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Avant Propos 

 

« Les erreurs sont les portes de la découverte » 

James Joyce 

 

Nous réalisons toujours trop tard la chance qui nous a accompagnés pendant nos années 

d’étude. Les réponses aux interrogations suscitées par les problèmes auxquels, étudiants, nous 

sommes confrontés, sont alors à notre portée, dispensées par nos enseignants ou bien 

attendant notre curiosité dans un ouvrage ou un article scientifique. 

Ce luxe disparait dès lors que l’on commence un travail de recherche. La théorie et la pratique 

peuvent rapidement entrer en conflit, et l’expérimentation devient alors le seul moyen pour 

trouver la vérité, ce qui s’avère souvent bien plus laborieux que ce que nous pensions. Il nous 

faut alors apprendre de nos erreurs et de nos errances, et s’adapter en conséquence. 

La phrase de J. Joyce illustre à merveille ce qu’ont été ces années de thèse, et les erreurs ont 

bien ouvert la porte de la vérité, vérité scientifique, mais aussi vérité humaine, source 

d’enrichissement tant professionnel que personnel.  

Ce projet ne m’est pas propre puisque de nombreuses personnes m’ont permis de le finaliser. 

 

Les travaux présentés dans ce mémoire ont été réalisés au sein de l’institut des sciences 

analytiques (ISA) de Lyon dirigé par Monsieur Pierre Lanteri. Je lui suis reconnaissant de 

m’avoir accueilli dans ses locaux pour y effectuer mes recherches. 

 

Mes remerciements les plus vifs vont à Madame Carole Chaix, ma directrice de thèse, pour la 

confiance qu’elle m’a accordée et dont la rigueur scientifique, unanimement reconnue, a été 

pour moi un modèle à imiter. Présence chaleureuse et tranquille, elle a su donner de sa 

personne avec une permanente disponibilité et une compétence jamais démentie. 

 

J’exprime ma reconnaissance pour leur collaboration à Madame Nicole Jaffrézic-Renault, et 

Monsieur Nadir Meini, tous deux membres de mon unité. Ma gratitude va également à 

Monsieur Didier Léonard pour sa réalisation des spectres TOF-SIMS décrits dans cette étude. 

Monsieur Didier Gasparutto et Monsieur François Morvan ont accepté de consacrer de leur 

temps à la lecture et l’examen de ce travail. Madame Nicole Jaffrézic-Renault, Monsieur 



 
 

Stéphane Roux et Monsieur Didier Léonard ont continué de montrer leur intérêt en acceptant de juger 

cette étude. Ma gratitude et mon dévouement leur sont acquis. 

 

Toute ma gratitude encore, à l’équipe du Centre commun de RMN (CCRMN) et du service 

central d’analyse (SCA) pour m’avoir permis de mener les analyses de RMN et de 

spectrométrie de masse nécessaires pour mon étude. Je tiens à remercier Monsieur Frédéric 

Delolme de l’institut de biologie et chimie des protéines (IBCP) de Lyon pour les analyses en 

MALDI-TOF, ainsi que Madame Céline Brunon du SCA, qui m’a accordé une partie de son 

temps précieux et pour les analyses en XPS qui m’ont été fournies.  

 

Il m'est particulièrement agréable de mentionner Madame Carole Farre, qui n’a cessé de me 

prodiguer ses conseils dans le domaine de la synthèse organique, ayant acquis dans celle-ci 

une expérience dont j’ai pu profiter pleinement. Reconnaissance également à Gabriel de 

Crozals dont les travaux se sont montrés cruciaux pour enluminer le contenu de ma thèse. Je 

tiens à remercier ce tandem (véritables Bonnie & Clyde de la chimie) qui a su faire fuir de 

mes idées noires.  

J’associe dans ces remerciements l’ensemble de mes collègues du laboratoire avec qui j’ai 

partagé les paillasses du laboratoire. Mention spéciale pour Michael Lee et Abdoullatif 

Baraket dont je suis heureux d’avoir croisé la route.  

 

Une pensée enfin, pour ma famille.  

Merci à mes parents et ma sœur pour leur soutien permanent.  

Aucun mot de la langue commune ne me permettra jamais d’exprimer correctement les 

profonds sentiments que j’ai pour eux. 
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BioMEMS Bio-Micro-Electro-Mechanical-Systems 

BSA Albumine sérique bovine (bovine serum albumin) 

CCM Chromatographie sur couche mince 

CLHP Chromatographie liquide haute performance 

CPG Controlled pore glass 

CuAAC  Cu-Catalysed Azide-Alkyne Cycloaddition 

CuOTf Complexes de [trifluorométhanesulfonate] de cuivre 

Cy5 Chlorure de 3,3,3’,3’-tétraméthylindodicarbocyanine 

DBU 1,8-diazabicyclo[5.4.0]undéc-7-ène 

DIBO Dibenzocyclooctyne 

DIFO Difluorinated cyclooctyne 

DIPEA Diisopropyléthylamine 

DMF  Diméthylformamide 

DMSO Diméthylsulfoxyde 

DMAP 4-(diméthylamino)pyridine 

DMTr-Cl Chlorure de 4,4’-diméthoxytrityle 

DTPA Dithiolphosphoramidite 

EDC 1-éthyl-3[(3-diméthylamino)propyl]carbodiimide 

ELISA  Enzyme-linked immunosorbent assay 

ELOSA Enzyme-linked oligosorbent assay 

ESI Ionisation par électronébulisation (ElectroSpray Ionization) 

Fc Ferrocène 

HSA  Albumine sérique humaine (Human Serum Albumin) 

LCAA Chaîne longue alkylamine (Long Chain Alkyl Amine) 

LOC Lab. On a Chip 

MALDI Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionisation 
NHC N-hétérocyclique carbène 

NHS N-hydrosuccinimide 

NP Nanoparticules fluorescentes à cœur rhodamine B 
PNA Peptide nucleic acid 

PEDOT Poly(éthylènedioxythiophène) 

p-TsCl Chlorure de 4-toluènesulfonyle 

PEG Polyéthylène glycol 

PCR Polymerase Chain Reaction 
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RMN Résonance magnétique nucléaire 

SAM monocouche auto-assemblée (Self-assembled monolayer) 

SM Spectrométrie de masse 

SPAAC strain-promoted alkyne-azide cycloaddition 

TBTA tris-(benzyltriazolylméthyl)amine 

TCA Acide trichloroacétique 

TCEP Tris-(2-carboxyéthyl) phosphine 

TEM microscopie électronique en transmission (Transmission Electron Microscopy) 

THAP 2’,4’,6’-Trihydroxyacetophenone mono hydrate 

THF Tétrahydrofurane 

THPTA Tris-(hydroxypropyltriazolylméthyl)amine 

Tm Températures de fusion 

ToF-SIMS  Time-of-Flight Secondary Ion Mass Spectrometry 

XPS  X-ray photoelectron spectrometry 

 

 

 

 

Nomenclature de l’AND/ARN 
 

ADN Acide désoxyribonucléique 

ARN Acide ribonucléique 

ARNt Acide ribonucléique de transfert 

dA Désoxyadénosine 

dC Désoxycytidine 

dG Désoxyguanosine 

dT Désoxythymidine 

ODN Oligodésoxyribonucléotide 
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Nomenclature de l’électrochimie 
 

α Coefficient de transfert de charge anodique 

Γ Taux de recouvrement (en mol cm-2) 

CV  Voltampérométrie cyclique (Cyclic Voltammetry) 

ΔE Différence de potentiel entre le pic d’oxydation et le pic de réduction 

DPV Differential pulse voltammetry 

E° potentiel standard d’un couple Ox/ Red 

E1/2 Potentiel de demi-vague 

ECS  Électrode au calomel saturée en KCl 

Epa Potentiels de pic anodique 

Epc Potentiels de pic cathodique 

F Constante de Faraday (96 500 C mol-1) 

η Surtension 

Iox Intensité au pic d’oxydation 
ket  constante de transfert électronique 

Ȟ  Vitesse de balayage 

PBE Electrolyte d'analyse (20 mM KH2PO4/Na2HPO4, 250 mM Na2ClO4, pH 6,4) 

Q Charge électrique (en C) 
Rct Résistance de transfert de charges 

SIE  Spectroscopie par impédance électrochimique 

SWV Square wave voltammetry 

TEH Transfert électronique hétérogène 
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Un biocapteur est un système analytique alliant des technologies différentes, issues par 

exemple de la biologie moléculaire, de la microélectronique, de l'optique ou encore de 

l'informatique. 

Selon l'Union Internationale de Chimie Pure et Appliquée (IUPAC)1, un biocapteur est défini 

comme un système qui exploite des réactions biochimiques spécifiques par l’intermédiaire de 

biomolécules (ADN, peptide, protéine,…), d’enzymes isolées, d’immuno-systèmes, de tissus, 

d’organites ou de cellules entières pour détecter des composés chimiques, en général par des 

signaux optiques, électriques, ou thermiques. Dans le domaine de l’analyse biomédicale, le 

biocapteur repose fréquemment sur la reconnaissance spécifique de deux entités biologiques 

pour la détection de composés d’intérêt. Le dispositif permet alors la conversion de la 

modification physico-chimique induite par la réaction de reconnaissance en un signal physique 

quantifiable. L’espèce à détecter (analyte) est typiquement en solution dans un échantillon, 

généralement en mélange avec d’autres composés et d’interférents potentiels.  

 

 Ainsi, le biocapteur peut se décomposer en plusieurs briques élémentaires (Figure 1):  

 

 Une couche sensible constituée d’un élément biologique, que l’on appelle « ligand » ou 

biorécepteur, capable d’interagir spécifiquement avec l’espèce à détecter: anticorps, 

enzymes isolées, organites, peptides, acides nucléiques, lipides, micro-organismes, 

tissus cellulaires, etc. ... Cet élément biologique est généralement immobilisé sur la 

surface du capteur. 

 

 Un transducteur, couplé au biorécepteur et choisi de telle sorte que l’interaction du 

biorécepteur et de l’espèce cible engendre des effets physico-chimiques mesurables, 

basés sur divers principes (optiques, électriques, mécaniques, thermiques, etc …).  

 

 Un système de traitement de l’information associé à la plateforme de transduction à 

même d’exploiter les signaux délivrés par le transducteur. 
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Figure 1 : Représentation schématique du principe de fonctionnement d'un biocapteur 

 

Les caractéristiques recherchées pour un biocapteur sont :  

 

  Sélectivité : aptitude du biocapteur à détecter spécifiquement l’espèce cible dans le 

milieu.  

 Sensibilité : variation d’amplitude du signal de sortie corrélée à la variation de la 

quantité de cible à détecter. 

 Résolution : plus petite variation mesurable en relation avec la quantité de cible, la 

résolution d’un biocapteur dépend de sa sensibilité et du bruit de fond de la mesure.  

 Stabilité (ou robustesse) : capacité du capteur à maintenir ses performances sans 

dérive significative sur la plage de mesure.  

 Rapidité : capacité à délivrer une réponse fiable (détection de concentration) en un 

temps réduit compatible avec l’application.  

 Biocompatibilité : capacité à altérer le moins possible les systèmes vivants au contact 

desquels le capteur est placé.  

 simplicité et coût d’utilisation: en vue d’une commercialisation, ces paramètres sont 

importants à considérer dès les premières étapes de conception. 
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Le premier biocapteur a été mis au point par Clark et coll. en 1953 pour la mesure de la 

concentration en oxygène dissous dans le sang. La commercialisation de ce biocapteur fut 

effective en 1973 (Yellow Springs Instrument Company, États-Unis), pour la détection du 

glucose par mesure ampérométrique du peroxyde d’hydrogène via la glucose oxydase. Depuis 

lors, les capteurs n’ont cessé d’évoluer pour être utilisés de nos jours dans des domaines allant 

de la médecine et la biologie, à l’agro-alimentaire, en passant par la défense. Plus récemment 

les biocapteurs ont fait leur apparition pour le suivi de la pollution et la sécurité des édifices 

publics (détection d’éléments toxiques2-3; gaz, explosifs, lutte contre le bioterrorisme4-5), ou la 

télésurveillance de patients6.  

 

En biologie et en médecine, la mise au point de systèmes de mesure et de détection fiables et 

adaptés revêt un caractère central dès lors qu’il s’agit d’expliciter de manière qualitative et 

quantitative les phénomènes biologiques à petites échelles. Pour sonder les mécanismes 

réactionnels et/ou les propriétés physico-chimiques d’un système biologique ou d’un 

microorganisme, il est nécessaire de mettre au point des systèmes biocompatibles adaptés à 

l’échelle du système étudié. L’avènement des techniques et des procédés de microfabrication 

a rendu possible l’émergence des BioMEMS (Bio-Micro-Electro-Mechanical-Systems), 

microsystèmes adaptés à l’étude des structures biologiques (ensembles de cellules, cellules 

uniques, protéines, virus, neurones, anticorps). Les progrès effectués dans le domaine de la 

microfluidique rendent dorénavant possible de coupler plusieurs types de modules 

d’intégration et de détection pour la mise au point de véritables laboratoires miniaturisés : les 

laboratoires sur puce ou LOC (Lab. On a Chip).  

De plus, la miniaturisation de ces systèmes de détection a permis l'élaboration des biopuces 

multiplexées, les plus couramment utilisées étant les puces à ADN.  

 En fonction du nombre de tests pouvant être parallélisés sur ces plateformes de 

multidétection, les biopuces offrent différents niveaux de complexité, pouvant aller jusqu'à 

l'analyse de plus de 400 000 séquences en parallèle dans le cas de la puce Affymetrix. Il se 

développe néanmoins un grand nombre de puces de faible complexité, plus adaptées à des 

analyses ciblées, notamment pour le diagnostic et le suivi de pathologies. Ces dernières sont 

bien moins onéreuses, et sont nettement plus faciles d'accès. L’objectif final de ces 

développements est la mise au point de systèmes miniaturisés, portables, autonomes et faciles 

d’utilisation. 

Les transducteurs utilisés dans les puces à ADN exploitent principalement des méthodes 

optiques, gravimétriques ou électrochimiques. 
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Les transducteurs optiques englobent des techniques très variées comme les mesures par 

colorimétrie7, fluorescence8 ou chimiluminescence9, mais également la mesure par 

spectroscopie raman de surface10 pour l'étude des modes vibrationnels d’un matériau. Un 

grand nombre de transducteurs optiques est majoritairement basé sur des méthodes de 

détection indirecte qui nécessitent l'emploi d'une sonde de détection marquée, dans le cas d'un 

test de type « sandwich » (stratégie ELOSA ou ELISA), ou le marquage des cibles ADN 

avant l'hybridation sur le microsystème (stratégie Affymetrix). Il existe toutefois des 

méthodes de détection sans marquage préalable, notamment celles basées sur l'utilisation de 

« Beacon fluorescents »11-12 ou celles exploitant la méthode de résonance plasmonique de 

surface13. Ces méthodes sans marquage présentent des sensibilités de l'ordre du 

nanomolaire14. 

 

Les transducteurs gravimétriques mesurent une variation de masse à la surface d'un matériau, 

sans marquage des cibles. Dans le cas des microbalances à quartz15, il s'agit de mesures 

correspondant à une variation de résonance d'une surface de quartz sous l'effet d'un champ 

électrique. Cette technique utilise un disque fin de quartz sur lequel des électrodes sont 

attachées (Figure 2 A). Les propriétés piézo-électriques du quartz sont exploitées: celui-ci se 

met à vibrer lors de l'application d'un champ électrique alternatif. L’hybridation de la cible 

ADN aux sondes greffées sur la surface d’or du disque de quartz induit une augmentation de 

masse du système et modifie par conséquent la fréquence de résonance du quartz. La mesure 

des phénomènes vibratoires est également utilisée dans les techniques utilisant les ondes 

acoustiques de surface 16. La sensibilité de ces techniques évolue entre 10 -8 et 10-12 M17.  

Une variation de masse induisant une augmentation de courbure d'une lamelle de silicium ou 

de polymère est la technique exploitée dans le cas des microcantilevers (Figure 2 B)18.La 

détection d'une hybridation par un cantilever se fait par mesure optique ou capacitive de la 

courbure de la lamelle sur laquelle a été préalablement immobilisée une monocouche auto 

assemblée d’ADN (Figure 2 C). Ces systèmes permettent d’atteindre des sensibilités de 10-8 

M19. 
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Figure 2 : Schéma d'un cristal piézo-électrique15 (A), cliché en microscopie électronique à 

balayage d'une puce comprenant huit microcantilevers en silicium19 (B) et représentation 

schématique de la détection d'ADN sur des microcantilevers (C). 

 

Les transducteurs électrochimiques sont couramment utilisés pour la détection d'acide 

nucléique en raison de leur grande stabilité, leur faible coût ainsi que leur compatibilité avec 

des systèmes miniaturisés. Le biorécepteur est dans la plupart des cas une sonde ODN ou 

PNA immobilisée sur une surface conductrice. Les transducteurs utilisent une détection 

indirecte ou en temps réel (directe). 

 

Les détections indirectes sont effectuées avec ou sans marquage des cibles. Les techniques de 

marquage sont basées sur la méthode dite « sandwich » utilisant une première sonde 

immobilisée sur une surface, le tout suivi de l'ajout dans le milieu de la cible ainsi qu'une 

deuxième sonde modifiée par une molécule redox20, une nanoparticule d'or21 ou une enzyme 

comme la glucose oxydase ou la phosphatase alcaline qui produisent des électrons22-24. Les 

sensibilités obtenues par ces dernières méthodes sont de l'ordre de 10-15 à 10-12 M.  

Les techniques de détection directe ou en temps réel sont effectuées sans le marquage 

préalable des cibles. Certaines approches utilisent un marqueur redox qui est présent sous 

diverses formes. On peut décompter trois groupes de techniques de détection directe : 
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1) La mesure d’impédance de la surface25-26 qui permet de détecter l’hybridation des 

sondes ODN. Cette technique ne requiert pas l’utilisation de marqueurs redox, 

néanmoins leur utilisation en solution comme c’est le cas pour le sel de 

ferri/ferrocyanure (Fe(CN)6
3-/4-), permet d’augmenter la sensibilité de mesure. Les 

sensibilités de ces méthodes sont comprises entre 10-12 et 10-8 M14.  

 

2) La molécule redox en tant qu’intercalant du petit sillon de la double hélice de l'ADN. 

Lorsqu'il y a hybridation de la cible complémentaire de la sonde, on observe alors une 

diminution des propriétés électrochimiques de la molécule ou au contraire une 

apparition d'un signal électrochimique21. La sensibilité de ces méthodes est comprise 

entre 10-10 et 10-8M. 

 

3) La méthode des sondes de capture marquées par une molécule redox qui, lors de 

l'hybridation avec la cible d'intérêt, provoque une variation du signal électrochimique. 

Ces méthodes offrent des limites de détection avoisinant les 10-12M27. 

 

 

L’ensemble des limites de détection atteintes par les différentes techniques de détection 

développées ont été regroupées dans le tableau suivant (Tableau 1) 



28 
 

 
transducteurs gravimétriques Limite de détection (LD) 

Balance à quartz  

 

10 -8 > LD > 10-12 M 

Cantilevers Jusqu’à 10-8 M 

 

Techniques de détection indirecte Limite de détection (LD) 

Enzymes (glucose oxydase, phosphatase 

alcaline, …) 

 

Jusqu’à 10-15 M 

Nanoparticules métalliques (Or, Argent, …) 10 -9 > LD > 10-13 M 

 

Techniques de détection directe Limite de détection (LD) 

Impédance (Fe(CN)6
3-/4-

 en solution 

 

10-8M> LD > 10-12M 

Intercalant (bleu de méthylène, Doxorubicin, 

Hoechst 33258, …) 

 

10-8M> LD > 10-10M 

Sonde de capture (ferrocène, bleu de 

méthylène, …) 

 

Jusqu’à 10-12M 

Tableau 1 : Récapitulatif des différentes sensibilités atteintes (LD : limite de détection) par 

les techniques de détection précédemment décrites 

 

L'objectif de cette étude a été de mettre en place un outil de diagnostic pour la détection 

directe de diverses biomolécules, sans marquage préalable, sur un système de faible 

complexité. Le principe de détection qui a été envisagé repose sur le suivi des variations de la 

réponse électrochimique de divers types de sondes, à l'aide d'une modification de ces 

dernières par une molécule redox, subissant un changement de structure lors de la 

reconnaissance de la cible. Le principal intérêt de notre système de détection est de mettre en 

place un test de détection fiable et rapide, laissant envisager une adaptabilité sur un système 

multiplexé, le tout à moindre coût. 
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Pour répondre à ces exigences, nous avons choisi dans un premier temps d’utiliser le 

ferrocène comme molécule redox. Ce dernier, largement décrit dans la littérature, est utilisé 

depuis longtemps dans notre laboratoire en raison de sa chimie de fonctionnalisation aisée et 

du faible coût des précurseurs de synthèse dérivés du ferrocène. En outre, cette molécule se 

montre très sensible aux variations de son environnement électronique, ionique et stérique, 

s’avérant être un avantage pour le suivi de la réaction de reconnaissance sonde/cible28. 

Afin d'optimiser les performances du système de détection, dans le cas de la reconnaissance 

de cibles ADN, le ferrocène doit se situer proche de la zone d'hybridation de la sonde avec sa 

cible. Barton et coll. ont démontré un effet électronique basé sur les propriétés de conduction 

d'une double hélice d'ADN permettant de visualiser l'hybridation. L'introduction d'un site 

abasique dans une sonde ODN immobilisée à la surface d’une électrode entraîne la perte du 

signal électrochimique de l’intercalant redox présent dans la double hélice. À l'opposé, une 

sonde ODN parfaitement complémentaire à sa cible permet, dans les mêmes conditions, 

l'obtention d'un signal électrochimique mesurable29 (Figure 3). 

 

Figure 3 : Système élaboré par Barton et Coll. pour mettre en évidence la conduction de la 

double hélice. Le voltampérogramme bleu représente le signal obtenu pour une séquence 

complémentaire, le voltampérogramme rouge représente le cas d'une séquence possédant un 

site abasique entre la surface et le marqueur redox ([4Fe4S]2+ ou FeS)29. 

 

Lors d'une étude parallèle, Anne et Coll. ont montré que le ferrocène doit être à proximité de 

la zone d'hybridation pour la conception d'un système de détection par capture. Bien que le 

duplex conserve certaines propriétés élastiques en fonction de la longueur du bras alkyle 
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reliant l'ODN à l'électrode30, la prise de rigidité du double brin formé conduit à l'éloignement 

du ferrocène par rapport à l'électrode et à une forte diminution du signal 

électrochimique31(Figure 4). 

 

 

Figure 4 : Conformation d'une sonde oligonucléotidique modifiée par un ferrocène à son 

extrémité 3’ et immobilisée sur une surface d'or, avant et après la réaction de reconnaissance 

de la cible complémentaire32. 

 

Dans ce travail, nous avons choisi de développer des sondes modifiées par des ferrocènes, 

inspirées des systèmes précédemment décrits, pour la conception de puce à ADN. Néanmoins, 

nous avons voulu mettre en place une stratégie applicable pour l'adressage des sondes sur un 

réseau d’électrodes d’or. Une des pistes les plus suivies durant la dernière décennie a été 

l'utilisation de la cycloaddition 1,3 dipolaire de type Huisgen. Ce type de réaction, plus connu 

sous le nom de chimie « click », a largement été décrit puis optimisé par Sharpless dans le cas 

de la réaction entre un alcyne et un azoture. Les récents développements innovants décrits par 

quelques auteurs et qui nous intéressent dans ce travail concernent la catalyse électrochimique 

de cette réaction de « click » sur électrode. 

 

La chimie « click » présente l’avantage d’être réalisée en milieu aqueux, avec une certaine 

facilité de mise en place, et de très bons rendements. Il est toutefois à noter que le cuivre I est 

la seule forme du cuivre permettant l’activation de la réaction de chimie « click », laissant 

envisager un possible contrôle de la réaction par modification de l’état d’oxydation du 

catalyseur. Devaraj et al. ont récemment démontré qu’il était possible de catalyser cette 

réaction en appliquant un potentiel négatif sur l’électrode or à greffer33. Ce potentiel permet 

de réduire localement le cuivre sous sa forme active, ouvrant de nouvelles possibilités pour 

l’adressage d’électrodes. 
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Dans le cadre de ce travail, nous avons choisi de développer une méthode basée sur cette 

chimie afin de mettre en place une voie d’adressage des biomolécules plot à plot, exploitant 

ses avantages, applicable à la détection sans marquage de biomolécules. 

 
Le premier chapitre de ce travail de thèse sera consacré à une étude bibliographique sur la 

chimie « click » et les différentes méthodes d’immobilisation sur surface compatibles avec 

l’électrochimie. Il sera nécessaire dans un premier temps de tirer un maximum d’informations 

de cette chimie afin de l’optimiser pour trouver une voie compatible avec l’adressage de 

sondes sur or. Dans ce but, une approche utilisant l’affinité des thiols pour l’or a été exploitée 

afin de mettre en place l’immobilisation d’un élément permettant d’effectuer la réaction sur la 

surface d’or. 

 
Le second chapitre aura pour objectif de mettre en place une stratégie adéquate pour 

l’élaboration de systèmes de détection en utilisant la chimie « click » de Huisgen. L’étude se 

portera sur l’électrofonctionnalisation d’une surface d’or et l’optimisation des conditions 

opératoires de cette chimie via l’immobilisation d’un dérivé ferrocène à la surface. Nous 

développerons par la suite le potentiel de cette stratégie en adaptant cette chimie pour 

l’immobilisation de divers objets sur une surface d’or, notamment des nanoparticules 

fluorescentes, ainsi que des protéines, par l’intermédiaire de la formation du complexe 

biotine/streptavidine. 

 
Le troisième chapitre de ce travail sera consacré à l’élaboration de sondes de capture 

marquées par des ferrocènes. Cette stratégie de détection est inspirée des travaux proposés par 

Heeger et Coll. 27. Ces sondes présentent l’intérêt de deux configurations structurelles très 

différentes : une configuration fermée sous forme « hairpin » et une configuration ouverte lors 

de la formation du duplex sonde/cible. Ainsi, nous traiterons ici de la synthèse 

d'oligonucléotides modifiés de structure tige-boucle via la chimie des phosphoramidites.  

 
Le dernier chapitre se focalisera sur l'étude électrochimique des différentes sondes tige-boucle 

immobilisées sur or par la chimie « click ». Les deux groupes de sondes de capture seront 

immobilisée selon deux méthodes : une méthode d’immobilisation reposant sur la chimie des 

alkylthiol et une méthode d’immobilisation reposant sur la chimie « click » développée dans 

le second chapitre. Cette étude sera suivie par une succession de tests in vitro d'hybridation 

d'ADN ciblé, effectués dans un milieu complexe, afin de déterminer la limite de détection de 

nos systèmes. 



 
 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

CHAPITRE I : INTRODUCTION 

GENERALE SUR LA CHIMIE 

« CLICK » ET SYNTHESE DES 

PRECURSEURS 
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B. Méthodes d’immobilisation sur surface d’or  

 

L’immobilisation de sondes ODN sur un support permet de localiser la réaction d'hybridation 

au voisinage de celui-ci. Cette méthode optimise le transfert électronique aux interfaces avec 

l'électrode, dans le cas d'une détection électrochimique, optimisant la sensibilité du système. 

Une molécule redox immobilisée à la surface de l'électrode a moins de risque d'être perturbée 

par le milieu dans lequel est présent sels et autres éléments capables d'interférer dans le 

processus. Par ailleurs, l’immobilisation est l'étape clé pour la réalisation d'un système de 

multidétection. L'utilisation de microsystèmes présentant plusieurs électrodes de travail 

permet de fonctionnaliser chacune d'entre elles différemment et de détecter ainsi plusieurs 

cibles de façon simultanée dans un même échantillon. Un tel système peut ensuite être intégré 

dans un système microfluidique permettant de diminuer considérablement le volume de 

l'échantillon. Le passage en flux dynamique d'un échantillon sur une surface d'électrodes 

améliore la capture des cibles, en les concentrant sur la surface. La possibilité de laver les 

surfaces avant mesure permet aussi d'améliorer la sensibilité du système. 

Les surfaces d'or ont toute une panoplie de méthodes de greffage, la plus répandue étant le 

greffage des thiols sur or, sous la forme d’une monocouche. Dans l’optique d’un adressage 

multiple, la fonctionnalisation peut éventuellement se faire par électrodépôt de polymères 

semi-conducteurs tels que les (poly)pyrroles ou par élaboration de monocouches en utilisant 

des sels aryl diazonium. Enfin, il existe des méthodes d’immobilisation par l’utilisation de la 

«click » électroactivée. Les spécificités de ces méthodes s'adaptent plus ou moins à la 

détection de cible ADN. Les principales voies de fonctionnalisation de surface d'or seront 

rapidement décrites.  

 

B.1. Greffage de biosondes sur surface d'or par la méthode des monocouches auto-

assemblées de dérivés alkylthiols. 

 

Les équipes de Nuzzo et Coll.89 ainsi que de Bain et coll.90-92 ont été pionnières quant à la 

modification d'électrodes par des alkylthiols pour des applications de capteurs. Cette 

technique est la plus répandue pour le greffage de biomolécules sur des électrodes de 

différente nature, tels que l'or, l'argent, le platine ou le cuivre. 

Les alkylthiols s’adsorbent spontanément sur ces surfaces pour former des liens covalents 

avec le métal. Il en résulte la formation d'une monocouche de chaînes alkyles, diversement 

fonctionnalisées, qui possède une inclinaison de 20° à 30° par rapport à la normale du plan. 
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Une fois la surface du métal nettoyée, la solution d'alkylthiols forme rapidement une 

monocouche, suivie d'une lente réorganisation pouvant durer plusieurs heures90. Les 

monocouches mixtes peuvent être formées en mettant en contact, avec la surface, une solution 

ou les espèces à greffer sont toutes présentes. Il en résulte une monocouche relativement 

homogène des différentes molécules92. Dans le cas où la longueur des chaînes entre les 

différents composés est très importante, il est nécessaire de commencer le greffage de la 

surface  par les chaînes les plus longues, puis d'uniformiser la monocouche en mettant la 

surface en contact avec la solution contenant les chaînes les plus courtes93 . 

Toutefois, il est à noter que ce procédé possède une limitation d'utilisation. L'énergie de la 

liaison Au-S n'est que de 30 à 45 kcal/mol 94 ce qui s’avère être notablement plus faible 

qu’une liaison covalente C-C, de l'ordre de 80-150 kcal/mol. Ces faibles valeurs d'énergie de 

liaison induisent une relative instabilité dans le temps de la monocouche alkylthiol et obligent 

les opérateurs à travailler dans une gamme de potentiels compris entre -1 V et +1 V vs ECS. 

Cette fenêtre varie en fonction de la longueur des chaînes et les groupements chimiques 

terminaux utilisés95-96. La liaison Au-S est sujette à l'oxydation sous forme de sulfinate (SO2
-) 

ou de sulfonate (SO3
-) en présence d'oxygène et de lumière97. La sensibilité à l'oxydation des 

thiols est directement fonction de la longueur et du groupement terminal de la chaîne98. Les 

soufres oxydés ainsi formés ont une énergie de liaison plus faible que les thiolates à la surface 

de l'or, provoquant des lacunes dans la monocouche et compromettant la stabilité des signaux 

électrochimiques99.  

Une autre approche pour stabiliser l'accroche des éléments thiol sur la surface d'or consiste à 

augmenter le nombre de liaisons soufre par entité chimique à greffer. C'est ainsi que l'équipe 

de Liepold et Coll. 100 a imaginé des oligonucléotides présentant plusieurs groupements thiols 

voisins sur la partie terminale de la sonde. L'accroche à la surface se fait par des unités 

appelées dithiolphosphoramidite (DTPA), compatibles avec la synthèse automatisée 

d'oligonucléotides. L'augmentation du nombre de ces unités au sein d'une même sonde 

oligonucléotidique permet d'accroître de façon plus que significative la stabilité du greffage 

des sondes au cours du temps. Il est toutefois noté une légère baisse de la surface 

fonctionnalisée, qui s'explique vraisemblablement par une gêne stérique engendrée par les 

sondes déjà greffées à la surface d'or. 

En dépit de ces limitations, les monocouches alkylthiols sont très utilisées pour la 

fonctionnalisation de surface par des biomolécules telles que des peptides101-102, des PNA103 

ou de l'ADN93. Le greffage d'oligonucléotides sur des surfaces or a particulièrement été 

approfondi par l'équipe d’Anne et Coll. 31. La présence d'une cible ADN modifie la 
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conformation des brins sondes greffés sur la surface de détection. Cette modification de 

conformation en forme duplex rigidifie le brin, réduisant considérablement sa mobilité dans la 

solution et modifiant son angle d'inclinaison par rapport à la surface d’or. De ces 

observations, de nombreuses études physico-chimiques et électrochimiques ont été menées 

sur le comportement des brins d'ADN lorsqu'ils sont sous forme simple brin30, 104 ou 

duplex105. 

Kelley et Coll. ont notamment pu observer que le double brin d'ADN faisait un angle de 45° 

avec la normale du plan106, légèrement supérieur à celui observé pour des chaînes alkylthiol 

conventionnelles. 

 

Tarlov et coll.93, 107 ont procédé à l'immobilisation de mercaptoalcool de taille identique au 

bras alkylthiol de l’oligothiol utilisé. Cette « passivation » a pour effet de combler les lacunes 

et de redresser la base des sondes, permettant une meilleure organisation de la monocouche à 

la surface de l'électrode (Figure I.B.1.) 

(CH2)6SH

HO(CH2)6SH

=

Au
 

Figure I.B.1. : Méthode de passivation de la surface par du mercaptoalcool employée par 

Tarlov et Coll. 

 

L'organisation en monocouche des sondes greffées à la surface par des liens thiol amplifie la 

variation de signal due aux changements de conformation induits par l'hybridation avec la 

cible complémentaire. Ces effets de structure sont d'une grande importance dans l'optique de 

la mise au point d'un système de détection par électrochimie sur surface d'or. 

La fonctionnalisation de surface d'or par adsorption des thiols a également permis la mise au 

point de systèmes de multidétection 108 . Contrairement aux méthodes utilisant des sels d'aryl 

diazonium ou des poly(pyrrole), il est nettement plus difficile, par la méthode des alkylthiols, 

d'envisager un adressage de sondes diverses sur un système à plots multiples. Les temps de 

greffage sont bien plus longs, le micro spotting est difficile et il n'existe aucune méthode 
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connue d’électroadressage. Pavlovic et coll. ont donc imaginé une stratégie singulière. Leur 

système de départ est préventivement greffé par une première sonde. La suite de la 

manipulation consiste à remplacer cette sonde par désorption sélective d’une partie des plots 
108. Ils ont ainsi pu faire une multidétection pour deux cibles différentes sur la même puce. Ce 

procédé est toutefois très limité car il n'empêche pas totalement les contaminations plots à 

plots.  

 

Une autre méthode de greffage faisant intervenir des thiols consiste à synthétiser des 

oligonucléotides phosphorothioates. À partir de la méthode de synthèse supportée des 

phosphorothioates développée par l'équipe de Beaucage109, des oligonucléotides sont modifiés 

sur quelques phosphates internucléosidiques de leur extrémité 3’ ou 5’ 110-111 (Figure I.B.2.). 

 

 

Figure I.B.2. : système de détection électrochimique de type « sandwich » développé par 

Iharra et Coll.110 faisant intervenir une sonde de détection modifiée par des fonctions 

phosphorothioates qui permettent son immobilisation sur la surface de l'électrode 

 

Ce type de sonde oligonucléotidique chemisorbée sur une surface d'or a été utilisé par Ihara et 

Coll. 110 afin de développer un système de détection électrochimique de type « sandwich ». 

Une première sonde oligonucléotidique de détection, complémentaire d’une partie de la cible 

ADN à détecter, est tout d'abord fixée sur l'électrode. La cible ainsi qu'une deuxième sonde 

oligonucléotidique de détection, complémentaire d’une autre partie de la cible, sont ensuite 

introduites dans le système. La deuxième sonde est modifiée par une molécule de ferrocène. 

Le  « sandwich » ainsi formé permet l'obtention d'un signal électrochimique qui ne peut 

apparaître qu'en présence de la cible complémentaire. Le signal est alors dit  « ON ». Cette 

méthode de greffage est relativement facile à mettre en œuvre, mais la densité de greffage de 

sonde est bien moindre que dans le cas d'une fonction thiol située à l'extrémité de 

l'oligonucléotide. 

