydation de la 2’—désoxyadénosine, mais aussi celui des nucléotides

étudiés dans le chapitre précédent, ont été obtenus sur une électrode de diamant dopé bore.
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I.B.1. Influence de l'adsorption sur la détection électrochimique du
nucléoside

Nous avons étudié I’évolution de la réponse électrochimique de 'oxydation de la 2’'—
désoxyguanosine en fonction de la quantité formée de produits de la réaction d’oxydation.
Cette étude nous permettra de distinguer entre une adsorption majoritaire des nucléosides

ou des produits de leurs réactions d’oxydation.

I.B.1.a. Procédure

Apreés activation de lélectrode de diamant dopé bore, un traitement de pré-—
conditionnement est appliqué a 1’électrode : celle—ci est plongée dans une solution contenant
la 2’—désoxyguanosine a 2,5 mM dans du tampon phosphate pH 7, et un potentiel
correspondant a l'oxydation de la 2’—désoxyguanosine (1,2 V vs. Ag/AgCl) et permettant de
générer les produits oxydés est appliqué a I'électrode pendant un temps variable (noté £,.1.).
Apreés rincage de I'électrode a l'eau distillée, une voltamétrie impulsionnelle différentielle

dans une solution identique et neuve est ensuite réalisée.

I.B.1.b. Résultats

La figure 1.3 présente les voltamogrammes obtenus en appliquant cette procédure a
une électrode de diamant dopé bore oxygéné et en utilisant différents temps de polarisation
entre 0 et 900 s. Les réponses obtenues dans le cas de durées de polarisation supérieures

sont identiques a celle obtenue a 900 s.
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Figure 1.3 Réponses en voltamétrie impulsionnelle différentielle (DPV) sur une électrode de diamant
dopé bore oxygéné dans une solution de 2’-désoxyguanosine 2,5 mM aprés différents temps de

polarisation a 1,2 V vs. AglAgCl dans une solution identique : 0 s, 10 s, 60 s, 120 s, 300 s, 600 s et 900 s.

Nous pouvons observer une chute importante de la densité de courant du pic

d’oxydation lorsque la durée de polarisation dans la solution de nucléoside augmente, c’est—
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a—dire lorsque davantage de produits oxydés sont formés. De plus, cette chute du courant de
pic est accompagnée d'un décalage du potentiel de pic vers les potentiels plus anodiques
lorsque le temps de polarisation augmente.
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Figure 1.4 Evolution de la densité de courant du pic doxydation en fonction du temps de polarisation

dans une solution de 2’-désoxyguanosine 2,5 mM. Les valeurs des courants de pics sont calculées a

partir de la figure 1.3.

La figure 1.4 montre 1’évolution de la densité de courant du pic d'oxydation de la 2’ —
désoxyguanosine en fonction du temps de polarisation. Ainsi, la densité de courant de pic
passe d'une valeur de 98 pA/cm? sans polarisation dans la solution de nucléoside, a une
valeur de 20,6 pA/cm? aprés une durée de pré—conditionnement de 900 s, ce qui représente
une diminution de 79 %.

Nous avons également vérifié que lorsqu'une électrode de diamant oxygéné est
plongée dans une solution de 2 -désoxyguanosine pendant une durée de 900 s sans
polarisation, nous obtenons ensuite le méme voltamogramme que celui réalisé directement
apres activation de 1’électrode sans la plonger au préalable dans la solution de nucléoside.
Ceci indique bien que I'évolution du pic observée sur la figure 1.3 est due a I'application du
potentiel dans la solution de nucléoside et donc aux produits électrogénérés par cette

polarisation.
Ces résultats indiquent une adsorption majoritaire des produits de la réaction

d’oxydation sur la surface de I’électrode, ce qui limiterait le transfert de charge du nucléoside

par la suite, ou son transfert de matiere a la surface du diamant.

1.B.2. Conclusion : trois mécanismes d’adsorption envisagés

Ces expériences ont mis en évidence une adsorption des produits de la réaction

d’oxydation de la 2’—désoxyguanosine sur la surface de diamant dopé bore oxygéné.
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Nous pouvons alors envisager trois hypothéses sur le mécanisme de cette adsorption sur la
surface de I’électrode :
. Adsorption sous la forme d’un film continu, permettant le transfert d’électrons (Fig.
1.5A)
. Adsorption sous la forme d’un film poreux sur la surface, permettant la diffusion du
nucléoside a I'intérieur des pores ou des trous (Fig. 1.5B),
. Adsorption dans des sites spécifiques selon le modéle de l’électrode bloquée' (Fig.

L.5C).

Espéces adsorbées dans
des sites spécifiques

/ ] UI_/

Couche adsorbée Couche adsorbée
A
/Elecéode 4mar4 doperre / / / / / , / / / / / / / / /
Electrode diamant dopé bore Electrode diamant dopé bore
A) (B) ©)

Figure 1.5 Représentation schématique des différents mécanismes possibles d’adsorption des produits
de loxydation des nucléosides sur l’électrode de diamant dopé bore : (A) sous la forme d’un film continu
sur la surface de l'électrode, (B) sous la forme d’un film poreux sur la surface, (C) selon le modéle de

lélectrode bloquée.

Dans un premier temps, nous avons réalisé une étude macroscopique de ce
phénomeéne a l'aide de sondes redox. Nous avons étudié le comportement électrochimique
d’'une espeéce redox en fonction de la quantité de produits formés et adsorbés sur la surface de
I’électrode en voltamétrie impulsionnelle différentielle, puis en voltamétrie cyclique. Nous
avons ensuite comparé ces derniéres courbes expérimentales avec des courbes théoriques
construites a partir de calculs analytiques selon différents modéles, afin d’estimer des
parametres électrochimiques caractéristiques, ce qui nous permettra de comprendre la

maniere dont cette adsorption se produit sur la surface du diamant dopé bore.

I1I. Caractérisation macroscopique de 'adsorption

Les profils de concentration de la 2’—désoxyguanosine et de la 2'—désoxyadénosine
étant de méme allure, nous avons, dans la suite, considéré uniquement le cas de la 2'-

désoxyguanosine.
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I1.A. Etude de ’adsorption a ’'aide d’'une sonde redox : le ferrocéne méthanol

I1.A.1. Procédure

Nous avons étudié I'influence de cette adsorption sur 'oxydation d'une sonde redox, le
ferrocéne méthanol, en voltamétrie impulsionnelle différentielle. Le ferrocéne méthanol a été
choisi en raison de son faible potentiel d’oxydation, ce qui permet de ne pas interférer avec
Poxydation de la 2’—désoxyguanosine, et également d’obtenir un meilleur rapport entre

courant d’oxydation et courant de fond.

L’électrode de diamant dopé bore oxygéné est plongée dans une solution contenant 2,5
mM de 2’—désoxyguanosine dans du tampon phosphate pH 7 et un potentiel de 1,2 V vs.
Ag/AgCl est appliqué pendant un temps variable (¢,01, entre 0 et 900 s) afin de produire la
réaction d’oxydation du nucléoside. Puis I’électrode est rincée a I'eau distillée et séchée. Une
voltamétrie impulsionnelle différentielle est ensuite réalisée sur cette électrode dans une

solution de 0,5 mM en ferrocéne méthanol dans du tampon phosphate pH 7.

I1.A.2. Résultats

La figure I1.1A montre clairement une diminution de la réponse électrochimique du
ferrocéne méthanol lorsque le temps de polarisation augmente. En effet, la densité de
courant du pic d’oxydation de la sonde redox passe de 65,8 pA/cm? sans polarisation dans la
solution de nucléoside a 14,7 pA/cm? lorsqu'un pré—conditionnement de 900 s est appliqué a

I’électrode, soit une diminution d’environ 78 % (Fig. I1.1B).

Ainsi, I'évolution de la densité de courant du pic doxydation de cette sonde en
fonction du temps de polarisation présente la méme allure que celle obtenue par le pic
d’oxydation de la 2’—désoxyguanosine (Fig. 1.4 et I1.1B), ce qui indique que ces deux especes
subissent le méme transfert d’électrons et valide ainsi I'utilisation de cette technique basée

sur le comportement électrochimique de sondes redox.
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Figure I1.1 Evolution de l'oxydation du ferrocéne méthanol 0,5 mM | tampon phosphate pH 7 sur une
électrode de diamant dopé bore oxygéné apreés polarisation dans une solution de 2°—désoxyguanosine 2,5
mM a 1,2 V vs. AglAgCl pendant différents temps de polarisation : 0s, 10 s, 30 s, 60 s, 120 s, 300 s, 450
s, 600 s et 900 s. (A) Réponses en voltamétrie impulsionnelle différentielle (DPV), (B) évolution de la
densité de courant du pic en fonction du temps de polarisation (a) et comparaison avec l'évolution de la

densité de courant de pic de la 2’-désoxyguanosine de la figure 1.4 (b).

