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Introduction générale 

 

Dans les années 90, plusieurs groupes de recherche ont développé une méthode de chimie 

combinatoire pour la sélection in vitro de simples brins d’acides nucléiques, nommés aptamères, 

capables de se lier spécifiquement à une molécule d’intérêt. Cette nouvelle approche fut alors 

perçue comme disposant d’un fort potentiel analytique et thérapeutique. En effet, ces récepteurs 

artificiels possèdent de nombreux atouts : ils sont très stables dans le temps simplifiant leur stockage 

et leur utilisation en routine. Ils sont faciles à produire par voie chimique avec une grande 

reproductibilité et sont aisément fonctionnalisables par des sondes ou des fonctions d’attache. Enfin, 

ils peuvent être très sélectifs et même énantiosélectifs avec des affinités pouvant atteindre le 

nanomolaire.  

Pour la détection d’une reconnaissance bimoléculaire homogène ou hétérogène entre un aptamère 

et sa cible, différentes techniques sont communément utilisées : la fluorescence, la RMN, la titration 

calorimétrique isotherme, la microbalance à quartz ou encore l’électrochimie. Cette dernière est 

largement représentée dans le champ des biocapteurs, mais très peu d’exemples d’une détection 

directe ou indirecte en condition homogène ont à ce jour été rapportés. 

 

C’est dans ce contexte que s’inscrit ce travail de thèse dans laquelle ont été mises au point de 

nouvelles méthodologies électrochimiques pour l’étude de la reconnaissance homogène entre un 

aptamère et sa cible en utilisant comme modèle moléculaire la L-Tyrosinamide et son aptamère de 

49 nucléotides. Ces méthodes discriminent la forme libre de la cible de la forme complexée à 

l’aptamère grâce à la différence de vitesse de diffusion qui existe entre ces deux états, la première 

diffusant plus rapidement que la deuxième.  

   

Ainsi, l’exposé de ce travail est structuré en quatre parties : 

 

 Le chapitre I présente le contexte scientifique de la thèse en s’intéressant dans un premier temps aux 

concepts d’interaction bimoléculaire énantiosélectifs, à leur origine et aux moyens actuels de les 

étudier. 

  

 Le chapitre II décrit la mise au point d’une stratégie analytique permettant la quantification précise 

d’excès énantiomérique entre la L-Tyrosinamide et son aptamère.  

 

 Le chapitre III décrit une méthodologie électrochimique stationnaire en microvolume permettant la 

détermination des paramètres cinétiques (constantes d’association et de dissociation) et 

thermodynamique (Kd) de la complexation entre la cible modèle et son aptamère.  

 

 Le chapitre IV est dédié à l’optimisation de la séquence d’aptamère anti-L-Tyrosinamide. 
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Chapitre I : Etat de l’art 

 

Ce chapitre a pour objectif d’apporter un certain nombre d’informations générales sur les systèmes 

étudiés afin de contextualiser les différents développements de ce travail de thèse et de justifier les 

choix adoptés. Ainsi, la première partie de ce chapitre retrace brièvement les contours du concept de 

chiralité pour illustrer son importance dans l’activité biologique et souligner l’intérêt majeur du 

développement de systèmes capable de doser des excès énantiomériques. La deuxième partie 

présente les différents types de récepteurs énantiosélectifs intégrés dans les dispositifs analytiques 

actuels. Enfin, les parties 3 et 4 de ce chapitre ont respectivement pour objectifs de justifier le choix 

des aptamères comme récepteur énantiosélectif et de réaliser un état de l’art sur leurs utilisations en 

chimie analytique. 

 

I-1- La chiralité 

 

a. Définition 

 

Par définition, la chiralité désigne l’asymétrie qui peut exister entre un objet et son image dans un 

miroir. En chimie, une molécule est dite chirale lorsqu’elle ne possède aucun axe de symétrie 

intrinsèque. Cette molécule présente alors un carbone asymétrique, et peut exister sous deux formes 

non superposables, désignées comme énantiomères. 

Deux énantiomères ont donc les même propriétés physiques (masse molaire, taille, polarité…). Ils  

peuvent néanmoins être différenciés par leur capacité à faire dévier le plan de polarisation d’une 

lumière polarisée. Ainsi, une molécule qui déviera la polarisation de la lumière vers la gauche sera 

dite  « lévogyre » (noté (-)), tandis qu’une molécule qui déviera la polarisation vers la droite sera dite 

« dextrogyre », (noté (+)). Ces phénomènes de polarisation de la lumière, et plus précisemment 

l’effet magnéto-optique, ont été décrits par J.B Biot et A. Fresnel1 au début du XIXème siècle. 

Grâce à cette méthode, la notion de chiralité moléculaire a été introduite par Louis Pasteur en 1848. 

A partir de cristaux d’acide tartrique qui coexistaient sous deux formes non superposables et qu’il 

triait alors à la main (Fig 1.a), Pasteur prépara des solutions d’acide tartrique à partir de ces 

sélections de cristaux. Il observa alors un effet de rotation du plan de polarisation de la lumière, dans 

un sens opposé pour les deux échantillons. La déviation du plan de polarisation par les solutions 

étant déjà considérée comme liée à la structure de la molécule, il en conclut que l’acide tartrique 

pouvait exister sous deux formes dissymétriques inverses l'une de l'autre2. 

 

 

 

 

 

 

 

 Fig 1 :a. Cristaux d’acide tartrique triés par Pasteur, b. D-(+)-glycéraldéhyde L-(-)-glycéraldéhyde 

  

a. b. 
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Puis, au début du XXème siècle, M. Fischer et M. Rosanoff furent les premiers à proposer un système 

de nomenclature, qui permettait de rendre compte de la chiralité des molécules, sans avoir à les 

dessiner en trois dimensions. Ainsi, ils ont désigné arbitrairement le (+)-glycéraldéhyde en D-(+)-

glycéraldéhyde, car dans la représentation de Fischer, le groupe OH porté par le carbone 

assymétrique est à droite (D=dexter).  L’énantiomère fut désigné L-(-)-glycéraldéhyde (L=laevus, Fig 

1.b). Il n’y a donc aucun lien entre la mesure physique du pouvoir rotatoire et la nomenclature D/L. 

En 1949, J.M. Bijvoet3 confirmera expérimentalement que la configuration assignée arbitrairement à 

la nomenclature était juste. 

Bien que R. Cahn, C. Ingold et V. Prelog4 aient proposé en 1966 le système de nomenclature 

R(Rectus) /S (Sinister) qui permet de déterminer sans ambiguïté la configuration absolue de 

n’importe quelle molécule, la nomenclature D/L reste la nomenclature de référence pour la 

description des constituants élémentaires du vivant. 

 

b. Chiralité et biologie 

 

La chiralité est omniprésente dans le monde du vivant. Deux classes de molécules chirales sont des 

constituants essentiels de la biologie : les sucres (utilisés pour la synthèse d’ADN), et les acides 

aminés (utilisés dans la synthèse de protéines, Fig 2). Ces deux classes de molécules ne sont 

présentes que sous la forme d’un seul énantiomère dans un organisme : les sucres sont 

exclusivement (D) tandis que les acides aminés sont principalement de type (L). 

 

i. Les acides aminés 

 

Les 20 acides aminés de type (L) distribués chez tous les êtres vivants constituent la base de la 

synthèse des protéines. Celles-ci sont issues de la traduction des ARN messagers (eux même copiés 

de l’ADN par le processus de transcription) et ont des rôles mécaniques (ex : cytosquelette), 

enzymatiques (ex : cycle de Krebs), de récepteur (ex : RCPG), de messager (ex : hormone), de 

transport (ex : lipoprotéine). Ces acides aminés (L) abondent donc dans l’organisme et ont deux 

origines : l’une est endogène, l’autre est exogène (désignés comme acides aminés essentiels). 