 

B.2. Electro-fonctionnalisation de surface d'or par des sondes oligonucléotides via le 

greffage de molécules aryl diazonium 

 

Cette chimie a été initiée par Delamar et Coll. en 1992112. Ils ont relaté le greffage du (4-

nitrophényl)diazonium tétrafluoroborate sur une électrode de carbone vitreux sous l'action 
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d'un courant électrique. L'électrode ainsi fonctionnalisée a permis l'obtention d'un signal 

réversible du nitrobenzène par voltampérométrie cyclique. Ce mode de fonctionnalisation a 

ouvert la voie vers une méthode attractive pour la fabrication de micro capteurs. 

La modification des électrodes avec des sels d'aryl diazonium s'effectue par l'adsorption du 

radical aryl dans acétonitrile ou en milieu aqueux acide (pH < 2). Le mécanisme de la réaction 

sur des électrodes de carbone, décrit pour la première fois par Delamar et coll., est représenté 

dans la figure I.B.3. 

 

 

Figure I.B.3. : Mécanisme de la réaction de greffage covalent d’un aryl diazonium sur 

surface en carbone 113 

 

Le greffage par réduction des sels d'aryl diazonium est typiquement effectué par 

voltampérométrie cyclique ou en imposant un potentiel fixe. Cette dernière méthode apporte 

un meilleur contrôle du dépôt des molécules sur électrode. 

La liaison C-C formée avec la surface de carbone est bien plus forte qu'une liaison S-Au. La 

monocouche ainsi formée a ainsi une stabilité accrue à forte température et permet l'utilisation 

d'une fenêtre de potentiel bien plus large. Toutefois la formation de la couche sensible n’est 

que très peu contrôlée. Les radicaux générés électrochimiquement à la surface interviennent 

dans des réactions secondaires parasites, perturbant la régularité de la couche formée 114. Ces 

réactions sont fonction du substituant du cycle benzénique situé en para du sel d'aryl 

diazonium 115. Il est également possible d'engendrer une liaison sans perte du groupement 

diazonium générant une hydrazine attachée sur la surface 116. 

Une grande variété de surfaces a pu être fonctionnalisée par la réaction de sels d'aryl 

diazonium. La surface de carbone est à l'heure actuelle le support le plus utilisé compte tenu 

de l'historique de la réaction et de son coût peu élevé113, 117-118. 

Corgier et coll. ont greffé de façon directe des oligonucléotides, des protéines et des anticorps 

sur une surface de carbone sans passer par un intermédiaire ester activé119-120. D'autres types 

de surface ont été utilisées, à savoir des métaux (Au, Co, Ni, Zn, Pt)121, du diamant 122 ou 
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encore du silicium 123. Un grand nombre de biomolécules telles que des peptides124, des 

enzymes125, des protéines126 ou de l'ADN127 a ainsi pu être immobilisé. 

Harper et coll. ont mis au point un système de détection simultanée d'acide nucléiques et de 

protéines (Figure I.B.4.)128. 

 

 

Figure I.B.4. : système de détection électrochimique simultanée d'acide nucléiques et de 

protéines proposé par Harper et Coll.128. (A) électroadressage des sels d'aryl diazonium 

substitués en para par un acide carboxylique, sur la moitié des électrodes disponibles. (B) 

formation de l'ester activé et couplage de l'ODN. (C) électroadressage sur l'autre moitié des 

électrodes des sels d’aryl diazonium substitués en para par un anticorps 

 

Des sels d'aryl diazonium substitués en para par un acide carboxylique ont tout d'abord été 

électroadressés sur la moitié des électrodes disponibles. L’acide a ensuite été modifié par un 

ester activé permettant le couplage d'un ODN modifié à l'une de ses extrémités par une amine 

primaire. L'autre moitié des électrodes a enfin été fonctionnalisée par des sels d'aryl 

diazonium substitués en para par un anticorps. Ce système a permis la mise en place d’une 

détection simultanée de cibles ADN et de protéines. La détection a été effectuée par 

chronoampérométrie à un potentiel de 0 V vs Ag/AgCl. La reconnaissance de la cible 

complémentaire a été matérialisée par l'obtention d'une forte augmentation de l'intensité par 

rapport à celle obtenue en l'absence de cible. 

 

Bien que cette méthode présente de grands avantages quant à la stabilité dans le temps ainsi 

que le multi-adressage, la chimie de formation des diazoniums demande un équipement 

adapté et un certain savoir-faire. 

 

 

B.3. Utilisation de films poly(pyrrole) comme polymères électroactifs pour le greffage 

de sondes et la détection d’ADN 

 

Parmi les polymères conjugués existants qui peuvent être électrodéposés sur une électrode, le 

poly(pyrrole) est un composé intéressant pour l'utilisation biologique car il est utilisable en 

milieux aqueux et à pH physiologique. Il est communément utilisé pour le greffage de 

molécules biologiques telles que des ADN, des peptides ou des sucres129-130. D'autres 
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polymères conducteurs comme le poly(éthylènedioxythiophène) (PEDOT)131 , le 

poly(thiophène)132 ou la poly(aniline)133-134 ont également été étudiés. 

 

B.3.a. Greffage de biomolécules sur des films poly(pyrrole) 

 

Le poly(pyrrole) est élaborée par électropolymérisation sous l’effet d'un potentiel135. Des 

unités pyrrole, pouvant être ou ne pas être fonctionnalisées, sont polymérisées à la surface 

d'une électrode sous l'effet d'un potentiel anodique. La charge délivrée pendant 

l'électropolymérisation permet de contrôler l'épaisseur du film poly(pyrrole) ainsi que son 

homogénéité à la surface même de l'électrode. 

Dans les années 90, l'équipe de Garnier a utilisé des pyrroles modifiés par des biomolécules. 

Il s'agissait d'unités pyrrole sur lesquelles ont été greffées des acides aminés136 puis des 

dimères de peptides137. Livache et coll. ont par la suite fonctionnalisé l'azote des unités 

pyrrole par des ODN138. Les dérivés obtenus ont alors été copolymérisés avec des unités 

pyrrole non modifiées. La formation des films poly(pyrrole) par électropolymérisation aboutit 

à un adressage ciblé sur les électrodes de travail activées et constitue un outil idéal pour 

l'élaboration de systèmes de multidétection. Ces travaux préliminaires ont conduit à la mise au 

point de la puce MICAM (Figure I.B.5.) : il s'agit d'une puce composée par 128 électrodes de 

travail en or multiplexées ayant chacune une surface de 2,5.10-5 cm². Chaque électrode peut 

donc être indépendamment fonctionnalisée permettant une multidétection129, 139-140. 
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Figure I.B.5. : Système de la puce à ADN MICAM. A) grossissement des 128 électrodes 

multiplexées. B) vue générale de la puce C) schéma de la fonctionnalisation individualisée 

des électrodes de travail par des films poly(pyrrole) modifiés par des sondes ADN129, 140 

 

Les cibles biologiques d’intérêt sont préalablement biotinylées de façon à permettre une 

détection par fluorescence en présence du conjugué Streptavidine-R-phycoérythrine129. 

 

B.3.b. Détection électrochimique du duplex ADN 

 

Dans l'optique d'une détection par électrochimie, l'équipe de Garnier à fonctionnalisé des 

surfaces en utilisant des monomères pyrrole ester activé 141. La signature électrochimique du 

poly(pyrrole) permet de suivre la réaction de reconnaissance sonde/cible. La position 3 du 

pyrrole est fonctionnalisée, afin de maintenir une bonne conductivité à la surface. Pour ce 

faire, le monomère a tout d'abord été électrocopolymérisé avec un monomère pyrrole acide 

acétique. La proportion de chacun des monomères a permis de déterminer le taux de 

fonctionnalisation de la surface. Un ODN ayant une amine primaire terminale a ensuite été 

couplé à l'ester activé présent sur le polymère conducteur. L'intérêt de ne coupler l'ODN 

qu’après la copolymérisation est que les deux monomères pyrrole ont une cinétique de 

polymérisation très proche. L'utilisation de monomères pyrrole-ODN pour la 
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copolymérisation modifie le taux de fonctionnalisation, ce dernier ayant une cinétique de 

polymérisation plus lente. 

Le suivi de l'hybridation de l'ODN sonde avec sa cible complémentaire par ce système a été 

effectué par voltampérométrie cyclique142 et par impédance143. La formation du duplex a été 

visualisée en voltampérométrie cyclique par diminution du Iox et, en impédance, par une 

augmentation de la résistance de transfert de charges. 

La sensibilité de ce système est de l'ordre du picomolaire mais il est limité par la faible 

variation de la réponse électrochimique du pyrrole durant la réaction d'hybridation. En effet, 

la largeur à mi-hauteur du signal redox de ces polymères est très large (> 200 mV) et la 

précision de lecture est donc faible. 

La sensibilité de ces systèmes de détection a été améliorée en partie par l'équipe de Korri-

Youssoufi et Coll.144-145 mais aussi par l'équipe de Bouchet et Coll.28 . Il s'agit de systèmes de 

détection utilisant des ferrocènes comme marqueurs redox, affinant la signature 

électrochimique des polymères conducteurs, support des sondes biologiques. 

Dans le premier cas, des monomères pyrrole ferrocène ester activé en position 3 ont été 

copolymérisés avec un monomère pyrrole acide acétique. Les monomères pyrrole utilisés sont 

fonctionnalisés en position 3 afin de maintenir une bonne conductivité du polymère 

correspondant. Un ODN ayant une amine primaire terminale a ensuite été couplé à l'ester 

activé. Le signal électrochimique analysé par CV donne des pics fins correspondant à 

l'oxydation et à la réduction du ferrocène. La reconnaissance de la cible complémentaire 

conduit à une diminution en intensité des pics d'oxydation et de réduction. La sensibilité de ce 

système de détection donnée par les auteurs est de 100 pM. 

Dans le second cas, 3 monomères pyrrole ont été copolymérisés : un monomère pyrrole 

ferrocène, un monomère pyrrole ODN et un monomère éthanol-3-pyrrole. Après la 

copolymérisation sur une surface de graphite, le polymère conducteur se présentait sous forme 

de cylindre de copolymères. Le film polymère perd sa structure cylindrique après 

l’hybridation avec la sonde ADN. Les ferrocènes intégrés dans la structure même du 

polymère voient donc leur signal électrochimique directement influencé par l'hybridation de 

l'ODN. Ce changement de structure induit une diminution de l'intensité du pic d'oxydation. Le 

système permet la détection de cibles à une concentration minimale de 100 pM. 

L’utilisation des films poly(pyrrole) pour la mise au point d'un système de détection d'acide 

nucléique est avantageuse car sa synthèse par électropolymérisation permet un adressage 

sélectif des sondes sur une puce électrochimique, ainsi que le contrôle de l'épaisseur du film et 

de sa reproductibilité. Les monomères pyrrole sont néanmoins des molécules relativement 
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instables qui peuvent facilement polymériser. Ces molécules nécessitent donc beaucoup de 

précautions dans leur utilisation ainsi que dans leur stockage. De plus il se pose également un 

problème de distance des sites de reconnaissance vis-à-vis de l'électrode. Le polymère risque 

d'interférer dans les transferts électroniques et ainsi de noyer les variations de signal.  

 

B.4. Adressage de surface d’or via la chimie « click » électrocatalysée 

 

La réaction de CuAAC a été rapportée comme un outil pertinent pour l’immobilisation de 

ligands sur un support solide, notamment pour la préparation de puces à ADN. Son utilisation 

a déjà été rapportée en présence de cuivre (I) / TBTA146 , sans que la notion d’adressage ne 

soit évoquée. 

Toutefois, au cours de ces dernières années, cette méthode a été grandement améliorée par 

l’équipe de Devaraj et Coll.33 par le développement d’une méthode de chimie « click » 

électroassistée, permettant de générer in situ le cuivre (I). Celui-ci est obtenu par application 

d’un potentiel négatif menant à la réduction du cuivre (II) en présence d’acide 

bis(bathophénanthroline) disulfonique. Cette électrogénération de Cuivre (I) a l’avantage 

d’être réalisée dans la région proche de l’électrode, développant ainsi une nouvelle voie 

d’électroadressage sur or (Figure I.B.6.).  

 

 

Figure I.B.6. : Immobilisation de l’éthynyl-ferrocène sur une monocouche d’or. 

 

Il est possible d’éviter toute contamination croisée dans un système multi-électrodes par 

application d’un potentiel positif sur les électrodes qui ne doivent pas être fonctionnalisées. 

Dans cette optique, Hansen et coll147 ont fonctionnalisé des électrodes avec un polymère 

conducteur de PEDOT modifié par un groupement azoture. L’application d’un potentiel 

négatif leur a permis d’immobiliser sélectivement deux fluorophores distincts. 



45 
 

De façon similaire, l’équipe de Canete et Coll.148-149 a utilisé cette méthode pour la fabrication 

de puces à ADN. La sonde immobilisée est un oligonucléotide modifié par un groupement 

bleu de méthylène (Figure I.B.7) 

 

Figure I.B.7. : Structure des sondes oligonucléotidiques pour la réaction de « click » 

électroactivée149 

 
 
Cette méthode permet la détection de la cible complémentaire par hybridation de celle-ci avec 

la sonde de capture. La détection de cette hybridation est réalisée par Voltammétrie 

impulsionnelle différentielle (DPV). L’hybridation de la cible entraine la diminution du signal 

DPV. Les seuils de détection de ces systèmes ne sont pas précisés par les auteurs. 

 

Cette méthode d’immobilisation de biomolécules sur surface d’or semble très prometteuse et 

sera donc retenue dans cette étude. La synthèse des entités nécessaires pour la réalisation de 

cette stratégie sera détaillée dans la partie suivante. 
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C. Stratégie de synthèse pour la mise au point de l’électroadressage sur surface d’or par les 

alkylthiols 

 

C.1.  Rappels sur la synthèse automatisée sur support solide via la chimie dite aux 

phosphoramidites 

 

Nous avons décidé d’utiliser la synthèse automatisée afin de concevoir notre élément 

d’accroche sur surface d’or pour la chimie « click ». L’outil sera utilisé plus amplement dans 

la suite des travaux, notamment lorsque nous procéderons à la réalisation d’oligonucléotides 

modifiés. Nous rappellerons, donc, dans cette partie les éléments d’un cycle d’incorporation 

classique. 

 

C.1.a. Historique 

 

Les équipes de Caruthers et Beaucage sont les premières à avoir introduit la notion de 

synthèse supportée d’ADN via la chimie dite aux phosphoramidites 150. A partir d’un premier 

nucléoside greffé sur un support de CPG (controlled pore glass), l’élaboration d’une chaine 

ADN est faite par la croissance du premier nucléoside par couplages successifs de synthons 

phosphoramidites.  

Originalement, le premier nucléoside a été attaché au support via un lien ester formé entre 

l’hydroxyle en 3’ du désoxyribose et les fonctions acide carboxylique d’un support de type 

gel de silice, comme décrit dans l’article de Matteucci 151. Les fonctions acide résiduelles ont 

été neutralisées avant de faire réagir le premier nucléoside de la séquence. Dans l’article de 

Matteucci, la réaction de ce dernier était menée sur l’hydroxyle libre en 5’, en présence de 

1H-tétrazole qui joue le rôle d’activateur, avec un monomère nucléotidique protégé en 5’ par 

un DMT et fonctionnalisé en 3’ par un méthoxy phosphite. Le temps de couplage était de 

l’ordre de 20 minutes. Les rendements obtenus ont été supérieurs à 93 % pour un dimère. 

Cette procédure a servi de base pour de nombreuses équipes de recherche151-154 et a abouti, 

après quelques optimisations de certaines des fonctions réactionnelles des monomères, à la 

mise au point d’un système automatisé de synthèse supportée d’ADN/ARN. Désormais, les 

monomères nucléotidiques classiques présentent en 3’ la fonction alcool fonctionnalisée par 

un 3’-[(2-cyanoéthyl)-(N,N-diisopropyl)]-phosphoramidite. En revanche, la position 5’ du 

ribose est toujours protégée par un groupement diméthoxytrityle (DMT) acido-labile. Cette 
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méthode de protection de la position 5’ par un DMT a été mise au point par Khorana et al. en 

1962 155. 

 

 

Figure I.C.1. : Monomère nucléotidique utilisé pour la synthèse dite aux 

« phosphoramidites » 

 

C.1.b. Fonctionnement 

 

La synthèse automatisée d’un ODN se déroule classiquement de l'extrémité 3’ vers extrémité 

5’ de la chaîne 156. Chaque nucléotide est relié par une liaison phosphotriester en 3’-5’. La 

synthèse automatisée prend place dans une colonne où sont placées des billes de verre (de 

taille de pores classiquement comprises entre 50 et 200 nm) de fonctionnalisation de surface 

variable. La succinyl-LCAA-CPG (succinyl long chain aminoalkyl controlled pore glass) peut 

être notamment fonctionnalisée par des nucléosides ou bien par des bras fonctionnels 

possédant un hydroxyle protégé qui permet d'initier l’élongation des chaînes. Il est à noter que 

des CPG modifiées par un nucléodithiol composé d’un radical dihydroxydithiane 

phosphoramidite ont été utilisé pour élaborer une molécule polythiol permettant l’ancrage sur 

surface d'or via la méthode des monocouches auto-assemblées (SAM).  

La synthèse automatisée se déroule classiquement en quatre étapes (Figure I.C.2.) 
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Figure I.C.2. : Représentation schématique du cycle de couplage de nucléoside 

phosphoramidite en synthèse supportée automatisée. 

 

 L'étape zéro du programme consiste à éliminer le groupement diméthoxytrityl (DMT) 

qui protège la fonction hydroxyle terminal de l'amorce. Lorsqu'il s'agit d'un nucléoside 

c'est l'hydroxyle en 5’ du ribose qui est déprotégé. Cette étape s'effectue par un 

passage dans la colonne d'une solution d'acide trichloracétique (3% TCA dans le 

dichlorométhane v/v). Le clivage du groupement DMT libère un cation trityl coloré 

rendant possible l'évaluation du rendement de couplage par UV visible (Ȝ=498 nm). 

Chaque rendement est ainsi donné par rapport au rendement de couplage de la base 

précédente. 

 L’étape 1 de chaque cycle est l'étape de couplage. La réaction est activée par le 

tétrazole (0,175 mL, 78,8 μmoles, d’une solution à 0,1 M dans l’acétonitrile) en 

équivolume avec le nucléoside phosphoramidite (0,175 mL, 17,5 μmoles, d’une 

solution à 0,1M dans l’acétonitrile). Ils sont introduits de façon simultanée dans la 

colonne pour former un nucléotide très réactif. Cette opération réalisée deux fois par 

couplage avec un temps d'attente de 15 secondes et 25 secondes à chaque ajout de 

mélange pour permettre la réaction. Les temps et les concentrations sont donnés pour 

des synthèses à l'échelle de 1 μmole. 
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 L'étape 2, appelée étape de « capping », permet de bloquer les fonctions hydroxyle 

n'ayant pas réagi lors de l'étape 1 du couplage. Elle est activée par un anhydride 

acétique (10% v/v dans un mélange pyridine/THF 1 : 8) en présence de 1-N-

méthylimidazole (16% v/v dans le THF) permettant de former un réactif d’acétylation 

des hydroxyles libres. 

 
 

 L’étape 3 correspond à une étape d'oxydation du phosphite trivalent, peu stable, en 

phosphate pentavalent, beaucoup plus stable. La réaction se déroule généralement en 

présence d'iode (0,75 mL, 15 μmoles, d’une solution à 0,02M dans un mélange 

THF/pyridine/eau). 

 

 Enfin, l'étape 4 correspond à la déprotection de la fonction hydroxyle en 5’ du dernier 

nucléotide couplé avec de l'acide trichloracétique (3% v/v dans le dichlorométhane). 

Cette étape constitue également la première étape d'un nouveau cycle d'incorporation.  

 

En fin de synthèse, les oligonucléotides sont décrochés de leur support par immersion de la 

CPG dans une solution d'ammoniaque concentrée (NH4OH 30% aqueuse) pendant une nuit à 

60 °C. Cette étape de décrochage permet également la rupture des groupements protecteurs 

des fonctions amine exocycliques des bases nucléiques cytosines, adénines  et guanines ainsi 

que l’élimination du groupement cyanoéthyl pour libérer les phosphate diesters. Après 

filtration de la CPG, l'ammoniaque est par la suite évaporée et le brut réactionnel est 

concentré pour être conservé au congélateur en attendant une purification par 

chromatographie liquide haute performance (CLHP). 

 À partir d'un programme classique, des modifications, portant sur les réactifs utilisés et leur 

concentration ou sur l'enchaînement des étapes du cycle de synthèse, ont été apportées afin 

d’élaborer des « linkers » à façon. 

 

C.2 Synthèse des éléments ferrocène et alkylthiol 

 

La chimie des alkyl thiol a été retenue pour le greffage sur surface d’or. Néanmoins, les 

tentatives d’adressage sur une puce de multidétection effectuées à ce jour sont peu souples, et 

les risques de « cross » contamination plot à plot sont élevés108. Il est donc nécessaire 

d’envisager une autre chimie pour l’adressage des surfaces : La chimie « click » 
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électrocatalysée précédemment décrite a été développée. Cette réaction peut être catalysée par  

une électroactivation du cuivre localement sur l’électrode. Elle présente de très bons 

rendements en milieu quasi aqueux. Dans le cadre de ce travail, il sera donc développé 

l’élaboration de deux entités chimiques: 

 

 Un dérivé alkyl thiol fonctionnalisé par un groupement alcyne, afin de jouer le rôle 

d’élément d’ancrage sur surface d’or 

 Un élément redox, le ferrocène, qui sera fonctionnalisé par une fonction azoture. Cette 

molécule sera greffée sur l’électrode par réaction « click » afin de déterminer les 

paramètres optimaux pour l’immobilisation ultérieure de biomolécules sur électrode 

d’or. 

 

La chimie abordée dans cette partie sera l’étape déterminante pour la mise au point d’une 

stratégie d’immobilisation électroadressée de sondes oligonucléotidiques sur or. 

 

C.2.a.  Synthèse d’un élément ferrocène à terminaison azoture 

 

Afin de mettre au point la réaction de « click » sur or, l'utilisation d’un marqueur redox simple 

est utilisée pour étudier la faisabilité de la réaction, et déterminer les paramètres optimaux de 

sa réalisation. En outre, le ferrocène est abondamment utilisé dans la littérature111, 131-132, 157, 

ce qui nous permet d’avoir une importante base de données pour ses propriétés 

électrochimiques158. 

Le ferrocényléthylazide 6 est synthétisé en 6 étapes, avec un rendement global de 27 %. 

 

Figure I.C.3. : Voie de synthèse du ferrocényléthylazide 6 

 

Cette molécule est synthétisée à partir du N,N-diméthylaminoferrocène commercial. L’amine 

tertiaire de ce composé a tout d'abord été méthylée de façon à obtenir l'ammonium 
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correspondant 1 constituant un bon groupe partant et favorisant une attaque nucléophile en α 

du ferrocène. Le cyanure de sodium a été utilisé comme nucléophile de façon à obtenir le 

ferrocénylacétonitrile 2. Le nitrile de cet élément est ensuite hydrolysé à la potasse alcoolique 

pour former l'acide carboxylique correspondant 3, puis réduit ensuite au LiAlH4 de façon à 

obtenir l'alcool primaire 4. Après tosylation de cet alcool, conduisant au composé 5, le 

ferrocényléthylazide 6 est obtenu par l’attaque nucléophile de l’azoture de sodium. 

 

C.2.b.  Synthèse d’un élément d’ancrage Alkyl thiol sur surface d’or  

 

De l’étude précédente, le DTPA (dithiolphosphoramidite) a été retenu pour sa stabilité sur 

surface d’or. En outre, ce composé commercial est compatible avec une voie de synthèse en 

phase solide, ce qui permet de simplifier radicalement la synthèse de l’élément d’accroche. 

Ainsi, un groupement DTPA a été incorporé par chimie supportée, obtenu par couplage de 

DTPA en solution sur une colonne CPG commerciale 1μmol fonctionnalisé par du DTPA 

(selon la méthode développée dans la partie C.1.b.) 

La réalisation de l’élément d’ancrage est terminée par le couplage de l’héxynyl 

phosphoramidite à l’entité bis-DTPA obtenue. Le composé bis(DTPA)héxynyle 7 est ensuite 

décroché par action de l’ammoniaque à 30 %, et caractérisé par spectroscopie de masse ESI 

(SM (ESI-) : 829,0 ([M3- + 2H]-)). 

Toutefois, à cause de la faible molarité de la colonne utilisée, il n’existe pas de méthode 

simple de quantification pour le composé 7. Des tentatives d’analyse par RMN ont échouée. 

Il a donc été synthétisé un second dérivé bis(DTPA) au sein duquel est inséré une base 

thymine (Figure I.C.4.), selon un protocole expérimental similaire. Le composé bis(DTPA) 

thymine-héxynyle 8 est ainsi obtenu. 

 

Figure I.C.4. : Structure des dérivés bis(DTPA)héxynyle 7 et bis(DTPA) thymine-héxynyle 8 
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Ce composé acquiert ainsi des propriétés d’absorbance grâce à la thymine, ce qui lui permet 

d’être dosé par spectrométrie UV-visible. En outre la chromatographie liquide haute 

performance (CLHP) du composé 8 directement décroché de la CPG ne montre qu’un seul pic 

de rétention. Il ne semble pas nécessaire d’ajouter une étape de purification avant utilisation 

de ces composés sur or (Figure I.C.5.). Après dosage du composé 8, un rendement global de 

80 % pour la synthèse de ces deux composés a été attribué. 
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Figure I.C.5. : Chromatogramme CLHP du bis(DTPA)thymine-héxynyle 8 décroché de la 

CPG. Colonne LiChrospher 100 RP18 5 μm, 60°C. Gradient en acétonitrile de 0 à 30% en 25 

minutes dans du tampon TEAAc 50 mM pH=7 



53 
 

D. Conclusion 

 
La conception de microsystèmes permettant une détection multiplexée et sans-marquage de 

biomolécules est nécessaire pour le développement de méthodes de diagnostic fiables et 

rapides. Dans cette perspective, l’électrochimie se révèle être une technique de choix, celle-ci 

étant à la fois sensible et adaptée aux problématiques d’intégration et de miniaturisation 

posées par les microsystèmes de multidétection. Elle permet en outre de contrecarrer les 

problèmes de coûts d’équipements et de portabilité des appareils de détection.  

 

En regard de la littérature, la stratégie d’adressage par la chimie « click » semble être très 

prometteuse et a été développée pour l’ancrage de biomolécules sur des électrodes d’or. La 

méthode des monocouches autoassemblées d’alkylthiols sur surface d’or est la méthode de 

choix pour fonctionnaliser des surfaces or. Elle a été préférée pour immobiliser l’amorce 

fonctionnelle permettant la chimie « click » sur support, car elle offre un rendement de 

greffage efficace. Cette amorce est constituée de quatre fonctions thiols afin de l’immobiliser 

de façon stable sur la surface des électrodes. 

 

Deux molécules précurseurs de la chimie « click » électrocatalysée ont été synthétisées. 

Une première entité chimique de petite taille, constituée de deux groupements dithiol 

phosphate et d’un groupement héxynyle a été synthétisée par une voie en phase solide, et 

caractérisée : Le composé bis(DTPA)héxynyle. Un élément ferrocène modifié par un 

groupement éthylazoture a été synthétisé et caractérisé. 

 

Ces substances permettront de développer le greffage électroactivé d’un ferrocène sur surface 

or. Cette étude  permettra de déterminer les conditions expérimentales pour l’immobilisation 

d’une biosonde modifiée par un groupement azoture en 3’ et de groupement ferrocène en 5’. 

Ainsi, la chimie d’adressage va pouvoir être mise au point avant de l’appliquer à 

l’immobilisation de biomolécules. 
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E. Partie expérimentale 

 

Les réactifs nécéssaires à la chimie dite aux “phosphoramidites” et les solvant utilisés pour la 

synthèse automatisée ont été achetés Glen Research (Sterling, Virginia). La Tris[(1-benzyl-

1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl]amine (TBTA), Tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochloride 

(TCEP), ainsi que tous les autres solvants et réactifs chimiques ont été obtenus chez Sigma 

Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France). La Célite et le gel de silice ont été acquis auprès de 

Fluka (France).  

 

E.1. Synthèse du ferrocène éthyle azide 

 

E.1.a. Synthese du N,N,N-trimethyl-1-ferrocénylmethanaminium iodide (1) 

 

2.5316 g (10.43 mmol) de N,N-dimethylaminomethylferrocène sont dissous avec 3.5 mL 

(512.2 mmol) d’iodure de méthyle dans 50 mL de méthanol, sous une atmosphère inerte 

d’argon. Après 3 heures d’agitation à temperature ambiante, la solution est concentrée sous 

vide, puis le résidu repris dans un minimum de méthanol et 400 mL d’éther diéthylique, afin 

de faire précipiter le composé. Après filtration sur büchner, le produit est rincé avec de l’éther 

diéthylique froid. 3.8502g (10.00 mmol, 96%) du composé 1 sont ainsi obtenus sous la forme 

d’une poudre couleur jaunâtre. 

 

 

 

RMN 
1
H (300 MHz, CDCl3): į (ppm) = 3.32 (s, 9H, H6), 4.31 (s, 5H, H4), 4.34 (d, 2H, H2), 

4.59 (m, 2H, H3), 4.92 (s, 2H, H5 et H5’). 

SM (ESI+) : 199,0 (FcCH2
+) 257.9 ([M + H]+). 

Formule brute : C14H20FeN+  masse calculée 258.1 

masse trouvée 258.9. 
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E.1.b. Synthèse du 2-ferrocénylacétonitrile 2  

 

3,3215 g (66,43 mmol) de cyanure de sodium sont dissous dans 30 mL d’eau. 2,3793 g (6,18 

mmol) du composé 1 sont ajoutés au milieu. Le ballon est alors surmonté d’un réfrigérant et le 

milieu est porté à reflux, sous agitation, pour la nuit. Le milieu est ensuite laissé revenir à T 

ambiante, le précipité noir obtenu est filtré sur fritté de porosité 3. Le milieu est ensuite extrait 

par trois fois 50 mL d’éther diéthylique. Les phases organiques sont rassemblées et lavées par 

35 mL d’eau, puis évaporée à sec sous vide de pompe à palette. 1,0238 g (4,55 mmol, 74%) 

d’un solide cristallin marron clair est obtenu. 

 

 

 

RMN 
1
H (300 MHz, CDCl3): į (ppm) = 3.42 (s, 2H, H5 et H5’), 4.18 (d, 2H, H2), 4.24 (s, 5H, 

H4), 4.26 (d, 2H, H3).  

SM (ESI+) : 199,0 (FcCH2
+) 224,9 ([M + H]+)  

Formule brute : C12H11FeN  masse calculée 225,1 

masse trouvée 225,9. 
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E.1.c. Synthèse de l’acide 2-Ferrocénylacétique 3 

 

929,6 mg (4,12 mmol) du produit 2 sont dilués dans 9 mL d’éthanol et mélangés à 23 mL de 

potasse 2 M dans l’eau. Le mélange est porté à reflux pendant la nuit. Le milieu est ensuite 

concentré à sec, puis dilué dans 25 mL d’eau. Le milieu est extrait par deux fois 10 mL 

d’éther diéthylique. 23 mL d’une solution de HCl à 2 M (4,9 mL d’HCl 37% dans 25,1 mL 

d’eau) sont ajoutés goutte à goutte sous agitation dans la phase aqueuse. Le précipité ainsi 

formé a été filtré sur fritté et lavé à 3 reprises avec 12 mL d’eau froide. Les ajouts continus 

d’acide à 2M dans la phase aqueuse sont poursuivis jusqu’à disparition du trouble de celle-ci. 

Le second précipité obtenu est filtré, lavé avec de l’eau froide, puis rassemblé avec le 

précédent. 812,0 mg (3,34 mmol, 81 %) d’une poudre jaune sont obtenus. 

 

 

 

RMN 
1
H (300 MHz, CDCl3): į (ppm) = 3.40 (s, 2H, H5 et H5’), 4.08 (s, 7H, H3 et H4), 4.05 

(s, 2H, H2). 

SM (ESI+) : 199,0 (FcCH2
+), 243,0 ([M + H]+) 

Formule brute : C12H12FeO2  masse calculée 244,0 

masse trouvée 244,0 
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E.1.d. Synthèse du 2-Ferrocényléthanol 4 

 

A une suspension de 247,0 mg (6,5 mmol) de LiAlH4 dans 20 mL de THF anhydre, dans un 

bain de glace à 0°C, est ajouté, goutte à goutte, 792,2 mg (3,25 mmol) du composé 3 dissous 

dans 15 mL de THF anhydre. Le mélange est ensuite laissé à revenir à température ambiante, 

puis porté à reflux pendant 24h. En fin de réaction, le milieu réactionnel est placé dans un 

bain de glace à 0°C, et 20 mL d’eau sont ajoutés goutte à goutte. Après filtration sur célite, le 

mélange est extrait trois fois avec 35 mL d’éther diéthylique. Les phases organiques sont  

rassemblées puis concentrées. 606,0 mg (2,42 mmol, 75%) d’un solide orange cristallin sont 

obtenus. 

 

 

 

RMN 
1
H : (300 MHz, CDCl3): į (ppm)=2.68 (s, 2H, H5 et H5’), 4.05 (s, 9H, H2, H3 et H4), 

4.12 (s, 2H, H6 et H6’). 

SM (ESI+) : 199,0 (FcCH2
+), 213,0 (FcCH2CH2

+), 229,0 ([M + H]+)  

Formule brute : C12H14FeO  masse calculée 230,0 

masse trouvée 230,0. 
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E.1.e. Synthèse du 2-Ferrocényléthan 4-méthylbenzènesulfonate 5 

 

549,8 mg (1,69 mmol) de 4 et 600 μL (4,30 mmol) de TEA sont dilués dans 3,5 mL de 

dichlorométhane. Le mélange est plongé dans un bain de glace à 0°C et 988,1 mg (5,19 

mmol) de p-TsCl sont ajoutés. Le milieu réactionnel est laissé sous agitation 24h à 40°C. Le 

milieu réactionnel est alors noir. En fin de réaction, le mélange est dilué dans 15 mL d’éther 

diéthylique et successivement lavé avec 10 mL d’eau, 5 mL d’une solution HCl à 0,4 M, 5 

mL d’une solution aqueuse saturée de bicarbonate et 5 mL d’une solution aqueuse saturée de 

NaCl. La phase organique est ensuite concentrée à sec. Le résidu obtenu est purifié sur 

colonne montée dans un mélange cyclohéxane/triéthylamine 99/1 et élué par un gradient de 0 

à 10 % d’acétate d’éthyle dans le cyclohéxane. 

784,2 mg (2,05 mmol, 82%) d’un solide orange ont été récoltés. 

 

 

 

RMN 
1
H : (300 MHz, CDCl3): į (ppm) = 2.43 (s, 3H, H11), 2.68 (t, 2H, H5 et H5’), 4.03 (d, 

2H, H2), 4.06 (s, 7H, H3 et H4), 4.12 (t, 2H, H6 et H6’), 7.32 (d, 2H, H9), 7.76 (d, 2H, H8). 

SM (ESI+) : 213,0 (FcCH2CH2
+), 383,0 ([M + H]+)  

Formule brute : C19H20FeO3S masse calculée 384,1 

masse trouvée 384,0. 
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E.1.f. Synthèse du 2-azidoéthyl ferrocène 6 

 

166,5 mg (0,43 mmol) du composé 5 et 292,8 mg (4,51 mmol) d’azoture de sodium sont 

dissous dans 2 mL d’eau et 2 mL d’acétonitrile. Le mélange est porté à reflux pendant une 

nuit. Le milieu réactionnel est ensuite refroidi à température ambiante et dilué dans 1 mL 

d’eau supplémentaire. Le mélange est extrait par 3 fois 5 mL d’éther diéthylique. La phase 

organique obtenue est lavée avec 2 mL d’eau, puis concentrée. 

Le résidu est purifié sur gel de silice. La colonne est montée dans un mélange cyclohexane / 

triéthylamine 98:2. L’élution est faite dans un premier temps avec du cyclohéxane, permettant 

de récolter le produit 6, puis dans un deuxième temps, l’élution est faite avec un mélange 

cyclohexane/ acétate d’éthyle 9:1, permettant de récupérer le réactif 5 qui n’a pas réagi. Les 

fractions contenant le produit 6 sont rassemblées et évaporées à sec à la pompe à palette. 

88,5 mg (0,35 mmol, 81%) d’une huile marron/rouge-brique sont obtenus.  

 

 

 

RMN 
1
H (300 MHz, CDCl3): į (ppm) = 2.62 (t, 2H, H5 et H5’), 3.36 (t, 2H, H6 et H6’), 4.10 

(s, 4H, H2 et H3), 4.11 (s, 5H, H4).  