II.B. Détermination du mécanisme d’adsorption sur la surface

I1.B.1. Principe

Afin de déterminer le mécanisme de l'adsorption des produits des réactions
d’oxydation des nucléosides, nous avons étudié le comportement d'une sonde redox,
I'hexachloroiridate (III), en fonction du temps de polarisation dans une solution de 2’'-—
désoxyguanosine. Une électrode de diamant dopé bore oxygéné est plongée dans une solution
contenant 2,5 mM 2’—désoxyguanosine, et un potentiel de 1,2 V vs. Ag/AgCl est appliqué a
I’électrode pendant un certain temps (0, 300, 600 et 900 s) par chronoampérométrie. Puis,
apres ringage de 1’électrode a 'eau distillée, une voltamétrie cyclique est réalisée en présence
de 2 mM IrClg’ . Nous avons choisi cette technique, et non la voltamétrie impulsionnelle
différentielle, afin de pouvoir comparer les courbes obtenues avec les courbes théoriques

. N . . 2.3 1o 4
correspondantes construites a 'aide de calculs analytiques™”. Pour cela, nous avons utilisé un

- 213 -



Chapitre VII Adsorption des produits des réactions d’oxydation des nucléosides

programme, Wincourbes, implémenté par E. Vieil sous Visual Basic, et permettant de
construire des courbes a partir d’équations implicites.

Par comparaison entre les voltamétries cycliques expérimentales obtenues a
différents temps de polarisation et différentes vitesses de balayage et les courbes théoriques
correspondantes, il sera possible de déterminer des parametres électrochimiques
caractéristiques de la réaction, ce qui nous permettra de distinguer entre les trois hypothéses

envisagées du mécanisme de I'adsorption (Fig. 1.5).

Nous avons tout d’abord réalisé cette étude en utilisant le ferrocéne méthanol en tant
que sonde redox. Cependant, nous n’avons pu aboutir a aucune conclusion concernant le
mécanisme de I'adsorption avec cette espéce (mécanisme réactionnel de type inner—sphere).
Nous avons observé un ralentissement global du mécanisme réactionnel de l'oxydation de
cette sonde avec le temps de polarisation, mais nous n’avons pas pu séparer I'influence de la
cinétique de transfert d’électrons de celle de la résistance ohmique. En effet, il est nécessaire
de considérer une résistance ohmique en raison du montage expérimental utilisé, le contact
électrique étant réalisé par pression sur la face arriere de 1’échantillon de diamant dopé bore
par l'intermédiaire d'une pastille en acier cuivré. Ces contraintes expérimentales sont liées
au fait que I’échantillon de diamant doit pouvoir étre 6té facilement de la cellule en téflon et
rincé régulierement ; c’est pourquoi un contact plus fiable, tel que l'utilisation de la laque

d’argent, est exclu ici.

Nous avons alors choisi un autre couple redox, IrClg®> ", connu pour étre bien
réversible sur différents types d’électrodes de diamant dopé bore’. De plus, ce couple ne
forme pas de film de passivation sur la surface de I'électrode, ce qui pourrait diminuer la
réversibilité de la réaction de transfert d’électrons et fausser nos conclusions concernant

I'adsorption des produits d’oxydation des nucléosides.

I1.B.2. Théorie

I1.B.2.a. Etablissement de ’expression du courant

La réaction électrochimique se produisant a 1’électrode a pour équation :

IrCle® + e S5 IrClg* (IL.1)
kBA

notée: A +e S B (I1.2)
kAB

Dans la suite, nous noterons A I'indice correspondant a espéce IrCls® ", et B celui de IrClg* .
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C’est un mécanisme de type E. Notons ¢;* la concentration initiale de ’espece 1.
L’équation cinétique globale de la réaction peut s’écrire :

J=kap*ca* — kpa*cp* (I1.3)

Cette réaction peut alors étre décomposée en 3 étapes : le transfert de matiére de I'espece A,
un transfert de charge, puis le transfert de matiére de I'espéce B.

Notons mlopérateur de transport de matiére et k la constante de vitesse de transfert de

charge.
IflAO kB IilB*

Nous pouvons écrire : A* S A° S B°S B* (I1.4)
ma®* ka 1p°

Cette décomposition nous conduit a définir deux vitesses de transfert, une pour chaque sens
de la réaction. Une vitesse se comportant de manieére analogue a une admittance, la mise en
série repose donc sur I'addition d'inverses de vitesse, avec une regle d’ “ amplification ”.

Nous pouvons alors écrire les équations cinétiques de chaque étape :

J = ﬁlA*CA*_ﬁlAOCAO
J = kaca®—kscs® (II5)
J=IﬁBOCBO_IﬁB*CB*
— & A O
Nous obtenons ainsi : nF"Sc = 1 = Al + IflA (i+ﬁ Al J (I1.6)
l Ras™ 1ma® ma*\ka  kams’®

Nous définissons trois densités de flux limites repérées par les indices “mA ” pour 1’étape de
transfert de matiére de I'espece A, “ AB” pour I'étape de transfert de charge A°—B° et enfin

“mB ” pour I'étape de transfert de matiére de ’espece B.

T4 = e " a”
Nous pouvons alors écrire : { ' = ]e g (IL.7)
ma
Jhims = T2 g4z
ks
> N 1 1 1 1
D’apres Eq. 11.6, nous obtenons : =t e (I1.8)
J a J Ama J AB J AmB
N o 1 1 1 1
De la méme facon, il vient : — = i . i (I1.9)
JB JBmB JBA JBma

Dans la suite, nous supposerons que la concentration initiale en B est tres faible, voire nulle
(conditions analytiques), et nous négligerons ainsi l'influence de l’espéce B lors de la

transformation de A en B.
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Dou: g=~J, (I1.10)

Nous définissons alors par K ,;la constante apparente d’équilibre et parV,; la fonction

3

‘vague ” donnée par la relation hyperbolique avec cette constante apparente d’équilibre tels

que [ K= 2B k4 (IL.11)
on kB
Vap = 4B (I1.12)
1+ Kap
D’aprés Eq. 11.10 et Eq. I1.11, nous obtenons ainsi : {n‘; =Vap (1 —%} (II1.13)
JA,mA AB
Par définition, V = ! avec X = —nlf (E-E°) (L14)
5 AB,Nernst 1+ eXpl_— (X _ Xl/z)J RT .

Lorsque le premier transfert de matiére est réversible et que le transfert de charge est
complétement irréversible, la cinétique est controlée par les deux premieres étapes du
mécanisme E. La troisiéme étape qui est le transfert de matiere de I'espéce produite B n’a
alors aucune influence. Nous faisons I'hypothése d'une collection simple homogéne sur la
surface de I’électrode et d’'une transduction parfaite du flux de matiére en courant électrique

et nous introduisons ici la notion de courant d’irréversibilité totale noté iy comme :

inp = —0FS Jon (I1.15)

avec S la surface de Iélectrode.

Lorsque la premiére étape de transfert de matieére est isotrope, c’est—a—dire lorsque les
vitesses aller et retour sont égales, cette équation se simplifie en ’expression suivante :
iap=-nFSkica* (I1.16)

D’apreés le modéle cinétique de Butler—Volmer, il vient :

iABz—nFSk%A*exp(—aAX) (1117)

T 5 IS N . . . . .
Par définition®, pour des transferts de matiere a modes fixes (modes stationnaire, transitoire

ou temporel), 'opérateur de vitesse de transfert de matieére peut s’exprimer sous la forme :

Di , dPi 02
i =—1h — avec: 1, =— (I1.18)

G dtPs Dy
Ty est appelé temps caractéristique du transfert de matiere et /I'épaisseur de la couche de
transport. La constante p est la puissance de 'opérateur de dérivation temporelle, dépendant

du mode de transfert de matiére : elle vaut 0 dans le cas du mode stationnaire, % en mode

transitoire, et 1 en mode temporel.
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D’apres Eq. 11.8 et Eq. I1.10, nous obtenons alors : l’i + {m + l’i =1 (II1.19)
JA,mA JAB JA,mB
Nous définissons également un courant d’échelle tel que : ; 0. = -nFSec *% (I1.20)
A
A
-p
Notons : ;&P = d i
dt™
Ainsi, toutes ces hypothéses conduisent a écrire '’équation suivante :
Lt (1+ ]+’—=1 I1.21)
T%’; ip, Kas/) i4B

Nous restreignons cette étude aux cas de transferts de matiére de méme nature pour les

deux especes A et B. D’ou : p=pa=ps

D’aprés Eq. I1.12 et Eq. I1.21, nous obtenons ainsi '’équation représentant ce mécanisme de

type E :

+ (I1.22)

p . .
Tp, i¢,VaB 148

II.B.2.b.Etablissement d’un premier modéle d’étude

Dans toute la suite, nous nous sommes intéressés uniquement au domaine anodique
de la réponse électrochimique de la sonde redox.
Nous considérons ici le cas du mode transitoire, ou diffusion semi—infinie ; la puissance p est

alors égale a %.

Dans le cas du mode transitoire, d’apres I’équation I1.22, nous avons :

1) ;
+—=1 (I1.23)

/2, .
Tp, ir,VaB 48

Ip,=Tp, i, =nFSyDxcs*
Posons : F (I1.24)

X = x;tut avec: u =n—V
RT

avec : Vla vitesse de balayage et X| le potentiel initial dans le nouvel espace (X,Y).

D’aprés les équations I1.24 et en utilisant le modéle cinétique de Butler—Volmer (Eq.
11.17), nous obtenons donc I'’équation suivante :

1 PRICE JD_A

+1
\/ZIEAVAB dx'® 1p &

—exp(-aa X)=1 (I .25)
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-1/2
a4

Posons :y = Da Loty = Y (I1.26)
IEA dX"

L’équation I1.25 s’écrit alors :
— Ly L e aaX)y =1 (I1.27)
yuDa Vas k
D’apres Eq. 11.14, il vient :

L (1+exp(- X))y 2 + = exp(- qq X)y =1 (I1.28)
Ju DA k

Nous pouvons ainsi décrire le comportement électrochimique du systéme dans un nouvel

espace (X,Y).