Cette spécificité énantiomérique de la biologie est une énigme pour la biochimie. Depuis longtemps, 

l'idée a été émise que l'explication pourrait se trouver dans l'espace. En effet, un précurseur des 

acides aminés, la glycine, a été découvert par spectroscopie dans un nuage stellaire5, et dans 

plusieurs météorites, des acides aminés ont également été découverts6 (environ 70, dont 8 

composent les protéines). Certains présentent un excès énantiomérique (e.e) de type (L) et ce 

déséquilibre énantiomérique peut être expliqué par l'action des rayons X sous un champ 

magnétique7, conditions très répandues dans l'univers. En 2013, d'autres acides aminés ont encore 

été retrouvés dans des chondrites de l'Antarctique présentant un e.e de type (L)8. Une étude 

isotopique suggère même une synthèse chimique extraterrestre. Ainsi, l'hypothèse suivant laquelle 

la vie se serait développée dans un contexte majoritairement lévogyre apporté par des météorites 

expliquerait la spécificité énantiomérique du vivant (pour plus de détails9). 
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Néanmoins, des traces d’acides aminés de type (D) sont retrouvées dans l’organisme. Ils sont 

produits à l’aide d’isomérases, enzymes qui catalysent des réactions de type    , où A et B sont 

des énantiomères. Par exemple, la D-sérine est synthétisée dans les astrocytes à partir de la L-serine 

par la sérine-racémase10,11 et joue un rôle important de neuromodulateur. Le D-aspartate et la D-

alanine ont également été retrouvés dans des cerveaux de rat, respectivement dans les cellules 

prolactines et certaines cellules de la glande pituitaire12, qui ont des rôles endocriniens. Ces acides 

aminés (D) sont donc synthétisés localement et ont des effets métaboliques très précis. 

 

 

 

 

 

 

Fig 2 : (L)-acide aminé vs (D)-acide aminé 

R représente la chaine latérale de l’acide aminé 

 

ii. Cas des médicaments 

 

Il n’existe cependant pas de règle universelle capable de prédire l'activité biologique de deux 

énantiomères. C’est une problématique majeure rencontrée dans le domaine pharmaceutique, où 

par exemple deux énantiomères d’un médicament peuvent avoir des effets similaires, où l’un peut 

être thérapeutique et l’autre toxique (ex : thalidomide), ou les deux énantiomères sont tous deux 

thérapeutiques, mais pour des pathologies différentes (ex : (L)-Thyroxine traite l'hypothyroïdie, 

tandis que la (D)-Thyroxine traite l'hypercholestérolémie). La détermination d’e.e d'une formulation 

après synthèse est donc particulièrement importante. 

 

iii. La reconnaissance énantiosélective 

 

Pour qu’une molécule ait une activité biologique, elle doit interagir avec un récepteur, puis cette 

reconnaissance induira une transduction moléculaire qui se traduira par un effet physiologique. Aussi 

bien dans le cadre des effets induits par les acides aminés (D) que dans le cas de médicaments, il 

existe une discrimination d’origine biologique entre les énantiomères. Cette discrimination ne se fait 

qu’à l’étape qui initie la réponse, c’est-à-dire au moment de la reconnaissance entre le ligand chiral 

et le récepteur. Les premières observations expérimentales faites en ce sens datent du XIXème siècle. 

Pasteur remarqua en 1858  que la moisissure Penicillium glaucum métabolisait le (+)-tartrate plus 

rapidement que le (-)-tartrate. En 1886, A. Piutti remarqua quant à lui, que la (+)-asparagine avait un 

goût sucré, tandis que l’énantiomère était insipide. Pasteur conclura alors que « le système nerveux 

pourrait être lui-même dissymétrique »13. Ces observations allaient alors dans le sens de 

l'énantiosélectivité des récepteurs. 

 

L’énantiosélectivité désigne la capacité d’un récepteur à interagir majoritairement avec un 

énantiomère. Cela implique que l’autre énantiomère peut interagir aussi avec ce récepteur, mais 
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avec une moins bonne affinité. Lorsqu’un récepteur n’interagit pas avec l’autre énantiomère, il est 

qualifié d'énantiospécificique. 

 

Conceptuellement, une avancée significative pour expliquer l'énantiosélectivité biologique a été 

présentée en 1930 par L. Easson et E. Stedman14. Les interactions entre un ligand chiral et son 

récepteur sont associées aux groupes fonctionnels du ligand complémentaire de ceux du récepteur. 

Easson et Stedman ont postulé que les différences d’activités résultent d’une différence d’interaction 

des deux énantiomères avec le récepteur au niveau du site de reconnaissance. L’énantiomère le 

« plus actif » interagit au minimum avec trois sites distincts du récepteur, tandis que la forme la 

« moins active » interagit avec un minimum de deux sites (fig 3.a) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 3 : Modèle d’Easson et Stedman pour une intéraction entre un ligand chiral et son récepteur biologique. a. Le stéréoisomère le plus 

actif (en haut) interagit avec 3 sites du récepteur, tandis que les autres stéréoisomères n’interagissent qu’avec 2 sites. b. Interaction 

moléculaire entre un récepteur et un analogue non chiral15. 

 

Remarquons qu’un analogue structural non chiral pourrait interagir avec deux sites de 

reconnaissance au moins et peut avoir la même activité biologique que l’énantiomère le moins actif16 

(Fig 3.b).  

A. Ogston17,18, qui semblait ignorer le modèle de Easson et Stedman, proposa dès 1948 un modèle 

d’attachement en trois points pour expliquer la stéréosélectivité enzymatique pour la transformation 

du citrate, molécule prochirale, en aminomalonate19. Le concept d’Easson et Stedman pour la 

discrimination stéréosélective était alors étendu au concept de prochiralité (fig 4). 

 

 

 

 

 

 

Fig 4 : Interaction en 3 points entre une molécule prochirale et son récepteur15. 

 

Ici, dans la molécule CAA*BC, les groupes A et A* sont chimiquement équivalents, la molécule n’est pas 

chirale. Néanmoins, d’un point de vue stérique, ces groupes sont dit énantiotopiques: si le site A’* du 

récepteur est le site catalytique, seul A* subira la transformation chimique. 

a. b. 

Récepteur 

Récepteur 
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Dans les années 1990, V. Sokolov et N. Zefirov20 ont développé le modèle d’Ogston, en proposant 

d’examiner la stéréosélectivité sous un angle dynamique plutôt que statique. Dans ce modèle, un 

ligand prochiral interagit en deux points seulement avec le récepteur, et l’énantiosélectivité dépend 

de l’orientation des sites énantiotopiques vis-à-vis du site actif de l’enzyme (Fig 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 5 : le modèle du « rocking tetrahedron » développé par Sokolov et Zefirov 

Le substrat CAA*BC interagit en deux point de contact avec l’enzyme (B---B’ et C---C’)15 

 

Dans ce modèle, les groupes A et A* occupent des espaces identiques qui se recouvrent, et 

l’énantiosélectivité dépend du sens des interactions avec le site actif. Si les interactions se font dans 

le sens X de la figure 5, il n’y aura pas de sélectivité compte tenu de la flexibilité des groupes A et A*. 

Si les interactions se font dans le sens Y, le processus catalytique sera sélectif d’un groupe 

énantiotopique, voire spécifique. 

 

Cette idée d’une reconnaissance moléculaire dynamique a été reprise par T. Booth21,22, grâce à des 

études de séparation d’acide α-alkylcarboxylique sur des phases chirales stationnaires. Dans son 

modèle, il décrit un mécanisme de reconnaissance piloté par un changement de conformation du 

récepteur en tois étapes : 

- Formation d’un procomplexe où le ligand et le récepteur sont en contact ; 

- Ajustement des conformations qui optimisent la stabilité du complexe ; 

- Formation de nouvelles interactions. 

 

In fine, ce mécanisme aboutit à une reconnaissance chirale et décrit un processus d'ajustement 

induit (Induced Fit Process). D’après les auteurs, il est généralisable à toutes les classes de récepteurs 

chiraux.  

 

Enfin, A. Mesecar et D. Koshland23 ont montré en 2000 que le modèle d’interactions en trois points 

n'était pas valide dans le cas d'une enzyme, l’isocitrate deshydrogénase (IDH). En examinant les 

structures cristallographiques de l’enzyme, les auteurs ont mis en évidence que sans Mg2+, l’isomère 

(L) se liait au site actif, tandis qu’en présence de Mg2+, l’isomère (D) de l’isocitrate se retrouvait dans 

le site actif. Les auteurs montrent également que les deux isomères partagent trois sites 

d’interaction, et que c’est un quatrième qui permet d’expliquer l'énantisélectivité observée. 

Ces observations soulignent l’importance de la structuration du récepteur. Et dans le cas de 

molécules biologiques complexes comme les protéines ou les acides nucléiques, le pH, la force 

Récepteur 
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ionique, la nature des ions, la température et les concentrations sont autant de paramètres pouvant 

influencer la structure de ces macromolécules naturelles et donc leur énantioséletivité.  