SM (ESI+) : 213,0 (FcCH2CH2
+), 254,0 ([M + H]+) 

Formule brute : C12H13FeN3  masse calculée 255,1 

masse trouvée 255,0. 

 

 

E.2. Synthèse supportée des dérivés bis(DTPA)  

 

Les synthèses automatisées via la chimie des phosphoramidites ont été réalisées sur un 

synthétiseur d’ADN/ARN Applied biosystems ABI 394 selon le programme décrit en annexe. 

L’ensemble des réactifs et solvants ont été chargés sur le synthétiseur et toutes les voies de 

synthèse ont été successivement amorcées via un programme de la machine. 
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Le dérivé bis (DTPA)héxynyle 7 est constitué de deux groupements 1,2-dithiane-4-ol-5-

phosphate, et d’un groupement héxynyle. Une colonne DTPA-CPG (1μmol) a été utilisée 

comme support, et une incorporation successive d’un DTPA, avec un couplage de 6 min, puis 

de l’héxynyle phosphoramidite a été réalisée. Le composé est ensuite décroché de la CPG par 

un traitement à l’ammoniaque (30% massique) durant 12h à 60°C159. La phase aqueuse est 

ensuite séchée sous vide puis le produit recueilli et caractérisé par ESI-MS, puis directement 

utilisé pour les expériences d’électrochimie. 

 

SM (ESI-) : 526,0 ([M - H]-) 

Formule brute : C14H23O9P2S4
- masse calculée 525,5 

masse trouvée 525,0. 

 

Pour estimer le rendement de synthèse du bis(DTPA)héxynyle, un composé similaire, le 

bis(DTPA)-thymidine-héxynyle a été synthétisé. Un protocole identique a été mené, avec 

l’insertion d’une thymidine phosphoramidite avant le groupement héxynyle. L’ajout de cette 

thymidine a permis de quantifié le bis(DTPA)héxynyle décroché de la CPG par 

spectrophotométrie UV. (quantification à 260 nm, ε260 = 8700 L·mol−1·cm−1). Un rendement 

global de synthèse de 80% a été estimé de cette façon. 

 

SM (ESI-) : 829,0 ([M3- + 2H]-) 

Formule brute : C24H36N2O16P3S4
- masse calculée 829,7 

masse trouvée 829,0. 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CHAPITRE II :ETUDE DE 

L’ELECTROFONCTIONNALISATION 

D’UNE SURFACE D’OR VIA LA 

CHIMIE DITE « CLICK » 
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A. Stratégie et mise au point de l’électrofonctionnalisation d’une surface d’or 

 

Au cours de cette partie sera développée la méthode de la réaction de « click » 

électrocatalysée sur une électrode d’or. Toutefois, avant de s’employer à cette tâche, il est 

nécessaire de déterminer les conditions optimales du nettoyage de l’or, afin de s’assurer à la 

fois de la bonne conductivité de l’électrode et de la disponibilité de l’état de surface. 

 

A.1.  Activation de la surface d’or 

 

Le nettoyage de l'électrode de travail se fait par une première étape de sonication de celle-ci 

dans une solution d'acétone. Elle est ensuite plongée dans une solution de piranha (H2SO4 / 

H2O2 70:30 v/v) durant une minute, rincée à l’eau puis positionnée sur la cellule de mesure. 

L’activation est réalisée en milieu basique103. Une série de balayages en potentiels jusqu’à une 

valeur fortement négative (-1,4V vs ECS) permet de produire de l’hydrogène à l’électrode par 

électrolyse de l’eau dans la soude (0,5 M). Cette activation maintient l’or sous forme réduite 

Au(0). La stabilisation du pic de réduction indique la fin du nettoyage de l'électrode (Figure 

II.A.1) 
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Figure II.A.1. : 10 cycles de voltampérométrie cyclique entre -400 mV et -1400 mV dans 

NaOH 0,5M. La pointe de la flèche indique le dernier cycle 
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Le contrôle des différentes étapes de ce nettoyage est mené par voltampérométrie cyclique 

(CV) dans une solution de ferri-ferrocyanure (10 mM dans l’électrolyte d'analyse PBE : 

solution tampon pH 6,4 constituée de phosphate de sodium à 20mM, et de perchlorate de 

sodium à 250 mM). L'électrode ainsi nettoyée donne un signal électrochimique correspondant 

à l'oxydation et à la réduction des couples mis en jeu. Dans le cas des électrodes 

incorrectement nettoyées, ce signal n'est pas enregistré, en raison des propriétés isolantes de la 

résine protectrice dont la composition chimique ne nous a pas été communiquée (Figure 

II.A.2.). 

 

 

Figure II.A.2. : Analyse en voltampérométrie cyclique d'une solution de ferri-ferrocyanure 10 

mM dans l’électrolyte d'analyse PBE.  

-en bleu : électrode nettoyée par sonication dans l'acétone  

-en vert : électrode nettoyée par une solution de piranha 

-en rouge : électrode nettoyée par une solution de piranha puis par sonication dans l’acétone  

-en violet : électrode nettoyée par sonication dans l’acétone, puis par une solution de 

piranha, et enfin activée en milieu basique 

 

Il est clair que c’est l’étape de sonication dans l’acétone qui permet d’éliminer la résine 

protectrice de l’or. L’étape au piranha et à la soude permet de nettoyer et d’activer l’or. 

Il existe aussi des méthodes d’activation en milieu acide160 qui sont couramment utilisées pour 

l’immobilisation d’alkylthiols. Néanmoins, la résine protectrice est de type ECI : résine 
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photosensible thermodurcissable positive. Les agents alcalins se montrent bien plus 

performants quant à l’élimination de cette résine. La méthode basique est donc retenue, et 

présente une assez bonne reproductibilité de la réponse électrochimique de l'électrode. 

 

A.2.  Détermination du potentiel de réduction du cuivre (II) 

 

Les propriétés électrochimiques sont grandement influencées par les environnements 

chimiques des groupements redox. En outre, dans le cas des métaux de transition, la 

géométrie spatiale de coordination est intrinsèque au degré d’oxydation du métal. Une 

modification de la conformation spatiale entraine nécessairement une modification des 

potentiels d’oxydoréduction de ces derniers. Il sera donc judicieux de convenir de la meilleure 

géométrie de coordination possible, afin de faciliter l’obtention de Cu(I) nécessaire à la 

réalisation de la chimie « click ». 

 

A.2.a. Rappels sur les propriétés de coordination du cuivre 

 

Le cuivre (Z=29) est un élément de transition appartenant au même groupe du tableau 

périodique que l’or et l’argent. Il fait partie de la première série des métaux de transition. Ses 

composés sont caractérisés par la présence de niveaux électroniques 3d incomplets. Ce métal 

a quatre états d’oxydation : Cu(0), Cu(I), Cu(II) et Cu(III) (plus rare) 161. 

En solution, le cuivre se retrouve généralement à deux degrés d’oxydation : I et II. Le Cu(I) 

est diamagnétique, de configuration électronique (d10). On le retrouve le plus souvent avec 

une géométrie linéaire dans sa configuration de coordination. Le Cu(II) est quant à lui 

paramagnétique, de configuration électronique (d9). Il adopte plus généralement une 

géométrie carrée-plane dans sa configuration de coordination. Cependant, on découvre de plus 

en plus des complexes de Cu(II) ayant une coordinence cinq, correspondant à une pyramide à 

base carrée. Le Cu(II) forme aussi des complexes octaédriques et tétraédriques. Cependant, la 

géométrie octaédrique n’est pas la plus stable pour le Cu(II), la distorsion de cet octaèdre 

conduisant à un gain énergétique considérable. Cette distorsion se traduit par une levée de la 

dégénérescence, c’est l’effet Jahn-Teller : le Cu(II) a neuf électrons dans sa sous-couche d et 

la configuration électronique des complexes formés par celui-ci est (t2g) 6 (eg) 3. Les orbitales 

eg étant dégénérées, la stabilisation des complexes formés se fait par la déformation de 

l'octaèdre, afin de lever la dégénérescence, menant à une configuration plus stable. On 

observe, de ce fait, un allongement des liaisons axiales Cu-L et le gain énergétique ΔE est 
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obtenu par abaissement de la symétrie (symétrie octaédrique vers une symétrie 

quadratique)161.  

 

Figure II.A.3. : Illustration de la déformation du polyèdre de coordination par l’effet de Jahn-

Teller 

De nombreuses études ont été menées sur les propriétés électrochimiques d’un large nombre 

de complexes de cuivre (II) acycliques et macrocycliques, tous dérivés de bases de Schiff. Ces 

investigations ont révélé que les propriétés redox de ces complexes sont fortement influencées 

par les facteurs électroniques et structuraux162-163. Dans chacun des cas, la complexation du 

Cuivre II par une base de Schiff aboutit à une évolution des potentiels redox. L’équipe de 

Zolezzi et coll.164 a pu notamment corréler l’évolution de la dérive de ces potentiels en 

fonction de l’électroattractivité des substituants situé en σ de la base de Schiff.  

 

A.2.b. Détermination du potentiel optimal de réduction de Cu(II) en Cu(I) 

 

Les travaux de Donnelly et coll.165 décrivent de façon exhaustive la réduction de Cu(II) en 

Cu(I), en présence d’un ligand spécifique : le tris(benzyltriazolylméthyl)amine (TBTA). Le 

TBTA chélate un sel de Cu(II) sous la forme du cation [CuIICl (TBTA-k4-N,N3,N3’,N3’’)]+. Ce 

cation peut être réduit pour donner du cuivre à l’état +I sous l’application d’un potentiel 

inférieure à 0 V vs Fc/Fc+. 

Dans ce travail, la détermination du potentiel optimal de réduction du cuivre (II) en présence 

de TBTA est effectuée par voltampérométrie cyclique dans une solution de sulfate de cuivre 

(10mM) et de TBTA (10 mM) dissous dans un mélange eau/DMSO 1:1, à 0,1M en NaCl. Une 
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vague rédox réversible est enregistrée lorsque l’expérience est conduite sur une électrode d’or 

“nue” de toute fonctionnalisation, avec une fenêtre d’analyse comprise entre -1V à 0,2V. Le 

potentiel de demi-vague observé est de l’ordre de -140 mV, avec un courant minimum 

enregistré à -260 mV (Figure II.A.4.). 
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Figure II.A.4. : Voltampérogrammes cycliques (vitesse de balayage de 0,05 V.s-1) enregistrés 

sur électrode d’or nue dans une solution eau/DMSO 1:1, à 0,1M en NaCl; la courbe rouge est 

tracée pour une solution de 10 mM en sulfate de cuivre et de TBTA; la courbe bleue est 

obtenue pour une solution de 10 mM de sulfate de cuivre  

 

Cette vague rédox correspond à la réduction réversible du cuivre II en cuivre I en présence de 

TBTA. Cette observation est en accord avec la littérature pour une solution de cuivre II dans 

le DMSO 165. L’utilisation du TBTA facilite donc la réduction de Cu(II) en Cu(I). Lors d’une 

étude parallèle décrite par Hong et coll. 166, un potentiel de demi-vague à été enregistré à +60 

mV pour un composé similaire au complexe TBTA/Cu(II), présentant de meilleures 

propriétés d’hydrosolubilité. 
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Le voltampérogramme cyclique obtenu avec une couche de passivation de type SAM par du 

mercaptopropanol sur électrode d’or, présente une vague de réduction irréversible149. Ainsi, 

Lors de l’analyse en présence de thiols adsorbés à la surface, le potentiel négatif appliqué ne 

doit pas exéder -500 mV afin d’éviter toute détérioration de la couche de passivation via une 

réduction des thiols menant à la désorption de ces derniers. Par ailleurs, nous avons pu 

identifier des traces de Cuivre par spectroscopie XPS sur une électrode de travail après avoir 

appliqué un potentiel de -500 mV pendant 2 h en présence de CuSO4 et de TBTA puis avoir 

effectué un lavage efficace de la surface (Figure II.A.5.). Les pics centrés à 932 eV observés 

sur les spectres bleus de la figure correspondent aux energies de liaisons des niveaux Cu 2p3/2 

selon la littérature167.  

 

Figure II.A.5. : Spectres XPS haute résolution d’électrodes d’or 

-En rouge : spectre d’une électrode d’or non traitée 

- En nuance de bleu : Spectres obtenus lors de l’application durant 2h d’un potentiel de -500 

mV dans une solution de 10 mM en KH2PO4 et Na2HPO4, 125 mM Na2ClO4, DMSO/H2O 

(50:50 v/v), 10 mM CuSO4 et 10 mM TBTA, puis lavage de l’électrode dans de l’eau 

 

 Il est donc supposé que l’application d’un potentiel aux alentours de -500 mV ne permet pas 

de maintenir une concentration suffisante de Cu(I) à l’électrode puisque du Cu(0) pourait être 

déposé sur l’électrode de travail. Cette quantité diminuante de Cu(I) est donc inefficace pour 

la catalyse de la réaction de “click”. 
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Il sera donc retenu qu’un potentiel inférieur à -300 mV risquerait d’induire un dépôt de Cuivre 

métallique sur la surface d’or. Ce dépôt est non souhaité car il diminue la surface disponible 

pour l’immobilisation en masquant une partie de la surface de l’électrode d’or. En outre, la 

concentration en Cu(I) disponible diminue à la surface. Pour le reste de l’étude, un potentiel 

de -300 mV sera utilisé pour réaliser la réduction de Cu(II) en Cu(I) en présence de TBTA. 

 

A.3.  Procédure de l’électrofonctionnalisation d’une surface d’or par une entité 

ferrocène-azide 

 

Une monocouche alkylthiol, constituée d'un mélange de mercaptopropanol et de bis 

(DTPA)héxynyle 7, dont la synthèse a été décrite dans le chapitre I, est préparée sur électrode 

d’or par greffage successif des 2 composés. L’expérience se focalise sur la formation in situ 

de l'espèce active de Cu(I), par la réduction de sulfate de cuivre, pour catalyser la réaction de 

« click » avec le ferrocene 6 (Cf. chapitre I). Pour ce faire, un potentiel de -300 mV vs 

Ag/AgCl a été appliqué à l'électrode de travail afin de permettre la réduction de Cu(II) en 

présence de TBTA149 (Figure II.A.6) 

 

Figure II.A.6. : Réaction de « click » réalisée sur électrode d'or fonctionnalisée par le 

bis(DTPA)héxynyle 7 avec l’azoture de ferrocène 6 
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L’évolution du signal est enregistrée par voltampérométrie cyclique (Figure II.A.7.) 
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Figure II.A.7. : Cinétique de la réaction de « click », suivie par voltampérométrie cyclique (ν 

= 0,05 V.s-1) enregistrée dans un mélange DMSO/Tampon PBE 50 : 50 (v/v). 

 a)Évolution du signal électrochimique de l'électrode fonctionnalisée par 7, dans une solution 

de CuSO4, TBTA et 6 à 10 μM  

b) Intensité du courant enregistrée à Epa (potentiel d’oxydation) au cours du temps 

 

La réponse électrochimique du ferrocène (Epa = 0,20 V and Epc = 0,16 V vs Ag/AgCl) s'accroît 

progressivement puis atteint un plateau. L'augmentation de l'intensité du signal est observée 

lorsque le potentiel appliqué est de -300 mV. Une fois le signal du ferrocène stabilisé, la 

réaction de « click » est arrêtée. L’électrode est soigneusement nettoyée avec successivement 

de l'eau, de l'éthanol, de l'acétone, et à nouveau de l’eau pour s'assurer de désorber toute trace 

de cuivre, de TBTA ou de ferrocène 6 de l’électrode d’or. L’électrode est ensuite plongée 

dans la solution tampon PBE. Il est alors procédé à la détection du ferrocène greffé sur la 

surface (Figure II.A.8.). Pour confirmer ce résultat, un premier contrôle est effectué en 

appliquant un potentiel de +250 mV vs Ag/AgCl sur une électrode d’or témoin dans les 

mêmes conditions de greffage que précédemment. Un seconde expérience témoin est menée 

sous un potentiel négatif, et les mêmes concentrations en réactifs, mais avec une électrode d'or 

fonctionnalisée par une monocouche de mercaptopropanol (absence du dérivé 

bis(DTPA)héxynyle sur la surface). 
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Figure II.A.8. : CV (ν = 0,1 V.s-1) enregistré sur une électrode d'or fonctionnalisée avec le 

dérivé bis(DTPA)héxynyle 7, après la réaction de « click » 

-en rouge : avec un potentiel maintenu à -300 mV vs Ag/AgCl 

-en bleu : avec un potentiel maintenu à + 250mV vs Ag/AgCl 

-en vert : avec un potentiel maintenu à -300 mV vs Ag/AgCl, en absence de 7 sur électrode. 

 

Les deux expériences témoins ne montrent aucune réponse électrochimique du ferrocène 

après la réaction de « click ».  

Il est à noter que l’application du potentiel de +250 mV ne semble pas détériorer la 

monocouche de l’électrode. En effet, il est possible de réutiliser l’électrode pour réaliser la 

réaction de « click » électrocatalysée à -300 mV vs Ag/AgCl en présence des réactifs adéquats. 

Le ferrocène se greffe à l'électrode d’or et donne un signal équivalent à ce qui a été enregistré 

précédemment. 
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A.4. Détermination des propriétés et des constantes caractéristiques électrochimiques du 

système redox immobilisé sur électrode d’or 

 

A.4.a. Taux de recouvrement de l’électrode et rendement de réaction 

 

Afin d'établir le rendement de la réaction de « click » sur surface, la synthèse du monomère 

bis(DTPA) hexyl-1,2,3-triazol-3-éthyl ferrocène 9 a été effectuée en dehors de la cellule 

électrochimique. Le composé est synthétisé, purifié, puis greffé sur électrode d’or, afin de 

visualiser le signal maximal du ferrocène. Ce signal servira de référence pour la détermination 

d'un rendement de « click ». Le monomère 9 est obtenu par la réaction de cycloaddition 

CuAAC dans une solution contenant de sulfate de cuivre (2,5 mM) et du TBTA (1 mM) dans 

un mélange eau/DMSO (50 :50 , v/v), en utilisant de l’ascorbate de sodium (5mM) 

communément réducteur du Cu(II) en Cu(I)168. Le composé 9 ainsi formé est caractérisé par 

spectroscopie de masse ESI, puis est greffé directement sur la surface d’or (Cf. partie 

expérimentale). La surface recouverte par l’entité ferrocène est ainsi calculée par l’intégration 

de l'aire du pic d'oxydation obtenue par CV à une vitesse de balayage de 0,1 V.s -1 (I = dQ/dt). 

La valeur résultante donne une valeur de charge Q (mC), permettant de calculer le taux de 

recouvrement Γ (mol cm-2) en utilisant la loi de Faraday (voir équation I.5 en Annexe A). On 

obtient ainsi la relation169 : 

 

Γ = Q/(n F A)  Equation II.1 

 

Où n est le nombre d’électrons échangés par molécules redox, F est la constante de Faraday et 

A est la surface en cm². Les taux de recouvrement de 9 ont été calculés pour différents temps 

d’immobilisation de l’alkylthiol sur la surface d’or. Etonnamment, la fonctionnalisation est 

optimale pour un temps de réaction de 4 jours, le résultat obtenu après 5 jours de greffage se 

révelant être moins bon. Dans la littérature, le temps d’immobilisation sur or sont 

généralement de l’ordre de 16 h30, 90. Le temps de greffage anormalement long du composé 9 

s’explique ici par la faible concentration utilisée. Dans l’étude, une concentration de 40 μM 

est utilisée, alors qu’une concentration classiquement supérieure à 500 μM est utilisée dans la 

littérature. La même concentration a été utilisée pour le greffage du composé 7. 

De ces résultats, la valeur de Γ = 1,27 10-9 mol.cm-2 est utilisée comme valeur maximale pour 

le calcul du rendement de « click ». Le rendement de greffage est fortement influencé par la 

concentration de l’ azidoéthyl ferrocène 6 dans le milieu réactionnel (Figure II.A.9). 
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Figure II.A.9. : 

 a) taux de recouvrement des électrodes d’or en fonction du temps de greffage de 9 

b)Rendement de couplage de 7 et de 6 par réaction de « click » électrocatalysée en fonction 

de la concentration de 6 . Le greffage du dérivé thiol 7 est mené durant 4 jours sur la surface 

d’or. La valeur maximale de taux de recouvrement obtenue avec 9 est utilisé comme référence 

pour le calcul du rendement de « click ». 

 

Au cours des expériences, il a été établi que la variation de concentration de TBTA ou de 

sulfate de cuivre, n’impactait en rien le rendement global de la réaction. Comme on peut le 

voir sur la figure II.A.9. b), le rendement de « click » est fonction de la concentration en 

ferrocène. Des réponses très différentes ont été données par le système pour les 3 

concentrations (1 μM, 10 μM et 100 μM) en ferrocène 6 dans la solution. Le meilleur 

rendement obtenu est de 94,7% pour une période d’immobilisation de 4 jours de l’alkylthiol 

7, suivi de la réaction de « click » avec une concentration de 100 μM en 6. 

 

A.4.b. Constantes électrochimiques de l'élément redox greffé 

 

Les caractérisations électrochimiques de notre système ont été effectuées en utilisant un 

équipement standard. Les caractéristiques de l’élément greffé sur l'électrode d’or sont 

déterminées en utilisant une contre électrode de platine, et une électrode de référence au 

calomel (ECS). À partir des CV enregistrées après 1 heure de stabilisation, l’élément greffé 

atteint un potentiel de demi-vague E1/2 de 0,5 V vs ECS, avec un potentiel de pic anodique Epa 

égal à 0,57 V et cathodique Epc égal à 0,43 V. ces valeurs sont en accord avec la littérature170. 
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Les variations d'intensité enregistrées au potentiel Epa en fonction de la vitesse de balayage Ȟ 

ont été étudiées. Les modifications de signaux enregistrées sont intrinsèques à l'adsorption de 

l'espèce redox sur la surface de l'électrode de travail. Il s'agit d’une observation caractéristique 

des études électrochimiques en solution170. Une variation linéaire de l'intensité en fonction de 

la vitesse de balayage est synonyme d'une très forte adsorption de l'espèce redox. On notera 

qu'à l'inverse, si la variation d'intensité est linéaire avec la racine carrée de Ȟ, alors l'espèce 

n’est pas soumise à un phénomène d’adsorption sur la surface. Ainsi, nous avons relevé 

différents Iox à différentes Ȟ que nous avons reportés sur le graphique suivant (Figure II.A.10) 
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Figure II.A.10. :a) CV à différentes vitesses de balayage d’une électrode fonctionnalisée par 

9 

b) variations de l'intensité enregistrée à Epa à différentes vitesses de balayage. 

 

La droite obtenue par cette représentation graphique permet de démontrer l’attache covalente 

entre 9 et la surface d’or. 

 

La constante de transfert électronique (ket) est alors calculée selon la méthode décrite par Yu 

et coll.171 et Chatelain et coll.172. Il s'agit d'une simplification de la méthode de calcul élaborée 

par Laviron173. Cette constante correspond à la constante de vitesse pour la réaction 

d'oxydoréduction se réalisant sur l'électrode (Cf : Annexe). D’un point de vue cinétique, il 

s'agit d'une réaction de premier ordre. Cette constante, caractéristique d’un élément redox 

donné, varie en fonction de son environnement chimique. Pour deux éléments redox 

identiques, immobilisés sur le même type de surface, et distants de celle-ci par une chaine 

alkyl de longueur similaire, les constantes de transfert électronique calculées seront alors du 
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même ordre de grandeur158. Selon le modèle de Laviron, il est possible d'écrire les relations 

suivantes : 

 

Avec les potentiels de pic anodique Epa et cathodique Epc, le potentiel de demi-vague E1/2, le 

nombre d’électrons transférés n, et le coefficient de transfert de charge anodique α. R, F et T 

ont leur désignation habituelle. Il est alors possible de réécrire ces deux équations selon la 

forme suivante : 

 

A haute vitesse de balayage (lorsque E1/2-Ep > 100 mV),  il est ainsi obtenu une relation 

linéaire entre la vitesse de balayage Ȟ et  les différences de potentiel E1/2 - Epa et E1/2 - Epc (de 

type . E1/2-Ep = A + B ln Ȟ). Il devient donc possible, par résolution graphique, de remonter à 

ket (Figure II.A.11). 
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Figure II.A.11. : Représentation graphique de la variation de E1/2 – Ep en fonction de ln ν 
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Selon les approximations de Laviron, le coefficient de transfert de charge anodique α a été 

estimé à 0,5 dans le tampon d’analyse. Il est alors relevé la valeur de ln Ȟ correspondant à 

l’intersection des droites avec l’axe des abscisses. Cette valeur est ensuite injectée dans 

l’équation II.4, où E1/2 - Epc est alors égal à 0, et la résolution de cette équation permet 

d’obtenir la valeur de ket. 

Dans notre étude, celle-ci est de 20 s-1, ce qui est comparable aux valeurs rapportées dans la 

littérature, pour un dérivé ferrocène ayant un « linker » de longueur similaire entre le groupe 

redox et la partie alkylthiol174. Une valeur identique a été trouvée pour les électrodes 

fonctionnalisées par 6 lors de l’électrocatalyse de la réaction de « click ». 

 

A.5. Caractérisation par XPS et par électrochimie de la surface fonctionnalisée par 

l’élément redox 

 

La caractérisation physique des éléments greffés sur électrode a été menée par spectrométrie 

de photoélectrons induits par rayons X (X-ray photoelectron spectrometry : XPS). Il est ainsi 

possible de déterminer la composition élémentaire des surfaces fonctionnalisées. Cette 

technique a été utilisée pour observer les modifications de surface après les différentes étapes 

de fonctionnalisation pour caractériser les électrodes fonctionnalisées par le couplage 

électrocatalysé de 7 et 6 ainsi que les électrodes où le composé 9 a été immobilisé. 

L’étude s'est donc focalisée sur le pourcentage atomique des atomes de soufre, phosphore, fer 

et azote, puisqu'il s'agit des éléments absents (ou presque) sur la surface d'or à l'état initial 

(Tableau II.1.). 

 

Substrat      Elément 
 C 

285 eV 
O 
532,2 eV 

Au 
84 eV 

N 
400 eV 

P 
133,3 eV 

S 
162,5 eV 

Fe 
707,6 eV  

Or 51,3 9,9 38,0 0,8 - T - 
7 37,8 10,4 47,3 1,1 1,0 2,4 - 
9 51,2 15,0 27,6 2,9 0,8 1,0 1,5 
7+6 39,1 12,6 42,4 3,3 0,6 2,0 - 
 
T : Traces 
 
Tableau II.1. : Ratios atomiques apparents (en % atomique) de la surface d’un substrat or nu 

et d'électrodes fonctionnalisées par 7, 9 et 7+6. 
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La première analyse, conduite sur une surface d'or exempte de toute fonctionnalisation, ne 

révèle pas la présence de phosphore. Des traces insignifiantes de soufre, très proches de la 

limite de détection de l'instrument (en dessous de 0,5 % atomique), ont été détectées. Après le 

greffage de 7 sur la surface d'or, un pourcentage atomique pertinent de ces éléments a été 

observé (1% et 2,4% pour le phosphore et le soufre respectivement), confirmant la présence 

de 7 sur l’électrode. Dans le cas des électrodes fonctionnalisées avec 9, un pourcentage 

atomique d’azote (2,9%) a été déterminé, avec la présence de phosphore (0,8%) et de soufre 

(1 %). Le spectre haute résolution centré sur l’énergie de liaison de N1s des électrodes 

greffées par 9 et 7+6 montre un pic centré à 400,0 eV, caractéristique du signal provenant 

d’un groupement triazole33, 175-176 (Figure II.A.12.). Ce pic n’est pas observé sur l’électrode 

uniquement greffée par 7 ainsi que sur l’électrode d’or nu. 
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Figure II.a.12. : spectre XPS haute résolution des énergies de liaison centrées sur 400eV 

(N1s) du substrat or non fonctionnalisé, et des électrodes fonctionnalisées par 7,9 et 7+6. 

 

En outre, dans le cas particulier du greffage de 9 sur la surface, le signal de Fe2p2/3 a pu être 

observé pour une énergie de liaison de 707,6 eV. L’observation de ce signal est due à la 

présence du groupement ferrocène. Malheureusement, à cause de la limite de détection de 
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l’appareillage, ce signal n’a pu être détecté dans le cas de l’électrofonctionnalisation de 7+6. 

Cependant, pour cette même électrode, un pourcentage significatif d’azote apparait (valeur 

moyenne de 3,3 % at.). Le même pic N1s centré sur 400eV est observable sur ces électrodes 

(Figure II.A.12.) 

 

A.6. Etude de la stabilité de stockage des électrodes fonctionnalisées. 

 

La stabilité du bis(DTPA) ancré sur surface a été étudiée dans la solution d’électrolyte 

d’analyse. Les électrodes d’or fonctionnalisées sont récupérées, et plongées dans la solution 

de tampon phosphate. Des CV sont enregistrées sur une période de 24 jours, et l’intensité 

mesurée à Epa est rapportée sur la figure II.A.13. 
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Figure II.A.13. : Etude de la stabilité en solution de tampon PBE d’une électrode 

fonctionnalisée par 9. Report des intensités de courant enregistrées par CV à Epa en 24 jours. 

 

La solution tampon est changée tous les 2-3 jours, immédiatement avant l’analyse par CV. Le 

signal enregistré montre une perte de 20 % sur cette période. 

Phares et coll. ont rapporté une étude de stabilité dans des conditions similaires avec une 

sonde monothiol oligonucléotidique177. Lorsque l’électrode fonctionnalisée par cette sonde est 

stockée durant 24 jours dans une solution tampon aqueuse, elle montre une perte de signal 

d’environ 70%. D’autres travaux confirment le manque de stabilité des monocouches  auto 
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assemblées par l’accroche d’une seule fonction thiol, et démontrent la dégradation de cette 

dernière à température ambiante90, 178, sous oxygène atmosphérique179, et stockage en solution 

tampon phosphate ou sérum180.  

A la lumière de ces résultats, les systèmes développés dans ce chapitre basés sur l’ancrage des 

dérivés bis (DTPA)héxynyle prouvent une augmentation significative de la stabilité de ces 

systèmes en solution, par rapport aux autres systèmes basés sur l’immobilisation d’un 

monothiol sur or. Le système ici développé est donc plus robuste, tout en offrant la possibilité 

de travailler dans une large gamme de potentiels, compatible avec la réalisation de 

l’électroactivation de la « click » en surface, sur une période supérieure à 20 jours. 

 

B. Méthode d’immobilisation de nanoparticules rhodamine sur surface d’or 

 

B.1. Fonctionnalisation des nanoparticules pour l’immobilisation 

 

B.1.a. Immobilisation des nanoparticules sur CPG 

 

La synthèse automatisée sur support est basée sur l'utilisation d’un support solide de type 

particulaire, confiné dans une colonne de synthèse par deux filtres situés aux deux extrémités 

de la colonne. La porosité des filtres utilisés est supérieure à 10 microns afin de permettre le 

passage des réactifs dans la colonne de synthèse avec un débit approprié sans exercer une trop 

forte pression. Le support classiquement utilisé est un matériau particulaire de verre à porosité 

contrôlée (CPG). Les objets sont de taille très hétérogène entre 30 μm et 150 μm, mais la 

taille des pores est parfaitement contrôlée, généralement entre 30 et 200 nm en fonction des 

CPG utilisées. Afin de pouvoir utiliser des nanoparticules en synthèse automatisée, il est alors 

nécessaire d'ancrer ces dernières sur le support CPG. Elles vont ainsi rester emprisonnées 

dans la colonne de synthèse. De Crozals181 a mis au point un tel protocole, dans le but de 

synthétiser des oligonucléotides sur nanoparticules accrochées sur un support CPG182. Il a 

ainsi contribué à cette étude en fournissant des nanoparticules fluorescentes (désignées par le 

terme NP dans cette étude, diamètre ~50 nm) à cœur rhodamine B et fonctionnalisées en 

surface par des azotures.  
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B.1.b. Fonctionnalisation des nanoparticules. 

 

La fonctionnalisation des NP est donc réalisée par synthèse automatisée, en employant la 

chimie des phosphoramidites décrite dans le 1er chapitre. Le schéma de synthèse est 

représenté sur la figure II.B.1. 

N3

Br

Surface de la NP

TESPHU

PEG Phosphate

Bromohéxyl phosphate

Azoture héxylphosphate

a) b)

10 11

 

Figure II.B.1. : Etapes de synthèse des NP azoture 

a) fonctionnalisation des NP par 5 PEG phosphoramidites et le bromohexyle 

phosphoramidite 

b) substitution du bromure par l’azoture de sodium 

 

La structure de la chaine qui sera couplée aux nanoparticules est toutefois soumise à deux 

contraintes. En premier lieu, la chaîne ajoutée doit présenter des propriétés hydrophiles, afin 

de permettre la dispersion des nanoparticules dans l’eau et réduire l’affinité de ces dernières 

avec la surface de l’or. En second lieu, la ramification doit être suffisamment longue pour 

s’assurer de la disponibilité du groupement azoture pour la réaction de « click » sur la surface.  

Il est donc décidé que la ramification sera constituée de 5 triéthylèneglycol-phosphates (PEG-

phosphate), terminée par la fonction azoture d’hexyl phosphate. La synthèse est donc réalisée 

à partir de leur analogue phosphoramidite, excepté pour l’azoture, qui sera remplacé par son 
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précurseur halogéné, le bromohexyl phosphoramidite, pour éviter toute réaction de couplage 

non désirée avec l’azoture. 

La taille des pores de la CPG (300nm de diamètre) permet de réaliser la synthèse des NP 

azotures en utilisant un programme standard pour le couplage d’ODN sur colonne de 1 μmol. 

Le couplage des différents synthons phosphoramidite peut être suivi par quantification des 

diméthoxytrityles libérés après chaque couplage. Le couplage des 5 unités PEG-

phosphoramidite est réalisé avec un rendement global de 69 % 181. La synthèse automatisée 

est terminée après le cycle de couplage du bromohexylphosphoramidite, donnant la NP 10. La 

CPG est récupérée et la substitution de l’halogène est immédiatement opérée avec l’azoture de 

sodium dans le DMF anhydre159, donnant les NP 11, qui sont ensuite décrochées dans une 

solution aqueuse de DBU (0,5 M).  

Les NP 11 sont observées par microscopie électronique en transmission (TEM). Les 

photographies obtenues sont représentées dans la figure II.B.2. 

 

 

Figure II.B.2. : photographies TEM des NP-azoture décrochées. 

 

Leur taille est estimée à 51,25 ± 5,43 nm (moyenne sur 120 mesures d’images TEM avec le 

logiciel ImageJ) 

Le potentiel Zeta des nanoparticules est ensuite mesuré (Figure II.B.3). 
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Figure II.B.3. : Distribution du potentiel Zeta des NP fonctionnalisées (PEG-phosphate)5-

azoture d’hexyl phosphate. 

 

La faible concentration en nanoparticules de l’échantillon d’analyse est vraisemblablement à 

l’origine de l’allure de la courbe obtenue. Le potentiel Zeta est estimé à -18,9 mV, témoignant 

d’une charge globale de surface négative de la nanoparticule en solution. 

L’analyse de la surface des nanoparticules 10 et 11 est réalisée par TOF-SIMS. Les NP 10 

montrent un pic caractéristique du bromure m/z = 81 (Br-), qui disparait dans le cas des NP 

11, confirmant la fonctionnalisation attendue de la surface.  

Enfin, l’absorbance UV-visible des nanoparticules est mesurée, à partir d’une solution fille 

diluée 25 fois. Cette valeur est comparée à la droite d'étalonnage faite avec une solution de 

référence de NP précédemment établie, puisque les nouvelles modifications n’ont aucun effet 

sur le coefficient d’extinction molaire. La concentration de la solution mère calculée est de 

8,5.1013 ± 8,1012 NP.mL-1. 

 

B.2. Immobilisation des nanoparticules fluorescentes sur surface d’or 

 

L’immobilisation des NP 11 est envisagée de façon similaire à ce qui a été réalisé pour 

l’immobilisation du composé ferrocène 6. Néanmoins, dans ce cas précis, l’évolution de la 

réaction ne peut être suivie par CV puisqu’aucun groupe redox n’est présent sur la surface. Le 

contrôle ne sera réalisé qu’après greffage, par fluorescence de désexcitation de la rhodamine. 

Ainsi, une électrode modifiée par la monocouche bis(DTPA)héxynyle 7 + mercaptopropanol 

est d’abord traitée par un tampon phosphate dans lequel sont dissous de l’albumine sérique 
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bovine (BSA ; 1% massique) et du Tween (0,1% massique)183. En effet, à partir du potentiel 

Zeta déterminé précédemment, la charge électrique de la particule est globalement négative (-

18,9 mV). La BSA permet de supprimer les interactions non spécifiques des particules sur le 

support, sans affecter la réduction du cuivre à la surface. 