Afin de modéliser les courbes de voltamétrie cyclique expérimentales obtenues, nous allons

définir deux parameéetres :

A=logk®°

— (I1.29)
B =log,/Da T

L’équation précédente décrivant le comportement électrochimique du systéme dans le repére

(X,Y) peut donc s’écrire sous la forme suivante :

\/7;103 (1+exp(~ X)) Y2 + exp(-234 - g, X)Y =1 (I1.30)

De plus, nous appellons X° le parameétre correspondant au potentiel formel du couple dans ce

nouvel espace (X,Y) : X° :%E (I1.31)

, . .. 3 eye 4
En accord avec les travaux de 1’équipe de G. M. Swain”, nous avons utilisé une valeur

-6 .2 -1 - . . 2-/3— \
de 6,8 107" cm” s~ pour le coefficient de diffusion de IrClg . Le parametre B a donc une
valeur constante de 1,8. Nous pouvons alors construire des réseaux de courbes théoriques de

plusieurs vitesses de balayage pour différentes valeurs de A.

Cependant, comme nous I'avons observé précédemment lors des études préliminaires
avec le ferrocéne méthanol et comme nous l'observerons lors des comparaisons entre courbes
théoriques et expérimentales dans la suite de ce chapitre, il est nécessaire de considérer dans
le modeéle théorique I'influence de la résistance électrode/produits adsorbés/solution incluant
la résistivité de 1’électrolyte et la résistance de contact. C’est pourquoi nous avons établi un

second modele tenant compte de I'influence de ce parameéetre.
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I1.B.2.c. Etablissement d’un second modéle en incluant 'influence de la

résistance
Le potentiel a I'interface électrode/solution peut étre exprimé par :
E=E —Roi (11.32)

avec E le potentiel imposé au systéme, Rq la chute ohmique incluant la résistivité de

I'électrolyte et la résistance de contact.

Il vient donc :| Y = i\/ﬁ !

=" (I1.33)
I, nFc*S
X=X -2 o nFersy (I1.34)
RT '
nF
Nous posons: C =—— RonFc*S (I1.35)
RT
L’équation II1.30 décrivant le systeme dans le repére (X,Y) devient donc :
1 (14 expl (X - CY))YCU2 1 exp(-234-q (X -CY)) y =1 (I1.36)
JV 107

I1.B.3. Résultats

I1.B.3.a. Courbes de voltamétrie cyclique

Des voltamétries cycliques ont été réalisées a cing vitesses de balayage (0,02, 0,05,
0,1, 0,2 et 0,5 V s ') sur une électrode de diamant dopé bore oxygéné aprés différents pré—
conditionnements consistant a appliquer un potentiel de 1,2 V vs. Ag/AgCl dans une solution

de 2,5 mM 2’—désoxyguanosine pendant des temps variables (¢,01.=0, 300, 600 et 900 s).

1200 -

i/S (A em?)

800 -

Figure I1.2 Réponses en voltamétrie cyclique & une vitesse de balayage de 0,2 Vs~ ' dans une solution de
2 mM KsIrClg | LiClO, 0,1 M sur une électrode de diamant dopé bore oxygéné aprés un pré—
conditionnement a 1,2 V vs. AglAgCl dans une solution de 2,5 mM 2’-désoxyguanosine | tampon

phosphate pH 7 0,1 M pendant : (A) 300 s, (B) 600 s, (C) 900 s, (D) 0 s.
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La figure II.2 présente les courbes expérimentales obtenues a une vitesse de
balayage de 0,2 V s~ ! pour les différents pré—conditionnements. La réponse électrochimique
de I’électrode de diamant oxygéné sans polarisation dans la solution de nucléoside est trés
différente des autres réponses. En effet, la différence de potentiels entre les pics anodique et
cathodique est plus importante lorsqu'une polarisation est appliquée, et elle reste quasi—
constante quelle que soit la durée de cette polarisation. Ceci indique qu'un pré—
conditionnement de 300 s est suffisant pour modifier totalement la réversibilité du couple

redox.

I1.B.3.b. Diffusion semi—infinie

La figure I1.3 montre I’évolution du rapport entre la densité de courant et la racine
carrée de la vitesse de balayage en fonction du potentiel pour différentes vitesses (0,02, 0,05,
0,1, 0,2 et 0,5 V s ') sans pré—conditionnement (A) et aprés une polarisation a 1,2 V uvs.

Ag/AgCl pendant 900 s dans une solution de 2'—désoxyguanosine (B).

£ 3000 T
e
5 2000
=m
el
+~ 1000
>
@

0T

~1000 - 1000 E (V vs. Ag/AgCl)
A) B)

Figure I1.3 Courbes iV "= f(E) tracées & partir des voltamétries cycliques expérimentales dans une
solution de 2 mM KsIrClg /| LiClO, 0,1 M sur une électrode de diamant dopé bore oxygéné pour
différentes vitesses de balayage: (a) 0,02, (b) 0,05, (¢) 0,1, (d) 0,2, (e) 0,5 V s (A) sans pré—
conditionnement, (B) aprés un pré—conditionnement & 1,2 V vs. AglAgCl dans une solution de 2,5 mM

2°—désoxyguanosine | tampon phosphate pH 7 0,1 M pendant 900 s.

La figure I1.4 présente I'évolution du courant de pic en fonction de la racine carrée de
la vitesse de balayage.

Dans le cas ou la voltamétrie cyclique est réalisée directement sur une électrode de
diamant oxygéné sans pré—conditionnement dans une solution de nucléoside (¢p01.=0 s), le
coefficient de corrélation de la régression linéaire est de 0,99, ce qui indique que l'intensité de
pic et la racine carrée de la vitesse de balayage évoluent linéairement (Fig. I1.4A). Dans le
cas ou un pré-conditionnement de 900 s est appliqué a I'électrode dans la solution de 2’ —

désoxyguanosine, le coefficient de régression linéaire, déterminé sans tenir compte de la
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courbe obtenue pour une vitesse de 0,5 V s}

, est de 0,987, ce qui indique également une
évolution linéaire (Fig. I1.4B). La courbe obtenue dans ce cas a V=0,5 V s ' a une forme
différente de celle obtenue a d’autres vitesses de balayage, et nous verrons par la suite qu’elle
sera également différente des courbes théoriques obtenues, ce qui peut étre attribué aux
erreurs expérimentales. De plus, nous avons observé qu’il n’y avait pas de phénomeéne

d’adsorption de la sonde redox sur 1’électrode de diamant.

800 T ‘E
© .
1< Coefficient de régression linéaire :
@ =B 0,9902 pour £,,,,=0 s
400 T A
0,9875 pour t,,,=900 s (excepté courbe V=0,5V s-1)
R SN o
0 0,2 0,4 0,6 0,8

Figure 11.4 Evolution de la densité de courant du pic des voltamétries cycliques avec la racine carrée de
la vitesse de balayage utilisée. Ces courbes sont tracées a partir des voltamogrammes obtenus
expérimentalement sur une électrode de diamant dopé bore oxygéné dans une solution de 2 mM KsIrClg /
LiClO, 0,1 M : (A, losanges) sans pré—conditionnement dans la solution de nucléoside ; (B, carrés) apreés

un pré—conditionnement a 1,2 V vs. AglAgCl dans une solution de 2,5 mM 2°—désoxyguanosine pendant

900 s.

Ainsi, toutes ces observations permettent de conclure que le transfert de masse se

produit par diffusion semi—infinie.

I1.B.3.c. Détermination des coefficients de transfert a

En faisant I’hypothése que ce mécanisme a réversibilité limitée se produit avec des

transferts de matieres identiques (fn =, = hg) et un transfert de charge selon le modéle

de Butler—Volmer, le potentiel de demi—vague peut étre exprimé par :

RT m RT m
=E°+——In— et =E°-——In— 11.37
Exnre “nFa, n o EB1/2 “nFop nk° ( )
2
avec: m = — u’ (I1.38)
¢\ D

En représentant le logarithme de la vitesse de balayage en fonction du potentiel de pic, il

vient :

Fa Fa FD
log(V)=|—% | By —% E°+1 11.39
g(V) (1,159%TJE1/2 (1,159%T Ongj (11.39)

avec Vla vitesse de balayage en mV s .
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La figure II.5 montre une dépendance linéaire des potentiels de pics anodique et
cathodique avec le logarithme de la vitesse de balayage V pour une électrode de diamant
oxygéné ne subissant pas de pré—conditionnement dans la solution de 2’—désoxyguanosine.
D’aprés I'équation I1.38, nous obtenons des valeurs de 0,22 pour a,, et 0,18 pour op, et un
potentiel standard E° de 820 mV. La somme des coefficients de transfert anodique et
cathodique est trés inférieure a 1. Ceci a également été observé par 'équipe de Y. V. Pleskov
sur des électrodes de diamant dopé au bore en utilisant deux couples redox Fe(CN)g* "~ et
quinone/hydroquinone® et n’est pas complétement compris, mais il semble que la théorie du
modele de Butler—Volmer d'un méme mécanisme pour l'oxydation et la réduction (a,+ 0.=1)
n’est pas applicable sur diamant dopé bore et que de telles électrodes ont un comportement

électrochimique intermédiaire entre celui d'un semi—conducteur et celui d’'un métal.
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Figure IL1.5 Courbes log V=f(E.;) tracées a partir des voltamétries cycliques expérimentales sur une
électrode de diamant dopé bore oxygéné dans une solution de 2 mM KsIrCls /| LiClO, 0,1 M sans pré—
conditionnement dans la solution de nucléoside et & différentes vitesses de balayages (0,02, 0,05, 0,1, 0,2

et 0,5 Vs™) et droites des moindres carrés correspondantes.