La poursuite des investigations fondamentales concernant les relations chiralité/activités biologiques 

comme la nécessité de contrôler les e.e dans les industries agroalimentaires et pharmaceutiques 

demande la mise au point de systèmes analytiques énantiosélectifs. Pour cela, deux méthodes sont 

utilisées : la séparation sur des phases stationnaires chirales et la détection en phase homogène. La 

première étape pour le developpement de ces méthodes est le « design » d'un récepteur 

énantiosélectif.  

 

I-2- les récepteurs énantiosélectifs 

 

Différentes stratégies pour la détection ou la séparation d’énantiomères ont déjà été décrites dans la 

littérature. Il parait important de distinguer dès à présent les sélecteurs, les indicateurs et les 

récepteurs énantiosélectifs. Les premiers servent à séparer des énantiomères, ils discriminent les 

molécules chirales suivant leurs carbones asymétriques. Les indicateurs sont des molécules qui 

interagissent spécifiquement avec une classe de molécules chirales (acides aminés ou binol par 

exemple). Enfin, les récepteurs sont sélectionnés pour reconnaitre spécifiquement une molécule, et 

dans certains cas, un énantiomère de cette molécule. 

 

a. Les sélecteurs énantiosélectifs 

 

Les sélecteurs chiraux, autrement appelés sélecteurs conventionnels, sont utilisés dans les méthodes 

séparatives analytiques ou préparatives. Ils permettent de déterminer des e.e mais ne sont pas 

spécifiques d'une molécule ou d'une classe de molécules. Ils peuvent être classés suivant leur 

structure chimique et le type d’interactions mises en jeu lors des interactions avec les énantiomères. 

Ainsi, on distingue cinq familles de sélecteurs (Fig 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 6 : Différentes classes de sélecteurs énantiosélectifs. 

 

Ils sont très largement couplés à des méthodes séparatives, à en juger par le grand nombre de 

phases stationnaires chirales disponibles sur le marché (plus de 100). Néanmoins, ces sélecteurs 

souffrent encore de leur manque de spécificité. De nombreuses mises au point sont nécessaires. Par 

Sélecteurs énantiosélectifs 

Type I:  
Sélecteurs de  

type Pirkle
24-26

 

Type II:  

Cyclodextrines
27

 

Ethers couronnes
28

 
Type III:  

Polymères
29, 30

  

Type IV:  

Protéines
31

  

Type V:  
Antibiotiques  

Macrocycliques
32
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exemple, la mesure d'e.e nécessite une calibration avec des molécules énantiomériquement pures33, 

ce qui n'est pas toujours réalisable.  

Une alternative pour ces mesures d'e.e est l'utilisation d'indicateur chiraux. 

 

b. Les indicateurs énantiosélectifs 

 

L’utilisation des indicateurs chiraux est basée sur la chimie supramoléculaire via la formation de 

complexes molécule-hôte. E. Anslyn34 a largement développé cette approche dans le cadre de la 

mesure rapide d’e.e d’acides aminés, notamment avec la technique d’Indicator Displacement Assay 

(IDA), où le transducteur de la reconnaissance hôte-molécule est un fluorophore. En 2008, un de ses 

articles présentait l’utilisation d’une molécule hôte à deux centres chiraux capable de complexer un 

ion cuivre. Cet ion cuivre peut également interagir avec un indicateur colorimétrique, le Chrome 

Azurol S (CAS) pour former un complexe. Lorsque des acides aminés sont introduits dans une 

solution avec ce complexe, ils vont prendre la place de l’indicateur coloré ce qui va provoquer un 

changement des propriétés d’absorption de l’indicateur : il est bleu lorsqu’il est complexé et jaune 

lorsqu’il est libre (fig 7). L'idée centrale est que les séries (D) et (L) n'ont pas la même affinité pour 

l'indicateur. Cette propriété de changement de couleur permet, à l’œil nu, d'estimer la pureté 

énantiomérique d’une solution.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 7 : a. Test par déplacement d’indicateur pour des acides aminés, basé sur le déplacement du Chrome Azurol S (CAS) d’un complexe à 

base de cuivre : le CAS est bleu lorsqu’il interagit avec le cuivre et jaune après déplacement, b. Illustration de l’énantiosélectivité de cette 

méthode avec l’Histidine : seule la forme (L) interagit avec le complexe pour libérer le CAS34. 

 

Les courbes de calibrations obtenues en dosage spectrométrique ont cependant de larges 

incertitudes (      , ce qui limite le seuil de détection. Dans un autre article, E. Anslyn montre qu’il 

est possible d’adapter cette méthode à l’usage de plaque à 96 puits pour la mesure rapide e.e35, avec 

une limite de détection à quelques pourcents.  

 

Une autre méthode, cette fois basée sur l’utilisation d’un indicateur électrochimique, a été proposée 

par J. Tucker36 en 2010. Dans cette approche, les auteurs ont utilisé un indicateur à base de 

ferrocène dont l’interaction avec une cible chirale modifie son potentiel standard apparent (Fig 8). 

Néanmoins, cette méthode est restreinte à la famille des binols. 

a. b. 
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Fig 8 : a. Complexes formés entre l'indicateur électrochimique et les (R) et (S)- binols36; 

b. Voltammogrammes à vagues carrées obtenus pour différents % d’e.e en (S)-binol: plus cet excès agmente, plus le   
   

 

de la sonde est décalé vers des potentiels anodiques36. 

 

Ces indicateurs chiraux représentent une alternative très intéressante à la détermination d'e.e basée 

sur des méthodes séparatives. Mais les limites de détections sont encore élevées, de l'ordre de 

quelques pourcents, et les mauvaises constantes d'affinités nécessitent l’utilisation de 

concentrations en analytes élevées.  

 

Ces techniques ne sont donc pas adaptées pour la mesure de traces d’énantiomères. Un moyen 

d'abaisser les seuils de détection et la quantité d’analyte nécessaire est d'utiliser un récepteur 

spécifique d'une cible. 

 

c. Les récepteurs énantiosélectifs 

 

Trois stratégies distinctes ont déjà été explorées afin de proposer des récepteurs avec une bonne 

énantiosélectivité et une bonne affinité : la formation de polymères à empreintes moléculaires 

(Molecular Imprinted Polymers, MIPs), les anticorps et l’approche combinatoire.  

 

i. Polymères à empreintes moléculaires (MIPs) 

 

L'impression moléculaire est un procédé par lequel des monomères fonctionnels sélectionnés s'auto-

assemblent autour d'une molécule patron et polymérisent en présence d'un agent de 

polymérisation/réticulation37,38,39. Une fois la molécule patron extraite du polymère obtenu, il en 

résulte une cavité complémentaire en forme et en fonctionnalité. Elle interagit avec les molécules 

identiques ou de structures proches de celle de la molécule patron (Fig 9) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 9 : Principe général de la préparation de MIPs39. 

a. b. 
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Le polymère à empreintes moléculaires « garde en mémoire » la forme et les groupements 

fonctionnels de la molécule patron. Lorsque le polymère est fabriqué contre une molécule chirale, il 

sera potentiellement énantiosélectif. 

Les MIPs ont en général une très grande affinité pour leur cible, comparable à celle des anticorps 

pour leurs antigènes. Pour cette raison, ils ont été surnommés « antibodies mimic »40.  

Ils peuvent être utilisés comme matrice d’affinité en séparation ou comme élément de 

reconnaissance dans des capteurs. Ainsi, les MIPs ont permis de séparer par chromatographie des 

énantiomères de dérivés d’acides aminés41, de peptides42, de β-bloquants43, d’anti-inflammatoires 

non stéroïdiens44 et d’antibiotiques45. 

 

Néanmoins, l’utilisation des MIPs dans les techniques séparatives présentent des inconvénients dus à 

une grande disparité des sites énantiosélectifs et non-spécifiques situés à la surface du polymère. 

Ceci entraîne donc une efficacité contestable46.  La synthèse de MIP nécessite également une grande 

quantité de molécules empreintes, ce qui peut être problématique pour les molécules d’intérêt 

difficile à synthétiser ou disponibles en quantité limitée. Enfin, les conditions de polymérisation 

peuvent être incompatibles avec la stabilité d'une biomolécule par exemple.   