Après rinçage de l’électrode, la réaction de « click » électrocatalysée est donc menée selon le 

protocole décrit en première partie, en présence de CuSO4 et TBTA à -300 mV vs Ag/AgCl. 

Un test négatif de cette expérience est mené avec les mêmes conditions opératoires, 

néanmoins un potentiel positif de +250 mV vs Ag/AgCl est appliqué. 

Ces deux expériences sont ensuite observées en microscopie optique en fluorescence afin de 

visualiser la présence des NP à cœur rhodamine sur la surface d’or. 

 

B.3. Analyse par microscopie à fluorescence de la surface d’or fonctionnalisée par 

microscopie  

 

L’immobilisation des nanoparticules fluorescentes par la réaction de « click »  est observée en 

microscopie à fluorescence. Le greffage des nanoparticules étant achevé, l’électrode est passé 

au bain à ultrasons dans une solution aqueuse de Tween (1% massique), afin d’éliminer toute 

particule n’ayant pas réagi, seulement adsorbée sur l’or. Enfin, la rhodamine des 

nanoparticules est excitée à 550 nm et l’on observe la réponse de l’échantillon à 605 nm. Le 

centre des électrodes est alors observé au microscope (Figure II.B.4). 

 

20 μm 20 μm
(a) (b)

 

Figure II.B.4. : Électrodes d’or observées par fluorescence au microscope optique après la 

réaction de « click » avec les nanoparticules.  

Réaction de « click » électrocatalysée à un potentiel de : (a) -300 mV (b) +250 mV  
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La figure II.B.4.a montre le centre des électrodes fonctionnalisées par application du potentiel 

à -300 mV vs Ag/AgCl. La fluorescence des particules est observable à 605 nm et permet de 

révéler la présence des nanoparticules sur la surface. Ces dernières ont été greffées de façon 

homogène sur la surface. A l’inverse, sur la figure II.B.4.b, la zone est « éteinte », aucun 

signal n’est observable à 605 nm. Comme attendu, l’ancrage des nanoparticules ne s’est pas 

effectué sur les électrodes soumises à un potentiel de +250 mV vs Ag/AgCl.  

Cette manipulation permet de confirmer visuellement la présence de nanoparticules greffées 

sur l’électrode d’or. La réaction de « click » électrocatalisée se montre donc efficace avec ces 

entités et un électroadressage est envisageable par application d’un potentiel négatif. 

 

C. Méthode d’immobilisation des protéines via un dérivé biotinylé 

 

C.1. Reconnaissance Biotine/streptavidine  

 

C.1.a. La biotine 

 

La biotine184 (ou vitamine H) est constituée d’un noyau imidazolidone et d’un cycle 

tétrahydrothiophène porteur d’une chaîne latérale à cinq atomes de carbone. Elle possède trois 

centres de chiralité, déterminants pour la reconnaissance avec la streptavidine. Sa structure est 

représentée dans la figure II.C.1.  

 

 

Figure II.C.1. : Structure de la biotine 

 

Une des premières fonctions étudiées de la biotine est son implication dans le métabolisme 

des acides gras insaturés, des acides aminés (et notamment la synthèse de l’aspartate de 

sodium) et des sucres. Elle est le cofacteur des carboxylases qui catalysent l’addition d’un 

groupe CO2 à différents substrats185-187. La biotine joue un rôle clef dans le métabolisme des 

protéines, des graisses et des glucides. La biotine se fixe avec une très grande affinité à 

l’avidine (Ka 1015 M), glycoprotéine que l’on trouve dans le blanc d’œuf. Cette affinité ne 
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baisse pas de façon significative quand le groupement carboxylique de la biotine est 

fonctionnalisé 188. L’affinité entre la biotine et l’avidine et son homologue bactérien, la 

streptavidine (Ka=1013 M) est considérée comme l’affinité protéine-ligand naturelle la plus 

forte. Ce fait est à la base de l’ingénierie développée autour du système streptavidine/biotine 

depuis une trentaine d’années188.  

 

C.1.b. La Streptavidine 

 

La streptavidine189 est l’équivalent bactérien de l’avidine190. La streptavidine est produite 

naturellement par Streptomyces avidinii. Comme l’avidine, il s’agit d’une protéine 

homotétramérique tétravalente à quatre unités biotine. La masse molaire de la streptavidine 

est d’environ 60 000 Da et son point isoélectrique est au pH 6,4. Contrairement à l’avidine, 

elle n’est pas glycosylée et ne possède pas de pont disulfure. Le gène de la streptavidine a été 

cloné et séquencé en 1986 191. La séquence protéique correspondante est constituée d’un 

peptide signal de 24 acides aminés clivé lors de sa sécrétion, suivi d’une séquence de 159 

résidus appelée streptavidine mature. Le peptide signal porte les signaux d’adressage de 

sécrétion, mais il inhibe également la fixation de la biotine. Une fois sécrétée, la protéine est 

clivée aux extrémités pour générer des unités streptavidine dont la longueur n’est pas 

homogène (de 125 à 127 acides aminés).  

 

C.1.c. Reconnaissance Streptavidine/biotine 

 

L’affinité streptavidine/biotine occupe une place remarquable dans le classement d’affinité 

entre des combinaisons protéine-ligand : Cette reconnaissance spécifique est, à titre 

d’exemple, 100 fois plus importante que la reconnaissance anticorps-antigène (Ka de l’ordre 

de 107-1011 M). Les études cristallographiques en présence de biotine ou de peptides192, ont 

permis de visualiser le complexe Biotine/streptavidine. 

Le modèle de reconnaissance biologique a connu un très fort développement grâce à la grande 

stabilité de la streptavidine et le large nombre de possibilité de modification chimique du 

motif carboxylate de la biotine, sans altérer les propriétés de reconnaissance. 

Les applications de ce système touchent des domaines variés : le criblage de principes actifs, 

la mise au point de systèmes d’analyse,  et la catalyse énantiosélective par des métallœnzymes 

artificielles193-196. 
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.  

Figure II.C.2. : Représentation du site de reconnaissance entre la streptavidine et la biotine 

 

C.2. Stratégie de « click » du dérivé biotinylé sur la surface d’or 

 

Dans la perspective de pouvoir immobiliser la protéine streptavidine sur une surface d'or, une 

stratégie similaire à ce qui a été vu précédemment a été mise en place. La réaction de « click » 

électrocatalysée sera menée en présence d'un composé biotinylé commercial présentant un 

groupement azoture : le conjugué azoture-PEG3-Biotine (Figure II.C.3). 

 

 

Figure II.C.3 : représentation du composé azoture-PEG3-Biotine 
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L’expérience est menée avec un protocole similaire, à partir d’une électrode fonctionnalisée 

par la monocouche alkylthiol (7  + mercaptopropanol) et la formation in situ de l’espèce Cu(I) 

à partir de CuSO4 en présence de TBTA. La réaction est donc électrocatalysée par 

chronocoulométrie à -300 mV vs Ag/AgCl. (Figure II.C.4.) 

 

Figure II.C.4. : Stratégie de greffage de biotine sur or, suivi de la reconnaissance de la 

streptavidine 

 

Une fois encore, afin de s'assurer du contrôle de cette réaction, un test négatif est effectué par 

application d'un potentiel de +300 mV. La biotine est immobilisée sur surface d'or si, et 

uniquement si, le potentiel adéquat a été appliqué. Elle permet alors l’ancrage de la 

streptavidine sur l’électrode. La reconnaissance biotine/streptavidine est suivie par une autre 

méthode électrochimique : la spectroscopie d’impédance électrochimique (SIE). Le principe 

de cette méthode de mesure est décrit en annexe. 

 

C.3. Caractérisation électrochimique de la surface 

 

C.3.a. Caractérisation par impédance des surfaces fonctionnalisées par la biotine et la 

streptavidine  

 

Ce travail a été mené en collaboration avec Nadir MEINI, étudiant en thèse à l’ISA, qui a 

effectué toutes les mesures d’impédance de cette étude. 
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Les analyses par SIE sont effectuées dans un tampon d'analyse qui sera qualifié par 

l’appellation tampon d’impédance PBS. Ce tampon aqueux est constitué de 10 mM Fe(CN) 6 
3-/4-, 10 mM de phosphate de sodium, 2,7 mM de chlorure de potassium et 137 mM de 

chlorure de sodium, à un pH de 7,4. 

L’électrode d’or initiale n’ayant subi aucun traitement est d'abord caractérisée par impédance 

avant toute autre étape de fonctionnalisation. Le diagramme de Nyquist correspondant est 

dressé sur la figure II.C.5. La courbe montre un demi-cercle très mal défini (Rct faible) associé 

à la droite de Warburg. Cette droite, qui dérive de l’impédance de Warburg, correspond à une 

phase constante de diffusion d’élément caractérisée par un angle de 45° sur la représentation 

de Nyquist. Il s'agit de la plus simple situation de diffusion possible, où les échanges 

largement majoritaires avec l'électrode se font sur une distance (linéaire) avec seulement les 

électrolytes de la solution. Ce demi-cercle caractérise le transfert électronique, et le transfert 

de masse décrit les éléments de diffusion de Warburg. Une valeur de Rct égale à 1,03 

kOhm.cm-2 est calculée avec un écart type relatif de 1% (Figure II.C.5.) 

 

 

Figure II.C.5. : Diagramme de Nyquist d'un substrat or non traité. Tampon PBS.  

 

Après fonctionnalisation par le greffage chimique du bis(DTPA)héxynyle 7, le diamètre du 

demi-cercle du  diagramme Nyquist augmente clairement (Figure II.C.6.b.) et la droite de 

Warburg précédente (Figure II.C.5.) n’est plus observée. La valeur de Rct est alors propulsée à 

32,2 kOhm.cm-2 montrant une baisse significative du transfert électronique due à la densité 

des monocouches alkylthiol immobilisées sur la surface. (Figure II.C.6.) 
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Figure II.C.6. : Diagramme de Nyquist d’une électrode d'or 

a) non fonctionnalisée 

b) fonctionnalisée par le bis(DTPA)héxynyle 7 et le mercaptopropanol 

c) après la réaction de « click » avec l’azoture-PEG3-Biotine 

d) après incubation de la streptavidine 

 

Le diagramme de Nyquist enregistré après la réaction de « click » électrocatalysée sur surface 

d'or est montré sur la Figure II.C.6.c. . On observe une augmentation considérable de la 

résistance de transfert de charges : 47,0 kOhm.cm-2, soit 49 % de croissance. La prise 

d’épaisseur de la monocouche témoigne ainsi du succès de la réaction de « click ». 

Enfin, après incubation de la streptavidine (1 mg.mL-1) et formation du complexe de 

reconnaissance sur la surface de l’électrode, le diamètre du demi-cercle du diagramme 

Nyquist continue d’augmenter, offrant une résistance de transfert de charges augmentée de 30 

%, soit Rct = 61,1 kOhm.cm-2 (Figure II.C.6.d). Cette observation témoigne de l'accroissement 

de l'épaisseur de la couche, confirmant ainsi la formation d'un complexe streptavidine/biotine 

sur la surface. Toutefois l'évolution de la résistance observée n'est pas à la hauteur de 

l'augmentation de la couche de surface, la taille de la streptavidine étant de l'ordre de 50 Å. 

Cette observation peut être potentiellement liée aux propriétés conductrices de cette 

protéine197. 
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C.3.b. Caractérisation par SIE de l'immobilisation de HSA 

 

Après immobilisation de la streptavidine sur la surface d’or, il est décidé de continuer la 

construction supramoléculaire par addition d’une dernière couche formée par de l’albumine 

sérique humaine (HSA) biotinylée. Cette construction se fait par incubation de 100μL d’une 

solution de HSA, comprise dans une gamme de concentration allant de 10-8 à 10-4 mg.mL-1 

dans un tampon phosphate à pH égal 7,4. L'impédance est effectuée dans le tampon d'analyse 

PBS et les différentes réponses du système sont reportées en fonction de la concentration de 

HSA (Figure II.C.7.). 

La variation de résistance de transfert de charges ΔRct est définie comme ΔRct = Rcto –Rct, où 

Rcto représente la valeur de la résistance de transfert de charges après interaction avec la 

streptavidine, et Rct étant la valeur prise après l'immobilisation de la HSA. La variation de la 

valeur absolue de ΔRct s'accroît linéairement avec l'augmentation de la concentration de HSA, 

de 10-8 mg.mL-1 à 10-5 mg.mL-1 (Figure II.C.8.). Les données expérimentales correspondent à 

l'équation de droite Rct = 1,17 + 4,309 log [HSA]. La limite du seuil de détection de ce 

système est de 10 pg.mL-1. La saturation de la surface est obtenue avec des concentrations 

supérieures à 100 ng.mL-1. 
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Figure II.C.7. : Diagramme Nyquist enregistré à différentes concentrations en HSA (en 

mg.mL-1) 
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Figure II.C.8. : Droite d’étalonnage de la variation de la résistance de transfert de charges 

en fonction du logarithme de la concentration en HSA. 

 

C.4. Etude en microscopie à fluorescence de la surface d’or fonctionnalisée par la 

biotine via des nanoparticules Rhodamine recouverte de streptavidine. 

 

L’approche d’électroadressage via cette méthode est mis en évidence par l'immobilisation de 

nanoparticules fluorescentes fonctionnalisées par la streptavidine. Après l'étape 

d’immobilisation de l'azide-PEG3-biotine sur surface d’or, cette dernière est mise en contact 

avec 100 μL d'un mélange de BSA et de Tween (100 mM NaPO4, 1% massique de BSA et 

0,1% massique de tween), une demi-heure à température ambiante pour éviter tout 

phénomène d'adsorption non spécifique sur or183. L’électrode est ensuite lavée à l’eau 

distillée, et les nanoparticules sont déposées sur électrode afin de former le complexe 

biotine/streptavidine sur la surface. La rhodamine est excitée par une longueur d'onde 

d'excitation adéquate et la réponse de désexcitation des nanoparticules est observée par 

microscopie optique. Les échantillons sont observés sur la bordure de la surface 

fonctionnalisée des électrodes d’or afin de vérifier l'efficacité de la réaction de « click » par 

électrocatalyse (Figure II.C.9). 
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(b)(a)
 

Figure II.C.9 : électrodes d'or observées par fluorescence au microscope optique après la 

réaction de « click » et reconnaissance des nanoparticules fluorescentes de streptavidine.  

La réaction de « click » est électrocatalysée à un potentiel de : (a) -300 mV (b) +300 mV. 

 

Deux régions distinctes sont clairement visibles sur la figure II.C.9.a. : La première où l'on 

peut voir la fluorescence des nanoparticules rhodamine-streptavidine immobilisées sur les 

électrodes fonctionnalisées par la biotine et la zone « éteinte » en dehors du cercle de 

fonctionnalisation de l'électrode d’or. L'expérience témoin, où un potentiel de + 300 mV est 

appliqué lors de la réaction de « click » de la biotine, est représentée par les clichés de 

microscopie optique de la figure II.C.9.b. Après application de la longueur d'onde d'excitation 

de la rhodamine, on ne constate aucune zone éclairée par fluorescence de désexcitation. Ces 

résultats sont donc en accord avec les observations qui ont été effectuées par l'analyse de la 

surface en impédance électrochimique. Ce résultat visuel est donc, une fois encore, très 

encourageant pour la mise en place d'un système électroadressable. 

 

D. Conclusion 

 

Les études de réalisation de l’électrocatalyse de la réaction « click » sur électrode d’or ont été 

menées dans ce chapitre. Le greffage par la formation d’un 1,2,3-triazole entre un alcyne 

immobilisé sur la surface et un dérivé azoture peut être contrôlé par application d’un potentiel 

négatif pour générer in situ une espèce Cu(I) active pour la catalyse. Un potentiel optimal a 

été identifié, en utilisant du sulfate de cuivre et un ligand TBTA propice à la réduction de ce 

dernier en Cu(I). Les paramètres déterminés se montrent efficaces sans qu’un électrodépôt de 

cuivre métallique sur la surface d’or ne soit observée. 
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L’approche de la réaction de « click » électrocatalysée a permis la fonctionnalisation sélective 

de nos électrodes d’or avec de bons rendements. Il a été démontré que la réaction de « click » 

se réalise sur la surface si, et seulement si, un potentiel spécifique de -300 mV vs Ag/AgCl est 

appliqué. 

 

Ces résultats ont été démontrés dans un premier temps par l’immobilisation sur la surface 

d’une espèce rédox active : Le 2-azidoéthyl ferrocène 6. L’avancement de la réaction a été 

suivie par cyclovoltampérométrie cyclique. La caractérisation par XPS de la surface de 

l’électrode a apporté la confirmation de cette immobilisation. 

 

Dans un second temps, l’efficacité de la réaction a été mise en évidence par l’immobilisation 

de nanoparticules fluorescentes modifiées en surface par des fonctions azoture. Le greffage de 

ces particules a été observé par microscopie optique de fluorescence. Il a été ainsi acquis une 

preuve visuelle de cette chimie électrocatalysée. 

  

Nous avons enfin démontré par spectroscopie d’impédance que la réaction de « click » 

électroassistée est efficace pour l’immobilisation de la streptavidine, sous sa forme naturelle, 

ou ancrée sur nanoparticule. Une couche intermédiaire de streptavidine permet d’immobiliser 

par la suite des entités biotinylées supplémentaires, tel qu’il a été démontré pour 

l’immobilisation de l’albumine sérique humaine sur nos supports. 

 

En outre, l’alkylthiol utilisé dans cette étude, le bis(DTPA)héxynyle, se révèle être un élément 

d’ancrage sur or compatible avec l’application d’un vaste domaine de potentiels (-0,5 V à 

+0,9V vs ECS), avec des conditions de stabilité supérieures aux monothiols plus classiques. 

Le stockage des électrodes sous tampon à température ambiante peut dépasser une période de 

20 jours sans qu’il ne soit observé de variations notables d’intensité du signal. Ce composé 

s’annonce donc très prometteur pour la réalisation de biocapteurs robustes pour la détection 

multiplexée de cibles pour un diagnostic médical efficace. 

 

Un système performant d’immobilisation sur or par un mécanisme électroassisté a ainsi été 

mis au point avec un certain nombre de dérivés de différentes taille et composition chimique. 

Il reste encore à démontrer la fiabilité de ce système pour l’élaboration d’un biocapteur 

spécifique et sensible.  
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E. Partie expérimentale 

 

E.1.  Activation de la surface d’or 

 

Les solutions aqueuses ont été préparées à partir d’eau déionisée par un système Milli-Q 

(Millipore, Bedford, MA). Sauf indication contraire, toutes les analyses ont été conduites dans 

une solution d'électrolyte d'analyse (PBE). Il s'agit d'un tampon phosphate (20 mM) de pH = 

6,4, avec du perchlorate de sodium pour électrolyte (250 mM). Les solutions sont 

désoxygénées par un flux d'Argon avant utilisation. Les mesures électrochimiques sont 

réalisées avec un compartiment conventionnel à 3 électrodes, de volume interne compris entre 

1,5 mL à 5 mL (Verre Equipements, Collonges au Mont d’Or, France), fermé hermétiquement 

d'un côté avec une électrode laminaire d'or (7 mm² de surface) utilisée comme électrode de 

travail et, de l'autre côté, fermée avec une électrode laminaire de platine (38,5 mm² de 

surface) utilisée comme contre électrode (Figure E.1.). 

 

 

Figure E.. :Cliché de la céllule d’analyse électrochimique 

 

Une électrode au calomel saturée au chlorure de potassium (ECS) de Radiometer Analytical 

(Villeurbanne, France) a été utilisée comme référence. Ce système est connecté à un 

potentiostat Bio-Logic VMP2 (Bio-Logic Science Instruments, Pont de Claix, France). Les 

résultats sont enregistrés avec le logiciel EC-Lab fourni par Bio-Logic Science Instruments.  
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L'activation de la surface d'or est réalisée dans le système d'analyse dans lequel sont introduits 

5 mL d'une solution de soude à 0,5M. Au besoin, l’électrode de platine et préalablement 

nettoyée à l'acide sulfurique concentré puis rincée à l'eau distillée et finalement séchée. Après 

l'application d'un potentiel de départ de 0 mV, une série de 10 cycles en voltampérométrie 

cyclique a été effectuée entre -400 mV est -1400 mV. Le potentiel de fin du programme est de 

-1400 mV.  

 

E.2.  Réduction de l’élément d’ancrage et greffage 

 

Avant tout greffage sur surface d’or, il est nécessaire de réduire les alkylthiols. Cette 

réduction est effectuée en utilisant 1 μL de chlorhydride de tris(2-carboxyéthyl) phosphine 

(TCEP/HCl, 160 mM dans l’eau) et 5 μL de bis(DTPA)héxynyle 7 (0,8 mM dans l’eau)198. 

Après 2h de réduction, le milieu réactionnel est repris dans du tampon dit de greffage (tampon 

phosphate 100 mM, pH =8) de manière à obtenir 96 μL d’une solution constituée de 7 (40 

μM) et de TCEP/HCl (1,6 mM) au tampon contrôlé par le tampon de greffage, selon un 

protocole décrit par Ricci et coll.199. Cette solution est directement appliquée sur l'électrode 

d'or fraîchement activée, et rincée à l’eau. L'immobilisation se déroule sur une période allant 

de 3 à 5 jours, selon l’étude envisagée. Au terme de cette période, l'électrode est  rincée avec 

de l'eau distillée, et le système est plongé 1h dans 60 μL d’une solution de mercaptopropanol 

(1mM).  

 

E.3. Méthode d’activation électrochimique de la chimie « click » 

 

L’électrode fraîchement greffée par élément d'ancrage 7 est utilisée immédiatement afin de 

réaliser la réaction de « click » avec l’azidoéthyl ferrocène 6. La procédure est similaire à ce 

qui a été décrit par les équipes de Devaraj33 et Canete149. L’électrode modifiée est rincée puis 

incubée dans 4 mL d’une solution de 10 μM de TBTA, 10 μM de CuSO4 et 1,10 ou 100 μM 

de 6 dans un mélange DMSO/PBE (50 :50 v/v). La réaction de « click » est menée sous un 

potentiel de -300 mV vs Ag/AgCl. Une CV est enregistrée toutes les 15 minutes, avec une 

vitesse de balayage égale à 0,05 V.s-1, afin de suivre l'évolution de la réaction. Celle-ci 

s'achève lorsque l'intensité atteint un plateau, généralement acquis au bout de 2h de réaction. 

L’électrode est ensuite abondamment rincée afin d’enlever toute trace d'éléments adsorbés sur 

la surface. 
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E.4.  Méthode d’analyse électrochimique 

 

Avant analyse par voltampérométrie cyclique, l’électrode greffée est nettoyée avec de l'eau 

puis avec une solution d'électrolyte d'analyse. Les mesures électrochimiques sont effectuées 

dans 5 mL de PBE. Les CV sont enregistrées dans une gamme de potentiel allant de 0,1 V à 

0,95 V vs ECS. La variation de cette gamme est adaptée aux besoins de l'analyse. Pour chaque 

mesure, trois cycles successifs sont effectués pour s'assurer de la stabilisation du signal, et 

seul le troisième cycle est gardé comme résultat. Pour la détermination de la constante de 

transfert électronique ket, la vitesse de balayage a été menée de 0,05 V.s-1 à 5 V.s -1. 

 

E.5. Synthèse du bis(DTPA) hexyl-1,2,3-triazol-3-éthyl ferrocène 9 

 

 

 

Après la réaction de la DTPA-CPG avec le DTPA et l’héxynyle phosphoramidite (Chapire I, 

partie E.2) le bis (DTPA)héxynyle-CPG a été introduit dans 2mL d’un mélange eau/DMSO 

(50:50) auquel a été dissous de l’ascorbate de sodium (5mM), TBTA (1mM), sulfate de cuivre 

(2,5 mM) et du composé 6 (1,5 mM). Le milieu réactionnel est laissé à 60°C, sous agitation, 

pour 2 jours. Le composé formé est ensuite clivé de la CPG par traitement dans l’ammoniaque 

(35% massique) à température ambiante, durant une nuit159. Après évaporation à sec, le résidu 

est caractérisé par spectroscopie de masse. Un ε260 de 2176 L·mol−1·cm−1 a été calculé pour la 

courbe d’étalonage de 6 dans l’eau. Nous avons postulé que cette valeur était identique à celle 

du composé 9. Un rendement global de 93 % a été déterminé en mesurant l’absorbance de 

l’entité 9 à 260 nm. 

SM (ESI-) : 780,0 ([M - H]-) 

Formule brute : C26H36FeN3O9P2S4
- masse calculée 780,6 

masse trouvée 780,0 
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E.6. Caractérisation des surfaces d’or fonctionnalisées par X-ray photoelectron 

spectroscopy (XPS) 

 

Les mesures ont été effectuées sur un appareil PHI Quantera SXM (Physical Electronics, 

Chanhassen, USA) équipé avec une source monochromatique X utilisant la raie Kα de 

l’Aluminium d’énergie 1486,6 eV et opérant à 15 kV pour un courant de 4 mA. Les 

photoélectrons sont collectés à 180 ° par un analyseur hémisphérique. Le diamètre de l’aire 

analysée est de 200 ȝm et l’angle de détection par rapport à la surface de l’échantillon analysé 

est de 45°. Les échantillons ont été analysés avec un double rayon de neutralisation de charge, 

et les spectres sont calibrés à partir de l’énergie de liaison C-C C1s à 285 eV. Les 

concentrations atomiques sont déterminées en utilisant des facteurs de sensibilité fournis par 

le fabricant. Les déviations standards sont calculées à partir des mesures sur trois différentes 

aires. 

 

E.7. Fonctionnalisation des nanoparticules rhodamine 

 

E.7.a Réactifs & Appareillages 

 

Le 6-aminohexyl-1-ol, 3-(triéthoxysilyl) propyl isocyanate, 3-aminopropyl-triéthoxysilane 

(APTES), O-benzotriazol-1-yl-N,N,N′,N′-tétraméthyluronium hexafluorophosphate (HBTU), 

diméthylaminopyridine (DMAP) et le 1,8-diazabicyclo [5.4.0] undéc-7-ène sont disponibles 

chez Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France). La CPG (300nm de taille moyenne des 

pores) est achetée chez Fluka. Les nanoparticules de silice fluorescentes (rhodamine B, NP de 

diamètre ~50 nm) sont acquises auprès de Nano-H (Lyon, France). La concentration de la 

solution mère de NP est de 9,3.1013 ± 9,1012 NP.mL-1. Cette concentration de référence est 

calculée en dosant dans un premier temps la quantité de silicium dans la solution (5,0 ± 0,5 

g.L-1 en silicium) par Spectrométrie par torche à plasma (Inductively Coupled Plasma Atomic 

Emission Spectroscopy ; ICP-AES), puis en prenant le diamètre moyen des particules (50nm) 

et leur masse volumique (valeur estimée de 1,75 g.cm-3) pour le calcul. En effet, les solutions 

colloïdales inorganiques/organiques (i.e. les particules de silice comportant des molécules 

organiques comme l’APTES, ou la rhodamine encapsulée dans le cœur des objets) ont des 

masses volumiques inférieures à la silice (1,96 g.cm-3)200 . 

Les spectres RMN 1H sont réalisés sur un Bruker DRX-300 dans du chloroforme deutéré.  
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Les clichés obtenus par microscopie électronique en transmission (Transmission electron 

microscopy TEM) sont obtenus sur un Philips CM120 opérant à 120 kV. Les particules de NP 

sont examinées après le dépôt de 5 μL de solution sur une grille de cuivre recouverte de 

formvar (Electron Microscopy Sciences) et évaporées à sec. 

Les mesures par diffusion dynamique de la lumière (Dynamic Light Scattering DLS) sont 

effectuées sur un appareil Zetasizer NanoZS (Malvern Instruments) pour déterminer le rayon 

hydrodynamique et l’indice de polydispersité (polydispersity index PdI) des NP. Le même 

appareillage permet de déterminer le potentiel Zeta. 

 

La spectrométrie de masse des ions secondaires à temps de vol (Time-of-Flight Secondary Ion 

Mass Spectrometry ; TOF-SIMS) est menée sur un instrument TOF-SIMS Trift III de 

Physical Electronics (Minneapolis, USA). Cet appareil est équipé d’un sas d’introduction et 

d’une chambre d’analyse couplée avec un analyseur de type TOF. L’analyse est conduite sous 

ultravide (1,33.10-7 à 1,33.10-9 Pa). La source d’ionisation est un canon à ions primaires en 

mode pulsé (Aun
+) de 22 keV d’énergie. Le bombardement de l’échantillon se fait par 

balayage du faisceau d’ions sur une surface de 300 μm x 300 μm.  Les données sont analysées 

en utilisant le logiciel WinCadence. La calibration du spectre de masse est effectuée sur les 

ions secondaires hydrocarbonés. Chaque échantillon est passé sur indium. 
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E.7.b Modification des nanoparticules rhodamine par un azoture. 

 

L’immobilisation sur CPG des NP préalablement hydroxylées en surface est réalisée par 

Gabriel De Crozals selon le protocole qui a été déjà publié181. 

35 mg de CPG fonctionnalisée par les NP sont introduits dans une colonne de synthèse, afin 

de fonctionnaliser les NP par synthèse automatisée sur support (Cf. Chapitre I). On réalise 

ainsi l’incorporation successive de 5 résidus PEG phosphoramidite sur les fonctions 

hydroxyle libres des nanoparticules, puis la synthèse automatisée est achevée par 

l’incorporation du bromohexyle phosphoramidite terminal. Les NP 10 sont ainsi obtenues. 

Une partie de la CPG ainsi fonctionnalisée est conservée, pour décrocher les nanoparticules et 

les analyser plus tard par TOF-SIMS.  

La substitution de l’halogénure terminal est réalisée dans 2 mL de DMF anhydre, dans 

lesquels sont préalablement dissous l’azoture de sodium (100mM) et l’iodure de sodium (100 

mM). La substitution est réalisée en 2 h à 65 °C159 obtenant ainsi des NP 11. Celles-ci sont 

décrochées en agitant le support dans 600 μL d’un mélange Eau/ACN (50 :50 v/v) à 0,5 M de 

DBU, à 30 °C durant 1 heure. Le surnageant fluorescent est ensuite prélevé puis dilué dans de 

l’eau stérile pH 7. La solution est centrifugée sur un filtre 0,45 μM Amicon Filter, pour 

séparer les nanoparticules de la CPG, puis centrifugée sur filtre 30K Amicon ultra Filter pour 

éliminer la DBU et l’ACN. Après une série de trois centrifugations, la solution de NP azotures 

est ensuite stockée à 4°C, en évitant tout contact avec la lumière. 

 L’analyse de la surface des nanoparticules obtenues lors de ces deux étapes se fait par TOF-

SIMS en mode positif et négatif. Pour la NP 10, les pics de la silice, des phosphates et du 

bromure sont majoritairement détectés : m/z = 16 (O-) ; m/z = 13 (CH-) ; m/z = 28 (Si+) ; m/z 

= 63 (PO2
-) ; m/z = 81 (Br-). Pour les NP 11, les pics de la silice, des phosphates sont 

majoritairement détectés : m/z = 30 (CH4N) ; m/z = 28 (Si+) ; m/z = 63 (PO2
-). Le pic du 

bromure m/z = 81 n’est plus observé 

 

E.8. Immobilisation électrochimique des nanoparticules sur surface d’or 

 

Après immobilisation du dérivé bis(DTPA)héxynyle 7 sur électrode d'or en 4 jours (Cf. partie 

II.E.2) et avant de procéder à la réaction électrocatalysée, l’électrode est incubée  dans 100 μL 

d’une solution à 100mM en phosphate de sodium, 1% massique de BSA et 0,1% massique de 

Tween durant 20 minutes à température ambiante. L’électrode est rincée, puis les NP 11 sont 
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greffées sur l’électrode via le protocole de la réaction de « click » décrit précédemment (Cf. 

partie II.E.3). Il a été choisi de travailler dans une mixture DMSO/PBE (50 : 50, v/v) 

contenant 10 μM de TBTA, 10 μM de CuSO4 et les NP 12 sont ajoutées à une concentration 

de 2,8.1013 NP.mL-1. La réduction du cuivre se fait par chronocoulométrie, à -300mV vs. 

Ag/AgCl durant 3h. Le test négatif est quant à lui conduit sur une seconde électrode, en 

suivant scrupuleusement le même protocole, à l’exception du potentiel appliqué qui est alors 

égal à +250 mV vs. Ag/AgCl. 

 

E.9. Observation des nanoparticules par microscopie optique de fluorescence  

 

Les images de microscopie optique de fluorescence sont prises sur un appareil Zeiss Axioplan 

2 Imaging, équipé de lentilles de grossissement ×10 et ×40 et d’une caméra 

monochromatique. Les échantillons sont observés d’abord sous lumière transmise, puis par 

fluorescence. La rhodamine est excitée par la lampe UV-Visible munie d’un filtre à bande 

passante passe-bande de 550 (±25) nm et la fluorescence de désexcitation de l’échantillon est 

collectée par un filtre à bande passante de 605 (±70) nm.  

Après la réaction de « click », les électrodes sont abondamment rincées à l’eau distillée, puis 

passées au bain à ultrasons dans une solution aqueuse de Tween 1% massique (2 fois 5 min, V 

~ 5mL). L’électrode est ensuite abondamment rincée à l’eau distillée, puis à l’éthanol et 

l’acétone, et enfin séchée sous flux d'azote.  
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E.10. Méthode d’immobilisation de la biotine  

 

E.10.a. réactifs 

 

Le conjugué Azide-PEG3-biotine est obtenu auprès de Jena Sciences (Saint-Martin-d'Hères, 

France).  La streptavidine et l’albumine sérique bovine (BSA) sont achetées chez Sigma-

Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France). Les nanoparticules de silice à cœur rhodamine 

fonctionnalisées par la streptavidine181 ont été achetées chez Nano-H (Saint Quentin Fallavier, 

France). La protéine d’albumine sérique humaine biotinylée (HSA) est procurée auprès de 

Abcam (Paris, France). 

 

E.10.b. immobilisation du composé Azide-PEG3-biotine 

 

Après immobilisation du dérivé bis(DTPA)héxynyle 7 sur électrode d'or pendant 4 jours (Cf. 

partie II.E.2), l’Azide-PEG3-biotine est greffée sur l’électrode via le protocole de la réaction 

de « click »  décrit précédemment (Cf. partie II.E.3). Il a été choisi de travailler dans une 

mixture DMSO/eau (50 : 50, v/v) contenant 10 μM de TBTA, 10 μM de CuSO4 et 10μM 

d’Azide-PEG3-biotine. La réduction du cuivre se fait par chronocoulométrie, à -300mV vs. 

Ag/AgCl durant 3h. Le test négatif est quant à lui conduit dans des conditions similaires, 

excepté le potentiel qui est alors égal à +300 mV vs. Ag/AgCl. Les mesures par spectrométrie 

d'impédance électrochimique (SIE) sont conduites à la fin de cette réaction.  

 

E.11. Reconnaissance Streptavidine-biotine sur surface d’or, suivie par spectrométrie 

d’impédance et microscopie optique de fluorescence 

 

E.11.a. Suivie de la reconnaissance par SIE. 

 

Une fois la réaction de « click » complétée, l’électrode ainsi fonctionnalisée est rincée à l'eau, 

puis incubée dans 100 μL d’une solution de streptavidine à (1 mg.mL-1) dans un tampon 

phosphate (10 mM NaPO4, 2,7 mM KCl, 137 mM NaCl, pH 7,4) durant 30 minutes à 

température ambiante. La SIE est utilisée pour suivre l'évolution de la résistance de transfert 

de charges après la formation du complexe biotine/streptavidine.  Les mesures sont effectuées 

en utilisant un appareil Voltalab 80, model PGZ 402 assisté du programme Voltamaster 4. 

Toutes les mesures électrochimiques d'impédance sont conduites à température ambiante dans 
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un tampon d'analyse qui sera désigné par PBS. Ce tampon aqueux est constitué de 10 mM de 

Fe(CN)6
3-/4-, 10 mM de phosphate de sodium, 2,7 mM de chlorure de potassium, et 137 mM 

de chlorure de sodium, à pH 7,4. Les mesures sont menées avec une gamme de fréquences 

allant de 105 Hz à 10-1 Hz, avec l'application d'un potentiel de -200 mV vs Pt utilisant une 

modulation de voltage de 10mV. Le diagramme de Nyquist est modulé selon un circuit 

simplifié de Randles, en utilisant le programme Zplot/Zview (Scribner Associate Inc, 

Southern Pines, NC, USA). 