Lorsqu'un pré—conditionnement est appliqué a l'électrode (¢,,1.#0 s), la dépendance
entre les potentiels de pics et le logarithme de la vitesse n’est pas linéaire donc I'équation
11.39 ne peut étre appliqué pour déterminer les coefficients de transfert de charge. Comme
nous le verrons dans la suite de ce chapitre, ceci est du 4 une augmentation importante de la

résistance interfaciale (Rg).

I1.B.3.d.Etude du premier modéle

La figure I1.6 présente les voltamogrammes obtenus expérimentalement et les
courbes théoriques construites a partir du premier modele (Eq. I1.30) dans le cas d’une
électrode de diamant oxygéné sans pré—conditionnement (A) ou avec une polarisation dans
la solution de 2’—désoxyguanosine pendant 600 s (B). De plus, dans un premier temps, afin
de simplifier I'étude, nous avons utilisé une valeur constante pour le coefficient de transfert

de charge (aa) de 0,5. Nous pouvons observer que, quelles que soient les valeurs du
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parametre A (Eq. I1.30), il est impossible de superposer les pics anodiques expérimentaux et
théoriques. En effet, les pics anodiques expérimentaux s’étendent sur une plus large gamme
de potentiels. Ceci est caractéristique de l'effet d’'une résistance interfaciale sur ces courbes ;

c’est pourquoi nous avons ajouté ce parameétre dans notre second modele d’étude.

T
05

0,004 +

A) (B)
Figure I1.6 Courbes de voltamétrie cyclique expérimentales (en noir) dans le repére (X,Y) pour une
électrode de diamant dopé bore oxygéné dans une solution de 2 mM KsIrClg | LiClO, 0,1 M : (A) sans
pré—conditionnement dans la solution de nucléoside, (B) aprés un pré—conditionnement a 1,2 V vs.
AglAgCl dans une solution de 2,5 mM 2’-désoxyguanosine pendant 600 s. Comparaison avec les

courbes théoriques (en gris) correspondantes obtenues en utilisant le premier modéle et les paramétres

suivants : 0,=0,5, A=-3, B=-1,8, X°=31.

I1.B.3.e. Etude du second modéle

La figure I1.7 présente les courbes expérimentales et théoriques construites selon le
second modéle tenant compte de linfluence de la résistance électrode/produits
adsorbés/solution dans le cas d’'une électrode de diamant dopé bore oxygéné sans polarisation
dans la solution de nucléoside (A), et aprés une pré—conditionnement de 300 s (B). Bien que
les pics anodiques des courbes théoriques et expérimentales soient bien superposables, nous
pouvons observer que le courant expérimental aprés le pic d’oxydation est trés différent de

celui calculé.

Ainsi, les courbes théoriques obtenues selon ce second modele doivent étre corrigées

par un courant résiduel ; c’est ce qui nous a amené a construire un troisieme modele.

De plus, nous pouvons remarquer ici que 'allure des courbes expérimentales dans le
domaine cathodique est bien différente de celle des courbes théoriques. Ceci montre que le
phénomeéne se produisant dans le domaine cathodique a un comportement totalement
différent de celui étudié ici, ce qui confirme que les modéles construits peuvent s’appliquer

uniquement dans le domaine anodique.
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A) (B)

Figure I1.7 Courbes de voltamétrie cyclique expérimentales (en noir) dans le repere (X,Y) pour une

électrode de diamant dopé bore oxygéné dans une solution de 2 mM KsIrClg | LiClO, 0,1 M : (A) sans
pré—conditionnement dans la solution de nucléoside, (B) aprés un pré—conditionnement a 1,2 V vs.
AglAgCl dans une solution de 2,5 mM 2’-désoxyguanosine pendant 300 s. Comparaison avec les

courbes théoriques (en gris) correspondantes obtenues en utilisant ce second modéle et les paramétres

suivants : 0,=0,29 A=-3, B=—-1,8, C=500 pour (A) et 1000 pour (B), X°=36 pour (A) et 31 pour (B).

I1.B.3.f. Etude du troisiéme modéle

Nous avons donc construit de nouvelles courbes théoriques en utilisant un troisiéme
modéle qui tient compte a la fois de l'influence de la résistance électrode/produits

adsorbés/solution, et de celle du courant résiduel.

I1.B.3.f.i. Détermination du courant résiduel

Afin de déterminer I'équation du courant résiduel noté Y,.s dans le repére (X,Y), nous
avons utilisé les courbes expérimentales de voltamétrie cyclique a différentes vitesses de
balayage sur diamant dopé bore oxygéné sans pré—conditionnement dans la solution de 2’'—
désoxyguanosine (f,,1.=0 s). Nous avons ainsi construit le réseau de courbes Yy (U'indice V
représentant la vitesse de balayage), correspondant a la différence entre courbes
expérimentales et courbes théoriques du second modeéle pour chaque vitesse de balayage
(0,02, 0,05, 0,1, 0,2 et 0,5 V s ). Puis nous avons déterminé chaque facteur ky permettant de
superposer la courbe Y2, choisie arbitrairement comme courbe référence, a chacune des
autres courbes Yy. La dépendance de ce facteur avec la vitesse de balayage est linéaire, ce
qui indique que les courbes Yy sont homothétiques et ajustables les unes par rapport aux
autres au travers d'un parameétre maitrisé, la vitesse de balayage. L’allure du courant
résiduel est donc la méme pour chaque vitesse de balayage utilisée. Ainsi, nous pourrons
définir un courant résiduel pour une seule vitesse (arbitrairement, nous avons choisi la

vitesse de 1 V s ') et ensuite, il suffira de I'ajuster a chaque vitesse de balayage.
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Afin de déterminer I'expression de ce courant résiduel, nous cherchons alors le point commun
entre les courbes Y5 et Yooskos (la courbe de référence multipliée par son facteur de
superposition dans I'espace (X,Y)), et nous définissons une forme exponentielle passant par
ce point d’intersection (pour X<26,5), puis une forme linéaire pour des valeurs de X
supérieures a ce point (pour X>26,5).

Ainsi, le courant résiduel, pour une vitesse de balayage de V=1 V s ', est une
combinaison d’'une forme exponentielle et d’'une forme linéaire :
Y.es= 2 (0,0012 exp (0,2[X—-27])) pour X<26,5 (I1.40)

2 (0,0011 +0,0002(X—26,5)) pour X>26,5

Puis, pour chaque vitesse, le courant calculé final est la somme du courant résiduel (Eq.
I1.40) multiplié par la valeur de la vitesse de balayage (en V s '), et du courant obtenu selon

le second modele (Eq. I1.36).

I1.B.3.f.ii. Comparaison des courbes théoriques et expérimentales

T3 0,5 OTE 05
200 + -~ /(} 500 o
—1 o q
1 V(Vs?) /7~ I
/
100 + / 7,
1 0,02 = “‘/é’z

1,6
1,5

100 E (V vs. Ag/AgCl) ~100 E (V vs. Ag/AgCl)

A) (B)

—5% 0 05 1 15

~100 E (V vs. Ag/AgCl) E (V vs. Ag/AgCl)
©) (D)

Figure I1.8 Courbes de voltamétrie cyclique expérimentales (en noir) pour une électrode de diamant
dopé bore oxygéné dans une solution de 2 mM KsIrCls | LiClO, 0,1 M : (A) sans pré—conditionnement
dans la solution de nucléoside, (B, C, D) aprés un pré—conditionnement a 1,2 V vs. AglAgCl dans une
solution de 2,5 mM 2’—-désoxyguanosine pendant : (B) 300 s, (C) 600 s et (D) 900 s. Les paramétres

utilisés pour la construction des courbes théoriques (en gris) sont résumés dans le tableau I1.1.
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La figure I1.8 présente la superposition des courbes expérimentales (en noir) et théoriques
(en gris) obtenues pour une électrode de diamant dopé bore oxygéné aprés un pré—
conditionnement de 0 s (A), 300 s (B), 600 s (C) et 900 s (D) pour chacune des vitesses de
balayage (0,02, 0,05, 0,1, 0,2 et 0,5 Vs ).

Nous pouvons ainsi observer une superposition des pics anodiques des deux courbes

dans chacun des cas.

I1.B.3.f.iii. Détermination des différents parameétres

Le tableau II.1 résume les valeurs des différents parametres utilisés lors des calculs
analytiques pour construire les courbes théoriques pour chaque durée de pré—
conditionnement dans la solution de 2’—désoxyguanosine.

Nous pouvons observer que, dans le cas d’'un temps de polarisation élevé (900 s), la
chute ohmique est trés importante (Ro= 12 897 Q cm ?), ce qui démontre l'intérét de prendre

en compte ce parameétre lors des calculs analytiques.