 

ii. Anticorps 

 

Les anticorps sont des protéines produites par le système immunitaire destinées à interagir avec des 

molécules du non-soi, c’est-à-dire dirigées contre des ligands inconnus de l’organisme. Ces séquences 

reconnues par les anticorps sont appelées épitopes ou encore déterminants antigéniques. 

 

Les anticorps utilisés en chimie analytique sont plus précisément des glycoprotéines de la 

superfamille des immunoglobulines (IgG) constitués de deux chaînes lourdes H et deux chaînes 

légères L, reliées entre elles par des ponts disulfures (lien S-S covalent entre deux cystéines). Ces 

chaines peptidiques forment une structure en Y et sont constituées de trois motifs constants C 

(caractéristiques de l’espèce dont est issu l’anticorps) et d’un domaine variable V, impliqué dans la 

reconnaissance de l’épitope (Fig 10).  

 

Les anticorps sont obtenus par immunostimulation chez les rongeurs (classiquement, souris, lapin et 

rat). L’épitope d’intérêt est mélangé à l’adjuvant complet de Freund (émulsion d’eau, d’huiles, 

d’émulsifiant et de bactéries mortes) qui est injecté par voie intrapéritonéale (dans le péritoine, 

membrane séreuse qui tapisse l’abdomen). La réaction immunitaire va alors provoquer la production 

d’ascite, c’est-à-dire un épanchement intra-abdominal, dans lequel sont contenues les cellules 

immunitaires productrices d’anticorps dirigées contre l’épitope désiré. Le plus souvent, cette 

méthode permet d’obtenir des anticorps polyclonaux, c’est-à-dire synthétisés par des cellules 

immunitaires différentes. Ces anticorps polyclonaux n’ont pas les mêmes sites de fixation sur 

l’antigène et ont des affinités différentes. Après la production d’ascite, s’ensuit donc une procédure 

de purification, destinée à isoler des anticorps monoclonaux. Ces procédures sont très lourdes en 

termes de temps et d’investissement. 
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Fig 10 : a. IgG, les sections vertes et bleues correspondent aux chaînes lourdes (H), les sections roses et oranges correspondent aux chaînes 

légères (L). b. V = variable ; C = constant, H = Heavy ; L = light ; Fc = fragments cristallisables ; Fab = Fragment antigen Binding 

 

Cette classe de récepteur reste néanmoins très utilisée en chimie analytique, car ces objets ont de 

très bonnes affinités pour leur antigène (Kd   nM). 

Il est donc tout à fait possible d’immuniser des animaux contre une molécule chirale, et d’obtenir des 

anticorps monoclonaux énantiosélectifs. C’est ce qu’a montré Karl Landsteiner47 en 1917. Depuis, les 

anticorps énantiosélectifs ont été décrits pour des acides aminés48-50, des médicaments51,52 ou encore 

des acides α-hydroxylés53. 

 

La production d’anticorps n’est cependant pas sans limite. En effet, il reste difficile d’immuniser des 

rongeurs avec des toxines qui ne sont pas tolérées par son organisme. De plus, les petites molécules 

sont faiblement immunogènes, il peut donc être très difficile d’obtenir des anticorps correspondants.   

Enfin, lorsqu’un stock d’anticorps est épuisé, toute une campagne d’immunisation doit être 

programmée. Le stock suivant d’anticorps n’est pas assuré d’être à la même concentration, ni d’avoir 

la même affinité pour sa cible que le précédent. 

 

iii. Approche combinatoire 

 

La chimie combinatoire est une approche moléculaire et statistique qui repose sur la mise au point 

de méthodes de synthèse à haut débit (création d’une banque de molécules) et de criblage de vastes 

mélanges de molécules construites par combinaison d’unités de base. Cette approche a pour objectif 

de pouvoir déterminer, parmi N molécules, laquelle (ou lesquelles) aura (ou auront) les propriétés 

désirées. 

Dans le cadre de la discrimination chirale, différentes stratégies ont vu le jour afin de cribler des 

banques de récepteurs chiraux de faible masse moléculaire (à l’opposé des anticorps). 

 

Lors de l'élaboration d'une stratégie combinatoire, il est tout d’abord nécessaire de considérer la 

disponibilité et la nature des unités synthétiques (synthons) qui interviendront dans la synthèse  de 

la bibliothèque. Sur le plan chimique, la formation des nouvelles  liaisons entre chaque synthon doit 

conduire à une structure stable dans les conditions de synthèses et lors des tests. 

 

Une fois cette banque disponible, il est nécessaire d’y rechercher les candidats qui possèdent les 

propriétés désirées. Pour cela, trois stratégies sont possibles54,55. 

 

a. b. 
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La première est dite réciproque et a été introduite par W. Pirkle56. Un énantiomère de la cible est fixé 

sur un support chromatographique, cette phase stationnaire servant alors à passer en revue une 

banque de composés racémiques. Celui ayant eu la meilleure affinité pour la cible chirale 

immobilisée est ensuite préparé sous une forme énantiomériquement pure et fixé sur un support 

chromatographique. La phase stationnaire, ainsi obtenue, permet une très bonne séparation des 

énantiomères57. Cette approche a notamment permis à K. Lewandoski de séparer des dérivés 

d’acides aminés à partir d‘une banque de dihydropyrimidines58 de plus de 140 candidats. 

 

Une deuxième approche consiste à greffer sur une colonne chromatographique une bibliothèque de 

récepteurs chiraux énantiomériquements purs plutôt qu’un énantiomère de la cible. Les propriétés 

énantiosélectives de cette colonne sont testées par injection de composés racémiques. Lorsqu’une 

séparation est observée, plusieurs colonnes sont préparées à partir de la même bibliothèque, mais 

cette fois chaque colonne contiendra une moins grande diversité de récepteurs. En répétant cette  

démarche, les colonnes sont préparées successivement avec des bibliothèques de plus en plus 

réduites, ce qui conduit à isoler le récepteur énantiosélectif optimal. Dans cette approche, le nombre 

de colonnes nécessaires est inférieur au nombre de récepteurs chiraux présents dans la banque 

initiale. Ainsi M. Chiari59 a pu séparer des dérivés d’acides aminés grâce à une banque de 8000 

cyclopeptides. 

 

Enfin, M. Weingarten55 a développé une approche combinatoire originale non séparative pour la 

détection énantioselective de dérivés d’acides aminés. Dans ce cas, une bibliothèque de récepteurs 

chiraux potentiels a été synthétisée à partir de 3 types de synthons, ce qui a permis de synthétiser 60 

candidats. Chaque candidat a été greffé sur une bille de polystyrène. Parallèlement, des 

énantiomères de dérivés d’acides aminés ont été marqués par un chromophore bleu ou rouge 

(associé respectivement aux dérivés d’acide aminé de type L et D). Lorsque les billes fonctionnalisées 

sont en présence d’un mélange racémique de cibles marquées, elles peuvent être observées au 

microscope optique, trois cas se présentent alors : 

- La bille est restée incolore : le récepteur n’est pas spécifique de la cible ; 

- La bille est marron : les deux énantiomères ont été reconnus par le récepteur ; 

- La bille est rouge ou bleue : le récepteur est bien énantiosélectif voire 

énantiospécifique. 

 

Ainsi, Weingarten et ses collaborateurs ont pu identifier des récepteurs chiraux de dérivés d’acides 

aminés. La chimie combinatoire est donc un outil performant qui permet de découvrir de nouveaux 

récepteurs chiraux à faibles masses moléculaires pour la chimie analytique ou la chimie préparative.  
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I-3- Récepteurs chiraux à base d’acides nucléiques : les aptamères 

 

a. Sélection 

 

Sur la base des modèles développés pour expliquer la reconnaissance énantiospécifique de substrats 

enzymatiques, il apparait que les polymères biologiques sont capables de modifier leur arrangement 

dans l’espace afin de s’adapter à la forme et aux fonctionnalités chimiques de leur cible. C'est un 

avantage devant les récepteurs synthétiques.  

L’approche statistique que propose la chimie combinatoire permet quant à elle de sélectionner 

parmi une large banque de candidats, celui (ou ceux) qui présentent la (ou les) meilleure(s) 

affinité(s). Ainsi, une bibliothèque de polymères biologiques pourrait être passée en revue afin d’en 

isoler le ou les meilleurs candidat(s) pour la reconnaissance moléculaire voulue. Dans ce cas, les 

synthons utilisés sont bifonctionnels, et sont des nucléotides (de type ribose ou désoxyribose) ou des 

acides aminés. Dans ce travail ne sera détaillée que l’utilisation de nucléotides. 