Le même protocole est conduit après reconnaissance de la protéine d’albumine sérique 

humaine biotinylée, avec une gamme de concentrations comprises entre 10-8 et 10 -4 mg.mL -1. 

Dans un premier temps, les étapes citées précédemment pour l’immobilisation de la 

streptavidine sont reproduites à l’identique, l’électrode est ensuite récupérée et incubée avec 

100 μL de concentration voulue en HSA une demi-heure à température ambiante. L'évolution 

de l'impédance en fonction de la concentration HSA est alors suivie, selon le protocole de 

spectrométrique d’impédance décrit plus haut. 

 

E.11.b reconnaissance biotine/streptavidine sur nanoparticules fluorescentes 

 

Cette étude est faite comme contrôle de l'électroadressage. Après 3h avec de réaction de 

« click » avec l’azide-PEG3-biotine, l'électrode est rincée à l'eau distillée, puis séchée sous 

flux d'azote. Un premier traitement de la surface est effectué pour éviter toute adsorption non 

spécifique, en incubant l'électrode dans 100 μL d’une solution à 100mM en phosphate, 1% 

massique de BSA et 0,1% massique de Tween durant 20 minutes à température ambiante. 

L’électrode est rincée à l’eau, puis 100 μL d’une solution de streptavidine fonctionnalisée sur 

nanoparticules de silice (0,15.1010 NP.mL-1) sont mis en réaction durant 30 minutes, à 

température ambiante. Les électrodes sont ensuite abondamment rincées à l’eau distillée, puis 

séchées sous flux d'azote. Les échantillons sont observés avec les mêmes configurations 

d’appareillage que pour le cas des nanoparticules « clickées » sur surface (Cf. partie II.E.9.) 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

CHAPITRE III : SYNTHESE 

D’OLIGONUCLEOTIDES MODIFIES 

PAR DES FERROCENES OU UNE 

CYANINE 5 POUR LA 

FONCTIONNALISATION DE 

SURFACE 
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A. Etude bibliographique sur les oligonucléotides de structure tige-boucle 

 

La structure tige-boucle (« stem-loop ») ou encore épingle à cheveux (« hairpin ») de l'ADN 

résulte d'un repliement intramoléculaire guidé par l'appariement de bases complémentaires au 

sein de la même séquence. Les deux régions formant cette partie hybridée en double hélice, 

appelée la tige, sont reliées entre elles par le reste de la séquence, appelée la boucle. 

Cette structure existe de façon naturelle, notamment au sein des acides ribonucléiques (ARN) 

et plus particulièrement dans le cas des ARN de transfert (ARNt). 

 

A.1. Amorce d’une amplification enzymatique et outil de détection en solution par 

fluorescence 

 

A.1.a. Les structures tige-boucle pour l'amorce d’une amplification enzymatique 

 

La structure tige-boucle est couramment utilisée dans le domaine de la biologie moléculaire 

comme amorce pour l'amplification enzymatique des acides nucléiques. La technique 

d'amplification la plus communément employée est la PCR (Polymerase Chain Reaction). 

Cette technique permet d'amplifier un fragment ADN spécifique de longueur définie à partir 

d'un échantillon complexe en faible quantité. Une amplification de l'ordre du million de 

copies est obtenue en quelques heures, ce qui permet une détection facile par des techniques 

standards de fluorescence ou d'électrochimie. La PCR est basée sur une répétition de cycles 

de réplication d'une matrice double brin d'ADN accélérée par transition de température. 

Chaque réaction met en œuvre deux « primers », séquences d'amorce de la réplication, qui 

définissent en la bordant, la séquence à amplifier. Les produits d'un cycle deviennent les 

substrats du cycle suivant, octroyant à l'amplification des propriétés de réplication 

exponentielle. 
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Figure III.A.1. Schéma de la réplication d’ADN par PCR. 

1) Dénaturation des doubles brins à 95°C 

2) Hybridation des amorces sur les cibles à 45-60°C 

3) Synthèse des brins complémentaires par la polymérase à 72 °C 

 

Une PCR se déroule généralement trois étapes : 

 

 une étape de dénaturation des doubles brins d’ADN par augmentation de la 

température 

 une étape d’initiation ou d’hybridation durant laquelle la température diminue pour 

permettre l'appariement des « primers », sens et anti-sens. 

 Une étape d'élongation des brins complémentaires par la polymérase. Le brin est 

fabriqué à partir des désoxyribonucléotides triphosphates libres, présents dans le 

milieu réactionnel. À l'issue de ces trois étapes, un nouveau cycle d'amplification peut 

commencer. 
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Imaginé par Mullis en 1985 (prix Nobel en 1993), la technique a connu un essor considérable 

à partir de la commercialisation, dans les années 90, d'une ADN polymérase résistante à des 

températures élevées : la Taq polymérase. 

 

L'utilisation d'amorces ayant une structure tige-boucle apporte à cette technique une 

sélectivité, une efficacité et une spécificité supplémentaires201-203. En raison des équilibres 

thermodynamiques, l’« hairpin » ne s’ouvre pour former un duplex amorce / cible que si la 

séquence de la boucle est parfaitement complémentaire à celle de la cible, limitant les 

interactions non spécifiques lors de l’initialisation de la duplication de la séquence voulue. 

Cette spécificité a depuis été exploitée dans le but de faire de la détection de cibles ADN en 

solution par fluorescence aboutissant au concept de « beacon » moléculaire. 

 

A.1.b. Détection en solution par fluorescence à l’aide des « beacons » moléculaires. 

 

Le concept de « Beacon » moléculaire a été développé  par le groupe de Tyagi et Kramer sur 

le principe d'ouverture et de fermeture des structures tige-boucle11, 204-205. Leurs travaux ont 

consisté à modifier les séquences par un fluorophore à l'extrémité 5’ et un suppresseur de 

fluorescence « quencher » à leur extrémité 3’. À la fermeture de la structure tige-boucle, le 

« quencher » situé au voisinage du groupe fluorophore empêche toute émission de 

fluorescence. En présence de la séquence complémentaire de la boucle, le « beacon » s’ouvre, 

éloignant le fluorophore du « quencher », permettant par la même occasion l’émission de 

fluorescence. 

 

Figure III.A.2 : Structure du « beacon » moléculaire développé par Tyagi et Kramer205.  

 

La structure du « « beacon » est soumise à un contrôle thermodynamique. Il existe un 

équilibre entre la forme ouverte et la forme fermée du « beacon ». Son utilisation dans le 

cadre d'une PCR nécessite que la structure « « hairpin » » soit plus stable que le duplex formé 

entre la cible et la boucle de la structure. 

Durant l'étape 2 du cycle PCR, lorsque la température est inférieure à 60°C, les amorces 

s'hybrident à la cible tout comme les « beacons ». Il y a, alors, émission de fluorescence. 

Celle-ci peut être enregistrée et permet de déterminer la quantité de cibles présentes dans la 

solution. Lors du passage à l'étape suivante, la température remonte afin de permettre l'action 
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de la Taq polymérase. Le « beacon » n'est plus lié à la cible et se referme provoquant 

l'extinction du signal. 

 

Figure I.A.3. : Émission de fluorescence des « beacons » moléculaires en fonction de la 

température en présence de la cible complémentaire (en bleu) ou non (en rouge) durant les 

cycles PCR205 

 

A.2. Sonde de capture et de détection 

 

L’utilisation de sondes moléculaires fixées sur un support permet d'éliminer plus facilement 

les contaminants non spécifiques des solutions et d’augmenter la sensibilité de détection des 

systèmes206-208. Horejsh et coll. ont décrit une structure de sondes dont la tige portant le 

« quencher » est modifiée par une base nucléique biotinylée pour être immobilisée sur 

particules207. Ces dernières sont fonctionnalisées soit par des streptavidines, soit par des 

biotines. Dans le premier cas, les molécules ont été reliées aux particules par un pont 

biotine/streptavidine tandis que dans le second cas, elles ont été reliées par un double pont 

biotine/streptavidine/biotine Figure III.A.4. 

 

Figure III.A.4. : Immobilisation des « beacons » moléculaires sur particules via une 

interaction biotine/streptavidine. Application à la détection d'ADN par fluorescence207. 

 

L'utilisation d'un double pont permet de diminuer le bruit de fond et d’augmenter aussi la 

sensibilité lorsque la mesure de fluorescence est réalisée sur les microsphères en solution. 

Ce système admet un seuil de sensibilité de l'ordre du femtomolaire. 

 

Toujours dans une optique de réduction du bruit de fond, certains auteurs ont utilisé le support 

lui-même comme « quencher ». Les structures « beacons » modifiées uniquement par un 

fluorophore ou greffées sur des quantum dots 209 (nanoparticules luminescentes) ont été 

notamment immobilisées sur or. Ce dernier à la propriété de diminuer, voire d’empêcher 

l'émission de la fluorescence de certains fluorophores tels que la fluorescéine ou certaines 

rhodamines27, 210-211.  

 

Les structures tige-boucle de sondes permettant une émission « on/off » de fluorescence ont 

ainsi montré leur intérêt dans de nombreuses applications. Elles ont également été étudiées 
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pour le développement de capteurs. Heeger (prix Nobel de chimie en 2000) et ses 

collaborateurs ont développé une structure comparable au « beacon » pouvant détecter des 

séquences d'acides nucléiques par des méthodes électrochimiques27. Une séquence tige-boucle 

a été modifiée en 5’ par un bras permettant le couplage d’un ferrocène ester activé. En outre, 

un bras alkylthiol en position 3’ permet son greffage sur or. À la fermeture de la structure 

tige-boucle, le ferrocène est localisé à proximité de la surface d'or, ce qui permet un excellent 

transfert électronique à l’électrode, conduisant à un signal électrochimique de forte amplitude. 

Lorsque le « beacon » s'hybride avec la séquence complémentaire de la boucle, celui-ci 

s’ouvre, éloignant de la surface le ferrocène. Le transfert électronique étant défavorisé, 

l'amplitude du signal électrochimique décroît. (Figure III.A.5.) 

 

Figure III.A.5. Système de détection « ON/OFF » présentant une structure tige-boucle 

proposé par Heeger et Coll.27. Lorsque le « Beacon » est fermé, le transfert d'électrons peut 

s'effectuer entre ferrocène et électrode. À son ouverture, le ferrocène s'éloigne de l'électrode 

entraînant une chute du signal électrochimique. 

 

Les travaux montrent une relation de proportionnalité entre la diminution du signal et la 

concentration de cibles introduites dans le milieu. Ce système permet d'envisager la 

réalisation de puces ADN bas-coût. Contrairement à la détection par fluorescence, la détection 

électrochimique se fait avec des appareils moins onéreux, plus petits, et transportables. 

 

L’avantage principal de l'électrochimie et de pouvoir réaliser une détection directe de la 

réaction de reconnaissance sonde-cible en temps réel. Cette technique, s’étant montrée très 

sensible, pourrait permettre, à terme, une détection des cibles dans des échantillons sans une 

étape d’amplification préalable199, 212-213. 
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B. Méthodes d’incorporation de ferrocènes dans les ODN 

 

B.1.  Incorporation de ferrocènes par modification des bases nucléiques 

 

La méthode la plus répandue pour la modification d’un oligonucléotide par des ferrocènes est 

l’incorporation de ces derniers sur les bases azotées des nucléosides. Ces modifications 

interviennent principalement sur la position 3 214 et la position 5 des bases pyrimidines 215-222 

ainsi que sur la position 1 de la guanine 218 et la position 8 de l'adénine219, 223. 

Mukumoto et coll. ont proposé un système de marquage en position 3 de la thymine et en 

position 1 de la guanine de fragments d'ADN, ainsi que la position 3 de l'uracile de fragments 

ARN 218. Un ferrocène carbodiimide réagit sur l'amide intracyclique de la base, formant un 

lien covalent (Figure III.B.1). La réponse électrochimique des ferrocènes peut-être visualisée 

après hybridation avec un ODN sonde complémentaire préalablement greffé sur une électrode 

de travail en or via la méthode des monocouches auto assemblées de thiols (SAM). Une 

simple différence de longueur de chaîne entre deux molécules redox peut permettre d'obtenir 

deux signaux électrochimiques très distincts. Les potentiels redox des ferrocènes sont 

impactés par la nature de leur substituants. 

 

 

Figure III.B.1. Marquage de fragments ARN par réaction de couplage d’un ferrocène 

carbodiimide sur les uraciles218 

 

 

Toutefois, l'inconvénient de ce système est de déstabiliser la formation de la double hélice 

lors de l’hybridation. Les ferrocènes sont situés sur une position participant à la formation des 

paires de bases. 
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B.2.  Incorporation de ferrocènes sur la position 2’ des ribonucléosides 

 

Une alternative consiste à modifier non pas la base mais la position 2’ du ribose224-225. Les 

ribonucléosides Adénosine et Cytidine sont modifiés de façon à être incorporés ensuite dans 

une chaîne ODN synthétisée sur support solide, via la chimie dite aux phosphoramidites 

(Figure III.B.2) 

 

Figure III.B.2. : Stratégie de synthèse du Synthon Riboadénosine phosphoramidite modifié 

par un ferrocène proposé par Yu et Coll.224-225. 

 

Néanmoins un faible rendement de couplage du ferrocène est observé. La raison est que la 

réaction ne s’effectue pas exclusivement sur la position 2’ du ribonucléoside. Le dérivé 

ferrocène peut aussi se coupler à la position 3’. Le composé secondaire ne peut être utilisé 

pour la synthèse automatisée. 

 

B.3.  Incorporation de ferrocènes à l’extrémité 5’ ou 3’ d’un oligonucléotide 

 

La méthode de modification d’oligonucléotides la plus couramment utilisée reste le couplage 

du ferrocène ester activé sur un oligonucléotide synthétique modifié à une extrémité par un 

bras aminé (Figure III.B.3). L’ester activé est obtenu in situ par réaction d’un ferrocène acide 

carboxylique avec le N-hydroxysuccinimide (NHS)22, 110, 226-227 en présence de 1-éthyl-3[(3-

diméthylamino)propyl]carbodiimide (EDC)217. Le couplage d'un oligonucléotide est réalisé en 

solution, avec des rendements de l'ordre de 70 %, ce qui nécessite des étapes de purification 

des conjugués par CLHP. 

 

Figure III.B.3. Préparation de ferrocène ester activé et couplage en 5’ d'un oligonucléotide 

modifié par un bras aminé. 

 

Par ailleurs, Anne et Demaille ont démontré que l'impact du ferrocène positionné à l’extrémité 

d'une chaîne ODN sur la stabilité du duplex est faible31. La différence de température de 

fusion des duplexes formés avec les ODN modifiés et non modifiés est de 1°C pour un 

20mère. 
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Une autre piste a été exploitée par Korri-Youssoufi et Makrouf144-145. La méthode qui a été 

développée consiste à synthétiser un monomère pyrrole ferrocène ester activé. Ce monomère 

est déposé sur une surface conductrice par électropolymérisation du pyrrole. L'ester activé du 

ferrocène permet, par la suite, le couplage d'un oligonucléotide amino modifié en 5’ (Figure 

III.B.4) 

 

Figure III.B.4. Méthode d'incorporation d'un ferrocène proposée par Korri-Youssoufi et 

Makrouf144 145 

 

Cette méthode, néanmoins, ne permet pas de coupler plusieurs ferrocènes. Dans l'optique de 

développer un système électrochimique sensible, il est important de multiplier les molécules 

redox pour l'amplification du signal électrochimique. 

 

Dans ce but, les travaux de Chatelain172, 228 sont basés sur la synthèse de monomères 

ferrocényl phosphoramidite pouvant être incorporés au cours d'une synthèse automatisée sur 

support solide d'un ODN229. 

L’Incorporation de cette molécule redox au sein de sondes de détection de structure tige-

boucle permet d'associer les spécificités de reconnaissance des cibles, à un gain de signal dû à 

l’augmentation du nombre de marqueurs redox sur la sonde. Le choix du positionnement des 

ferrocènes au sein de la structure tige-boucle s’est avéré essentiel pour le maintien des 

performances de la sonde. 

 

C. Synthèse d’un monomère ferrocényl phosphoramidite et optimisation de son 

incorporation dans un ODN par synthèse automatisée sur support solide 

 

C.1.  Synthèse du monomère ferrocényl phosphoramidite 13 

 

Le composé 1-(3-O-diméthoxytritylpropyl)-1’-[3’-O-(2-cyanoéthyl-N,N-

diisopropylphosphoramidityl)propyl] ferrocène 13 est synthétisé, dans cette étude, en deux 

étapes à partir du 1,1’-bis(3-hydroxypropyl)ferrocène. 

Le 1,1’-bis(3-hydroxypropyl)ferrocène nécessite trois étapes de synthèse, à partir du produit 

commercial 1,1’-bisformylferrocène (Figure II.C.1). 

Une réaction de Wittig-Horner est effectuée entre ferrocène bisformylé et le diéthyl 

phosphonoacétate (Figure II.C.1.i).  
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Figure III.C.1. : Synthèse du 1-(3-O-diméthoxytritylpropyl)-1’-[3’-O-(2-cyanoéthyl-N,N-

diisopropylphorphoramidityl)propyl] ferrocène 13 

i) diéthyl phosphonoacétate, Na, EtOH, 0°C, 1h ; ii) H2/Pd/C, acétate d’éthyle, t.a., 24h;iii) 

LiAlH4, diéthyléther, 1h ; DMTr-Cl, DIPEA, DMAP, pyridine anhydre, t.a., 4h30 ;v) 

chloro(diisopropylamino)-β-cyanoéthoxyphosphine, DIPEA, acétonitrile anhydre, t.a., 1h. 

 

La réduction des liaisons éthyléniques du 1,1’-bis[(2-éthyloxycarbonyl)éthylényl]ferrocène 

est réalisée par hydrogénation catalytique du palladium sur charbon pour conduire au 1,1’-

bis[(2-éthyloxycarbonyl)éthyl]ferrocène (Figure II.C.1.ii). La réduction de l’ester est ensuite 

menée dans le tétrahydruroaluminate de lithium pour donner le 1,1’-bis(3-

hydroxypropyl)ferrocène (Figure III.C.1.iii).  

Ce composé, constituant notre réactif de départ, a été fourni par la société EZUS, basée à 

l'université Lyon 1, Villeurbanne. 

 

L'objectif étant d’incorporer le ferrocène aux sondes via la synthèse automatisée des 

oligonucléotides, un des hydroxyles du composé 1,1’-bis(3-hydroxypropyl)ferrocène est 

protégé par un groupement 4,4’-diméthoxytrityle (DMTr-Cl), pour conduire au 1-[3-O-

diméthoxytrithylpropyl]-1’-[3’-hydroxypropyl] ferrocène (12). Le composé obtenu est ensuite 

phosphitylé sur l’hydroxyle à l'aide de la chloro(diisopropylamino)-ȕ-cyanoéthoxyphosphine 

en présence de DIPEA dans l'acétonitrile anhydre pour aboutir au composé 13. Le composé 

13 a donc été obtenu en deux étapes, avec un rendement global de 19 %. Il est à noter que le 

composé bis-propanol n'ayant pas réagi peut être réutilisé, et la formation de l'espèce di-

protégée, étant grandement responsable de la chute du rendement de l'étape iv), peut être 
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déprotégée dans des conditions faiblement acides pour régénérer l'espèce bis-propanol. Ces 

optimisations ne sont pas prises en compte pour le calcul du rendement global de la synthèse. 

 

Le produit 13 est enfin caractérisé par RMN du proton et du phosphore. (Cf. partie 

expérimentale). 

Le monomère ferrocène ainsi obtenu est repris dans l'acétonitrile anhydre avant d'être utilisé 

pour la synthèse des sondes. Son couplage est réalisé selon le cycle d'incorporation optimisé 

mis au point par Chatelain et Coll.172. 

 

C.2.  Incorporation du monomère ferrocène 

 

La synthèse d'un ODN modifié par des ferrocènes aboutit à un brut de synthèse comportant un 

certain nombre d'avortons. Pour faciliter la tâche de la séparation sur CLHP, les monomères 

ferrocènes doivent être introduits en début de synthèse. Les avortons contenant les 

monomères ferrocènes peuvent être facilement évincés par une simple centrifugation sur un 

filtre 30k. 

 

La synthèse des sondes est réalisée sur une colonne commerciale dT-CPG. En effet, le 

nucléotide précédant le ferrocène influe sur la qualité de synthèse. La base T a de plus faibles 

répercussions sur le rendement global de synthèse. 

L’incorporation du ferrocène sera réalisée selon un cycle de synthèse classique (Cf. Chapitre 

I), auquel seront néanmoins appliqués deux paramètres afin d'optimiser les rendements de 

couplage du monomère : le temps de couplage ne devra pas excéder 15 s, en raison de 

l’instabilité du ferrocène phosphoramidite en présence de l’activateur, et la concentration de la 

solution de synthon ferrocène, quant à elle, doit être de 0,1 M230. Le cycle de synthèse des 

sondes modifiées est disponible en annexe. 
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D. Synthèse de sondes ODN modifiées par des ferrocènes et des groupes fluorophores 

 

D.1. Synthèse automatisée d’oligonucléotides de structure tige-boucle 

 

D.1.a. Détermination d'une structure fonctionnelle 

 

Le choix de la séquence de la sonde de détection joue un rôle capital dans l'efficacité du 

système. Ceci est d'autant plus vrai dans le cas de sondes en épingle à cheveux, puisqu’alors 

leur séquence influe sur leur stabilité thermodynamique et leur capacité à s'ouvrir en présence 

d'une cible complémentaire. 

 

Les études de Tyagi231 et Kramer207 décrivent les caractéristiques d'un « Beacon » moléculaire 

performant. Leurs observations sont spécifiques à des structures « hairpin » modifiées par un 

fluorophore à une extrémité et un « quencher » à l'autre extrémité. Le raisonnement peut être 

également appliqué à d'autres « hairpins » modifiés, sous réserve de tenir compte des 

contraintes liées à la présence des modificateurs sur la structure. 

Ces deux auteurs ont déterminé des « principes » pour établir les meilleures séquences des 

sondes de détection utilisables en PCR. La température de fusion des duplexes doit être 

comprise entre de 55°C et 70°C, l'hybridation des « primers » se déroulant à des températures 

généralement comprises entre 45 °C et 60°C. Cette propriété permet de favoriser l'hybridation 

de l’« hairpin » avec sa cible complémentaire durant cette dernière étape, produisant un signal 

fluorescent. Ce système permet de suivre en temps réel à chaque cycle le processus 

d’amplification des séquences. 

Dans cette étude, les expériences seront menées à température ambiante. Le duplex doit être 

plus favorable que la forme « hairpin ». Cette structure doit être déplacée vers la forme duplex 

à 20°C, en présence de la cible. La séquence de la boucle de l’ « hairpin » doit comprendre 

entre 12 et 20 nucléotides de façon à conserver une bonne sélectivité. 

Les tiges de l'épingle à cheveux doivent comprendre entre 5 et 7 nucléotides, incluant plus de 

50 % de bases C et G pour stabiliser suffisamment la structure « hairpin ». La température de 

fusion de l'épingle à cheveux doit être suffisamment élevée pour limiter les structures 

secondaires. Il est à noter que la température de fusion des tiges seules ne correspond 

absolument pas à la température de fusion de la structure « hairpin ». La présence de la boucle 

apporte une stabilité supplémentaire aux duplex formés par les deux courts fragments 

complémentaires de la tige. 
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D.1.b. Séquences retenues pour la suite des études 

 

Il a été choisi une séquence décrite dans la littérature pour détecter le gène du virus Influenza 

pour constituer la boucle de la structure « hairpin ». La séquence tige-boucle étudiée par 

Chatelain et coll.172 dans des travaux antérieurs a été optimisée dans le cadre de ce travail. Le 

choix de cette sonde optimisée dite de seconde génération sera explicité en fin de chapitre. 

Les séquences sont développées dans le tableau III.D.1. . 

La première séquence, désignée sous le terme In, possède dans la tige six paires de bases non 

complémentaires de la cible. La deuxième séquence, notée In’, présente une paire de bases 

supplémentaires dans sa tige, avec une base complémentaire de la cible, pour favoriser 

l’ouverture de l’ « hairpin ». 

La séquence In présente une boucle de 14 nucléotides complémentaires avec la cible, alors 

que la séquence In’ possède une boucle de 19 bases complémentaires avec la cible. 

Les températures de fusion (Tm) des structures potentielles et des duplex correspondants sont 

évaluées à l'aide d'un logiciel développé par la société IDT. 

 

Nom Séquence 
Tm « hairpin » 

(°C) 

Tm duplex 

(°C) 

In 
5’ CGA TCG GAA GAC GTC CAA AAC 

GAT CG 3’ 
60,4 51,5 

    

In’ 
5’ CTG CTA GGG AGA AGA CGT CCA 

AAA ACT AGC AG 3’ 
56,7 61,6 

Tableau III.D.1 Calcul des Tm théoriques des deux sondes « hairpins » 

[Na+] 250 mM ; [oligonucléotide] 1 μM. 

Les séquences complémentaires des tiges sont soulignées. 

Les séquences complémentaires de la cible sont surlignées 
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D.2.Synthèse des ODN modifiés par des ferrocènes en 3’  

 

La tige du cotés 3’ est un point stratégique, puisqu’il s’agit d'un point d’articulation au niveau 

de la structure et se trouve au contact d'une zone d'hybridation en position fermée, ce qui offre 

la distance la plus courte entre le ferrocène et la surface d'or. En effet, sous la forme simple 

brin, les deux tiges sont hybridées réduisant les degrés de liberté des modifications 

ferrocényles, les contraignant à demeurer dans une région très proche de la surface (Figure 

III.D.1). Cette contrainte environnementale permettra d'obtenir un signal maximal en 

électrochimie. 

 

 

Figure III.D.1. : Schéma du monomère ferrocène incorporé dans la séquence, et structure des 

« hairpin » modifiés synthétisés 

 

 

Une série de cinq « hairpins » modifiés par les groupements ferrocène ont été synthétisés 

(Tableau III.D.2) pour les séquences de détection du virus influenza (In et In’). 
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Nom de l’  

« hairpin » modifié 
Séquence Nombre de ferrocènes en 3’ Type de modification en 5’ 

(DTPA)2In3Fc In 3 alkylthiol 

(DTPA)2In4Fc In 4 alkylthiol 

N3In’1Fc In’ 1 Azoture d’hexyle 

N3In’4Fc In’ 4 Azoture d’hexyle 

Tb(N3)3In’4Fc In’ 4 Azoture d’hexyle 

Tableau III.D.2. : Nomenclature des « hairpin » modifiés synthétisés pour l'étude 

 

Ces structures possèdent des ferrocènes sur leur tige. Le premier synthon à incorporer est 

donc un monomère ferrocényl, ce qui est réalisé à l'aide d'une CPG fonctionnalisée par une 

thymine. 

Deux campagnes de synthèse ont été effectuées pour l'obtention de ces cinq sondes. La 

première a permis de synthétiser les « hairpins » modifiés par le bis(DTPA) phosphate. Avec 

un programme de synthèse automatisée utilisant une concentration ferrocène de 0,1 M et une 

CPG de taille de pores de 500 Å (Cf. programme d’incorporation en annexe). La deuxième a 

permis de synthétiser les « hairpins » modifiés par les groupements azoture, selon les mêmes 

conditions opératoires que pour l’incorporation des monomères ferrocène. 

Les incorporations ont été réalisées selon les considérations de la partie C avec un temps de 

couplage de 15s après le passage de la solution de monomère ferrocène dans le tétrazole. 

 

D.3. Modification des ODN par le Bis(DTPA) phosphate pour le greffage sur or 

 

La méthode SAM est couramment employée pour la mise au point de systèmes de 

diagnostic214, fournissant une large base de données pour d’éventuelles comparaisons avec les 

sondes développées dans ce travail . Les travaux de Liepold et coll.100 dans ce domaine ont 

démontré un gain de stabilité du greffage sur or de dérivés porteurs de plusieurs thiols, il a été 

décidé de modifier la sonde tige-boucle par 2 DTPA successifs, ce qui correspond à 

l’incorporation de 4 thiols.  

Par ailleurs le greffage des ODN modifiés par des ferrocènes sur les électrodes apparaît 

comme une bonne stratégie pour obtenir des signaux intenses, reproductibles et sensibles aux 

variations d’environnement chimique. 
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Notre stratégie a consisté à développer une méthode de greffage de sonde ferrocène au plus 

près de l’électrode, pour faciliter la visualisation de la variation du signal électrochimique lié 

aux changements de conformation (Figure III.D.2). 

 

 

Figure III.D.2. : Structures des sondes (DTPA)2In3Fc et (DTPA)2In4Fc 

 

Les fonctions thiol sont incorporées en position 5’ (fin de synthèse) des sondes de séquence In 

((DTPA)2In3Fc et (DTPA)2In4Fc). Le monomère DTPA a été couplé aux sondes de détection 

sur le synthétiseur selon un protocole similaire à ce qui a été décrit dans le chapitre I. Le 

temps de couplage du composé DTPA est de six minutes. Chacune des deux sondes sont 

modifiées par deux monomères DTPA situés en position 5’ terminale. Les sondes synthétisées 

sont ensuite décrochées par action d’une solution d’ammoniaque à 30 % massique dans l’eau 

chauffée à 60°C durant 12h. La purification des oligonucléotides est effectuée par collecte des 

différentes fractions obtenues après séparation en CLHP (Figure III.D.4.). Enfin, Les sondes 

synthétisées sont caractérisées par spectroscopie de masse MALDI-TOF (Tableau III.D.3). 

Les conditions opératoires sont détaillées en partie expérimentale.  
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Figure III.D.4. : Profils CLHP des sondes (DTPA)2In3Fc et (DTPA)2In4Fc purifiées .Colonne 

DeltaPak C18 15μm. Gradient en acétonitrile de 5% à 15% en 10 min, puis 37,5% en 45 min, 

et enfin 50 % en 5 minutes, dans un tampon TEAAc 0,05 M, pH=7. 

 

Sonde 
Masse attendue 

(m/z, g.mol-1) 

Masse obtenue 

(m/z, g.mol-1) 

Quantité obtenue 

après purification 

par CLHP (nmol) 

(DTPA)2In3Fc 9823,29 9826,9 71 

(DTPA)2In4Fc 10187,49 10185,2 61 

 

Tableau III.D.3. : Caractérisation par MALDI-TOF et quantité obtenue pour chacune des 

sondes après purification CLHP. 
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D.4. Modification des ODN par des groupements azoture  

 

La méthode développée dans le chapitre II pour la mise au point d'une réaction de « click » 

électroactivée s’est avérée performante pour l'immobilisation de molécules biologiques sur 

surface d'or. La suite de l'étude visera à confirmer que cette méthode d'immobilisation est tout 

aussi efficace pour l’immobilisation directe de sondes oligonucléotidiques. 

Pour atteindre ce but, les sondes N3In’1Fc, N3In’4Fc et Tb(N3)3In’4Fc ont été synthétisées. 

Pour des raisons de stabilité thermodynamique (développées dans la partie suivante), la 

séquence In’ a été retenue pour l’élaboration de ces sondes ODN modifiées par un azoture. 

Pour pouvoir effectuer l'immobilisation des sondes azoture sur or, nous avons décidé de 

réutiliser l’élément d'ancrage bis(DTPA)héxynyle 7. 

Les trois sondes ont été réalisées, chacune dans un but précis. 

 

 La sonde N3In’1Fc ne possède qu’un seul ferrocène : il nous fallait, en effet, une 

première sonde facile à synthétiser avec de bons rendements, afin de pouvoir optimiser 

les conditions opératoires pour l'immobilisation de sondes par la réaction de « click » 

électrocatalysée. 

 La sonde N3In’4Fc a été synthétisée pour pouvoir comparer les propriétés de détection 

électrochimique avec son équivalent (DTPA)2In4Fc, que l’on espère plus sensible à 

cause de ses 4 groupements redox.  

 Enfin, la structure de la sonde Tb(N3)3In’4Fc présente un plus grand nombre 

d’extrémités réactive en position 5’. Cette modification est réalisée dans l'optique 

d'améliorer les rendements d'immobilisation des sondes sur la surface or. 

 

La structure des sondes est détaillée dans la figure III.D.5. . 
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Figure III.D.5. : Structure des sondes N3In’1Fc, N3In’4Fc et Tb(N3)3In’4Fc. 

 

De façon identique à ce qui a été décrit au sujet de l’immobilisation des nanoparticules sur 

électrode (Cf. Chapitre II), la modification azoture est réalisée par le couplage de la sonde 

avec un dérivé bromohexyle phosphoramidite en position 5’ (en fin de synthèse). Les 

conditions de couplage de ce réactif sont identiques à celles d’une base classique. Dans le cas 

de la sonde Tb(N3)3In’4Fc, un synthon Trebler phosphoramidite est incorporé avant l'ajout du 

bromohexyle phosphoramidite. Ce synthon Trebler, représenté dans la figure III.D.5., permet 

de créer trois ramifications en position 5’. Ce composé commercial est couplé sur la sonde en 

fin de synthèse en utilisant le 4,5-dicyanoimidazole à 3% dans l’acétonitrile comme 

activateur, celui-ci étant plus réactif que le tétrazole, avec un temps de couplage de 15 

minutes. 

 

En fin de synthèse, la CPG est récupérée, et la substitution de l’halogène est immédiatement 

opérée par réaction avec de l’azoture de sodium (2 mL de solution d’azoture de sodium à 

100mM et l’iodure de sodium à 100 mM dans le DMF anhydre 159). La substitution est 

réalisée en 2 h à 65 °C. Les sondes synthétisées sont ensuite décrochées par action de 

l’ammoniaque à 30 % massique à 60°C durant 12h. Les oligonucléotides sont purifiés par 

collecte des différentes fractions après séparation en CLHP (Figure III.D.6.). Enfin, Les 

sondes synthétisées sont caractérisées par spectrométrie de masse MALDI-TOF (Tableau 

III.D.4). La quantité finale de sonde N3In’4Fc est anormalement faible. Ceci est lié à un 

problème de synthèse n’ayant pas pu être identifié. 
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Figure III.D.6. : Profils CLHP des sondes N3In’1Fc, N3In’4Fc et Tb(N3)3In’4Fc purifiées. 

Colonne DeltaPak C18 15μm. Gradients d’élution donnés en partie expérimentale (tampon 

TEAAc 0,05 M, pH=7). 

 

Sonde 
Masse attendue 

(m/z, g.mol-1) 

Masse obtenue 

(m/z, g.mol-1) 

Quantité obtenue 

après purification 

par CLHP (nmol) 

N3In’1Fc 10773,8 10771,0 53 

N3In’4Fc 11866,4 11864,1 5 

Tb(N3)3In’4Fc 12646,4 12641,9 18 

 

Tableau III.D.3. : Caractérisation par MALDI-TOF et quantité obtenue pour chacune des 

sondes après purification CLHP. 

 

D.5. Synthèse d’ODN modifiés par une cyanine 5 et une terminaison azoture  

 

Afin d'étudier la réaction de « click » électroactivée avec un oligonucléotide sur électrode 

d’or, nous avons souhaité développer un ODN fluorescent pour pouvoir apporter une 

confirmation visuelle du greffage. Dans notre étude, nous avons donc voulu réaliser une 

expérience avec un élément fluorescent. Afin d’éviter un effet de « Quenching » avec la 

surface d’or, nous avons envisagé de distancer le fluorophore de la surface par une courte 

chaine oligonucléotidique. Ainsi, un oligonucléotide poly-thymidine, porteur en 5’ d’un 
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groupement azoture et en 3’ d’une cyanine 5 a été synthétisé. La structure de cet élément est 

représentée dans la figure III.D.7. 

 

 

Figure III.D.7 Structure de l’oligonucléotide dG-Cy5-dT10-N3 (14) 

 

L’oligonucléotide fluorescent dG-Cy5-dT10-N3 (14) est synthétisé selon un protocole similaire 

à ce qui a été vu précédemment. La synthèse est réalisée sur une colonne CPG dG 500Å . Le 

synthon Cy5 phosphoramidite est incorporé sur le premier cycle de synthèse, avec un temps 

de couplage de trois minutes. Il s'ensuit 10 cycles d’incorporation des bases T, puis la 

synthèse automatisée est terminée par l’incorporation du bromohexyle phosphoramidite. La 

substitution de l'halogène est réalisée sur la CPG dans les mêmes conditions établies que 

précédemment (2 mL DMF anhydre, NaN3 100mM, NaI 100 mM, 2h, 65°C). La CPG 

fonctionnalisée est ensuite plongée dans une solution aqueuse d'ammoniaque (NH4OH 

30%/H2O) durant 2h à température ambiante pour décrocher l'oligonucléotide. Les conditions 

de décrochage sont plus douces et plus rapides pour éviter la dégradation de la Cy5. 