Le coefficient de transfert de charge (o) et la constante de vitesse (k°) ont la méme
valeur quel que soit le temps de polarisation dans la solution de 2’—désoxyguanosine, alors
que la résistance interfaciale (Rg) et le potentiel formel (E°) sont fonctions de cette durée. La
chute ohmique augmente lorsqu’un pré—conditionnement est appliqué, jusqu’a atteindre une
valeur treés importante pour une durée de 900 s. Le potentiel formel du couple redox conserve
la méme valeur quelle que soit la durée de polarisation, mais cette valeur est inférieure a
celle obtenue dans le cas ou aucun pré—conditionnement n’est appliqué. Le transfert de
charge est plus facile d'un point de vue énergétique sur 1’électrode modifiée par les produits
adsorbés que sur 1’électrode de diamant nue. La diminution de la valeur du potentiel formel

observée en cas de l'application d'un pré-conditionnement est indépendante du temps de

polarisation.
temps de pré—conditionnement (s) o, k°(ems ) E°(mV) R 0 (Qem™)
0 0,28 0,001 925 1742
300 0,28 0,001 797 2439
600 0,28 0,001 797 8712
900 0,28 0,001 771 12897

Tableau II.1 Paramétres utilisés pour construire les courbes théoriques i—E de la figure I1.8 dans le

domaine anodique.

k° est la constante de vitesse, a, est le coefficient de transfert de charge anodique, R, est la résistance a

linterface électrodelproduits adsorbés/solution et E° est le potentiel formel du couple redox.

— 226 —



Chapitre VII Adsorption des produits des réactions d’oxydation des nucléosides

I1.B.4. Conclusion sur le mécanisme d’adsorption

Les valeurs des différents parameétres nous permettent de déterminer selon quel
mécanisme se produit l'adsorption de la 8-oxo—désoxyguanosine ou des produits de
dégradation secondaires : sous la forme d’un film poreux, d’'un film continu ou selon le modéle
de I’électrode bloquée (Fig. 1.5).

En effet, la constante de vitesse reste identique et ne diminue pas avec la valeur du
temps de polarisation entre 0 et 900 s, ce qui montre que ’hypothése de la formation d’'un
film poreux de 8—oxo—désoxyguanosine ou de produits de dégradation secondaires sur la
surface de I’électrode est impossible. De plus, si nous supposons que I'adsorption se produit
en des sites spécifiques selon le modéele de 1’électrode bloquée, la proportion de sites
bloquants et actifs évoluerait avec le temps de polarisation, tout comme le potentiel formel
du couple redox. Or, d’apres le tableau II.1, le potentiel formel E° reste quasi constant
lorsque le temps de polarisation augmente de 300 a 900 s. Le modele de I'électrode bloquée
n’est donc pas adapté a notre étude. La seule hypothése en accord avec 1’évolution des
parameétres de calculs présentés dans le tableau IL.1 est celle selon laquelle la 8—oxo0—
désoxyguanosine ou les produits de dégradation secondaires s’adsorbent sous la forme d'un

film continu sur la surface du diamant dopé bore permettant ainsi le transfert des électrons.

ITI. Caractérisation microscopique de 'adsorption a l'aide de la SECM

Nous avons ensuite corrélé ce résultat a celui obtenu en utilisant une méthode
d’analyse a ’échelle microscopique, la microscopie électrochimique a balayage (SECM). Nous
nous sommes intéressés ici a I’étude de I'adsorption des produits de la réaction d’oxydation de

la 2’—désoxyadénosine sur la surface du diamant dopé bore.

ITI.A. Procédure

Cette expérience a été menée sur une électrode de diamant dopé bore oxygéné plongée
dans une solution de 10 mM Fe(CN)(;S* dans Na,SO, 0,5 mM.

Afin de s’assurer de pouvoir déterminer la distance entre la microélectrode et le
substrat, quelles que soient les évolutions de la réactivité et de I'état de surface du diamant
dopé bore (utilisé ici en tant que substrat), nous avons recouvert une fine partie de 1’électrode
d’un ruban de polypropyléne (3M SCOTCH® Easy Use clear) de faible épaisseur (environ 30
um). Ceci nous permettra d’obtenir, a tout moment de 'expérience, un point de référence
pour réaliser des courbes d’approche en mode feedback négatif, le substrat de diamant ainsi

recouvert étant isolant.
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L’expérience consiste a réaliser tout d’abord une courbe d’approche ou une courbe de
balayage 2D de la surface de diamant avant toute polarisation dans la solution de nucléoside
(“blanc ” de I'expérience), puis aprés une polarisation a 1,4 V vs. ECS, potentiel d’oxydation,
pendant 900 s dans une solution de 2’—désoxyadénosine a différentes concentrations. Nous
avons choisi cette durée car nous avons observé précédemment qu’'un pré—conditionnement
pendant une durée plus importante ne modifiait pas davantage les voltamogrammes obtenus

par la suite dans la solution de nucléoside ou en présence d'une sonde redox.

Nous avons vérifié au préalable que l'application d’'un potentiel de 1,4 V vs. ECS
pendant 900 s a 1’électrode de diamant dopé bore en absence de nucléoside ne modifiait pas la
courbe d’approche obtenue sur ce substrat et donc la cinétique de régénération du médiateur
redox au substrat. En effet, les courbes d’approche obtenues sur le substrat avec et sans

polarisation sont parfaitement identiques.

De plus, nous avons également vérifié que la présence de la 2’—désoxyadénosine ne
perturbait pas la cinétique rapide de la réaction de réduction du médiateur redox a la
microélectrode polarisée a —0,4 V vs. ECS, potentiel insuffisant pour oxyder le nucléoside.
Nous avons observé uniquement une légére diminution du courant mesuré a la sonde (de
lordre de 6 %) correspondant a la dilution lors de I'introduction de la 2’—désoxyadénosine
dans la solution de travail, la concentration du médiateur redox variant de 10 a 9,6 mM

aprés ajout du nucléoside.

Ces deux observations permettent de considérer par la suite que toute évolution du
courant mesuré a la sonde lors des courbes d’approche ou des courbes de balayage 2D sera
causée par une variation de la cinétique de régénération du médiateur redox au substrat de
diamant en raison de l'adsorption des produits de la réaction d’oxydation de la 2'—

désoxyadénosine.

IT1.B. Courbes d’approche

La figure III.1 présente les courbes d’approche obtenues sans aucun pré—
conditionnement de 1’électrode oxygénée (A) et aprés polarisation dans une solution de 2’—
désoxyadénosine a 1,4 V vs. ECS pendant 900 s a des concentrations de 0,2 mM (B), 0,5 mM
(C) et 1 mM (D). Un potentiel de 1 V vs. ECS est appliqué au substrat pour réaliser la courbe
d’approche, potentiel suffisamment élevé pour obtenir une régénération rapide du médiateur,

et suffisamment faible pour que 'oxydation du nucléoside ne se produise pas.
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Nous pouvons observer une diminution importante de la cinétique de régénération du
médiateur redox au substrat lorsque la concentration introduite en 2’—désoxyadénosine est
élevée, c’est—a—dire lorsque davantage de produits oxydés sont formés et susceptibles de

s’adsorber sur la surface.

Ces résultats mettent en évidence un changement de réactivité en fonction de la

quantité de produits formés et adsorbés sur la surface du diamant.

Figure II1.1 Courbes d’approche : (A,B) théoriques des modes feedback (A) positif et (B) négatif, et (C—
F) expérimentales & V=0,5 um s ' sur une électrode de diamant dopé bore oxygéné dans une solution de
10 mM Fe(CN)*™ et 0,5 mM NaySO, : (C) en absence de 2’—désoxyadénosine, (D—F) aprés un pré—
conditionnement dans une solution de 2’—désoxyadénosine a 1,4 V vs. ECS pendant 900 s a différentes

concentrations : (D) 0,2 mM, (E) 0,6 mM, (F) 1 mM ; E;=—-0,4 Vuvs. ECS, Es=1,0 Vuvs. ECS; a=5 um.

ITI.C. Courbes de balayage 2D

Nous avons ensuite réalisé I'imagerie de la surface de diamant oxygéné (Fig. IT1.2A),
puis modifiée par l'adsorption des ces produits oxydés (Fig. III.2B), afin d’obtenir la
répartition de cette diminution de réactivité électrochimique du substrat. Sur la surface de
diamant activé en absence de nucléoside, nous pouvons observer que le courant normé a la
microélectrode n’est pas homogéne sur toute la surface étudiée (50 x 50 pm) et varie jusqu’a
1,3. A I'inverse, aprés un pré—conditionnement dans une solution de 2’—désoxyadénosine, la
réactivité électrochimique de la surface est homogene et le courant mesuré a la sonde est de

Pordre de 0,75. Nous obtenons des résultats similaires dans le cas de la 2’—désoxyguanosine.

Ces résultats montrent donc que les produits adsorbés de la réaction d’oxydation

électrochimique de la 2’'—désoxyadénosine forment un film homogéne sur une surface de 50 x
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50 um, ce qui est en accord avec les conclusions concernant le mécanisme d’adsorption sur la
surface de diamant de la partie précédente suite aux études de modélisation du

comportement électrochimique de I’hexachloroiridate (I1I).

iT/iToo

1,3

A) (B)
Figure II1.2 Images SECM en balayage 2D d’une surface de diamant dopé bore oxygéné de 50x50 um &
une distance de travail de L=dla=1,3, E;=—-0,4 Vuvs. ECS, Es=1,0 Vuvs. ECS, dans une solution de 10
mM Fe(CN)e*~ et 0,5 mM Na,SO, (A) en absence de 2’—désoxyadénosine, (B) aprés un pré—

conditionnement dans une solution de 2,86 mM en 2’—désoxyadénosine a 1,4 V vs. ECS pendant 900 s.