 

Ces approches ont été développées dans les années 90 avec les acides nucléiques, par trois groupes 

indépendants60-62. A. Ellington et J. Szostak61 ont alors nommé ces objets "aptamère", néologisme du 

mot latin aptus (approprié à, se lie à) et du grec meros (unité de base d’un polymère), désignant ainsi 

un polymère spécifique d’une cible. C. Tuerk et L. Gold60 ont quant à eux nommé la procédure de 

sélection SELEX (Evolution Systematique de Ligands par Enrichissement Exponentiel), dont le principe 

est exposé figure 11. 

 

La première étape pour définir une séquence d’aptamère dirigée contre une cible d’intérêt par 

chimie combinatoire est de constituer la banque d’acides nucléiques. Les brins d'ADN ou d'ARN de 

séquences aléatoires sont composés de séquences complémentaires d’amorce de PCR aux 

extrémités 5’ et 3’ afin d’initier la phase d’amplification après la sélection. Entre ces séquences, un 

nombre aléatoire de nucléotides constitue la banque en elle-même. Comme il n’existe que quatre 

nucléotides naturels, pour n nucléotides disposés aléatoirement dans la séquence, 4n molécules 

différentes coexisteront dans la bibliothèque. Les aptamères décrits dans la littérature ont des tailles 

variables de 20 à 80 nucléotides. 

 

La seconde étape consiste à séparer les aptamères de la banque en fonction de leur affinité pour la 

cible. Pour cela, les aptamères sont incubés avec la cible. C’est alors que l’étape la plus critique 

intervient : la séparation entre les complexes aptamère/cible et les aptamères restés libres.  

Initialement, Tuerk et Gold60 séparaient les aptamères libres et complexés  en utilisant une technique 

de filtration sur membrane de nitrocellulose. Elligton et Szostak, quant à eux, utilisèrent une 

séparation par chromatographie d’affinité, où la cible est immobilisée sur une surface. D’autres 

techniques de séparation ont par la suite été développées, comme la cytométrie de flux63, 

l’électrophorèse capillaire64, la résonance plasmonique de surface65, ou encore l’AFM66-68. 

Les aptamères sélectionnés sont ensuite élués et amplifiés par la technique de Réaction en Chaine 

par Polymérase (PCR) pour générer une nouvelle banque d’oligonucléotides, enrichie en séquences 
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potentiellement capables de se lier spécifiquement à la cible. Des mutations, susceptibles 

d’améliorer ou de détériorer l’affinité sont généralement introduites à cette étape. Le cycle de 

séparation est alors à nouveau engagé, jusqu’à ce qu’une séquence spécifique se détache. 

 

 
 

Fig 11 : Schéma général de la procédure SELEX. 

La banque est constitutée de milliers de séquences différentes qui sont sélectionnées par  

des méthodes séparatives, jusqu’à isoler une séquence consensus. 

 

Cette méthodologie d’isolement de récepteur a permis de déterminer des séquences spécifiques 

d’ADN ou d’ARN capables de reconnaitre des ions Zn2+ 69 et K+ 70, des protéines71-73, des peptides74, 

des acides aminés75,76 et dérivés77,78, des nucléotides79,80 ou encore des médicaments81 et des 

insecticides82. 

 

Lorsque la cible utilisée pour la sélection des aptamères est chirale, le SELEX peut permettre de 

sélectionner des oligonucléotides avec une forte énantiosélectivité. Cette propriété a permis de 

proposer des phases stationnaires à base d’aptamère en série ADN pour la séparation 

énantiosélective d’oligopeptides83, de nucléotides et de dérivés d’acides aminés84. Des aptamères en 

série ARN ont également été utilisés pour séparer les énantiomères de l’histidine85, du tryptophane86 

et de l’arginine87. Dans ce dernier cas, M. Famulok88 a montré que l’énantiomère de l’aptamère (L-

RNA, dont la chiralité est due au ribose) était capable de reconnaitre l’énantiomère de la cible, la D-

arginine. 

 

Cette méthodologie SELEX est donc très performante, puisqu’elle permet de sélectionner des 

aptamères spécifiques énantiosélectifs. C’est une alternative très intéressante puisqu’une fois la 

séquence déterminée, les aptamères peuvent être synthétisés à la demande, contrairement aux 

anticorps qui nécessitent une nouvelle campagne d’immunisation. 

Cependant, dans le cas de séparation sur support, la cible est immobilisée par l’intermédiaire d’un 

bras espaceur. Les aptamères sont donc contraints à ne pas interagir avec une partie de la molécule 

cible. De plus, dans le cas de la sélection par chromatographie d’affinité, il est préalablement 
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nécessaire de faire une première sélection négative, pour éliminer les séquences se liant de manière 

non spécifique au support. Bien que les aptamères puissent avoir une affinité de l’ordre du 

nanomolaire, ils restent globalement moins affins que les anticorps. Cette technologie reste donc à 

optimiser. 

 

b. Généralité sur les acides nucléiques : composition et structure 

 

Pour bien comprendre l’origine des propriétés de reconnaissance des aptamères vis-à-vis de leur 

cible, il faut s’intéresser à la nature chimique des acides nucléiques, qui leur permet une très grande 

richesse de conformation. Associés aux nombreuses fonctionnalités pouvant interagir entre elles ou 

avec d'autres molécules, les acides nucléiques peuvent alors adopter des structures 

tridimensionnelles potentiellement complémentaires en forme et en fonctionnalité d'une autre 

molécule.  

 

Les ADN et les ARN sont des polymères biologiques qui résultent de l’association de nucléotides. Les 

nucléotides sont au nombre de cinq, et sont constitués d’un groupement phosphate, d’un pentose et 

d’une base azotée (Fig 12). L’enchaînement de ces bases azotées constitue la structure primaire de 

l’ADN. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 12 : Représentation schématique des nucléotides constituant les acides nucléiques. 

 

Les brins d’ADN sont faits d’adénine (A), de guanine (G), de cytosine (C) et de thymine (T), tandis que 

dans l’ARN, la thymine est remplacée par l’uracile (U). Les bases (A) et (G) sont puriques, (C), (T) et 

(U) sont pyrimidiques. Ces nucléotides sont liés par une liaison phosphodiester entre le phosphate en 

5’ du ribose et le groupe 3’-OH du nucléotide adjacent.  En terme de nomenclature, on distingue les 

extrémités d’un brin d’ADN par le numéro du carbone du ribose qui n’est pas lié à une base. On parle 

donc des extrémités 5’ et 3’. 

 

Une particularité de l’ARN est que le ribose possède un groupement hydroxyle en 2’. Sur le plan 

chimique, cette fonction alcool rend l’ARN sensible à l’hydrolyse alcaline. La présence des deux 

oxygènes en position cis sur les positions 2’ et 3’ permet la cyclisation du phosphate, qui provoque la 

rupture de la chaine nucléotidique (fig 13). L’ARN a donc une stabilité chimique moins bonne que 

l’ADN. 

(ARN) 
(ADN) H 
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Fig 13 : Hydrolyse alcaline de l’ARN conduisant à la rupture du brin. 

 

De plus, l'amplification par PCR de brins d'ARN nécessite que ces brins soient d'abord transcrits en 

ADN: c'est une RT-PCR (Reverse Transcriptase- PCR), qui constitue donc une étape supplémentaire de 

traitement dans une procédure déjà lourde. 

 

c. Interactions entre bases 

 

L’ADN fut décrit par J. Watson et F. Crick89 sous la forme d’un double brin. C’est effectivement dans 

cette configuration qu’il se retrouve dans le noyau cellulaire. Cet assemblage est un dimère de brins 

dont les séquences sont complémentaires : l’adénine s’apparie avec la thymine via deux liaisons 

hydrogène, la cytosine et la guanine s’apparient, quant à elles, avec trois liaisons hydrogène (Fig 14). 

Plus l'appariement entre deux brins contient de liens guanine-cytosine, plus le lien entre les brins est 

fort. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 14 : a. Appariement de bases dans un double brin d’ADN.  

b. Les deux brins complémentaires sont antiparallèles (5’-3’ vs 3’-5’). 

 

Il est également possible que l’adénine interagisse avec une cytosine, et la guanine avec une 

thymine. On parle alors d’appariement de type Wobble (bancal), plutôt que d’appariement de type 

Watson-Crick.  