Néanmoins, ces conditions ne sont pas optimisées, il semble évident qu'une partie des 

oligonucléotides reste accrochée sur la CPG. L’oligonucléotide est ensuite purifié par CLHP 

avec la colonne DeltaPak C18 15ȝm. Les différentes fractions obtenues sont récoltées, et 

l'oligonucléotide 14 est caractérisé par spectrométrie de masse MALDI-TOF.  

SM MALDI-TOF : 4043,9  

Formule brute : C147H192N30O81P12  masse calculée 4044,9 

masse trouvée 4043,9. 

 

E. Analyse thermodynamique des sondes tige-boucle synthétisées 

 

En raison de faibles variations de signal à l’hybridation rencontrées en électrochimie pour 

l’hybridation des sondes (DTPA)2In3Fc et (DTPA)2In4Fc (Chapitre IV), il a été décidé de 

procéder à l'analyse thermodynamique de ces dernières. Celle-ci se base sur la température de 
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fusion des sondes seules et des sondes hybridées avec leur cible respective. Il est donc 

nécessaire dans un premier temps de définir cette notion de stabilité thermodynamique. 

La température de fusion, ou Tm (melting température) est, d'un point de vue 

thermodynamique, la donnée la plus utilisée pour caractériser les propriétés d'hybridation 

d’un fragment d’acide nucléique avec son brin complémentaire. Sa valeur, utilisée de façon 

standard, reflète la stabilité des structures en double brins. 

L'estimation d'autres paramètres thermodynamiques caractéristiques de l'équilibre entre les 

formes hybridées et non hybridées tels que l’enthalpie (ΔH°), l'entropie (ΔS°) et l’énergie 

libre de Gibbs (ΔG°) découle du tracé de la courbe de fusion du duplex concerné. Dans le cas 

de structures tige-boucle, deux valeurs de Tm doivent être mesurées pour étudier le système, à 

savoir celle de la structure mono brin repliée et celle du duplex formé en présence de la 

séquence complémentaire de la boucle. 

Le Tm correspond à la température pour laquelle la moitié des brins est sous forme dissociée 

(ou dénaturée)  tandis que l'autre moitié des brins est sous forme de duplex. Plus le duplex est 

stable et plus la valeur de Tm est élevée. Le ΔG°, à une température donnée, définit et 

caractérise la barrière énergétique permettant la dissociation du duplex. Plus sa valeur est 

faible (en négatif) et plus la structure est stable. 

La valeur des deux paramètres Tm et ΔG° augmente en valeur absolue avec la concentration 

en brins dans la solution. En effet, la formation du duplex peut-être décrite par deux étapes 

qui contrôlent la cinétique : une étape d'initiation contrôlée par la rencontre des deux brins et 

une étape de propagation contrôlée par la longueur de la chaîne. Dans le cas des duplex 

relativement courts (<40 mères), c'est le processus d'initiation qui contrôle l'équilibre, rendant 

le Tm et ΔG° dépendant de la concentration en brins. En outre, la concentration en cations 

monovalents et bivalents influe sur les valeurs de Tm et ΔG°. En effet, les cations diminuent 

les répulsions électrostatiques entre les deux brins en neutralisant la charge présente sur les 

phosphates, favorisant ainsi la formation des structures appariées.  

Dans le cas particulier des structures tige-boucle, une faible concentration en sels (inférieure à 

0,1 M) favorise les espèces à plus faible densité de charges et donc la structure « hairpin ». De 

plus, le Tm d’une structure tige-boucle n’est pas dépendant de la concentration. 

Dans le cadre de la synthèse des « hairpins » modifiés par des ferrocènes et des alkylthiols, 

l'influence des modifications apportées aux oligonucléotides a été étudiée. 



126 
 

 

E.1. Analyse de la stabilité thermodynamique des sondes tige-boucle synthétisées 

 

Les analyses des courbes de fusion et la détermination des paramètres thermodynamiques 

(Tm, ΔH°, ΔS° et ΔG°298) ont été effectuées pour les structures tige-boucle modifiées par des 

ferrocènes, seules dans le milieu et en présence de leurs cibles complémentaires. 

La valeur ΔG°298 est donnée dans cette étude pour la température de 25°C (298°K), 

correspondant la température de travail lors des tests en électrochimie.  

 

Cette partie se focalise sur l'influence des ferrocènes, et autres modificateurs, sur la stabilité 

de la structure « hairpin » et permet de vérifier que ces sondes modifiées peuvent être utilisées 

pour réaliser la détection spécifique d’acides nucléiques. Pour cela il est important de 

confirmer que la structure tige-boucle fermée est favorisée par rapport à d'autres structures 

secondaires. 

 

 Etude des Tm 

 

Les expériences de dénaturation des sondes « hairpin » sont effectuées dans un tampon NaCl 

250 mM et phosphate 25 mM (pH 6,4) pour une concentration en sonde de 1 μM. Les valeurs 

obtenues après avoir dérivé la courbe de fusion (nécessaire à la détermination de AU et AL) 

sont rassemblées dans le tableau III.E.1. 

 

 Tm « hairpin » (°C) Ecart type 

(DTPA)2In3Fc 51,0 0,7 

(DTPA)2In4Fc 52,1 0,6 

Tableau III.E.1. : Valeurs des Tm des « hairpins » modifiés par des ferrocènes et le 

bis(DTPA)phosphate. [hairpin]=1μM, tampon NaCl 250 mM et phosphate 25 mM (pH 6,4) 

 

Les valeurs moyennes données sont déterminées à l'aide d'un minimum de trois mesures 

indépendantes prises pendant la montée en température. 

Ces résultats montrent que la présence des modifications amène très peu de contraintes pour 

un ferrocène supplémentaire dans la structure tige-boucle.  
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La variation  de la concentration des  « hairpins » dans la solution d'analyse n'a pas d'impact 

sur la valeur du Tm, montrant clairement que la structuration des sondes se déroule bien de 

façon intramoléculaire.  

Néanmoins les Tm obtenus expérimentalement sont notablement plus faibles que ceux 

obtenus par la méthode théorique (voir Tableau III.D.1). Les modifications présentent en 5’ et 

3’ de la séquence influent sur la stabilité du repliement. 

 

 Étude des paramètres thermodynamiques 

 

Le tracé du logarithme de la constante d'équilibre en fonction de la température (équation 

III.7.) relatif aux montées en température de la solution contenant les « hairpins » modifiés 

conduits aux valeurs de ΔH°, ΔS° et ΔG°298 présentés dans le tableau III.E.2. : 

 

 ΔH° (kcal.mol
-1) ΔS°298 (kcal.K-1.mol-1) ΔG°298(kcal.mol-1) 

(DTPA)2In3Fc -30,25 (3,41) -0,104 (0,011) -2,49 (0,28) 

(DTPA)2In4Fc -29,27 (3,21) -0,103 (0,007) -2,53 (0,33) 

Tableau III.E.2. : Valeur des paramètres thermodynamiques des « hairpins » modifiés. 

[hairpin] = 1 μM, tampon NaCl 250 mM et phosphate 25 mM (pH 6,42) 

 

En raison des écart-types enregistrés, les valeurs de ΔH°, ΔS° et ΔG°298 pour les deux sondes 

modifiées sont quasi équivalentes. 

 

E.2. Analyse de la stabilité des duplex formés entre la structure « hairpin » et sa cible 

complémentaire 

 

 Etudes des Tm 

 

Lors de la reconnaissance de la cible complémentaire, dans le cas des sondes (DTPA)2In3Fc 

et (DTPA)2In4Fc, seule la boucle de la structure « hairpin » s’hybride. 

Les paramètres thermodynamiques de la formation du duplex sont évalués dans des 

conditions opératoires similaires à ce qui a été fait précédemment (sonde seule). Les mesures 

sont effectuées pour une concentration respective de 1 μM en sonde et cible, dans un tampon 
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NaCl 250 mM et phosphate 25 mM (pH 6,42). Les valeurs calculées sont reportées dans le 

tableau III.E.3. 

 

 Tm duplex (°C) Ecart type 

(DTPA)2In3Fc 48,9 0,7 

(DTPA)2In4Fc 49,2 0,9 

Tableau III.E.3. : Valeurs des Tm des duplex boucle-cible 

[ODN]=1μM, tampon NaCl 250 mM et phosphate 25 mM (pH 6,42) 

 

Il est à noter que les moyennes retenues pour chaque valeur ont été obtenues à partir d'au 

moins trois expériences indépendantes. 

On notera aussi que les valeurs de Tm enregistrées sont légèrement inférieures à celles 

enregistrées pour la formation de la structure tige-boucle. 

Cela signifie que la structure tige-boucle et le duplex formé avec la cible complémentaire 

présente une stabilité thermodynamique très proche. Le Tm seul ne suffit pas à la 

détermination de l'espèce prédominante. Il est donc nécessaire de compléter ces informations 

avec les autres paramètres thermodynamiques. 

 

 Étude des paramètres thermodynamiques 

 

Le tracé du logarithme de la constante d'équilibre en fonction de la température (équation 

III.7.) relatif aux montées en température de la solution contenant la sonde et la cible conduit 

aux valeurs de ΔH°, ΔS° et ΔG°298 présentés dans le tableau III.E.4. : 

 

 ΔH° (kcal.mol
-1) T ΔS° (kcal.K

-1.mol-1) ΔG°298(kcal.mol-1) 

(DTPA)2In3Fc -58,06 (0,71) - 0,168 (0,005) -12,92 (0,38) 

(DTPA)2In4Fc -60,12 (0,98) -0,171 (0,007) -13,05 (0,22) 

Tableau III.E.4. : Valeur des paramètres thermodynamiques des duplex boucle-cible. 

[hairpin] = 1 μM, tampon NaCl 250 mM et phosphate 25 mM (pH 6,42) 
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Toutefois, contrairement au peu de différence de Tm noté entre les structures tige-boucle et 

duplex, on constate une nette augmentation en valeur absolue du ΔH° (aux environs de 30 

kcal.mol-1) et du ΔG°298 (~10 kcal.mol-1) pour la formation du duplex sonde-cible par rapport 

à la formation de la structure tige-boucle. 

 

Nous pouvons déduire de ces valeurs thermodynamiques que la formation du duplex sonde-

cible est avantagée par rapport à la formation de la structure tige-boucle. L'augmentation de 

l'enthalpie est en faveur de la formation du duplex. 

Toutefois, du fait que ces deux types de conformation (duplex et tige-boucle) présentent des 

Tm du même ordre de grandeur, les deux conformations peuvent être en compétition dans le 

milieu. Dans le cas du développement d’un test d’hybridation, les risques d’ouverture partielle 

de l’«hairpin» en présence de la cible ne sont pas négligeables. C’est pourquoi, dans le cadre 

de cette étude, nous avons imaginé une structure de seconde génération, la séquence In’, plus 

appropriée d’un point de vue thermodynamique à la bonne ouverture/fermeture de 

l’«hairpin». Malheureusement, par manque de temps, la valeur thermodynamique des sondes 

de séquence In’ n’a pu être déterminée expérimentalement afin de vérifier nos suppositions. 
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F. Conclusion 

 

La synthèse d'un  monomère ferrocényle pouvant être incorporé dans un oligonucléotide via 

la chimie dite aux phosphoramidites a été mise au point. Les travaux précédents sur 

l'optimisation de leur intégration aux sondes par synthèse supportée a permis d'envisager des 

incorporations successives de ce dernier au sein de nos sondes ODN de détection 

électrochimique. 

 

La structure « hairpin » ou tige-boucle a été retenue dans le cadre de cette étude. Cinq sondes 

basées sur cette structure ont été synthétisées. Ces sondes ont été modifiées en 3’ par les 

monomères ferrocène précédemment synthétisés et deux familles de bras ont été incorporées 

sur l’extrémité 5’ : 

 Les bras alkylthiol, permettant l'immobilisation directe des sondes sur électrode d'or 

par formation des monocouches SAM précédemment décrites dans l'étude. Cette 

famille de modifications repose sur l'intégration du DTPA ayant prouvé son efficacité 

pour la stabilité du système d’analyse dans le chapitre précédent 

 Les bras azoture, qui permettent l’immobilisation des sondes sur électrode d'or par la 

réaction de « click » électroactivée précédemment décrite. La variation du nombre 

d'azoture en position 5’ pourra être étudiée en électrochimie à la fois pour contrôler les 

variations de rendement de chimie « click », mais aussi les apports éventuels de 

stabilité.  

 

Les caractéristiques thermodynamiques des sondes de la famille alkylthiol ont été 

déterminées. Cette étude s'est portée sur les mesures de température de fusion (Tm) servant à 

étudier la stabilité des formes « hairpins » et duplex en solution. Les informations recueillies 

ont permis d’optimiser la séquence des sondes de capture de la famille azoture. En effet, les 

écarts des températures de fusion des deux structures ne s'avérant pas suffisants, la séquence 

des sondes de la famille azoture a été optimisée. 

La longueur de la séquence de la boucle a été augmentée afin de stabiliser le duplex. Une 

paire de base supplémentaire a été rajoutée dans la tige pour maintenir une bonne stabilité de 

la structure repliée en tige-boucle. 

 

Enfin, un oligonucléotide fluorescent, pouvant être immobilisé sur surface d'or 

fonctionnalisée par la chimie « click » électrocatalysée, a été élaboré. Cet oligonucléotide 
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permettra une confirmation visuelle de la réaction à la surface par observation au microscope 

optique de fluorescence. 



132 
 

G. Partie expérimentale 

 

G.1.  Synthèse du ferrocène Phosphoramidite 

 

Les réactifs ainsi que les solvants nécessaires à la synthèse des ferrocènes 12 et 13 sont 

achetés chez Sigma-Aldrich. La pyridine et l'acétonitrile ont été utilisés sous forme anhydre 

en qualité pour analyse. La DIPEA et la DMAP ont été utilisées à une pureté supérieure à 99 

%. Les purifications par chromatographie sont effectuées sur gel de silice de granulométrie 

comprise entre 63 et 200 μm à l'aide de solvants de qualité pour analyse. Les CCM sont 

réalisées avec du gel de silice 60 F254 déposé sur des feuilles d'aluminium. 

 

G.1.a. Synthèse du 1-[3-O-diméthoxytritylpropyl]-1’-[3’-hydroxypropyl] ferrocène 

(12) 

 

683,1 mg (2,25 mmol) de bis(propanol) ferrocène et 49,4 mg (0,41 mmol) de DMAP sont 

introduits dans un ballon de 25 mL puis coévaporés deux fois avec 5 mL de pyridine anhydre. 

Le résidu est repris dans 4,5 mL de pyridine. 785 μL (4,75 mmol) de DIPEA sont alors 

ajoutés. 768,5 mg (2,27 mmol) de chlorure de 4,4’-diméthoxytrityle sont ensuite ajoutés au 

milieu réactionnel, dilué au préalable dans 3 mL de pyridine anhydre. Le milieu réactionnel 

est laissé sous argon durant 4h30, sous agitation et à température ambiante. L'avancement de 

la réaction est suivi par CCM (éluant : dichlorométhane/méthanol/triéthylamine, 89 : 10 : 1 ; 

révélation UV et après pulvérisation d’acide sulfurique 1% v/v dans l’éthanol). 

10 mL de méthanol sont ensuite ajoutés et l’ensemble est agité pendant 15 min.  

En fin de réaction, le milieu est concentré puis dilué dans 75 mL de dichlorométhane. La 

phase organique est lavée par 3 fois 40 mL d’une solution aqueuse saturée de NaHCO3 puis 

par 3 fois 40 mL d’eau. 

La phase organique est concentrée sous vide. Le résidu est purifié sur gel de silice (colonne de 

10 cm de hauteur, 3cm de diamètre) montée dans un mélange cyclohexane/triéthylamine 

(99 :1 v/v).  Pour cette purification, un gradient d’élution en acétate d’éthyle dans le 

cyclohexane est  nécessaire : 2 à 4%, puis 20 à 40 %  et enfin 80 à 100 %.  

448,3mg (33 %) du composé 12 sont isolés sous forme d’une huile brunâtre. 
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RMN 
1
H (300 MHz, CDCl3): į (ppm) = 1,63-1,85 (m, 4H, H7 et H7’) , 2,39-2,53 ( m, 4H, H6 

et H6’), 3,12 (t, 3J=6,3 Hz, 2H, H8),3,54 (t, 3J=6,4Hz, 2H, H8’), 3,77 (s,6 H, CH3O), 3,98 (m, 

8H, H2-5 et H2’-5’), 6,82-7,70 (m, 12H, Haromatique) 

SM (ESI+) : 604,0 ([M+H+]) 

Formule brute : C37H40FeO4  masse calculée 604,6 

masse trouvée 603,0. 

 

G.1.b Synthèse de 1-(3-O-diméthoxytritylpropyl)-1’-[3’-O-(2-cyanoéthyl-N,N-

diisopropylphorphoramidityl)propyl] ferrocène 13 

 

310,7 mg  (0,514 mmol) du composé 12 sont introduits dans un ballon de 10 mL, coévaporés 

trois fois avec 2 mL d’acétonitrile anhydre, puis remis sous atmosphère d’argon.  

Le résidu est repris dans 2,5 mL d’acétonitrile anhydre.  

170 μL de DIPEA et 150 μL de chloro(diisopropylamino)-ȕ-cyanoéthoxyphosphine sont alors 

ajoutés et le milieu réactionnel est agité pendant 1 h sous argon et à température ambiante, 

puis le milieu est évaporé à sec sous évaporateur rotatif. 

 Le résidu est repris dans 1 mL de cyclohexane/acétate d’éthyle 50 :50 v/v, de façon à 

augmenter la solubilité du produit dans le cyclohexane, et immédiatement purifié sur gel de 

silice  dans une colonne (5 cm de hauteur de silice, 3 cm de diamètre) montée dans un 

mélange cyclohexane/triéthylamine (98 :2 v/v). La purification est menée en moins de 20 

minutes dans  un gradient d’élution en acétate d’éthyle dans le cyclohexane de  10% à 50 %. 

Le produit est concentré à sec sous pompe à palette, puis ramené à Patm sous argon. 
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214 mg (0,266 mmol, 52 %) du produit 13 est obtenu sous la forme d’une huile jaune. Le 

produit est repris dans l’acétonitrile anhydre et coévaporé trois fois avant d’être utilisé sur le 

synthétiseur d’oligonucléotides. 

 

 

 

RMN 
1
H (300 MHz, CDCl3): į (ppm) = 1,19 (dd,12H, H10), 1,81 (m, 4H, H7 et H7’) , 2,39 ( 

m, 4H, H6 et H6’), 2,62 (t,2H, H12’), 3,13 (t, 2H, H8),3,59 (m, 4H, H8’ et H11’), 3,77 (m,8 H, 

CH3O et H9’), 3,98 (m, 8H, H2-5 et H2’-5’), 6,82-7,70 (m, 12H, Haromatique) 

RMN 
31

P (300 MHz, CDCl3) = 147,5 (P) 

SM (ESI+) : 804,0 ([M+H+]) 

Formule brute : C37H40FeO4  masse calculée 804,6 

masse trouvée 803,0. 

 

G.2.  Synthèse des oligonucléotides 

 

G.2.a protocoles généraux 

Les ODN décrits ont été synthétisés sur un synthétiseur d'oligonucléotides ADN/ARN 

Applied Biosystems 394. Les monomères phosphoramidites (dA, dG, dC et dT ; Ultra MILD 

Deprotection), les CPG (dT-CPG 500 et dG-CPG 500 ; 1 μmol) et les produits nécessaires à 

la synthèse d’ODN ont été fournis par Glen Research. 
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L'ensemble des réactifs et solvants est chargé sur le synthétiseur et les voies de chaque réactif 

dans l'appareil sont  amorcées via un programme de la machine. Il est fait de même avec le 

ferrocène 13 et les autres synthons phosphoramidites. 

En fin de synthèse, les colonnes sont lavées par de l'acétonitrile anhydre et séchées à l'argon. 

Sauf indication contraire, l'étape de décrochage et de déprotection des bases est accomplie. 

Celle-ci est menée en plongeant les supports dans 1 mL d'ammoniaque concentrée (30% 

NH4OH / H2O) pendant une nuit à 60°C159. Après synthèse, la sonde fluorescente 14 est 

uniquement décrochée dans une solution d’ammoniaque pendant 2 h à température 

ambiante,Cette exception est due à la sensibilité du groupement Cy5 en milieu basique. Le 

mélange est ensuite filtré sur coton pour séparer les CPG du filtrat. Le filtrat est alors 

concentré au SpeedVac évaporant ainsi l'eau et ammoniaque. Les résidus sont redilués dans 

de l'eau milliQ et la solution est filtrée par centrifugation sur un filtre 0,45 μM Amicon Filter 

pour éliminer la CPG résiduelle. Le solide restant est lavé, puis le filtrat est centrifugé sur 

filtre 3K Amicon ultra Filter pour éliminer les petits avortons de synthèse. Après une série de 

trois centrifugations, les oligomères sont récupérés et analysés par CLHP. 

 

G.2.b. Substitution par l’azoture des oligonucléotides 

 

Dans le cadre de la synthèse des sondes 14, N3In’1Fc, N3In’4Fc et Tb(N3)3In’4Fc, 

l’oligonucléotide halogéné intermédiaire, encore accroché à la CPG, est plongé dans 2 mL de 

DMF anhydre, dans lequel sont préalablement dissous l’azoture de sodium (100mM) et 

l’iodure de sodium (100 mM). La substitution est réalisée en 2 h à 65 °C. L’étape de 

décrochage de la CPG et de déprotection des bases est ensuite réalisée. 

 

G.3. Caractérisation et purification des oligonucléotides 

 

G.3.a. Caractérisation et purification par CLHP. 

 

Deux tampons ont été utilisés pour réaliser des gradients : 

 Tampon A : Eau/TEAAc 0,05 M 

 Tampon B : Acétonitrile/eau 50 :50 (v/v) 0,05M TEAAc 

Avant utilisation, les tampons sont filtrés sur filtre 0,22 μM GV Millipore 
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Les séparations sont effectuées sur une machine Agilent Technologies 1200 Series équipée 

d'un détecteur à barrettes de diodes. Les purifications CLHP sont réalisées sur colonne 

DeltaPak C18 15μm, 300 Å, 300 × 7,8 mm à un débit de 2 mL.min-1.  

 

 Pour les sondes (DTPA)2In3Fc, (DTPA)2In4Fc et 14, la séparation est menée par un 

gradient en tampon B de 10% à 30 % en 10 min, puis jusqu’à 75% en 45 min, et enfin 

100% dans le tampon A en 5 min. 

 Pour la sonde N3In’1Fc, la séparation est menée par un gradient en tampon B de 10% 

à 20 % en 10 min, puis 60% en 15 min, puis 80% en 20 min et enfin 100% en 5 min 

dans le tampon A.  

 Pour les sondes N3In’4Fc et Tb(N3)3In’4Fc, la séparation est menée par un gradient en 

tampon B de 10% à 20 % en 10 min, puis 60% en 15 min, puis 80% en 15 min et enfin 

100% en 5 min dans le tampon A. 

 

 

Les différents pics des produits élués en CLHP sont collectés grâce au suivi en temps réel de 

l’élution par UV à 260 nm. Les solutions sont individuellement concentrées à sec au 

SpeedVac puis coévaporées au moins trois fois par de l'eau milliQ pour éliminer les sels de 

TEAAc avant l'analyse par spectrométrie de masse. 

 

G.3.b. Caractérisation par spectrométrie de masse MALDI-TOF 

 

Les analyses en spectrométrie de masse MALDI-TOF sont effectuées en grande majorité par 

Frédéric DELOLME au Centre Commun de Microanalyses des protéines, à l’IBCP de Lyon 

sur un appareil Voyager DE-PRO (Applied Biosystems, 2002).  

 

Une matrice 2’,4’,6’-Trihydroxyacetophenone mono hydrate (THAP)/citrate d’ammonium est 

utilisée pour cristalliser les échantillons avant analyse. 

 

G.4 Quantification des oligonucléotides 

 

Les expériences de dénaturation thermique et de calcul de concentration ont été réalisées avec 

un spectrophotomètre UV-Visible Varian Cary 100 Bio (Agilent Technologies, Santa Clara, 

CA) possédant un système de thermostat de type Pelletier. Une sonde trempant dans une cuve 
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de référence contenant uniquement la solution tampon permet de contrôler la température 

(pour les courbes de dénaturation). Des cuves UV en quartz de 1 cm de trajet optique sont 

utilisées pour les mesures. Les cuves ont été fermées par un bouchon étanche de façon à éviter 

les phénomènes d'évaporation des solutions. 

 

Les concentrations des solutions d'ODN modifiées sont calculées à partir de la loi de Beer-

Lambert. La valeur du coefficient d'extinction molaire de l'échantillon est déterminée pour 

une mesure à 260 nm à température ambiante (Il sera désigné par le terme İ260). 

L’İ260 est déterminé pour chaque sonde modifiée. Cette valeur est considérée comme étant la 

somme de l’İ260 de la séquence ADN non modifiée à 260 nm et à 20°C (calculé par le logiciel 

OligoAnalyzer 3.1) et de l’İ260 des ferrocènes (ou de la Cy5) modifiant la sonde. 

Les mesures de concentration des solutions des sondes modifiées sont effectuées dans l’eau 

milliQ en l'absence de tampon.  

L’ İ260 du ferrocène est calculé au préalable en mesurant l'absorbance à 260 nm de solutions 

de différentes concentrations en 13 dans le dichlométhane comme décrit par Navarro et 

Coll.201. 

L’ İ260 de la Cy5 est communiqué par le fabriquant. 

La valeur des İ260 des autres groupements terminaux présents (DTPA phosphate, Trebler 

phosphate et Hexylazoture phosphate) est considérée comme négligeable, et donc ne 

contribue pas à la valeur de l’ İ260 des sondes. 

Les İ260 calculés pour chaque sonde sont reportés dans la table ci-dessous (Table III.G.1) 

 

Sonde ε260 ODN  

(L.mol-1.cm-1) 

ε260 

ferrocène et 

cyanine 5 

Nombre de 

modifications 

ε260 sonde modifiée 

(L.mol-1.cm-1) 

(DTPA)2In3Fc 269800 (13) 3514 3 280342 

(DTPA)2In4Fc 269800 (13) 3514 4 283856 

14 102900 (Cy5) 

10000  

1 112900 

N3In’1Fc 325000 (13) 3514 1 328514 

N3In’4Fc 325000 (13) 3514 4 339056 

Tb(N3)3In’4Fc 325000 (13) 3514 4 339056 

Table III.G.1 : ε260 des oligonucléotides modifiés synthétisés (20°C ; 260 nm) 
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G.5. Séquences des cibles ADN  

 

Les cibles complémentaires des sondes « hairpins » Influenza correspondent aux séquences 

complémentaires de la boucle de chaque structure auxquelles 10 nucléotides dT sont ajoutés 

en 3’ et 5’ (Table III.G.2). Une cible complémentaire de la structure VHB est utilisée comme 

cible non complémentaire de la structure Influenza. 

 

Cible complémentaire Influenza 5’ TTT TTT TTT TAG TTT TTG GAC GTC TTC TCC 

TTT TTT TTT T 3’  

Cible complémentaire VHB 5’ TTT TTA TTGAGATTCCCGAGATTGATT TTT 3’ 

 

 

G.6.  Protocole de mesure des courbes de fusion des oligonucléotides 

 

G.6.a préparation des échantillons 

 

L'analyse thermodynamique des « hairpins » modifiés est effectuée pour une concentration de 

ce dernier de 1 μM dans une solution tampon phosphate 25 mM Na2HPO4/KH2PO4, 250 mM 

de NaCl (pH = 6,4). 

L'analyse thermodynamique des duplex des sondes oligonucléotidiques modifiées avec leur 

cible complémentaire est effectuée pour une concentration en sonde et en cible de 1 μM dans 

une solution tampon phosphate 25 mM Na2HPO4/KH2PO4, 250 mM NaCl, pH 6,4. 
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G.6.b. Mesures et calculs effectués sur la courbe de fusion 

 

Un gradient de hausse de températures de 0,2°C par minute de 15 °C à 85 °C, puis de 

descente de 85°C à 15 °C à la même vitesse, est utilisé.  

L'absorbance est mesurée à 260 nm en continu durant les montées et descentes de température 

des échantillons et de la référence. 

Pour chaque échantillon analysé, le gradient de température est appliqué à plusieurs reprises. 

Les calculs de température de fusion (Tm) et des paramètres thermodynamiques sont réalisés 

par le logiciel fournis par le vendeur. Ils ont été effectués sur l'ensemble des montées en 

température, à l'exception de la première. En effet, le rôle de la première montée est de 

dénaturer tous les oligonucléotides de l’échantillon, assurant ainsi de former correctement 

l’ensemble des structures considérées lors de la première descente de température. 
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A. Immobilisation d’un oligonucléotide fluorescent sur surface d’or 

 

A.1. Stratégie de « click » sur la surface d’or des oligonucléotides 

 

Une stratégie similaire à ce qui a été réalisé dans le chapitre II a été mise en place pour 

l’immobilisation de l'oligonucléotide fluorescent. L'électrode d'or est dans un premier temps 

fonctionnalisée par la monocouche alkylthiol constituée de Bis(DTPA) héxynyle 7 et de 

mercaptopropanol. En second lieu, l'immobilisation de l’oligonucléotide est réalisée par la 

réaction de « click » électrocatalysée précédemment décrite entre l'azoture de l’ODN 14 sur 

l’héxynyle du composé 7 (Figure IV.A.1.). Cette cycloaddition s’accomplit en présence de 

sulfate de cuivre et de TBTA. 

 

Figure IV.A.1. Stratégie de greffage de l'ODN 14 sur or. 

 

Comme ce qui a été décrit dans le chapitre II, la formation in situ de l'espèce active Cu(I) est 

générée par application d'un potentiel de -300 mV vs Ag/AgCl durant 2 heures. 

Il est à noter qu'un second groupe d'électrodes est utilisé pour réaliser le test négatif de cette 

réaction de « click » sur surface. Ces électrodes subissent le même traitement, à l'exception du 

potentiel appliqué qui est de +300 mV vs Ag/AgCl 

 

A.2. Etude de la fluorescence de la surface d’or fonctionnalisée par microscope optique 

 

L’immobilisation de l’ODN fluorescent par la réaction de « click » électroactivée a été suivie 

par microscopie optique. La Cy5 est excitée à une longueur d'onde d'excitation adéquate et la 

réponse de désexcitation de celle-ci est observée. Les échantillons sont observés sur la 
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bordure de la surface fonctionnalisée des électrodes d’or afin de vérifier l'efficacité de la 

réaction de « click » électrocatalysée des oligonucléotides (Figure IV.A.2.). 

 

Sur les deux photographies présentées, deux régions se distinguent : La partie de gauche est 

située à l’extérieur de la cellule électrochimique, tandis que la partie de droite correspond à 

l’électrode d’or. 

Seule l’électrode fonctionnalisée (Figure IV.A.2.a.) émet une réponse de fluorescence. 

L’effet de « quenching » de la surface d’or210-211, 232 n’intervient pas en raison de 

l’éloignement du fluorophore de la surface dû à la chaine d’ADN. 

L’expérience témoin du second groupe d’électrodes n’ayant pas été électrocatalysées au 

potentiel de -300 mV  mais de +300mV vs Ag/AgCl, ne montre aucune fluorescence sur la 

surface (Figure IV.B.2.b.). Cette observation permet de confirmer que la fluorescence n’est 

pas induite par le tampon ou autre solution utilisée lors de la réaction de « click ». 

Ces résultats sont en accord avec ce qui a été observé dans le chapitre II, et démontre encore 

la sélectivité de la réaction à la surface. Celle-ci ne prend place qu’à la condition exclusive de 

l’application du potentiel adéquat sur la surface, pour la formation in situ de l’espèce active 

Cu(I). 
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a)

b)

 

 

Figure IV.A.2. : Électrodes d'or observées au microscope à fluorescence après la réaction de 

« click » des ODN fluorescents. La réaction de « click » est électrocatalysée à un potentiel 

de : (a) -300 mV (b) +300 mV. 
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B. Greffage d’ODN modifiés par des ferrocènes sur surface d’or 

 

B.1. Greffage des ODN alkylthiol sur la surface d’or 

 

Le greffage d’oligonucléotides via la chimie des thiols est réalisé selon le protocole développé 

pour l’immobilisation du composé bis(DTPA)héxynyle dans le chapitre II. Cette méthode 

demande un nettoyage de la surface d'or en milieu basique, tel qu'il a été précédemment 

décrit. Les sondes modifiées par un alkylthiol sont préalablement réduites dans une solution 

de TCEP, HCl (Cf. partie expérimentale). Ricci et coll.199 font mention de l'utilisation de ce 

réactif de façon à limiter la formation des ponts disulfure dans la solution de greffage. Cette 

phosphine, soluble dans l'eau, est un agent réducteur qui réduit les ponts disulfure en thiols. 

Ce réducteur s'oxyde pour donner l'oxyde de phosphine comme décrit dans la figure 

IV.B.1.198 . 

 

 

Figure IV.B.1. : Schéma réactionnel de la réduction des ponts disulfure par la TCEP 

 

Cette phosphine est stable en milieu aqueux et peut également réagir avec l'oxygène qui 

pourrait encore être présent dans le milieu après dégazage par le flux d'argon. La réaction 

d'oxydation de la phosphine étant irréversible, il convient donc de dégazer correctement la 

solution.  

Après la réduction des ponts disulfure des ODN alkylthiol, le greffage de ces derniers est 

réalisé sur une électrode d'or fraîchement activée en milieu basique (Cf. Chapitre I), 4 jours en 

milieu tamponné afin de favoriser la réaction des thiolates sur l’or (Figure IV.B.2.). Ce long 

temps de réaction est nécessaire pour assurer le greffage des 4 thiols de la sonde sur l’or et 

maintenir ainsi une bonne stabilité de la couche sensible du capteur. 
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Figure IV.B.2. Stratégie d'immobilisation des sondes (DTPA)2In3Fc et (DTPA)2In4Fc 
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B.2. Fonctionnalisation des ODNs azoture via la chimie « Click » sur surface d’or 

 

L’immobilisation des sondes azoture est réalisée de façon similaire à ce qui a été rapporté 

dans le chapitre II. Le couplage de ces dernières est effectué par réaction de « click » 

électrocatalysée sur une électrode modifiée par une monocouche bis(DTPA)héxynyle 7 + 

mercaptopropanol. La cycloaddition est réalisée en présence de CuSO4 (10μM) et TBTA 

(10μM) à -300 mV vs Ag/AgCl. 

Bien que la réaction de « click » soit optimisée pour une plus forte concentration, il est choisi 

de réaliser le couplage avec une concentration de 1μM en  sondes ODN. Les quantités 

fabriquées ne permettent pas malheureusement de travailler avec des concentrations plus 

élevées. 

 

B.3.  Caractérisation électrochimique des sondes immobilisées 

 

B.3.a. Caractérisation des sondes (DTPA)2In3Fc et (DTPA)2In4Fc après 

immobilisation sur électrode 

 

L'analyse en voltampérométrie cyclique des électrodes fraîchement fonctionnalisées confirme 

le greffage des sondes. Des signaux bien définis présentant un pic d'oxydation et de réduction 

centré sur le potentiel E1/2 du ferrocène (~0,55 V vs ECS) sont observés pour les deux 

systèmes (Figure IV.B.3.) 
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Figure IV.B.3. : Voltampérogrammes des sondes (DTPA)2In3Fc et (DTPA)2In4Fc après 4 

jours de greffage. Les mesures en voltampérométrie cyclique sont effectuées 1h après 

l'immersion du système en solution tampon d'analyse PBE, à ν = 50 mV.s
-1. 

 

Sondes Epc (V) Epa (V) E1/2 (V) ΔE (V) ket (s
-1) 

(DTPA)2In3Fc 0,52 0,57 0,55 0,05 6,1 

(DTPA)2In4Fc 0,53 0,58 0,55 0,05 6,3 

 

Tableau IV.B.1. : Potentiels de demi-vague E1/2, ΔE et ket des sondes (DTPA)2In3Fc et 

(DTPA)2In4Fc issus des CV en solution tampon d'analyse PBE 

 

Les signaux varient en fonction du temps, jusqu'à obtenir une stabilité, au bout de quelques 

heures. Néanmoins, les intensités des pics d'oxydation sont plus importantes que les intensités 

des pics de réduction. La vague de réduction est plus large et moins bien définie que la vague 

d’oxydation. Toutefois, La réponse électrochimique du système reste stable et n’évolue pas 

sur le nombre de cycles. Cette dissymétrie peut être le résultat d'un léger encombrement des 

ferrocènes dans les sondes malgré leur proximité avec l'électrode. Les ΔE très proches, d’une 

valeur de 0,05 V, ont pu être enregistrés pour les deux sondes. Ces valeurs sont proches de la 
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valeur théorique de 0,06 V caractéristique d’un système réversible. On peut noter que la sonde 

(DTPA)2In4Fc, présentant un ferrocène de plus que son analogue donne une réponse de plus 

grande intensité. Le calcul de l'aire du pic d'oxydation effectué pour les deux sondes a permis 

de mesurer le taux de recouvrement moyen des électrodes par les sondes (Γ en mol cm-2, Cf. 