IV. Conclusion

Au cours de ce chapitre, nous avons mis en évidence une adsorption des produits des
réactions d’oxydation des deux nucléosides électroactifs, la 2’—désoxyguanosine et la 2’ —
désoxyadénosine, sur une surface de diamant dopé bore oxygéné. Nous avons caractérisé ce
phénomeéne en étudiant l'influence de la quantité de produits formés et susceptibles de
s’adsorber a la surface sur la réponse électrochimique de 'oxydation du nucléoside lui—méme
ou d'une sonde redox par voltamétrie impulsionnelle différentielle (DPV), puis par
voltamétrie cyclique (CV). Nous avons ensuite construit des réseaux de courbes théoriques a
partir de calculs analytiques correspondant aux courbes en voltamétrie cyclique obtenues en
présence d’'une sonde redox. Cette modélisation nous a amené a déterminer différents
parametres caractéristiques de la réaction redox tels que la constante de vitesse, le
coefficient de transfert de charge, la résistance a linterface électrode/produits
adsorbés/solution, et le potentiel formel du couple redox considéré. L’évaluation de tels
parametres nous a permis de conclure quant a une adsorption des produits de ces réactions
d’oxydation selon la forme dun film continu sur la surface de diamant. Des études
complémentaires en microscopie électrochimique a balayage (SECM) ont confirmé ce résultat
en montrant un changement de réactivité homogéne sur la surface a ’échelle micrométrique

de I'instrument.
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Cette étude démontre les potentialités d'une technique récente de microscopie a sonde
locale, la microscopie électrochimique a balayage (ou SECM), dans les domaines des biopuces
et de la bioanalyse. Développée en 1986 par le professeur A. J. Bard, cette technique permet
a la fois la micro—fabrication et la caractérisation de surfaces, qu’elles soient conductrices ou
méme isolantes. Ce mémoire illustre ces diverses potentialités en présentant les travaux de
recherche réalisés afin d’utiliser le microscope électrochimique pour la caractérisation d’'un
film de molécules biologiques adsorbées sur une surface, pour la fonctionnalisation de
surfaces conductrices par des éléments biologiques, mais aussi pour la détection de

I'hybridation d’ADN.

Notre premiere étude a consisté en l'utilisation de la SECM pour la fabrication de
puces a ADN, c’est—a—dire a la fois pour la fonctionnalisation de surfaces d’or par des
molécules biologiques, puis pour la reconnaissance du phénomene d’appariement spécifique.

Ainsi, nous avons électrogénéré des spots de polypyrrole—oligonucléotide de taille
micrométrique et d’épaisseur nanométrique sur une surface conductrice par mode direct de
la microscopie électrochimique. Nous avons montré ici que cette technique de

fonctionnalisation était rapide et reproductible.

De plus, la présence de ces spots sur la surface d’'or a été observée par SECM en mode
feedback positif grace a la différence de conductivité de surface entre l'or et le polypyrrole—

oligonucléotide.

Enfin, le phénoméne d’hybridation de ces spots a été détecté par microscopie
électrochimique en mode feedback a l'aide d'une méthode basée sur un assemblage
moléculaire spécifiquement déposé sur ces spots hybridés suivi dune réaction de

précipitation d’'un produit a leurs surfaces.

Cette premiere étude illustre donc la dualité d’utilisation de la microscopie

électrochimique pour la fonctionnalisation et la caractérisation de surfaces.

Ensuite, au cours d’'une seconde étude, nous avons montré la possibilité de coupler la
SECM a une méthode optique de détection, 'imagerie de résonance plasmonique de surface
(SPRi), afin de pouvoir visualiser en temps réel les modifications de surface réalisées. Nous

avons ainsi construit des gradients d’oligonucléotides par couplage SECM-SPRi, ce qui
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permet le contréle du processus de dépot (dimensions des motifs biologiques, concentration
en sondes) a 'aide de parameétres expérimentaux tels que la vitesse de déplacement de la
microélectrode, ou encore l'intervalle de temps entre deux applications de potentiel de
copolymérisation.

Ce couplage des deux techniques présente donc l'avantage de modifier et de

caractériser une surface en une seule étape.

Notre troisieme étude a consisté en la détection électrochimique de nucléosides,
constituants de FADN, sur un nouveau matériau carboné d’électrode, le diamant dopé bore.
Nous avons ainsi montré que ces électrodes étaient particulierement adaptées a la détection
de l'oxydation de telles molécules par voltamétrie impulsionnelle différentielle, en raison de
la large fenétre d’électroinactivité du matériau en milieu aqueux et du faible rapport signal

sur bruit.

Cette étude a également mis en évidence un phénomene d’adsorption des produits de
la réaction d’oxydation des nucléosides, aussi bien dans le cas de la 2’—désoxyguanosine que
de la 2'—désoxyadénosine, sur la surface de diamant dopé bore. Nous avons modélisé les
courbes de voltamétrie cyclique expérimentales obtenues en présence d’'une sonde redox en
fonction de la quantité de produits oxydés formés et susceptibles de s’adsorber sur la surface
de I’électrode, par des calculs analytiques selon différents modeles, ce qui nous a permis de
conclure quant a une adsorption sous la forme d’un film continu sur la surface de diamant

permettant le transfert des électrons.

Enfin, nous avons illustré l'intérét de la microscopie électrochimique pour la
caractérisation d’interfaces en réalisant la cartographie de surfaces de diamant ainsi
modifiées. Les images 2D obtenues, ainsi que les courbes d’approche réalisées, ont montré
une perte de réactivité homogéne sur la surface étudiée du médiateur redox en fonction de la
quantité de nucléoside introduite dans la solution, ce qui confirme la présence dun film

homogéne de produits oxydés adsorbés sur la surface du diamant dopé bore.

Afin de compléter cette étude, il serait intéressant d’utiliser la fluidique pour la
détection d’'ODN et d’ADN afin d’améliorer la qualité du signal. De plus, il pourrait étre
envisagé de réaliser la détection de nucléosides, nucléotides et d’oligonucléotides sous flux et

d’intégrer des périodes de régénération de 1’électrode de diamant.
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En conclusion, ces travaux de recherche ont permis de mettre en évidence plusieurs
capacités de la microscopie électrochimique, aussi bien en tant qu’outil d’élaboration, que
comme outil d’analyse de surfaces. L’ensemble de cette étude a donné lieu a plusieurs

publications dans des revues scientifiques :

Chapitres II, III et IV :
Micro—imprinting of oligonucléotides gradients on gold surfaces : A new approach
based on the combination of Scanning Electrochemical Microscopy and Surface
Plasmon Resonance imaging (SECM/SPR1)
E. Fortin, Y. Defontaine, P. Mailley, T. Livache, S. Szunerits, Electroanalysis 2005,
17, 495-503.

Imaging of DNA hybridization on microscopic polypyrrole patterns using scanning
electrochemical microscopy (SECM) : the HRP bio—catalysed oxidation of 4—chloro—
1-naphtol

E. Fortin, P. Mailley, L. Lacroix, S. Szunerits, Analyst 2006, sous presse.

Comparison of different strategies on DNA chip fabrication and DNA-sensing :
optical and electrochemical approaches

S. Szunerits, L. Bouffier, R. Calemczuk, B. Corso, M. Demeunynck, E. Descamps, Y.
Defontaine, J.—B. Fiche, E. Fortin, T. Livache, P. Mailley, A. Roget, E. Vieil,
Electroanalysis 2005, 17, 2001-2017.

Sensitive surface plasmon resonance imaging of hybridization events on a DNA array
formed using a microcell : a new way of electrospotting

S. Szunerits, E. Fortin, E. Descamps, P. Mailley, T. Livache, en cours de préparation.

Chapitres V, VI et VII :
Nucleosides and ODN electrochemical detection onto boron doped diamond electrodes
E. Fortin, J. Chane—Tune, P. Mailley, S. Szunerits, B. Marcus, J.—P. Petit, M.
Mermoux, E. Vieil, Bioelectrochemistry 2004, 63, 303—306.

Interfacing Boron Doped Diamond and biology : an insight on its use for bioanalytical
applications

E. Fortin, J. Chane—Tune, D. Delabouglise, P. Bouvier, T. Livache, P. Mailley, B.
Marcus, M. Mermoux, J.—P. Petit, S. Szunerits, E. Vieil, Electroanalysis 2005, 17,
517-526.
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Voltammetric study of the adsorption of 2’—deoxyguanosine oxidation products at
oxidized Boron Doped Diamond (BDD) films using hexachloroiridate as diffusive
redox mediator

E. Fortin, E. Vieil, P. Mailley, S. Szunerits, T. Livache, en préparation pour Anal.
Chem.

Une perspective importante envisagée a ce travail est une diminution de la taille des
microélectrodes en utilisant un fil conducteur de taille nanométrique, ce qui permettrait de
réduire la dimension des spots ou des gradients d’oligonucléotides formés et d’augmenter la
sensibilité de détection. Une seconde perspective intéressante est d’utiliser différents types
d’assemblages moléculaires afin de réaliser la détection de I'hybridation a l'aide d’autres
modes de fonctionnement de la SECM, ce qui pourrait augmenter la sensibilité de mesure,
tel que le mode feedback positif avec la peroxydase par exemple. Enfin, il pourrait étre
envisagé d’utiliser le mode feedback de la microscopie électrochimique pour la détection de la

reconnaissance de protéines comme les systémes antigénes/anticorps.
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I. Annexe 1:1la fabrication des substrats utilisés

I.A. Substrats de diamant dopé bore

Ces substrats sont utilisés dans les chapitres V, VI et VII.