Dans le cas de simples brins d'acides nucléiques comme les aptamères, des appariements de bases 

peuvent se faire au sein de ce brin unique. Le repliement conduit à la formation d'une structure en 

tige-boucle (Fig 15). La stabilité de la zone de complémentarité dépend de sa longueur, de la 

a. b. 
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proportion d'appariement de bases (AT) et (GC) et de la présence d'éventuels mésappariements ou 

d'appariements Wobble. La nature de la boucle est également très importante : la longueur optimale 

est comprise entre 5 et 8 nucléotides. Certaines boucles de quatre bases échappent à cette règle : ce 

sont les tétraboucles90, 91.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 15 : a. Structure en tige prédite par le logiciel mfold, b. repliement de l’aptamère autour de sa cible, L-arm (PDB 1OLD)92 

 

Il existe aussi l’appariement de type Hoogsteen93. Ce type d’interaction (fig 16) implique une base 

pyrimidique et une face d’une base purique différente de la face Watson-Crick : ce sont les positions 

N-7 et le groupement oxo ou amino en position 6 (respectivement pour la guanine et l’adénine) qui 

sont impliquées.  

 

 

 

 

 

 

 

Fig 16 : Représentation des interactions Watson Crick vs Hoogsteen94 

  

Ce type d’appariement permet à un troisième brin d’interagir avec une double hélice déjà formée95 

pour former des triplex. Les appariements d’Hoogsteen sont notamment rencontrés dans la structure 

secondaire des ARN de transfert, et stabilisent leurs structures. 

Ces appariements se rencontrent également dans une structure tertiaire de plus en plus étudiée : le 

quadruplexe de guanine ou G-quartet. Dans ces quadruplexes, quatre guanines sont alignées dans un 

plan grâce à des liaisons hydrogènes impliquant les faces Watson-Crick avec celles de types 

Hoogsteen de la guanine voisine. Il en résulte une tétrade (G-G-G-G) (Fig 17). Ces quartets de guanine 

sont stables par stacking des orbitales π de bases azotées, et grâce à un ion K+ intercalé entre deux 

plans de guanines.  

 

 

 

 

 

 
 

Watson-Crick 

Hoogsteen 

a. b. 



24 
 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 17 : a. G-quartet vu du dessus, M+= ion monovalent, 

b. Modélisation d’un G quartet à 2 plans de guanine, en violet un monocation, 

c. L'aptamère anti Thrombine est un G-quartet (en jaune) et lie deux thrombines par l'intermédiaire de zone d'interaction 

 (en vert et bleu)71. 

 

Bien que cela ne soit pas intuitif, les interactions de type π-stacking entre bases azotées adjacentes 

sont au moins aussi importantes que les interactions complémentaires de type Watson-Crick. En 

effet plusieurs études96,97 ont déjà montré  que ce π-stacking contribuait à plus de 50 % dans 

l’énergie libre de stabilisation d’appariement de brins d’ADN. Les bases azotées étant aromatiques, 

elles ont un caractère hydrophobe. De ce fait, les bases minimisent leur exposition au solvant grâce à 

ce type d’interaction. 

 

Dans le cadre d'interactions entre oligonucléotides et petites molécules, des appariements de type 

Pseudo Base Pairing ont également été décrits98,99. Il s'agit dans ce cas d'interaction hydrogène avec 

les bases azotées (faces Watson-crick ou Hoogsteen) ou le ribose avec des sites donneur ou 

accepteur de proton du ligand99. 

 

d. Conformations du squelette Phosphate-Ribose 

 

Les liaisons phosphodiesters entre chaque nucléotide sont acides avec un pKa   1,5. A pH neutre, le 

groupe phosphate est donc un monoanion. En conséquence, les charges négatives se repoussent, et 

dans un duplex d’ADN, elles fournissent une force opposée aux interactions entre bases azotées qui 

maintiennent la structure secondaire en double hélice. En solution, ces charges négatives peuvent 

être compensées par des cations monovalents ou divalents. Ces ions contrebalancent alors les effets 

de répulsions électrostatiques entre phosphate et stabilisent le complexe d’ADN. Si ce squelette 

n’était pas chargé négativement, il serait plus difficile de déshybrider un duplex d’ADN ou d’ARN. Il 

faudrait donc fournir plus d’énergie pour qu’une enzyme duplique l’ADN ou le transcrive, par 

exemple. Cette forme anionique des acides nucléiques permet donc de faciliter les processus 

biologiques. 

En plus de ces effets de charge, le squelette phosphate-ribose permet aux acides nucléiques un 

grand degré de liberté via les possibilités de rotations autours de simples liaisons. Plus exactement, 

trois types de liaisons sont impliqués dans ce phénomène (Fig 18): 

 

- La liaison osidique qui maintient la base azotée au ribose (rotation χ) ; 

- Les liaisons au sein du ribose (rotation νx dans le pentose,    ε en interactions 

avec les phosphates); 

a. b. c. 
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- Les liaisons qui lient le phosphate aux oxygènes, et les oxygènes aux riboses 

(rotations      ). 

 

 

 

 

 

 

Fig 18 : Angles de torsions possibles au sein d’un nucléotide94.  

Les angles       sont relatifs au squelette phosphate, les rotations νx et χ sont relatives au ribose 

 

Les torsions de ces liaisons permettent notamment de minimiser la répulsion des charges négatives 

des phosphates au sein d’un même brin ou dans un duplex. 

 

e. Interactions guanines-phosphate 

 

En 1986, G. Lancelot et C. Hélène100 ont étudié par RMN les interactions entre l'ADN ou l'ARN avec 

l'anion phosphate. Ils ont ainsi montré que la guanine pouvait interagir via deux liaisons hydrogène 

avec le    
 . Ils ont également déterminé que le ribose de l'ARN pouvait interagir de la même 

manière, tandis que le désoxyribose ne formait qu'une seule liaison (Fig 19). 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 19 : a. Interactions Guanine - phosphate par 2 liaisons hydrogène 

b. Interaction ribose-phosphate
100. 

 

L'interaction guanine-phosphate a déjà été observée par RMN dans la formation du complexe 

aptamère/L-argininamide77. Dans ce cas, les auteurs ont également identifié des appariements de 

type Watson-Crick et Hoogsteen. 

  

f. Pseudo nœuds 

 

Enfin, une autre structure observée dans la structuration des acides nucléiques est le pseudonœud. 

Cette structure se forme à partir d'une structure en tige boucle, lorsque des nucléotides de la boucle 

s'apparient avec une autre région de l'acide nucléique située à l'extérieur de la tige101 (Fig 20). Le 

terme de pseudonœud a été introduit car l'enlacement n'est pas un nœud au sens strict, mais en 

"tirant" sur les extrémités d'un pseudonœud, la structure se défait. 

 

 

 

a. b. 
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Fig 20 : Représentation Schématique en 2D (à gauche) d’un aptamère anti-biotine102 

 et en 3D (à droite, PDB YMO1) d'un pseudonoeud. 

 

Un aptamère en série ARN en forme de pseudonœud a été identifié contre l'enzyme Reverse 

Trancriptase (transcriptase inverse) du VIH-1103 et un aptamère anti-biotine présente également 

cette structure102. 

 

g. Rôle des ions 

 

Les acides nucléiques sont des polyanions dont les charges sont compensées en solution par la 

présence de cations mono et divalents104. Comparés aux cations monovalents (K+, Na+), les cations 

divalents (Mg2+, Mn2+, Ca2+) ont une plus forte affinité pour les acides nucléiques105,106. Tous ces ions 

interviennent dans la formation des structures secondaires des acides nucléiques, mais ce sont 

surtout les ions divalents qui stabilisent thermodynamiquement les structures tertiaires des acides 

nucléiques, c'est-à-dire qui maintiennent entre elles les différentes structures secondaires coexistant 

dans le repliement d'un simple brin d'acide nucléique. 

Les interactions entre acides nucléiques et ions peuvent être divisées en deux catégories : les 

interactions Outer sphere, où une molécule d'eau fait partie de la sphère d'hydratation du cation qui 

intervient dans les interactions ion-acide nucléique, et les interactions Inner Sphere, directement 

entre l'ion et l'acide nucléique (Fig 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 21 : a. Structure du Riboswitch à guanine107, en rouge les ions Mg2+ 

b. Interactions inner (cercles rouges) et outersphere (cercles bleus) impliquant un ion Mg2+pour la reconnaissance du TPP pour son 

riboswitch108. 