Équation II.1) de 1,6.10-10 ± 5,1.10-11 mol.cm-2 pour la sonde (DTPA)2In3Fc et taux de 

recouvrement moyen de 1,4.10-10 ± 4,6.10-11 mol.cm-2 pour la sonde (DTPA)2In4Fc, soit une 

quantité moyenne de sondes par surface correspondant à une de 9,5.1013 ± 3,1.1013 

molécules.cm-2 et de 8,5.1013 ± 2,8.1013molécules.cm-2 pour les sondes (DTPA)2In3Fc et 

(DTPA)2In4Fc respectivement. 

 

La variation de l'intensité Iox en fonction de la vitesse de balayage Ȟ permet d'observer les 

phénomènes d'adsorption ou d’immobilisation à la surface de l'électrode. Une variation 

linéaire de l'intensité en fonction de la vitesse de balayage est attendue, décrivant ainsi ces 

phénomènes, comme décrit dans le chapitre II. L'étude a été réalisée pour les deux sondes à 

des vitesses de balayage allant de 25 à 500 mV.s-1. Le tracé de l'intensité obtenue en fonction 

Ȟ donne bien, pour chaque sonde, une relation de linéarité entre ces deux paramètres, avec des 

coefficients de corrélation linéaire supérieurs 0,99. Cette mesure confirme bien le greffage des 

sondes sur la surface des électrodes (Figure IV.B.4.) 
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Figure IV.B.4. : Évolution de l'intensité de la vague d'oxydation Iox en fonction de la vitesse 

de balayage ν. Les mesures sont effectuées pour les sondes (DTPA)2In3Fc (en bleu) et 

(DTPA)2In4Fc (en rouge), 1h après immersion des électrodes dans le tampon d'analyse PBE 

 

En outre, selon la méthode décrite dans le chapitre II.A., nous avons pu déterminer le 

coefficient de transfert électronique ket des sondes en reportant E1/2 – Ep en fonction du 

logarithme de Ȟ. La valeur de ket pour chaque sonde est rapportée Tableau IV.B.1. 
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B.3.b. Caractérisation des sondes N3In’1Fc, N3In’4Fc et Tb(N3)3In’4Fc après 

immobilisation sur électrode 

 

Les sondes N3In’1Fc, N3In’4Fc et Tb(N3)3In’4Fc immobilisées sur électrode selon la 

procédure décrite précédemment, sont analysées par CV. Après la réaction de « click » 

électroactivée, les cellules d'analyse électrochimique sont remplies dans du tampon d'analyse 

PBE. La couche sensible formée sur la surface de l'électrode est laissée à stabiliser durant 

12h. Après cette période d'attente, l’analyse en voltampérométrie cyclique des électrodes 

fonctionnalisées confirme l'immobilisation des sondes. Des signaux bien définis présentent 

des pics d'oxydation et de réduction caractéristiques du ferrocène (Figure IV.B.5. et Tableau 

IV.B.2.) 
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Figure IV.B.5. : Voltampérogrammes des sondes N3In’1Fc, N3In’4Fc et Tb(N3)3In’4Fc après 

la réaction de « click » électrocatalysée. Les mesures en CV sont réalisées 12h après 

immobilisation des sondes et l’immersion de l'électrode en solution tampon d'analyse PBE 
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Sondes Epc (mV) Epa (mV) E1/2 (mV) ΔE (mV) ket (s
-1) 

N3In’1Fc 0,49 0,52 0,51 0,03 5,5 

N3In’4Fc 0,46 0,60 0,53 0,14 5,8 

Tb(N3)3In’4Fc 0,54 0,60 0,57 0,06 5,2 

 

Tableau IV.B.2. : Potentiels de demi-vague E1/2, ΔE et ket des sondes N3In’1Fc, N3In’4Fc et 

Tb(N3)3In’4Fc déterminés à partir des CV en solution tampon d'analyse PBE 

 

Une fois encore, les signaux enregistrés par CV dérivent légèrement puis se stabilisent au bout 

de quelques heures. Les ΔE mesurés sont compris entre 0,03 et 0,14 V pour les trois sondes. 

Les sondes N3In’1Fc et Tb(N3)3In’4Fc, dont les valeurs de ΔE sont inférieures à 0,06V 

constituent des systèmes réversibles. La sonde N3In’4Fc présente quant à elle un plus grand 

ΔE, constituant un système quasi-réversible. Le calcul de l'aire sous le pic d'oxydation permet 

de déterminer le taux de recouvrement moyen des électrodes d’or par les sondes. Les valeurs 

sont reportées dans le tableau IV.B.3. 

Les taux de recouvrement trouvés sont inférieurs à ceux qui ont été déterminés pour les 

sondes alkylthiols. Néanmoins, ces valeurs pourraient être optimisées en utilisant une 

concentration plus importante de sonde lors de la réaction de « click » électrocatalysée. Il est à 

noter que la plus faible valeur est enregistrée pour la sonde N3In’4Fc. Il est possible 

d’imaginer que la densité de sonde étant inférieure aux autres cas de l’étude, les sondes 

N3In’4Fc présente bien moins d’encombrement sur la surface. La diminution des contraintes 

laissant plus de place pour la rotation des sondes, leur adsorption sur l’électrode pourrait être 

à l’origine d’un certain nombre de populations de différentes conformations sur la surface, 

expliquant l’augmentation du ΔE. Néanmoins, cette expérience de greffage n’a été effectuée 

qu’une seule fois. Il serait bon de reproduire ces résultats sur plusieurs électrodes afin de 

pouvoir valider nos conclusions sur le plus faible taux de greffage de la sonde N3In’4Fc ainsi 

que sur son encombrement. 
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Sondes Γ (mol cm
-2) Ecart type 

Molécules 

par cm² 
Ecart type 

N3In’1Fc 7,8.10-11 1,4.10-11 4,7.1013 8,6.1012 

N3In’4Fc 3,0.10-11 1,4.10-11 1,8.1013 8,7.1012 

Tb(N3)3In’4Fc 6,3.10-11 1,7.10-11 3,8.1013 1,0.1013 

 

Tableau IV.B.3. : Potentiels de demi-vague E1/2, ΔE et ket des sondes N3In’1Fc, N3In’4Fc et 

Tb(N3)3In’4Fc déterminés à partir des CV en solution tampon d'analyse PBE 

 

Par la suite, la variation d'intensité Iox a été étudiée pour les trois sondes. Les vitesses de 

balayage Ȟ utilisées entre 25 et 500 mV.s-1 permettent de tracer la relation linéaire de 

l'intensité en fonction Ȟ, avec des coefficients de corrélation satisfaisant, confirmant 

l'immobilisation des sondes sur la surface des électrodes (Figure IV.B.6.) 
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Figure IV.B.6. : Évolution de l'intensité de la vague d'oxydation Iox en fonction de la vitesse 

de balayage ν. Les mesures sont effectuées pour les sondes, 12h après l’immersion des 

électrodes dans le tampon d'analyse PBE suite à la réaction de « click » électrocatalysée.  

 

Par ailleurs, l’étude de la variation E1/2 – Ep en fonction du logarithme de Ȟ (menée entre 1V.s-

1 et 5V.s-1 en raison des écarts plus faibles de ΔE) a permis de calculer les valeurs de ket des 

différentes sondes (Tableau IV.B.2). Ces valeurs sont très proches de celles calculées 

précédemment pour les sondes alkylthiol. Cette observation signifie que les échanges entre les 

deux familles de sondes et la surface de l’électrode se réalisent selon une cinétique assez 

semblable. Les modifications sur la partie 3’ de la sonde ont donc des répercussions 

relativement faibles sur les signaux électrochimiques enregistrés. 
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C. Détection électrochimique d’ADN après immobilisation des sondes sur surface d’or 

 

C.1. Suivi des variations de la réponse électrochimique des électrodes fonctionnalisées 

par des sondes (DTPA)2In3Fc et (DTPA)2In4Fc après ajout d’une cible 

 

Après le greffage des sondes, le suivi de la réaction d'hybridation est effectué par 

voltampérométrie cyclique (CV). La CV est la meilleure méthode pour visualiser les 

changements de structure. La localisation du ferrocène proche de la surface lorsque la sonde 

est sous forme tige-boucle correspond à un maximum du signal. Le marqueur est en effet 

écarté de la surface lors de l'hybridation. 

Les électrodes ont été immergées dans de l’eau milliQ une minute à 70 °C, afin de dénaturer 

les sondes greffées, puis lavées à l’eau et enfin séchées par un flux d'argon, avant d’être 

immergées dans la solution tampon d'analyse PBE. Le système est laissé à évoluer à 

température ambiante afin de permettre la structuration de la tige-boucle. La cible non 

complémentaire HBV (20 nM) et de l'ADN de sperme de saumon (50μg.mL-1) sont rajoutés 

dans le milieu de détection, afin de passer dans un milieu complexe. La présence d'acides 

nucléiques de séquences non complémentaires dans le milieu diminue la dérive du signal en 

supprimant l’adsorption non spécifique des cibles sur l'électrode durant le test hybridation. La 

stabilisation du système est suivie par CV durant 3h avant que la cinétique d'hybridation ne 

débute. 

Les tests de détection sont réalisés avec une concentration en cible de 100 pM dans un volume 

de 5 mL. Pour des questions de temps, les concentrations plus faibles n'ont pu être étudiées 

pour cette famille de sondes, il est néanmoins envisageable de travailler avec des 

concentrations inférieures. La cinétique d'hybridation commence d'abord par l'insertion de la 

cible non-complémentaire HBV (100 pM) à laquelle correspond une très légère augmentation 

(moins de 1%) de l'intensité du pic d'oxydation au cours du temps (Figure IV.C.1). 
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Figure IV.C.1. : Analyses en CV de la réponse des sondes (DTPA)2In3Fc (en a) et 

(DTPA)2In4Fc (en b) greffées sur une électrode d'or, avant et après ajout d'une cible. 

Mesures réalisées dans 5 mL de tampon d'analyse PBE, en présence de la cible non 

complémentaire HBV (20 nM) et d’ADN de sperme de saumon (50μg.mL
-1), 1 h après ajout 

de la cible non-complémentaire (vert) et de la cible complémentaire (100 pM en rouge). 
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Figure IV.C.2. : Suivi de la variation de Iox en fonction du temps, après ajout des cibles à 100 

pM dans 5 mL de tampon d'analyse PBE dans lequel sont dissous la cible non 

complémentaire HBV (20 nM) et de l'ADN de sperme de saumon (50μg.mL-1).  

Suivi du signal donné par la sonde (DTPA)2In3Fc (en a) et (DTPA)2In4Fc (en b). Les données 

présentées sont les valeurs moyennes de 3 expériences. 
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L'ajout de la cible complémentaire conduit à une diminution de Iox. Le suivi cinétique de 

l'intensité du pic d'oxydation montre un écrasement de l'intensité jusqu'à un minimum observé 

1h après l'ajout de la cible Influenza (Figure IV.C.2.). 

 

On peut remarquer que les signaux obtenus après ajout de la cible non complémentaire HBV 

sont relativement stables, avant l'écrasement du signal provoqué par l'ajout de la cible 

complémentaire Influenza. Le signal se stabilise jusqu’à l’obtention d’un minimum, 1 heure 

après l’ajout de la cible complémentaire. Les performances obtenues sont comparables au 

système développé par Fan et Coll. 27. Au vu d'une variation d'intensité de l'ordre de 15 %, il 

est raisonnable de penser que l'on pourrait descendre la concentration détectable en cible. 

Une augmentation considérable de la sensibilité du système étudié serait obtenue par 

utilisation de la voltampérométrie par pulses différentiels (DPV), ou de la voltampérométrie à 

ondes carrées (Square wave voltammetry), méthodes de mesure plus classiquement utilisées 

dans la littérature. Il est important de noter que la voltampérométrie cyclique permet 

d’observer le phénomène d’hybridation de façon plus fine. Les changements de structure de la 

sonde entrainent des modifications d’intensités et de potentiels qui sont uniquement 

visualisables par cette technique de mesure. La variation d'intensité dans ce travail est obtenue 

à une sensibilité jugée suffisante, la mesure par DPV sera retenue lors de la miniaturisation du 

système. 

 

C.2. Suivi de la réponse électrochimique des électrodes fonctionnalisées par les sondes 

N3In’1Fc, N3In’4Fc et Tb(N3)3In’4Fc après ajout d’une cible  

 

Selon un protocole expérimental similaire à ce qui a été fait pour les sondes de la famille 

alkylthiol, la réaction d'hybridation est à son tour observée par CV pour les sondes 

fonctionnalisées par des azotures. L'analyse se déroule dans un volume de 1 à 1,5 mL de 

tampon d'analyse PBE, en présence de la cible non complémentaire HBV (20 nM) et d’ADN 

de sperme de saumon (50μg.mL-1). Les tests de détection ont été réalisés avec des 

concentrations en cible allant de 100 pM à 100 fM. La cinétique d'hybridation commence par 

l'ajout de cible HBV, avant l'introduction de la cible Influenza (Figure IV.C.3). Chacune de 

ces expériences a été répétée au minimum 3 fois. 
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Figure IV.C.3. : Analyses en CV de la réponse des sondes N3In’1Fc (en a), N3In’4Fc (en b) et 

Tb(N3)3In’4Fc (en c) greffées sur une électrode d'or, avant et après ajout d'une cible. Mesures 

réalisées dans 5 mL de tampon d'analyse PBE, en présence de la cible non complémentaire 

HBV (20 nM) et d’ADN de sperme de saumon (50μg.mL
-1), 1 h après ajout de la cible non-

complémentaire (vert) et de la cible complémentaire (rouge) à 100 pM. 
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Dans chacun des cas, Il a été observé une légère augmentation de l'intensité sur une période 

d’une heure après l’ajout de la cible HBV. Lors de l'injection de la cible Influenza, l'intensité 

du pic d'oxydation s'écrase, jusqu’à l’obtention d’un minimum une heure après l’introduction 

de la cible complémentaire. La variation du signal observée entre une concentration en cible 

de 100 pM et de 10 pM étant du même ordre de grandeur, nous avons décidé de travailler en 

descendant de deux fois le logarithme de la concentration. Le phénomène d’hybridation est 

encore observable à cette concentration, bien que les variations de signaux soient plus faibles. 

Le suivi cinétique de Iox est représenté dans la figure IV.C.4. pour la sonde N3In’1Fc, la figure 

IV.C.5. pour la sonde N3In’4Fc et la figure IV.C.6. pour la sonde Tb(N3)3In’4Fc. L’étude 

d’hybridation se déroule en observant l’évolution du signal après l’ajout de la cible non 

complémentaire puis, au bout d’une heure, la cible complémentaire est introduite, et 

l’écrasement du signal est enregistré sur une période supplémentaire d’une heure. Les 

expériences sont conduites avec des concentrations en cibles de 100 pM, 10 pM et 100 fM. 

Les variations d'intensité enregistrées montrent que le système est capable de détecter la cible 

d'intérêt à un seuil de 100 fM. Les variations d’intensité étudiées ne semblent pas 

proportionnelles à la concentration en cible introduite, pour chacune des sondes étudiées. 

Néanmoins, une diminution du signal de 20% à 40 % est observée 1 heure après l’ajout de la 

cible complémentaire. La modification supplémentaire du lien d’ancrage de la cible 

Tb(N3)3In’4Fc ne semble pas apporter de modification de comportement des sondes, vis-à-vis 

de la sensibilité de détection de la cible complémentaire. Contrairement a ce qui était attendu, 

le même comportement a été observé quel que soit le nombre de ferrocènes présents sur les 

sondes. 
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Figure IV.C.4. : Suivi de la variation de l’Iox en fonction du temps pour la sonde N3In’1Fc, 

après ajout des cibles à 100 pM (a), 10 pM (b) et 100 fM (c) dans 5 mL de tampon d'analyse 

PBE dans lequel sont dissous la cible non complémentaire HBV (20 nM) et de l'ADN de 

sperme de saumon (50μg.mL-1).  
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Figure IV.C.5. : Suivi de la variation de l’Iox en fonction du temps pour la sonde N3In’4Fc, 

après ajout des cibles à 100 pM (a), 10 pM (b) et 100 fM (c) dans 5 mL de tampon d'analyse 

PBE dans lequel sont dissous la cible non complémentaire HBV (20 nM) et de l'ADN de 

sperme de saumon (50μg.mL-1).  
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Figure IV.C.6. : Suivi de la variation de l’Iox en fonction du temps pour la sonde 

Tb(N3)3In’4Fc, après ajout des cibles à 100 pM (a), 10 pM (b) et 100 fM (c) dans 5 mL de 

tampon d'analyse PBE dans lequel sont dissous la cible non complémentaire HBV (20 nM) et 

de l'ADN de sperme de saumon (50μg.mL-1).  
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C.3. Etude de la stabilité des électrodes fonctionnalisées au cours des analyses 

électrochimiques 

 

C.3.a. stabilité des électrodes fonctionnalisées par les sondes (DTPA)2In3Fc et 

(DTPA)2In4Fc 

 

La stabilité des sondes immobilisées sur la surface a été étudiée dans la solution tampon 

d’analyse PBE. Le signal donné par CV avant chaque cinétique d’hybridation est enregistré et 

l’intensité du pic d’oxydation Iox est relevée. Les variations d’intensité sont observées sur une 

période de 24 jours, permettant le tracé du graphique de la figure IV.C.7. 
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Figure IV.C.7. : Etude de stabilité en solution de tampon d’analyse PBE des électrodes 

fonctionnalisées par(DTPA)2In3Fc (en bleu) et par (DTPA)2In4Fc (en rouge). Report de la 

variation d’intensité du pic d’oxydation en 24 jours. 

 

Le système est stocké à 3°C entre deux expériences d’hybridation. La solution tampon est 

renouvelée avant chaque expérience, puis une analyse par CV est effectuée. Le signal 

enregistré baisse d’environ 10 % sur cette période. Chacune des électrodes a subi au minimum 
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6 expériences d’hybridation durant ce temps de suivi. Les deux sondes ont un comportement 

similaire lors de cette étude. 

Les tests d’hybridation sont agressifs pour les sondes, car ils demandent un grand nombre de 

CV dans la journée pour suivre l’évolution du signal. Le système se montre donc robuste pour 

une succession d’expériences de reconnaissance d’ADN sur une période dépassant les 20 

jours de stockage. 

 

C.3.b. stabilité des électrodes fonctionnalisées par les sondes N3In’1Fc, N3In’4Fc et 

Tb(N3)3In’4Fc 

 

Par analogie à ce qui a été fait précédemment, la stabilité des sondes N3In’1Fc, N3In’4Fc et 

Tb(N3)3In’4Fc a également été étudiée, selon le même protocole opératoire (Figure IV.C.8.) 
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Figure IV.C.8. : Etude de stabilité en solution de tampon d’analyse PBE des électrodes 

fonctionnalisées par N3In’1Fc (en bleu), N3In’4Fc (en rouge) et par Tb(N3)3In’4Fc (en vert). 

Report de la variation d’intensité du pic d’oxydation en 45 jours. 
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Chacune des électrodes a subi au minimum 9 expériences d’hybridation durant le temps de 

suivi. En raison d’une variation de courant plus importante, l’étude a été menée sur une 

période de 45 jours. En effet, si le comportement des sondes N3In’1Fc et Tb(N3)3In’4Fc sont 

relativement similaires à ce qui a été décrit précédemment, la sonde N3In’4Fc connait quant à 

elle une plus grande perte d’intensité. En effet, dans les 10 premier jours, une perte de 30 % 

est enregistrée, puis le signal semble se stabiliser, sans que des variations notoires d’intensité 

ne soient observées sur les 35 jours suivants. La densité de greffage de cette sonde est environ 

3 fois inférieures à celles des sondes N3In’1Fc et Tb(N3)3In’4Fc. La même réflexion peut être 

menée si l’on compare les stabilités des électrodes modifiées par les sondes DTPA et celles 

modifiées par le dérivé DTPA-héxynyle suivi par les sondes via la chimie « click ». Une plus 

faible densité de greffage semble impacter la stabilité de la couche sensible du capteur. Une 

couche plus dense de sondes sur l’électrode permet de mieux résister aux différentes attaques 

chimiques entrainant la coupure de liens Au-S (mécanisme de réduction ou d’oxydation des 

thiols dans les tampons.). 

Contrairement à ce qui était attendu, la sonde Tb(N3)3In’4Fc qui présente un plus grand 

nombre de liens Au-S avec la surface (si tous les azotures ont réagi avec la surface) ne se 

montre pas plus stable que ses analogues N3In’1Fc et N3In’4Fc. Ce résultat semble signifier 

que, dans le cas de la réaction de « click » électrocatalysée avec la surface, un plus grand 

nombre de groupements azoture n’affecte ni le rendement de couplage sur la surface (la 

densité de greffage étant similaire à celle de la sonde N3In’1Fc), ni la stabilité de la sonde sur 

la surface. Les conditions optimales pour ces deux paramètres sont déjà obtenues par la 

modification des ODN par une seule fonction azoture. 
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D. Conclusion 

 

L’utilisation d'une chaîne alkylthiol basée sur le motif DTPA a permis d'envisager le greffage 

de diverses sondes ODN sur électrode d'or, selon différents procédés. 

 

Il a été montré en premier lieu qu'il était possible de réaliser la réaction de « click » 

électrocatalysée à partir de l'élément d'ancrage bis(DTPA) héxynyle 7. La réaction a permis 

l’immobilisation sur électrode d’or de la sonde oligonucléotidique fluorescente 14, ce qui a pu 

être observé par microscopie optique de fluorescence. Cette preuve visuelle a permis de 

confirmer qu'il était possible d'utiliser la réaction de « click » électrocatalysée pour 

l'immobilisation d'oligonucléotides sur or. 

En second lieu, nous avons effectué le greffage des sondes « hairpin » (DTPA)2In3Fc et 

(DTPA)2In4Fc modifiées par une chaîne alkylthiol selon un protocole de déprotection des 

thiols et une méthode de greffage similaire à ce qui a été effectué pour le bis(DTPA) 

héxynyle. Il a été ainsi démontré que le greffage se déroulait favorablement dans un tampon 

phosphate 100 mM (pH =8) en présence de tris(2-carboxyéthyl)phosphine/HCl (TCEP/HCl). 

L'immobilisation a été suivie par voltampérométrie cyclique grâce à la présence des 

ferrocènes. L’intensité du signal s'est montrée proportionnelle au nombre de ferrocènes 

constituant la sonde immobilisée. Ceci a permis de valider notre stratégie initiale envisagée 

pour la position des ferrocènes sur la tige des structures « hairpin » 

 

En troisième lieu, l'immobilisation des sondes modifiées par des azotures N3In’1Fc, N3In’4Fc 

et Tb(N3)3In’4Fc a pu être réalisée par couplage de ces dernières par réaction de « click » 

électrocatalysée, sur des électrodes d'or fonctionnalisées par le bis(DTPA) héxynyle. La 

réaction est effectuée dans des conditions similaires à ce qui a été étudié précédemment et la 

confirmation de l'immobilisation est donnée par CV, grâce à la présence des groupements 

ferrocényle en 3’. En regard des densités obtenues, nous pensons que le greffage de la sonde 

N3In’4Fc n’a pas fonctionné correctement et le manque de matériel ne nous a pas permis de 

répéter cette expérience d'immobilisation. Néanmoins, à densité de greffage équivalente, entre 

les sondes N3In’1Fc et Tb(N3)3In’4Fc, nous avons bien pu constater une augmentation de 

l'intensité de la réponse par CV par rapport au nombre de groupes ferrocényle, d’un facteur 4 

environ. 
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Nous avons pu effectuer des expériences d'hybridation pour les deux familles de sondes 

«hairpin». La variation du signal fourni par les sondes en présence d'une cible ADN a été 

suivie par CV. L'ajout de cible non complémentaire contribue à la stabilisation du signal et 

n’altère pas notablement la valeur de l'intensité du pic d'oxydation Iox. À la différence, l’ajout 

de la cible complémentaire tend à faire diminuer de manière significative Iox, avec une 

variation minimale de cette valeur de 15%. Les voltammogrammes observés illustrent 

clairement l’impact de la réaction d’hybridation et du changement de structure de la sonde sur 

la réponse électrochimique du système. 

Le suivi de ce paramètre en CV a permis de déterminer les limites de sensibilité des systèmes. 

Une sensibilité minimale de l’ordre de 100 fM a été déterminée. 

 

Enfin la stabilité des électrodes soumises à de nombreuses analyses CV en tampon durant les 

tests d’hybridation a été étudiée sur plusieurs jours. Les analyses CV ont été menées sur un 

domaine de potentiels de -0,1 V à +0,9V vs ECS à température ambiante intercalées par des 

périodes de stockage en tampon. Ce suivi révèle une faible dimunition de l’intensité du signal 

au cours du temps sur une période de 20 à 40 jours, selon les familles de sondes. Ces 

variations d’intensité du signal n’ont pas impacté les capacités de détection du système. 
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E. Partie expérimentale 

 

E.1. Immobilisation de l’ODN modifié par la Cy5 sur surface d’or, et observation par 

microscopie optique de fluorescence 

 

E.1.a. Immobilisation de l’ODN fluorescent sur or. 

 

Après immobilisation du dérivé bis(DTPA) héxynyle 7 sur électrode d'or pendant 4 jours (Cf. 

partie II.E.2), l’ODN 14 est greffé sur l’électrode via le protocole de la réaction de « click »  

décrit précédemment (Cf. partie II.E.3). Il a été choisi de travailler dans un mélange 

DMSO/eau (50 : 50, v/v) contenant 10 μM de TBTA, 10 μM de CuSO4 et 10μM de l’ODN 

14. La réduction du cuivre se fait par chronocoulométrie, à -300mV vs. Ag/AgCl durant 2h. Le 

test contrôle négatif est, quant à lui, conduit dans des conditions similaires, excepté le 

potentiel qui est alors égal à +300 mV vs. Ag/AgCl. 

 

E.1.b. Observation par microscopie optique à fluorescence. 

 

Les images de microscopie optique de fluorescence sont prises sur un appareil Zeiss Axioplan 

2 Imaging, équipé de lentilles de grossissement ×10 et d’une caméra monochromatique. Les 

échantillons sont observés d’abord sous lumière transmise, puis par fluorescence. La 

rhodamine est excitée par la lampe UV-Visible munie d’un filtre passe-bande de 550 (±25) 

nm et la fluorescence de désexcitation de l’échantillon est collectée par un filtre passe-bande 

de 605 (±70) nm.  

Après la réaction de « click », les électrodes sont  abondamment rincées à l’eau distillée, puis 

à l’éthanol et l’acétone, et enfin séchée sous flux d'azote, avant d’être observée sur le 

microscope. 
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E.2.  Réduction des sondes ODN alkylthiol et préparation du greffage 

 

La solution de 1 mM de 3-mercapto-1-propanol est préparée à partir du produit pur provenant 

de la société Sigma-Aldrich.  

5 μL (1 nmol) de l'ODN sonde à déprotéger est mis à réduire avec 1 μL de chlorhydride de 

tris(2-carboxyéthyl) phosphine (160 mM dans l’eau)198 durant 2h. le milieu réactionnel est 

repris dans un tampon phosphate (100 mM Na2HPO4/ KH2PO4, pH =8) de sorte à obtenir 96 

μL d’une solution constituée de l'ODN alkylthiol réduit (10 μM) et de TCEP/HCl (1,6 mM) 
199. Cette solution est dégazée par un flux d'argon, pour éliminer toute trace d'oxygène, puis 

directement appliquée durant 72h sur l'électrode d'or activée préalablement rincée à l’eau 

distillée, selon le protocole d’activation basique décrit dans le chapitre II.  

Au terme de cette période de greffage, l'électrode est rincée avec de l'eau distillée, puis 

plongée 1h dans 60 μL d’une solution de mercaptopropanol (1mM) pour l’étape de 

passivation de la surface. Après cette étape, l’électrode est lavée abondamment à l’eau 

distillée, puis plongée dans la solution d’analyse PBE préalablement dégazée par un flux 

d'argon (Volume compris entre 3 et 5 mL, selon la cellule utilisée). 

 

E.3. Immobilisation des sondes ODN azoture modifiées par des ferrocènes 

 

Après immobilisation du dérivé bis(DTPA) héxynyle 7 sur électrode d'or pendant 4 jours (Cf. 

partie II.E.2), l’Azide-PEG3-biotine est greffée sur l’électrode via le protocole de la réaction 

de « click » décrit précédemment (Cf. partie II.E.3). La cycloaddition électrocatalysée est 

réalisée dans une mixture DMSO/eau (50 : 50, v/v) contenant 10 μM de TBTA, 10 μM de 

CuSO4 et 1 μM de sondes ODN azoture modifiées par des ferrocènes. 

 



172 
 

E.4. Méthode électrochimique d’analyse 

 

Pour l'ensemble des analyses électrochimiques, les mesures sont effectuées dans le tampon 

d'analyse PBE, 1h après l'immobilisation des sondes ODN sur le support. 

Les mesures sont réalisées par voltampérométrie cyclique à 50 mV.s 
-1, dans une fenêtre de 

potentiel adapté à la sonde, compris dans une gamme allant de -500 mV à 900 mV vs ECS. 

 

Le suivi de l'intensité en fonction de la vitesse de balayage est effectué en CV pour des 

vitesses Ȟ comprises entre 50 mV.s -1 et 5 V.s -1. Les mesures sont effectuées en augmentant 

progressivement la vitesse de balayage. Trois cycles sont généralement enregistrés, seul le 

dernier sert à déterminer l’intensité au pic d’oxydation (Iox). 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CONCLUSION GENERALE 
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Dans le cadre de ce travail de thèse, une stratégie d’adressage de biomolécules sur électrode 

d’or a été développée afin de concevoir un système de multidétection par des voies 

électrochimiques offrant la possibilité d’une détection directe et sans marquage des 

biomolécules, à partir d’un milieu complexe. 

Cette stratégie d’adressage est basée sur la chimie dite « click » entre un alcyne et un azoture. 

L’originalité de notre stratégie de greffage réside dans la catalyse de cette réaction par une 

activation électrochimique. La fonction réactive alcyne est greffée sur l’or par la méthode des 

monocouches auto-assemblées d’alkylthiols et la réaction à lieu sous l’action d’un potentiel 

négatif qui permet de maintenir la forme active du catalyseur cuivre en solution, localisé près 

de l’électrode.  

 

Dans le premier chapitre, les précurseurs de la chimie « click » électrocatalysée ont été 

synthétisés. L’élément porteur de la fonction alcyne est un dérivé polythiol de petite taille: Le 

bis(DTPA)héxynyle. Ses groupements dithiolphosphate permettent une immobilisation 

efficace de ce dernier sur la surface d’or pour réaliser par la suite l’immobilisation de diverses 

entités par cycloaddition. Ce premier chapitre décrit aussi la synthèse d’un  dérivé ferrocène 

modifié par un groupement éthylazoture. Ce composé a permis de déterminer les paramètres 

optimaux pour la réalisation de la chimie « click » électrocatalysée.  

 

Le deuxième chapitre décrit la mise au point de la réaction de « click » électroactivée. Cette 

étude plus approfondie a débuté par la détermination d’un potentiel efficace pour la réaction, 

en présence du ligand TBTA, qui facilite la réduction du cuivre II en cuivre I. 

Cette réaction électroassistée a permis l’immobilisation du dérivé ferrocène sur électrode d’or 

avec un rendement satisfaisant (~95%). Le potentiel négatif de -300 mV vs Ag/AgCl est 

nécessaire pour générer in situ l’espèce Cu(I) et nous avons démontré que la réaction de 

« click » ne se réalise que si ce potentiel est appliqué. Cette étude a pu être confirmée par une 

analyse XPS des surfaces fonctionnalisées. 

Nous avons également pu employer cette chimie pour l’immobilisation de nanoparticules 

fluorescentes, en observant la réalisation du greffage, contrôlé par l’application du potentiel 

adéquat, par microscopie optique de fluorescence, donnant ainsi une preuve visuelle de la 

réalisation de la chimie « click » électrocatalysée. 

 

Enfin, nous avons également démontré que l’emploi de cette chimie est compatible avec 

l’immobilisation de la biotine, puis de la streptavidine, permettant d’adresser par la suite des 
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entités protéiques telle que l’albumine sérique humaine. Cette étude a pu être confirmée en 

suivant l’évolution de la construction des divers édifices moléculaires en surface par 

spectroscopie d’impédance. Ce travail a été mené en collaboration avec Nadir Meini et Nicole 

Jaffrézic-Renault. 

 

 

Nous avons ensuite développé dans le troisième chapitre la synthèse des sondes 

oligonucléotidiques permettant de concevoir un système d’analyses multiples et sans 

marquage, à partir d’un milieu complexe comme un échantillon biologique, par des voies 

électrochimiques.  

En premier lieu, un monomère ferrocényle pouvant être incorporé dans un oligonucléotide via 

la chimie dite « aux phosphoramidites » a été synthétisé. Les travaux antérieurs du laboratoire 

ont permis de cibler efficacement et rapidement l’optimisation de son couplage en synthèse 

supportée aux séquences oligonucléotidiques, afin de permettre de multiples incorporations. 

Des sondes porteuses de trois ou quatre ferrocènes à une extrémité ont été synthétisées avec 

un bon rendement d’incorporation du synthon ferrocène. 

Les sondes de capture envisagées présentent une structure tige-boucle bien adaptée à la 

méthode de mesure par électrochimie. Le principe des tests diagnostiques exploitant ces 

structures a été initialement décrit Heeger et coll. .Afin d’étudier la réaction d’immobilisation 

des sondes par la chimie « click » électroassistée, deux familles de sondes ont été synthétisées 

et comparées. 

La première famille, dite « famille alkylthiol », a permis l’immobilisation directe des sondes 

sur surface d’or par la formation de monocouches auto-assemblées d’alkylthiols.  

La seconde famille dite « famille azoture » a été synthétisée afin de permettre 

l’immobilisation via la chimie « click ». 

Nous avons étudié les propriétés physico-chimiques des différentes sondes issues des deux 

familles. Les caractéristiques thermodynamiques déterminées pour les sondes de la famille 

alkylthiol ont permis d’optimiser la séquence des sondes de la famille azoture afin de 

permettre un test d’hybridation robuste et sensible. 

Un oligonucléotide fluorescent et modifié par un groupement azoture a également été 

synthétisé, afin de donner une confirmation visuelle de l’immobilisation de ce dernier sur or, 

via la fonctionnalisation de l’électrode de travail par chimie « click » électroassistée. Cette 

étude a été menée ci-après. 
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Enfin, dans le chapitre IV, nous avons pu démontrer que la méthode de chimie « click » 

électrocatalysée fonctionnait également pour l’immobilisation de diverses sondes ODN. 

Nous avons montré que la stratégie d’immobilisation utilisant l’élément d’ancrage 

bis(DTPA)héxynyle était efficace dans le cas de l’oligonucléotide fluorescent azoture. 

L’immobilisation a pu être confirmée visuellement par microscopie optique de fluorescence. 

Nous avons ensuite effectué le greffage des sondes « hairpins » issues de la famille alkylthiol 

selon les procédés classiques décrits dans la littérature.  L’intensité des signaux enregistrés 

par voltampérométrie cyclique a permis de calculer des densités de greffage satisfaisantes, 

validant nos suppositions quant à la stratégie initialement envisagée pour la position des 

marqueurs redox à l’extrémité 5’ de la structure tige-boucle. 

Par la suite, l’immobilisation des sondes de la famille azoture a pu être réalisée par la réaction 

de cycloaddition dipolaire électrocatalysée, via le couplage de ces dernières avec le 

bis(DTPA)héxynyle préalablement greffé sur les surfaces d’or. La réaction a pu être suivie 

par voltampérométrie cyclique. 

 

Les expériences d’hybridation pour les deux familles de sondes ont été réalisées et les 

variations du signal ont été enregistrées par voltampérométrie cyclique. Pour chaque sonde 

testée, l’ajout d’un brin d’ADN non complémentaire ne contribue pas à l’évolution du signal, 

tandis que l’ajout de la cible complémentaire provoque une baisse significative de l’intensité 

du pic d’oxydation, avec un écrasement minimal du signal de 15%. 