Les substrats de diamant dopé au bore utilisés ont été synthétisés par dépot chimique
en phase vapeur assisté par plasma micro—ondes (MPCVD) par Mme Bernadette MARCUS
au Laboratoire d’Electrochimie et de Physico—chimie des Matériaux et des Interfaces

(LEPMI) a Saint Martin d’Heéres.

I.A.1. Synthése des films de diamant

Les films de diamant ont été déposés sur des substrats fortement conducteurs p—Si
(100). Ces substrats sont préalablement pré—traités par un nettoyage dans différents
solvants puis plongés dans l'acide fluorhydrique pendant une minute. Aprés rincage et
séchage, ils sont ensuite placés dans un bain a ultrasons dans un mélange d’acétone et de
poudre de diamant, puis dans le réacteur micro—ondes. Ceci permet de déposer des
particules de diamant (>10° particules/cm?) sur la surface qui serviront ensuite de sites de
nucléation pendant la croissance du film.

Des films de diamant microcristallin de haute qualité peuvent alors étre déposés a
partir d'un mélange gazeux de dihydrogéne et de méthane (Hy + CH,), ce gaz étant ionisé
(plasma) grace a un rayonnement micro—ondes. Le méthane fournit les atomes de carbone
qui forment le diamant. L’hydrogene, quant a lui, posseéde deux fonctions. La premiére est de
réagir, au moment ou le graphite et le diamant sont créés tous les deux, préférentiellement
avec le graphite en formant des composés volatils qui se détachent de la surface, éliminant
ainsi le graphite au profit du diamant. La seconde est de stabiliser la surface du diamant en
saturant ses liaisons pendantes. En effet, a la surface d’'une couche de diamant, des liaisons
sp?, favorables a la formation du graphite, se forment chaque fois que deux atomes de
carbone adjacents ont une liaison libre. L’hydrogene se lie sur les atomes de carbone, ce qui
évite la formation d’une liaison de type graphite.

Le dopage est réalisé grace a la présence de poudre d’'oxydes de bore (B2Os) dans le
réacteur lors du dépot. Les atomes de bore se substituent alors a certains atomes de carbone
pendant la croissance du film. Nous obtenons ainsi un film polycristallin avec un taux de

dopage de Tordre de 10* atomes de bore par cm®.
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I.A.2. Caractérisation des films de diamant aprés synthése

Les films de diamant ainsi obtenus sont ensuite caractérisés par spectroscopie Raman
par M. Michel MERMOUX au LEPMI"?. La spectroscopie Raman fournit des informations
spatiales de haute résolution concernant la microstructure du film, les impuretés de carbone
non—diamant, le taux de dopage et les propriétés optiques. Les films polycristallins obtenus
sont constitués de microcristallites aux diverses orientations préférentielles, de joints de
grain inter—cristaux et autres défauts étendus, de dopants et d'impuretés de carbone non—

diamant.

800

500 1000 1500 2000 2500 3000

Figure 1: Spectre Raman d’un film de diamant dopé au bore apreés synthése.

Sur la figure 1, la bande intense & approximativement 1332 cm ™' correspond au
diamant. La bande a 1230 cm ' indique la présence du dopant, le bore. Son intensité montre
que les échantillons étudiés sont fortement dopés. La dispersion observée vers 1540 cm

indique la présence de phases d'impuretés de carbone non—diamant.

1.B. Substrats d’or

Ces substrats sont utilisés dans les chapitres II, III et IV.

Les substrats d'or utilisés ont été synthétisés par un procédé de pulvérisation
cathodique par M. Jean—Luc THOMASSIN au sein de la plate—forme PROMESS du CEA-
Grenoble.

Les films d’or d'une épaisseur de 50 nm ont été déposés sur des lames de verre aprées

un pré—dépét de 5 nm de titane. Ces lames de verre (76x26x1 mm) sont préalablement

' A. Haouni, M. Mermoux, B. Marcus, L. Abello, G. Lucazeau, Diamond Relat. Mater. 1999, 8,
657—-662.
2 M. Mermoux, B. Marcus, G. M. Swain, J. E. Butler, J. Phys. Chem. B 2002, 106, 10816—10827.
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lavées dans un bain a ultrasons, puis séchées individuellement sous flux d’azote. Elles sont
ensuite plongées successivement dans un bain d’acétone, puis d’éthanol et enfin d’eau
distillée. Aprées séchage, les lames sont prétes a étre utilisées pour le dépot de titane, puis
d’or, par pulvérisation cathodique. Ce procédé de dépot sous vide fonctionnant a froid, en
plasma luminescent dans un gaz maintenu a pression réduite (10" & 102 Pa) permet de
déposer tout type de matériaux. Les dépots réalisés par cette technique ont une épaisseur

comprise entre quelques nanomeétres et quelques dizaines de nanométres.

I1I. Annexe 2:1a fabrication de microélectrodes

La microélectrode représente I'élément central de la microscopie électrochimique. La

technique de fabrication utilisée peut se décomposer en plusieurs étapes.

II.A. L’étirage du capillaire

La premiére étape consiste a étirer le capillaire et a réduire ainsi son diameétre sur
une extrémité (pointe). L’étirage du capillaire est réalisé horizontalement a l'aide dune
étireuse de micro—pipettes (SUTTER P-97-Fig. 2), par l'action d’'un filament qui chauffe
localement, et sous atmosphére controlée, le capillaire sur lequel sont appliquées des forces
de traction opposées. Aprés rupture, nous obtenons ainsi deux capillaires étirés de forme

conique.

Figure 2 : Etireuse de capillaire SUTTER Instrument P—97.

Plusieurs parameétres permettent d’étirer le capillaire de maniére reproductible, et d’obtenir
la taille (100—-300 pm) et la forme de pointe souhaitées. Ces parameétres sont fonctions des

caractéristiques du filament et du capillaire (taille et composition) utilisés :

« HEAT (0-999) : Ce parameétre contréle le niveau de courant électrique appliqué au
filament, et donc la température de chauffage appliquée au capillaire. Cette

température est proche de la température de transition vitreuse du verre. Afin
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d’obtenir des pointes fines et reproductibles, il faut choisir une valeur de HEAT telle
que le capillaire soit étiré en 5 a 6 secondes.

« PULL (0-255) : Ce parameétre contrdle la force de traction appliquée. Plus il est
élevé, plus la pointe sera longue et aura un diametre faible.

« VELOCITY (0-255) : Cette valeur représente la vitesse a laquelle le capillaire est
étiré. Typiquement, pour les microélectrodes, elle est comprise entre 80 et 120.

« TIME (0-255): Ce parametre contrble la durée du pulse de refroidissement. Une

unité correspond a 0,5 ms. Plus le temps est court, plus la pointe est longue.

Nos capillaires ont pour diameétre extérieur 1 mm et intérieur 0,6 mm (Narishige).

Dans notre cas, les parameétres utilisés sont les suivants :

HEAT PULL VELOCITY TIME
794 160 110 200

Tableau 1: Paramétres utilisés pour l'étirage de nos capillaires.

I1.B. La fermeture de la pointe

La seconde étape consiste a chauffer légérement l'extrémité du capillaire afin de
former un cone a 'intérieur du verre (Fig. 4). Ceci est réalisé a 'aide d'un montage construit

au laboratoire par A. Dominget (Fig. 3).

microélectrode —

fil
khantal

Figure 3 : Schéma du montage pour le scellement des microélectrodes.

Celui—ci consiste a utiliser la chaleur dégagée par effet Joule par une bobine de
khantal (5 spires). Le capillaire étiré est placé au milieu du bobinage a l'aide d'un pied

statique et d'un micromanipulateur, et le fil de khantal est chauffé par une alimentation
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stabilisée en courant (2,8 A). La pointe est alors remontée hors du bobinage, puis replacée au

centre pendant quelques secondes une dizaine de fois jusqu’a fermeture du capillaire.

’ Figure 4 : Fermeture du capillaire étiré.

300 pm

I1.C. L’insertion du fil de platine

L’étape suivante consiste a insérer dans le capillaire modifié a son extrémité un fil de
platine de 10 pm de diametre. Puis, ce fil est scellé dans le verre selon le méme principe que
la fermeture du capillaire étiré, avec une intensité appliquée légérement supérieure, de

Pordre de 3 A (Fig. 5).

600 pm

Figure 5 : Scellement verre—platine.

Ensuite, le contact électrique est réalisé par l'intermédiaire de mercure (Fig. 6).

e

| _— fil électrique Figure 6: Schéma d’insertion du platine et contact

électrique.

| — mercure
capillaire étiré ~ ZK fil de platine

Apreés cette étape, le haut du capillaire de verre de la microélectrode et le fil de contact

électrique sont scellés a la colle.

I1.D. Le polissage de la microélectrode

Le polissage est un stade de fabrication des microélectrodes trés important. Il
contribue a la planéité de la surface, ce qui est primordial pour l'utilisation de la
microélectrode en microscopie électrochimique. Il est réalisé en deux étapes. Nous polissons

tout d’abord 1’électrode, et plus exactement le verre autour du fil de platine, avec du papier
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abrasif (grain 1200) jusqu’a ce que le platine devienne apparent. Ensuite, la microélectrode

est polie plus finement a 'aide d’'une micro—polisseuse (Fig. 7).

Figure 7 : Polisseuse NARISHIGE® EG-—44 utilisée.