 

Dans le cas des aptamères et des riborégulateurs, ou riboswitch, qui sont des segments structuré 

dans la partie 5’-UTR (i.e. non codante) d’ARN messagers pouvant fixer spécifiquement un ligand, le 

Mg2+ joue souvent un rôle majeur107-109. 

a. b. 

a. b. 
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Parmi les structures d'aptamère déjà déterminées, les tiges boucles et les G-quartet sont largement 

représentés. Les ligands interagissent avec ces structures au niveau des parties non hybridées et la 

complexité des repliements est à attribuer aux ions. 

 

h. L’hypothèse du monde ARN 

 

L’hypothèse du monde ARN est une hypothèse suivant laquelle l’acide ribonucléique serait le 

précurseur de toutes les macromolécules biologiques, et postule donc que l’ARN était la principale 

source de vie avant la première cellule à ADN. Cette théorie a été énoncée pour la première fois en 

ces termes par Walter Gilbert en 1986. Néanmoins, J. Watson et F. Crick suggéraient déjà en 1968 

qu’il pourrait exister une relation stéréochimique entre (anti)codon et acides aminés. Ce scénario a 

largement été repris depuis, jusqu'à suggérer qu'une fraction du code génétique est héritée 

d'interactions entre ARN et acides aminés apparus aux origines de la vie110.  

La sélection de séquences d’aptamères contre des acides aminés comprenant parfois le codon ou 

l’anticodon de ces acides aminés9 montre qu’une sélection in vitro des millions d’années après la fin 

de cet hypothétique monde ARN peut aboutir à l’identification de triplets de nucléotides 

complémentaires d’acides aminés qui font partie du code génétique (Fig 22). Cette observation a 

mené Michael Yarus à publier en 2000 un article au titre très explicite : « RNA-ligand chemistry : a 

testable source for the genetic code »111. 

Un autre exemple en faveur de la sélection naturelle de séquences d’ARN dirigées contre de petites 

molécules biologiques est la sélection d’un aptamère anti-ATP. Celui-ci présente un motif similaire à 

une séquence d’ARN viral qui reconnait ce même ligand. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 22 : a. Aptamère d’ARN anti-L-Tyrosine76, b. Aptamère d’ARN anti-L-Isoleucine75, dans les cercles rouge les codons respectifs 

c. Comparaison des séquences d’ARN virales anti-ATP (en haut) et d’un aptamère sélectionné contre l’ATP113 (en bas) 

 

i. Processus de reconnaissance aptamère-cible 

 

Toutes les interactions décrites ici sont susceptibles de coexister au sein d'un brin : ces interactions 

se font et se défont, entrainant l'aptamère à perpétuellement passer d'une forme métastable à une 

autre. En solution, un aptamère est donc une molécule dynamique qui peut coexister dans 

différentes conformations. La diversité des fonctions chimiques susceptibles d'interagir avec un 

ligand associé à la diversité des formes tridimensionnelles que peut adopter un aptamère permet de 

 

 

a. b. c. 
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sélectionner des séquences originales par le SELEX, spécifiques voire énantiosélectives d'un ligand 

(Fig 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 23 : Schéma récapitulatif des interactions possibles dans un aptamère et entre un aptamère et sa cible. 

 

Beaucoup d'études sur les interactions aptamère-ligand ont été publiées, et un certain nombre 

d'entre elles s’est également intéressé à la cinétique de reconnaissance. Du fait de la taille de ces 

molécules et de la complexité du repliement, le temps caractéristique de la réaction bimoléculaire de 

reconnaissance peut atteindre plusieurs secondes. Deux modèles principaux sont utilisés pour 

décrire la cinétique du processus de reconnaissance (Fig 24) : le processus d’ajustement induit et la 

recherche de conformation.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 24 : Deux modèles pour la reconnaissance moléculaire: recherche de conformation et processus d’ajustement induit110. 

 

Dans tous les cas, le processus est divisé en deux étapes élémentaires. Pour le modèle de recherche 

de conformation, l’étape impliquant une structuration ad-hoc de l’aptamère précède la 

complexation. Dans le cas du processus d’ajustement induit, l’ajustement de la conformation est 

postérieur à la complexation. 

 

Pour discriminer sélectivement deux énantiomères, la littérature suggère soit de les séparer, soit d'en 

détecter l'un des deux, ce qui permet la mesure d'e.e. Pour ce faire, les aptamères constituent une 

classe de récepteurs énantiosélectifs très intéressante du fait de leur bonne affinité, leur excellente 

énantiosélectivité et de leur faible coût de production. Ils sont en outre aisemment fonctionnalisables. 

L’ensemble des ces avantages confère aux aptamères une très forte potentialité pour leur intégration 

dans des dispositifs analytiques. 
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I-4- Méthodes de caractérisation d’une reconnaissance aptamère/cible et détermination d’e.e 

 

a. Méthode séparative hétérogène sans marquage : la chromatographie 

 

La chromatographie d'affinité à base d’aptamère utilise une phase stationnaire sur laquelle est 

greffée de façon covalente un aptamère. Lorsqu’une solution racémique de ligand traverse la 

colonne, l’énantiomère ayant le plus d’affinité est retenu, tandis que l’autre est élué. La molécule 

ayant la meilleure affinité est ensuite récupérée en utilisant une phase mobile défavorable à la 

reconnaissance. Cette approche permet donc potentiellement de déterminer des e.e. 

L. McGown et son équipe ont été les premiers à utiliser des aptamères afin de séparer des acides 

aminés (D-tryptophane et D-tyrosine) et des énantiomères d’acides aminés114. La technique utilisée 

alors était l’électrochromatographie d’affinité (combinaison de la chromatographie liquide et de 

l’électrophorèse capillaire). 

Généralement, la détermination d’excès énantiomérique par chromatographie liquide utilise des 

phases stationnaires énantiosélectives et un détecteur comme la spectroscopie UV ou de 

fluorescence. Des phases stationnaires non-énantiosélectives ont également été utilisées en 

combinant le dichroïsme circulaire comme détecteur115. En 2012, F. Sanchez et al.116 ont proposé de 

combiner ces deux approches, en utilisant une phase stationnaire énantiosélective (colonne α1-

glycoprotéine (AGP) protéine très stable de la famille des sélecteurs énantiosélectifs) et le dichroïsme 

circulaire comme détecteur. Grâce à cette combinaison, un excès énantiomérique de 1,5 % a pu être 

mesuré pour la Trimeprazine (médicament antihistaminique). Cette technique reste limitée par les 

performances du dichroïsme circulaire, moins bonnes que celle de la spectroscopie de fluorescence 

ou UV. 

 

b. Méthode séparative homogène avec ou sans marquage : l’électrophorèse 

capillaire 

 

L’électrophorèse capillaire est une technique séparative basée sur la migration différentielle des 

solutés sous s'influence d'un champ électrique, et conduit à une discrimination suivant le rapport 

taille/charge des molécules. La séparation s'effectue dans des tubes de faible diamètre (25 à 75 µm), 

aux bornes desquelles sont appliqués de forts voltages. La détection des molécules séparées utilise le 

plus souvent la spectroscopie de fluorescence. Un ligand natuellement fluorescent n’aura donc pas 

besoin d’être marqué. Cette technique présente l'avantage d'utiliser de très faibles volumes 

d’échantillons (quelques nanolitres).  

Le mouvement d'un soluté chargé au travers du capillaire est la somme de deux phénomènes: 

l'électrophorèse (mouvement des molécules chargées vers l'électrode de polarité inverse) et 

l'électro-osmose (mouvement d'électrolyte lié à la charge interne du capillaire et du potentiel 

appliqué). Celui-ci dépend de la puissance du champ, du pH, de l'électrolyte, de la force ionique, de 

sa viscosité et des caractéristiques de surface du capillaire. Ces différents paramètres permettent 

d'optimiser la séparation.  
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La mobilité électrophorétique d’une molécule est proportionnelle à sa charge et inversement 

proportionnelle aux forces de friction qu’elle subit. Lorsque des molécules ont des charges 

différentes ou subissent des frictions différentes, elles se séparent durant la migration. Dans le cas de 

la formation d’un complexe de reconnaissance, les propriétés du ligand libre et lié seront donc 

différentes. Une fois complexé, le ligand acquiert en plus les propriétés de friction et de charge de 

son récepteur. Dans ce cas, on parle d'électrophorèse capillaire d'affinité (ACE)117. 