Le système conçu s’avère donc efficace et l’analyse relativement rapide (~1h). Les sondes de 

la famille alkylthiol offrent une limite de détection des électrodes greffées de l’ordre de 100 

pM, alors que les sondes de la famille azoture atteignent un domaine de sensibilité de l’ordre 

de 100 fM. Une hypothèse qui pourrait expliquer le gain de sensibilité notable obtenu avec la 

seconde famille de sondes serait l’amélioration du « design » de leur structure tige-boucle 

effectuée après l’étude de leurs propriétés thermodynamiques. 

 

Finalement, nous avons pu établir que les sondes synthétisées permettent de concevoir des 

systèmes robustes, présentant une grande stabilité du signal enregistré au cours du temps. En 

effet, en travaillant à température ambiante, en milieu tamponné, les sondes présentent une 

faible perte de signal sur une période pouvant aller jusqu’à 40 jours. De plus, les sondes 

permettent de travailler sur un domaine de potentiels de -0,3 V à +0,9V vs ECS sans qu’aucun 
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impact sur le signal n’ait été observé, ce qui pourrait permettre de travailler avec d’autres 

marqueurs redox. 

 

Les perspectives pour ces travaux sont multiples. Il serait nécessaire en premier lieu de 

déterminer expérimentalement et avec exactitude les caractéristiques thermodynamiques des 

sondes de la famille azoture afin de vérifier nos suppositions basées sur les valeurs théoriques. 

Il serait également intéressant de compléter les tests d’hybridation menés avec les sondes de 

la famille azoture. Par manque de temps, le travail présenté dans le cadre de cette thèse sur la 

sensibilité de notre test d’hybridation n’est pas assez abouti et requerrait des expériences 

supplémentaires à des concentrations variables en cibles. Enfin, deux perspectives 

importantes sont à prendre en compte pour ce travail. Le travail effectué ici a été réalisé sur 

un système avec une macro-électrode immergée dans une cellule électrochimique de format 

classique. Il serait intéressant, en premier lieu, de miniaturiser le système d’analyse afin de 

valider nos résultats obtenus dans un format macroscopique. Cette miniaturisation permettrait 

en second lieu de concevoir un système multiplexé, afin de démontrer l’efficacité de la 

stratégie d’adressage établie dans ce travail. Dans cette perspective, l’élaboration d’un 

microsystème à plusieurs électrodes de travail devra être envisagée. 
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Annexe B. Principe de détermination d'une transition entre deux brins complémentaires par 

spectroscopie UV. 

 

Plusieurs méthodes sont rapportées dans la littérature pour accéder aux paramètres 

thermodynamiques caractérisant les brins d'ADN. Celles-ci sont plus ou moins adaptées selon 

les modifications apportées aux oligonucléotides. Les mesures par calorimétrie, par 

fluorescence206, 237 et par spectrométrie UV 154, 238-239 sont principalement utilisées.  

 

Les bases nucléiques sont des chromophores dont les spectres d’absorbance en UV sont 

caractéristiques. Leur longueur d'onde maximale d'absorption (Ȝmax) est comprise entre 250 et 

270 nm en fonction de la base considérée. Le spectre d'absorbance d'un oligonucléotide 

fournit généralement un Ȝmax autour de 260 nm, correspondant à la moyenne des Ȝmax de 

chacune des bases nucléiques. 

La détermination des paramètres thermodynamiques par spectrophotométrie UV consiste à 

faire varier de façon linéaire la température d'une solution contenant des échantillons analysés 

en fonction du temps. L’absorbance d’un échantillon est comparée à celle d'une solution de 

référence (souvent le tampon seul) et est suivie pour une ou plusieurs longueurs d'onde, 

classiquement 260 nm pour les oligonucléotides. 

 

L'enregistrement des spectrophotomètres exploite l’effet hyperchrome du désappariement des 

bases. Au début de l'analyse, en montée de température, les brins sont hybridés sous forme 

d'une double hélice et les bases nucléiques sont empilées au sein de la structure. Les 

interactions de type π-stacking ainsi engendrées diminuent la capacité d'absorbance des 

oligonucléotides. Ainsi, le coefficient d'extinction molaire d'une base dans une structure 

empilée est plus faible que celle du nucléoside correspondant.  

En résumé, un brin d'ADN dans une solution de concentration fixe, à une longueur d'onde 

donnée, possède une absorbance qui varie en fonction de la température : lorsque la 

température augmente et dépasse le Tm, les brins se déshybrident et, à cause de l’effet du 

désappariement des bases, l'absorbance des oligonucléotides augmente. 

Il est donc possible en faisant varier la température linéairement de visualiser la formation, ou 

la dissociation, d'un duplex ou d'une structure repliée. La conformation moléculaire est 

directement reliée à la température du milieu (Figure An.13.) 
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Figure An.13. Courbe de fusion d’un duplexe ADN 

 

Les méthodes de détermination des paramètres thermodynamiques fondamentaux suivent le 

postulat de départ de la théorie de Van’t Hoff, puisque le phénomène observé est un système 

en équilibre quelque soit la température. Cet équilibre est supposé simple : une seule étape 

sans intermédiaire réactionnel. L'enthalpie est décrite comme paramètre indépendant de la 

température. Seule la séquence des deux brins complémentaires influe sur sa valeur. Plus sa 

valeur est élevée et plus le duplex est favorisé par rapport aux deux brins dissociés. Un ΔH° 

faible en valeur absolue implique un système plus réversible et donc plus instable. 

Les expériences doivent être réalisées avec une quantité équivalente de chaque espèce 

(stœchiométrie 1/1), ce afin de ne pas faire intervenir les effets de molarité. 

 

1. Détermination du Tm 

 

Pour la détermination du Tm , est introduit la notion α(T) : l'évolution de la fraction du duplex 

en fonction de la température.  

α(T) est décrit par l'équation suivante : 
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Où AL correspond à l'absorbance obtenue à basse température et pour laquelle 100 % du 

duplex est formé, Au l’absorbance à haute température pour laquelle les deux brins du duplex 

sont entièrement dissociés et A(T) la valeur de l'absorbance à une température donnée. 

Dans ces conditions, α(T) décrit la fraction des populations présentes : pour α(T)=0 seule la 

population des oligonucléotides dissociés existe et pour α(T)=1 seule la population des duplex 

est présente. Ainsi, α est de 0,5 lorsque la température atteinte est égale au Tm 

Les valeurs TL et Tu correspondent aux températures relatives aux absorbances AL et Au. Ces 

températures sont déterminées par la dérivée de la courbe de dissociation du duplex. Ces 

températures correspondent à des minimums locaux de la dérivée première. Le report de ces 

points sur la courbe de dissociation permet d'obtenir les valeurs d'absorbance correspondantes.  

 

Le Tm d'un duplex peut également être obtenu en considérant le maximum local de la dérivée 

première de la courbe de fusion ou l'intersection de la dérivée seconde avec l'axe des 

abscisses. Cette méthode dérivée de la méthode des tangentes (recherche d'un point 

d'inflexion) est la plus fréquemment utilisée (Figure An.14.).  
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Figure An.14. : Courbes de fusion de quatre différents duplex ADN et représentation de leur 

dérivée première 

 

2. : Détermination des paramètres ΔH°, ΔS° et ΔG° 

 

Une fois les α(T) et Tm évalués, il est possible de calculer les paramètres ΔH°, ΔS° et ΔG° à 

partir de la loi de Van’t Hoff (équation III.2) et de la définition de ΔG°T (équation III.3) : 

 

ΔG°T = RT Ln (K(T))  Equation III.2 

 

ΔG°T = ΔH° - T ΔS°  Equation III.3 

 

Où R et T ont leur définition habituelle, et K(T) la constante d'équilibre de la formation du 

duplex à une température T donnée. 
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En considérant n espèces A  ne pouvant s'auto-assembler, réalisant la formation d'un duplex 

selon l'équilibre A1+A2+A3+…+An ↔ A1A2A3...An , il est possible d'écrire l'équation 

suivante : 

 

 

 

Où CT la concentration totale en espèce A, en considérant que toutes les espèces sont 

présentes en concentration équivalente correspondant à CT/n. 

À la température Tm, cette équation se simplifie par : 

 

 

 

Par regroupement des équations 2,3 et 5, Marky et Breslauer240 ont décrit une méthode de 

détermination des paramètres thermodynamiques en faisant varier la concentration totale en 

oligonucléotides.  

Pour n espèces présentes dans le milieu, on obtient : 
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Après le tracé de la droite 1/Tm = f (Ln(CT)) , le coefficient directeur permet d'accéder au 

ΔH°, tandis que l’ordonnée à l'origine permet d'accéder à ΔS°. Ce calcul est largement utilisé 

pour la caractérisation de duplex de petites tailles (<12 mères). 

Pour des duplex de plus grandes longueurs, Puglisi et Coll.238, 241 réutilisent les équations de 

base 2 et 3 permettant de donner ΔH° et ΔS° en fonction de Ln(K) et de la température : 

 

 

 

Le tracé de la tangente aux environs du Tm permet d'accéder aux ΔH° et ΔS° à partir du 

coefficient directeur de la droite et l'ordonnée à l'origine.  

L’équation III.4 donnant la valeur de K(T) en fonction de α(T) évolue en fonction du nombre 

d'espèces présentes dans le milieu. Dans le cadre d'un duplex, n=2, tandis que dans le cadre 

d’un « hairpin »,n=1 

 

3. cas particulier des « hairpins » (n=1) 

 

L’utilisation des équations III.6 et 7 permet de définir les paramètres thermodynamiques pour 

un duplex, soit n =2. Toutefois dans le cadre des structures tige-boucle (n =1) , l'équation III.6 

devient : 

1/Tm = ΔS°/ ΔH°  Equation III.8 

Et d'une manière générale : 

K = α / (1-α)  Equation III.9 

 

Ces deux égalités montrent que dans le cas d'assemblages mono moléculaires de type 

« hairpin », le Tm n’est plus fonction de la concentration en ADN mais uniquement fonction 

de la concentration en sels242 . Seule la méthode utilisant l'équation III.7 peut alors être 

utilisée. Hannoush et Damha ont confirmé expérimentalement cette dépendance du Tm vis-à-

vis de la concentration en faisant l'étude de la stabilité des différents « hairpins » ARN243 . De 

plus, Ramsing et Coll. ont montré que si le Tm était fonction de la concentration en sels, le 

ΔH° ne l'était pas244 . Dans le cas des structures « hairpins » étudiées, ils ont observé l'absence 

d'évolution du ΔH° pour une concentration en NaCl de 0,1 à 1 M ou pour une concentration 

en MgCl2 de 0,5 à 8 mM, ce qui correspond à une concentration de ces deux sels couramment 
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utilisés en biologie et en analyse thermodynamique des oligonucléotides. Cette observation 

corrèle le fait que le ΔH° est uniquement dépendant de la séquence de la structure et décrit 

l'état d'équilibre entre deux formes. 
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Annexe C. Programme de synthèse automatisée sur support solide classique. 

 
 
 

function number time active function number time active

1 Begin 106 53 18 to Waste 64 4 AGCT
2 18 to Waste 64 3 54 18 to Column 42 15 AGCT5 78
3 18 to Column 42 15 AGCT5678 55 Cap prep 102 3
4 Reverse Flush 2 10 AGCT5678 56 18 to Waste 64 4
5 Block Flush 1 4 AGCT5678 57 Reverse Flush 2 8 AGCT5678
6 Phosp Prep 101 3 58 Block Flush 1 3 AGCT5678
7 Column 1 On 140 59 Cap to Column 39 15 AGCT5678
8 Block Vent 111 2 AGCT5678 60 Wait 103 5 AGCT5678
9 Tet to Waste 58 1.7 61 18 to Waste 64 4

10 purge base 201 1.7 6 62 18 to Column 42 10 AGCT5678
11 B+Tet to Column 33 3.5 AGCT5 78 63 Reverse Flush 2 8 AGCT5678
12 Wait 103 15 AGCT5 78 64 Block Flush 1 3 AGCT5678
13 Tet to Column 34 1 AGCT5 78 65 15 to column 41 10 AGCT5678
14 B+Tet to Column 33 3.5 AGCT5 78 66 18 to Waste 64 4
15 Push to Column 43 67 Block Flush 1 3 AGCT5678
16 Column 1 Off 141 68 Wait 103 15 AGCT5678
17 Column 2 On 142 69 18 to Column 42 2 AGCT5678
18 18 to Waste 64 4 70 Block Flush 1 2 AGCT5678
19 Block to Flush 1 3 AGCT5678 71 Wait 103 10 AGCT5678
20 Block Vent 111 2 AGCT5678 72 18 to Column 42 15 AGCT5 78
21 Tet to Waste 58 1.7 73 Flush to Waste 4 6 AGCT5678
22 B+Tet to Column 33 3.5 AGCT5678 74 18 to Column 42 15 AGCT5678
23 Wait 103 15 AGCT5678 75 Reverse Flush 2 8 AGCT5678
24 Tet to Column 34 1 AGCT5678 76 Block Flush 1 3 AGCT5678
25 B+Tet to Column 33 3.5 AGCT5678 77 Start Detrityl 105
26 Push to Column 43 78 18 to Waste 64 4
27 Column 2 Off 143 79 18 to Column 42 10 AGCT5678
28 Column 3 On 144 80 Reverse Flush 2 8 AGCT5678
29 18 to Waste 64 4 81 Block Flush 1 3 AGCT5678
30 Block Flush 1 3 AGCT5678 82 If Monitoring 167
31 Block Vent 111 2 AGCT5678 83 19 to column 44 35 AGCT5678
32 Tet to Waste 58 1.7 84 14 to column 40 5 AGCT5678
33 B+Tet to Column 33 3.5 AGCT5678 85 Monitor Trityls 135
34 Wait 103 15 AGCT5678 86 14 to column 40 65 AGCT5678
35 Tet to Column 34 1 AGCT5678 87 Monitor noise 136
36 B+Tet to Column 33 3.5 AGCT5678 88 14 to column 40 10 AGCT5678
37 Push to Column 43 89 Stop Monitor 137
38 Column 3 Off 145 90 Trityl Flush 3 8 AGCT5678
39 Column 4 On 146 91 18 to Column 42 10 AGCT5678
40 18 to Waste 64 4 92 Reverse Flush 2 8 AGCT5678
41 Block Flush 1 3 AGCT5678 93 if not Monitori 168
42 Block Vent 111 2 AGCT5678 94 14 to column 40 6 AGCT5678
43 Tet to Waste 58 1.7 95 Trityl Flush 3 5 AGCT5678
44 B+Tet to Column 33 3.5 AGCT5678 96 14 to column 40 6 AGCT5678
45 Wait 103 15 AGCT5678 97 Wait 103 5 AGCT5678
46 Tet to Column 34 1 AGCT5678 98 Trityl Flush 3 5 AGCT5678
47 B+Tet to Column 33 3.5 AGCT5678 99 14 to column 40 6 AGCT5678
48 Push to Column 43 100 Wait 103 5 AGCT5678
49 Column 4 off 147 101 Trityl Flush 3 5 AGCT5678
50 Wait 103 25 AGCT 102 14 to column 40 6 AGCT5678
51 Wait 103 15 5 8 103 Wait 103 5 AGCT5678
52 Wait 103 360 7 104 Trityl Flush 3 5 AGCT5678

105 18 to Column 42 10 AGCT5678
106 Trityl Flush 3 8 AGCT5678
107 End Monitorin 169
108 18 to Column 42 8 AGCT5678
109 Reverse Flush 2 8 AGCT5678
110 Block Flush 1 4 AGCT5678
111 End 107  
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Multi-ferrocene modified stem-loop structure as a probe for 

sensitive detection and single-mismatch discrimination of 

DNA
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Introduction

One strategy to develop an electrochemical device for DNA detection is to label the probe which hybridizes the target with a redox compound like ferrocene

(Fc). This molecule acts as an electrochemical marker, affording a sharp redox response which is highly sensitive to the ionic and steric environment. A few

years ago, we focused on developing multi-ferrocenyl hairpin probes which, after grafting on a gold electrode microsystem, would be expected to offer

significant improvement of both detection limit and sensitivity for mismatch discrimination.

Conclusion

In conclusion, our systems are dedicated to the real-time and reagentless detection of DNA. It can reach pico-molar sensitivity while discriminating single-

mismatch with good efficiency. Moreover, it can also be regenerated with a significant recovery of the electrochemical response over a 24 days period.

Synthesis

A ferrocene bispropanol phosphoramidite synthon has been synthesized

(Fig. 1). This compound allows incorporation of ferrocene moieties at any

position of an oligonucleotide sequence, directly during DNA solid-phase

synthesis. The modification of hairpin oligonucleotides by ferrocenes during

automated DNA solid-phase synthesis has proved to be a good method for

the easy incorporation of numerous electrochemical markers in the

sequence.

Fig. 1. The ferrocene bispropanol 

phosphoramidite synthon
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The hybridization kinetics have been

monitored by DPV after the addition of the

target DNA.

The current (I) variation of the DPV signal

was measured. The signal was normalized

with the following equation :

NIDPV = (I-I0) / I0

Where I0 is the current at t0, just before

target addition

Fig. 3. Differential pulse voltammograms of one

working electrode of the biochip at different

concentrations of non complementary and

complementary targets

We are grateful for support from bioMerieux.

Time of life

Lastly, the robustness of the microsystem has been improved

by grafting on the gold electrodes a multi-Fc stem-loop probe modified at

the 5’ end by two DTPA (dithiol phosphoramidite commercialized by

GlenResearch). We confirmed an increase of stabilization of the system,

in regard to the simple sulphur bonds used on standard grafting

procedures. The same current intensity was recorded by DPV after the

successive hybridization/annealing (in water at 60 C) experiments which

were achieved over a period of 24 day.
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Fig. 5. maximum intensity 

after biochip regeneration
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A single mismatch was also clearly 

discriminated at 500 pM target DNA. 

A significant difference in signal 

variation was observed at 90 min 

between the fully complementary 

target DNA and the single-

mismatched DNA. Signal decreases 

of 28% and 7% (below the detection 

threshold) respectively were 

observed.

Fig. 4. Electrochemical response of the biochip upon hybridization

with a single-mismatch target DNA 

Single-mismatch discriminationThe system’s detection limit 

was estimated at 3.5 pM

(0.07 fmol in 20 μL). 

Furthermore, the dynamic 

range of detection revealed 

to be significant. We 

observed that the current 

variation by DPV was 

logarithmically related to the 

target concentration within 

the 3.5 pM to 5 nM range,

spanning a response region 

of at least 3 orders of 

magnitude. 

Detection limit

- A. E. Navarro, N. Spinelli, C. Moustrou, C. Chaix, B. Mandrand, H.Brisset, Nucleic Acids Res. 2004, 32, (17), 5310-5319 

- G. Chatelain, C. Chaix, H. Brisset, C. Moustrou, F. Fages, B. Mandrand, Sensors & Actuators, 2008, B 132, 439-442 
Gold electrode

+ DNA target

e-

4Fc-hairpin

e-

Duplex form

Fc
Gold electrode

+ DNA target

e-

4Fc-hairpin

e-

Duplex form

Fc

Fig. 2. Principle of the DNA detection biodevice : the stem-loop 4Fc-

oligonucleotide opens upon binding with the complementary DNA strand

A 4-ferrocenyl hairpin has been synthesized probe modified with 
a C6-thiol arm at the   3’-end for grafting on a gold electrode 

microsystem. 

DNA detection biodevice

G. Chatelain, H. Brisset, C. Chaix, New J. Chemistry, 2009, 33, 1139-1147
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Conclusion

Le travail effectué nous a permis de dresser les conditions optimales pour un électroadressage sur une surface d’or. Le modèle mis au point dans cette étude nous permettra

d’électroadresser des biosondes modifiées par un groupement azoture et un marqueur rédox ferrocène.

Néanmoins, pour des raisons d’optimisation de solubilisation des espèces en tampon aqueux, et en vue d’optimiser la réaction de « click », il sera nécessaire d’étudier d’autres

catalyseurs de la réaction, ainsi que d’autres entités ferrocène / azoture afin de vérifier l’impact de la longueur de la chaine alkyle.

N. K. Devaraj, C. E. D. Chidsey, J. P. Collman, et al., J. Am. Chem. Soc., 128, 2006, 1794-1795

S. J. P. Canẽte, Lai R. Y. et al., Chem. Commun., 46, 2010, 3941–3943

Après réaction, l’électrode est rincée et replacée en tampon d’analyse. Nous avons pu observer

la signature du groupement Rédox. Lorsque l’expérience est renouvelée avec l’application d’un

potentiel positif, les conditions ne permettent pas de réaliser la cycloaddition sur l’électrode d’or.

Etude d’une stratégie d’électroadressage 

par chimie “Click” sur électrode d’or

Micaël Ripert1, Carole Farre1, Grégory Chatelain1,2, Carole Chaix1

1Université Lyon 1, UMR 5280, Laboratoire des Sciences Analytiques, Bât. CPE – 43, Bd du 11 Nov. 1918, Villeurbanne, 69622 Cedex, France
2Laboratoire de Chimie et Physicochimie des Actinides, Institut de Chimie Séparative de Marcoule (UMR 5257 ICSM) , Bagnols Sur Ceze, 17171 -

30207 Cedex, France

e-mail : Micael.ripert@etu.univ-lyon1.fr

Fig. 2 Voie de synthèse du Ferrocène modifié par l’azoture

Introduction

La détection de biomolécules, multiplexée et sans marquage, est un défi qui réside dans le choix d’une méthode d’adressage compatible avec la stabilité des biosondes. En outre, les

techniques d’analyse des biomolécules doivent se démontrer à la fois sensibles et peu onéreuses. Si l’électrochimie est une technique d’analyse reconnue pour ces deux qualités en

milieu biologique, notamment dans le cas des puces à ADN, elle se révèle aussi être une stratégie viable pour la conception des biocapteurs, dans le cas d’un électroadressage.

La chimie « click » de type Huisgen est une cycloaddition dipolaire de type [1+3] catalysée par le Cuivre (I). Cette Chimie possède l’avantage de fonctionner en milieu aqueux, dans

des conditions douces, compatibles avec les milieux biologiques. Cette réaction peut être également contrôlée par l’application d’un potentiel, en présence du catalyseur adéquat. Au

cours de notre étude nous avons utilisé cette technique pour coupler un marqueur redox de type ferrocène à une entité chimique de petite taille greffée sur électrode d’or par

électroactivation. Cette approche nous servira de modèle pour l’étude de l’adressage de biosondes sur un capteur de multidétection.

Synthon Bis DTPA Hexynyle

Une entité constituée de deux groupements dithiol phosphate et d’un groupement

hexynyle a été synthétisée en phase solide, à partir d’un réactif dithiol phosphoramidite

(DTPA). Ce synthon, après réduction du pont disulfure par la tris(2-

carboxyethyl)phosphine (TCEP), est capable de se greffer de façon stable sur une

électrode d’or.

G. Chatelain, H. Brisset, C. Chaix, New Journal of Chemistry, 33, 2009, 1139-1147.

G. Chatelain, C. Chaix, H. Brisset, et al., Sensors and Actuators B: Chemical, 132, 2008, 439-442.

P. Liepold, T. Kratzmüller, N. Persike, et al., Anal Bioanal Chem, 391, 2008,1759-1772

Synthèse du marqueur Rédox à clicker

Dans l’optique de notre étude, nous avons synthétisé un ferrocène modifié par un

groupement azoture, selon la voie de synthèse représentée ci-contre. Ce dernier est

un marqueur redox de choix, dont la signature en voltamétrie cyclique est

caractéristique, avec une vague d’oxydo-réduction centrée à 0,5 V / ECS.

Fig. 1 Structure du Synthon Bis DTPA Hexynyle

Réaction de « Click »

La réaction de « click » est conduite dans une solution 50:50 eau/DMSO, 10 μM en sulfate de

Cuivre et 10 μM en Tris[(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl]amine (TBTA). Après ajout du

ferrocène modifié, un potentiel de -300 mV est appliqué à l’électrode d’or fonctionnalisée par le

synthon d’accroche Bis DTPA Hexynyle durant 2 heures. La réaction de « click » est suivie par

voltamétrie cyclique toutes les 20 minutes.

Fig. 5   en rouge : voltamogramme après 2h à -300 mV

en bleu : voltamogramme après 2h à 250 mV

Fig. 4 Evolution du signal au cours de la réaction de « click »

Fig. 3 Réaction de « click » du ferrocène modifié par l’azoture sur le bras hexynyle

Fig. 6 Evolution du signal en fonction de la vitesse de balayage et sa représentation linéaire

H.Z. Yu, C.Y. Luo, C.G. Sankar, Anal. Chem. 2003, 75, 3902-3907

E.LAVIRON, J. Electroanal. Chem.1979 , 101,19-28

Eckermann, D.J. Feld, J.A. Shaw, T.J. Meade, Coordination Chemistry Reviews 2008, doi:10.1016/j.ccr.2009.12.023

Caractérisation Electrochimique

Les systèmes obtenus sont caractérisés par analyse électrochimique, nous

avons vérifié que le dérivé ferrocène est bien greffé sur l’électrode d’or, et non

pas adsorbé. Une fois la « click » réalisée, une loi linéaire caractéristique de

notre greffage est observée en fonction des différentes vitesses de balayage.

Par ailleurs, nous avons déterminé un recouvrement de surface moyen de

1,40.1013 molécules par cm2, ainsi qu’un coefficient de transfert de charge

moyen de 2,1 s-1 suivant la méthode décrite par Yu. Les valeurs calculées sont

comparables aux valeurs décrites dans la littérature, pour une longueur de la

chaîne alkyle équivalente.

érience est renouvelée avec l application d un

réaliser la cycloaddition sur l’électrode d’or.

Augmentation du signal

au cours du temps

de réaction
Sens de balayage

Sens de balayage

Augmentation

Vitesse de balayage

Sens de balayage
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Le travail effectué nous a permis de dresser les conditions optimales pour un électroadressage sur une surface d’or. Nous avons pu mettre au point un système efficace permettant le greffage par activation 

électrochimique de groupements Rédox, de composés fluorescents et  de dérivés Biotinylés.

Ce travail nous permettra le développement de l’électroadressage de sondes pour la conception de systèmes multiplexés, dédiés à la détection de molécules biologiques.

Après réaction, l’électrode est rincée et replacée en tampon d’analyse. Nous avons pu observer la

signature du groupement Rédox. Lorsque l’expérience est renouvelée avec l’application d’un potentiel

positif, les conditions ne permettent pas de réaliser la cycloaddition sur l’électrode d’or.

5.Yu, H.-Z.; Luo, C.-Y.; Sankar, C. G.; Sen, D.,Analytical Chemistry 2003, 75, (15), 3902-3907.

6. Laviron, E., Journal of Electroanalytical Chemistry and Interfacial Electrochemistry 1979, 101, (1), 19-28.

7. Smalley, J. F.; Finklea, H. O.; Chidsey, C. et al., Journal of the American Chemical Society 2003, 125, (7), 2004-2013.

Application de la chimie « Click » pour l’électroadressage sur 

électrode d’or pour une détection sans marquage et 

multiplexée de biomolécules
Micaël Ripert1, Carole Farre1, Nadir Meini1, Nicole Jaffrezic-Renault1, Carole Chaix1 

1Université Lyon 1, UMR 5280, Institut des Sciences Analytiques, Bât. CPE – 43, Bd du 11 Nov. 1918, Villeurbanne, 69622 Cedex, France
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Introduction

La détection de biomolécules, multiplexée et sans marquage, est un défi qui réside dans le choix d’une méthode d’adressage compatible avec la stabilité des biosondes. En outre, les techniques d’analyse des

biomolécules doivent se démontrer à la fois sensibles et peu onéreuses. Si l’électrochimie est une technique d’analyse reconnue pour ces deux qualités en milieu biologique, notamment dans le cas des puces à

ADN, elle se révèle aussi être une stratégie viable pour la conception des biocapteurs, dans le cas d’un électroadressage. La chimie « click » de type Huisgen est une cycloaddition dipolaire de type [1+3]

catalysée par le Cuivre (I) 1, 2. Cette Chimie possède l’avantage de fonctionner en milieu aqueux, dans des conditions douces, compatibles avec les milieux biologiques. Cette réaction peut être également

contrôlée par l’application d’un potentiel, en présence du catalyseur adéquat. Au cours de notre étude nous avons utilisé cette technique pour coupler un marqueur redox de type ferrocène sur électrode d’or par

activation électrochimique.

1.Devaraj, N. K.; Dinolfo, P. H.; Chidsey, C. E. D.; Collman, J. P., Journal of the American Chemical Society 2006, 128, (6), 1794-1795.

2.Canete, S. J. P.; Lai, R. Y., Chemical Communications 2010, 46, (22), 3941-3943.

Réaction de « Click »

La réaction de « click » est conduite dans une solution 50:50 eau/DMSO, 10 μM en sulfate de Cuivre

et 10 μM en Tris[(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl]amine (TBTA). Après ajout du ferrocène

modifié, un potentiel de -300 mV est appliqué à l’électrode d’or fonctionnalisée par le synthon

d’accroche Bis(DTPA)hexynyle durant 2 heures. La réaction de « click » est suivie par voltamétrie

cyclique toutes les 15 minutes.

Fig. 4   en rouge : voltamogramme après 2h à -300 mV

en bleu : voltamogramme après 2h à 250 mV

Fig. 3 Réaction de « click » du ferrocène modifié par l’azoture sur le bras hexynyle

Fig. 5 Evolution du signal en fonction de la vitesse de balayage 

et sa représentation linéaire

Fig. 2 Voie de synthèse du Ferrocène modifié par l’azoture

Bis(DTPA)hexynyle

Une entité constituée de deux groupements dithiol phosphate et d’un groupement hexynyle a été

synthétisée en phase solide, à partir d’un réactif dithiol phosphoramidite (DTPA). Ce synthon, après

réduction du pont disulfure par la tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP), est capable de se greffer de

façon stable sur une électrode d’or 3.

Synthèse du marqueur Rédox à « clicker »

Dans l’optique de notre étude, nous avons synthétisé un ferrocène modifié par un groupement azoture,

selon la voie de synthèse représentée ci-contre 4. Ce dernier est un marqueur redox de choix, dont la

signature en voltamétrie cyclique est caractéristique, avec une vague d’oxydo-réduction centrée à 0,5 V

/ ECS.

3.Liepold, P.; Kratzmüller, et al., Analytical and Bioanalytical Chemistry 2008, 391, (5), 1759-1772.

4.Chatelain, G.; Meyer, A.; Morvan, F.; Vasseur, J.-J.; Chaix, C., New Journal of Chemistry 2011, 35, (4), 893-901.

Fig. 1 Structure du Synthon Bis(DTPA)hexynyle

Sens de balayage

Augmentation

Vitesse de balayage

Sens de balayage

Caractérisation Electrochimique

Les systèmes obtenus sont caractérisés par analyse électrochimique, nous avons vérifié que le 

dérivé ferrocène est bien greffé sur l’électrode d’or, et non pas adsorbé. Une fois la « click » réalisée, 

une variation linéaire de l’intensité maximale enregistrée en fonction de la vitesse de balayage est 

observée. Par ailleurs, nous avons déterminé un recouvrement de surface moyen de 1,40.1013

molécules par cm2, ainsi qu’un coefficient de transfert de charge moyen de  20 s-1 suivant la méthode 

décrite par Yu et al 5, 6.  Les valeurs calculées sont comparables aux valeurs décrites dans la 

littérature, pour une longueur de la chaîne alkyle équivalente 7.

Greffage d’un oligonucléotide fluorescent par activation électrochimique

Nous avons synthétisé l’oligonucléotide (ODN) dG-Cy5-dT10-N3 en utilisant un protocole similaire au

Bis(DTPA)hexynyle, à partir d’une dG-CPG. La Cy5 phosphoramidite est incorporée au premier cycle

de synthèse, suivie par 10 cycles de thymine phosphoramidite, et un dernier cycle avec le bromo-

hexyl phosphoramidite. Cet ODN-bromohexyl est alors converti en un ODN-hexylazoture en étant

traité par une solution d’azoture de sodium (100 mM) et d’iodure de sodium (100 mM) dans le DMF.

La CPG-oligonucleotide est alors traitée par une solution d’ammoniaque aqueuse à a 0,1 % massique

durant 6h, donnant l’oligonucléotide déprotégé. La G-Cy5-TTT TTT TTT T-N3 est alors purifiée par

HPLC et caractérisée par MALDI-ToF. La réaction de click précédemment décrite est alors conduite

sur surface d’or fonctionnalisée par le Bis(DTPA)hexynyle et observée par microscopie optique de

fluorescence (figure 6).

Microscopie optique par 

réflexion en lumière blanche de 

l’or fonctionnalisé par l’ODN 

fluorescent. 

Microscopie optique de 

réflexion en fluorescence de la 

surface fonctionnalisée par 

l’ODN fluorescent . 

Microscopie optique par 

réflexion en lumière blanche de 

l’or fonctionnalisé par le 

Bis(DTPA)hexynyle.

Microscopie optique de 

réflexion en fluorescence de la 

surface fonctionnalisée par le 

Bis(DTPA)hexynyle

Fig. 6 Photographies prises à la bordure du plot fonctionalisé, par microscopie optique en lumière 

blanche et en fluorescence d’une surface d’or fonctionnalisée par l’ODN fluorescent (à gauche) et de 

son contrôle (à droite).

Fig.7 Diagrammes de Nyquyst de la surface d’or au 

cours de la réaction de click à -300 mV

�En noir : fonctionnalisée par le Bis(DTPA)hexynyle

�En rouge : Après 3 h de réaction

�En Bleu : Après ajout de la streptavidine

Fig.8 Diagrammes de Nyquyst de la surface d’or 

au cours de la réaction de click à +250 mV

�En noir : fonctionnalisée par le Bis(DTPA)hexynyle

�En rouge : Après 3 h de réaction

Greffage d’un dérivé Biotinylé par activation électrochimique

Avec la collaboration de Nicole Jaffrezic-Renault et de Nadir Meini, nous avons pu greffer un dérivé

biotinylé, l’azoture-Tris(PEG) biotine, sur une surface d’or fonctionnalisée par le Bis(DTPA)hexynyle.

La réaction de reconnaissance avec la streptavidine a été étudiée, après une période d’incubation de

30 min . Nous avons pu suivre par spectroscopie d’impédance l’évolution de la chimie click en surface

et la formation du complexe biotine-streptavidine. L’augmentation du signal enregistré montre que l’on

a bien une modification de l’état de surface. Sans l’application du potentiel adéquat pour la réaction de

click, aucune modification du signal n’est observé.
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Annexe G. Première publication 

 
 



193 
 

 
Annexe H. Seconde publication 
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Annexe I. Troisième Publication, soumise à Materials Science and Engineering C 
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Annexe J. Liste des communications et publications 

 

1. Communication sous forme Poster 

 

 IRT 2010 : oster International Round Table on Nucleosides, Nucleotides and Nucleic 

Acids, Lyon 

« Multi-ferrocene modified stem-loop structure as a probe for sensitive detection and 

single-mismatch discrimination of DNA » 

 

 JE 2011 : Journées d'électrochimie. Grenoble 

« Etude d'une stratégie d'électroadressage par chimie " Click " sur électrode d'or » 

 

 JRAB 2011 : Journée Rhône-Alpes des Biomolécules, Lyon  

« Etude d'une stratégie d'électroadressage par chimie " Click " sur électrode d'or » 

 

 SCF 2012 : Journée de printemps Société Chimique de France, Lyon 

« Application de la chimie « Click » pour l’électroadressage sur électrode d’or pour une 

détection sans marquage et multiplexée de biomolécules » 

 

 

2. Communication Orale 

 

 JRAB 2012 : Journée Rhône-Alpes des Biomolécules, Grenoble 

« Electroadressage par chimie “Click” sur électrode d’or pour une détection sans 

marquage et multiplexée de biomolécules » 
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3. Publications 

 

 Chatelain, G.; Ripert, M.; Farre, C.; Ansanay-Alex, S.; Chaix, C., A "four-
ferrocene" modified stem-loop structure as a probe for sensitive detection and 
singlebase mismatch discrimination of DNA. Electrochim. Acta 2012, 59 (0), 
57-63. 
 

 Ripert, M.; Farre, C.; Chaix, C., Selective functionalization of Au electrodes by 
electrochemical activation of the “click” reaction catalyst. Electrochim. Acta 2013, 91 
(0), 82-89. 

 
 Meini, N. ; Ripert, M. ; Farre, C. ; De Crozals, G. ; Chaix, C. ; Kherrat, R. ; Jaffrezic-

Renault, N., Application of chemistry "click" for electro-adressing on a gold electrode 
and the detection of protein. Soumis à Materials Science and Engineering C 
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