La microélectrode est placée perpendiculairement au disque micro—abrasif au moyen d’un
pied statique. A T'aide du micromanipulateur, elle est approchée délicatement jusqu’au
contact du disque mis en rotation. Le polissage est ainsi réalisé en utilisant successivement

trois disques micro—abrasifs de granulométries 5, 3 puis 1 pm.

Une fois la microélectrode polie, elle est observée au microscope optique, puis testée

électrochimiquement en solution aqueuse.

II.E. Observation au microscope optique

Cette observation nous permet de vérifier plusieurs facteurs tels que le centrage du fil
de platine dans I'isolant de verre, et la forme disque de la microélectrode. De plus, il est alors
possible de calculer le rapport noté Rg de la microélectrode, c’est—a—dire le rapport entre le

diameétre de la gaine isolante en verre et celui du fil de platine.

Figure 8: Observation de la microélectrode au microscope

optique.

Le fil de platine utilisé a un diametre de 10 um et d’apres la figure 8, le diametre de la gaine
isolante en verre est ici de 450 um. Nous pouvons donc calculer la valeur du rapport Rg pour

cette microélectrode : Rg=45.
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II.F. Mesures électrochimiques

Cette seconde vérification du processus de fabrication des microélectrodes consiste a
réaliser une voltamétrie cyclique de I'ultramicroélectrode dans une solution contenant une

espéce redox dite médiateur, telle que Fe(CNg)?~ (Fig. 9).

E (V vs. Ag/AgCl) - |
~08 —04 04
~10 +
—90 L

Figure 9: Voltamogramme d’une microélectrode (Pt—10 um de diameétre) dans une solution de

Fe(CNg)* 10 mM / NaySO, 0,5 M, V=50 mVs™".

Nous vérifions alors que ce voltamogramme est en accord avec la théorie des
microélectrodes, c’est—a—dire qu'apres un temps suffisamment long, supérieur au temps
caractéristique du transfert de matiére, un état stationnaire est établi (superposition des
courbes aller et retour), et le courant mesuré atteint une valeur limite. La diffusivité des
especes au travers de la couche de diffusion est alors suffisamment rapide afin d’obtenir un

équilibre entre la vitesse de transfert de charge et la vitesse de transport de matiere.

Connaissant le coefficient de diffusion de I'espéce redox en solution, nous pouvons
alors calculer cette valeur de courant limite théorique :

ir, = 4nFDCa (I1.1)
avec n:le nombre d’électrons échangés (n=1 pour le couple Fe(CN)¢* "),
F :la constante de Faraday,
D : le coefficient de diffusion de l'espéce (cm?/s ; ici, D = 6,4 10" ° cm?/s),
C : la concentration de 'espéce en solution (mol/cm®),

a : le rayon de la microélectrode (cm).

Apreés calcul, il vient ip, =—12,3 nA. Expérimentalement, nous obtenons : iy, = —12,1 nA,
d’ou une erreur relative de 1,6 %. Cet écart entre les courants limites de diffusion théorique
et mesuré peut s’expliquer par I'état de surface de la microélectrode. En effet, nous avons
assimilé le platine a un disque lors de l'utilisation de la formule théorique donnant le courant
limite de diffusion. Or, celui—ci n’est sans doute pas parfaitement plan et circulaire. Ceci

indique I'importance et la difficulté d’'un polissage parfait de la microélectrode. Cependant,
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cet écart entre les valeurs théorique et expérimentale étant faible, nous pouvons considérer
que cette microélectrode est de bonne qualité et qu’elle pourra étre utilisée en tant que sonde

en microscopie électrochimique par la suite.

ITI. Annexe 3 : modélisation des courbes d’approche en SECM

Afin de modéliser les courbes d’approche expérimentales obtenues en SECM, nous
avons utilisé la théorie des courbes ir—d a cinétique contrdlée sur une surface conductrice.

L’équation décrivant un tel systéme a été établie par M. V. Mirkin et B. R. Horrocks® :

IINS
Ir(L)=Isx [1 - ITC J + NS (I11.1)
T

avec: IS et I les courants a la sonde correspondants a la régénération contrdlée par la

diffusion du médiateur redox sur une surface conductrice et non conductrice respectivement,

et Jqle courant au substrat.

15, I?5et Jspeuvent étre déterminés a partir des approximations analytiques suivantes :

1
TS = (I11.2)
0,15 + 1,6385 0,58 exp —L14), 0,0908 exp L-63
L L 1,017L
15=0,68 + O,78377 | 0,3315 exp[_ 1’067J (I11.3)
0.78377 0,68 +0,3315 exp[_l’OLan
Is=— ot (I11.4)
L(l . j 1+ F(LA
A
1 +7,3
avec : F(L,N=-D— (I11.5)
110 — 40L
d
A= har gy (I11.6)
-2 (I11.7)
a

ol key est la constante de vitesse hétérogéne apparente (en cm s ') et D le coefficient de

diffusion du médiateur redox (ici, D[Ru(NH3)s**"]=6,3 10 ™® cm? s ).

3 M. V. Mirkin, B. R. Horrocks, Anal. Chim. Acta 2000, 406, 119—146.
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Abstract

This work deals with : (i) the electrochemical detection of nucleosides on a new carbon
electrode material, Boron Doped Diamond (BDD), and (ii) the use of a recent apparatus,
scanning electrochemical microscopy (SECM) to micropattern surfaces with oligonucleotides
and to detect the hybridization event.

On the one hand, we illustrate the capacity of scanning electrochemical microscopy to
micropattern and characterize surfaces. By direct mode of SECM, using the microelectrode
as a counter electrode, polypyrrole—oligonucleotide spots with micrometric dimensions are
deposited on a gold surface. This patterning method is optimized studying the spots
hybridization by fluorescence microscopy. By the difference in surface conductivity between
gold and polypyrrole—oligonucleotide, SECM can detect the spots on the gold surface using
the feedback mode. Then, the hybridization event is detected using the feedback mode by the
precipitation of an insulating product on the surface generated by the reaction catalysed by
the peroxidase which is coupled by a biological assembly to the complementary
oligonucleotide. Finally, this electrochemical method is coupled to an optical one, Surface
Plasmon Resonance imaging (SPRi), to visualize in real time the patterning step of the gold
surface with oligonucleotide spots or surface oligonucleotide gradients.

On the other hand, the oxidation reactions of both nucleosides, 2’—deoxyguanosine
and 2’—deoxyadenosine, are performed on an oxygenated boron doped diamond electrode.
This points out the interest of this new material thanks to its enlarged potential window in
aqueous media and its little and stable background current. Then, we show the formation of
a continuous film of oxidized products on the BDD surface by a macroscopic study analysing
cyclic voltametries of a redox mediator, and in a microscopic way with the use of scanning

electrochemical microscopy.

Key words :

Scanning electrochemical microscopy (SECM), DNA biosensor, nucleoside oxidation, Boron
Doped Diamond (BDD), Surface Plasmon Resonance imaging (SPRi), polypyrrole, surface

gradients, hybridization.




Résumé

L’objectif de ce travail est double : (i) la détection électrochimique des nucléosides sur
un nouveau matériau carboné d’électrode, le diamant dopé bore (BDD), et (ii) I'utilisation
d’un nouvel outil, la microscopie électrochimique a balayage (SECM), afin de fonctionnaliser
des surfaces avec des sondes oligonucléotidiques et de détecter le phénomeéne d’hybridation.

Dans un premier temps, nous montrerons la dualité d’utilisation de la microscopie
électrochimique en tant qu’outil de fonctionnalisation et de caractérisation de surfaces. Par
mode direct de la SECM, en utilisant la microélectrode en tant que contre—électrode, des
spots de polypyrrole—oligonucléotide de taille micrométrique sont déposés sur un substrat
d’'or. Cette méthode d’élaboration est optimisée en étudiant I’hybridation des spots en
microscopie de fluorescence. La présence de ces spots sur la surface est ensuite détectée en
mode feedback de la SECM via la différence de conductivité entre le polypyrrole—
oligonucléotide et I'or. Puis, le phénomeéne d’hybridation est étudié par mode feedback par la
précipitation d’'un produit isolant sur la surface formé par une réaction catalysée par la
peroxydase couplée par l'intermédiaire d’'un assemblage biologique a Ioligonucléotide
complémentaire. Enfin, cette technique électrochimique est couplée a une méthode optique,
I'imagerie de résonance plasmonique de surface (SPRi), afin de visualiser en temps réel
Iétape de structuration de la surface d'or par des spots d’oligonucléotides ou par des
gradients de surface d’oligonucléotides.

Dans un second temps, nous présenterons 1’étude des réactions d’oxydation des
nucléosides, la 2'—désoxyguanosine et la 2’—désoxyadénosine, sur une électrode de diamant
dopée bore oxygéné. Nous montrerons ainsi l'intérét de ce nouveau matériau carboné
d’électrode pour cette application en raison de sa large fenétre d’électroinactivité en milieu
aqueux et son faible et stable courant de fond. Puis, nous mettrons en évidence la formation
d’un film continu constitué des produits de ces réactions d’oxydation sur 1’électrode par une
étude macroscopique a l'aide de voltamétries cycliques d’'une sonde redox, et une étude a

I’échelle microscopique en utilisant le microscope électrochimique a balayage.

Mots clés :
Microscopie électrochimique a balayage (SECM), puces a ADN, oxydation des nucléosides,
diamant dopé bore (BDD), imagerie de résonance plasmonique de surface (SPRi), polypyrrole,

gradients de surface, hybridation.