Cette méthode est donc pertinente pour l'étude d'interactions entre un aptamère et une petite 

molécule, attendu qu'un oligonucleotide est un polyanion de grande masse moléculaire. Cette 

technique à notamment permis le développement d'une méthodologie par compétition pour la 

détermination  de traces d'énantiomère de la D-arginine118. Ainsi, il a été possible de détecter jusqu’à 

0.01 % de D-arginine dans un large excès de L-arginine.  

 

c. Méthode de détection homogène avec marquage 

 

i. Polarisation de fluorescence 

 

Parmi les méthodes de transduction permettant d’étudier la reconnaissance entre un aptamère et 

une cible en conditions homogènes, la polarisation de fluorescence est une technique performante, 

dans laquelle la fluorescence induite par un fluorophore change en fonction de l’interaction entre 

une cible et son aptamère.  

 

L’interaction entre un fluorophore et la lumière implique une interaction entre le champ électrique 

associé à l’onde électromagnétique et le dipôle de transition de la molécule. Si on excite un 

échantillon avec de la lumière polarisée linéairement, on remarque que la fluorescence est, dans 

certains cas, également polarisée. Le degré de polarisation de la fluorescence est quantifié par une 

grandeur appelée anisotropie de fluorescence notée r. Cette mesure indique le degré de liberté 

d’une molécule fluorescente, vu comme la facilité avec laquelle cette molécule fluorescente tourne 

sur elle-même. Si, au cours d’une réaction de reconnaissance, la molécule marquée est amenée à 

changer ses degrés de liberté, alors le changement de polarisation de fluorescence traduira la 

complexation moléculaire. 

 

Cette technique fut introduite pour la première fois pour les aptamères par J. Cryz-Aguado et G. 

Penner en 200833 en étudiant le complexe formé par l’Ochratoxine A et son aptamère. Dans cette 

étude, la cible était alors en compétition avec un court brin d’ADN complémentaire de l'aptamère 

marqué par un fluorophore. Cette stratégie compétitive est inévitable dans les cas où la sonde n’est 

pas intrinsèquement fluorescente ou lorsque le récepteur ne se reconfigure pas assez pour induire 

une variation de l’anisotropie. 

 

En 2009, J. Ruta et E. Peyrin rapportait l’utilisation de cette technique, en marquant directement 

l’aptamère par un fluorophore119. Dans cette approche, l’aptamère anti (L)-Tyrosinamide a été 

modifié à une extrémité par une fluorescéine. Lors de la reconnaissance, le changement de 
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conformation de l’aptamère induit une augmentation de l’anisotropie de fluorescence (Fig 25), grâce 

à laquelle il peut être déduit la constante de dissociation du système qui confirmait celle déjà 

déterminée par ITC120. Cette méthodologie a également été appliquée avec succès pour la (L)-

argininamide.  

 

 

 

 

 

 

 

Fig 25 : Représentation schématique de la polarisation de fluorescence non compétitive. Les doubles flèches représentent les mouvements 

locaux et globaux contribuant à la variation d’anisotropie de fluorescence119. 

 

ii. Dosage par modulation de fluorescence à base d’aptamère 

 

Une autre stratégie, basée sur la fluorescence plutôt que sur la polarisation de fluorescence a 

également été décrite : les Aptabeacon. C’est une technique de dosage homogène qui repose sur la 

double modification des aptamères à leurs extrémités 5’ et 3’ par un fluorophore et un inhibiteur de 

fluorescence121,122. La reconnaissance entre un aptamère et sa cible provoquera une réorganisation 

de l’aptamère, susceptible d’éloigner ou de rapprocher l’inhibiteur de la source de fluorescence, si 

bien que la présence de la cible en solution provoque un changement de fluorescence de l’aptamère. 

Cette stratégie repose sur un changement de conformation, mais dans le cas où la conformation de 

l’aptamère ne change pas suite à la reconnaissance, un dosage de type compétitif avec un troisième 

partenaire portant l’inhibiteur peut être utilisé123. 

 

d. Méthode de détection homogène sans marquage 

 

i. Titration calorimétrique isotherme  

 

La titration calorimétrique isotherme (ITC) mesure directement la chaleur émise lors de l’association 

entre un ligand et son récepteur. C’est une méthode de choix pour obtenir des informations 

thermodynamiques précises (ΔH, ΔS, Kd et la stœchiométrie). 

 

Dans une expérience d’ITC, le ligand est titré dans une solution de récepteur sous agitation (ou 

inversement). L'expérience est réalisée à température constante. Après chaque ajout de ligand, la 

chaleur libérée ou absorbée au cours de la réaction (i.e. la variation d’enthalpie) est déterminée par 

la puissance calorifique fournie par l’appareil à la cellule de réaction pour maintenir une petite 

différence de température constante avec une cellule de référence. Il est donc nécessaire d’integrer 

cette puissance calorifique pour obtenir la variation d’enthalpie. Quand le récepteur est saturé par le 

ligand, on ne mesure plus que la chaleur de dilution du ligand. 
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L’ITC a notamment été utilisée pour déterminer les paramètres thermodynamiques de la 

reconnaissance entre la L-Tyrosinamide (L-Tym) et son aptamère de 49 nucléotides120 (Fig 26). 

 

 
Fig 26 : Profil d’ITC obtenu pour le couple L-Tyosinamide/Aptamère en tampon Tris base 20 mM120, 

 [NaCl]=150 mM, [MgCl2]=1.5 mM, pH 7.6, à 25°C. 

 

Les pics négatifs obtenus sur la figure 26 correspondent à la chaleur émise lors de la reconnaissance 

aptamère/cible. Ces pics sont intégrés pour obtenir la quantité de chaleur dégagée à chaque ajout de 

L-Tyrosinamide en solution. C’est en réalisant des expériences à différentes températures qu’il est 

possible de déterminer les paramètres thermodynamiques et stœchiométriques de la 

reconnaissance. 

 

ii. Dichroïsme circulaire 

 

Le dichroïsme circulaire (DC) est une propriété physique propre aux molécules chirales. Cette 

propriété se traduit par l’absorption spécifique de faisceaux lumineux polarisés circulaires droits ou 

gauches. En conséquence, c’est une propriété exploitable pour l’étude des protéines ou acides 

nucléiques, faits de monomères chiraux. De plus, la structure secondaire de ces polymères peut faire 

apparaitre des formes en hélices, qui présenteront alors des bandes de dichroïsme circulaire 

caractéristiques, à des longueurs d’ondes différentes. Cette technique est donc pertinente pour 

l’étude structurale d’aptamères, comme pour la détermination d’e.e. 

Dans le cas d’étude sur la structuration de l’aptamère, le rôle des ions et de leur concentration124, de 

la température125 ou encore la simple présence du ligand126 peuvent modifier le repliement de 

l’olignucléotide, et ainsi modifier l’intensité ou la position des pics mesurés. Bien que ces 

informations soient insuffisantes pour modéliser le complexe, c’est une technique idéale pour 

explorer les conditions optimales de reconnaissance entre un aptamère et une cible. Le plus souvent, 

cet outil est utilisé en complément d’autres méthodes comme la RMN127 ou l’ITC120, 128,129. 

Pour la détermination d’e.e, le dichroïsme circulaire est le plus souvent associé à une 

chromatographie d’affinité : il sert de détecteur en sortie de colonne, ce qui permet d’identifier les 

énantiomères.  
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iii. Résonnance Magnétique Nucléaire 

 

Les aptamères sont des molécules extrêmement complexes de par le nombre d’interactions 

intramoléculaires imposées par la séquence primaire, les ions et d'éventuels ligands. De ce fait, leurs 

repliements sont difficilement accessibles, si ce n’est par les méthodes de cristallographie ou de 

RMN. Cette dernière approche a permis de résoudre de nombreuses structures aptamères/cibles, et 

même d’identifier les bases clés pour la reconnaissance et la structuration du complexe130-132.  

La RMN permet également de déterminer des e.e. Bien que cette technique ne donne pas accès 

directement à la configuration absolue d’un centre chiral, elle permet de déduire cette propriété à 

l’aide d’un agent chiral. En effet, deux énantiomères ont le même spectre RMN. En revanche, ce 

n’est pas le cas de deux stéréoisomères. Ainsi, en couplant la cible avec un agent chiral, il est possible 

de remonter à l’e.e à partir de la signature RMN du diastéréoisomère correspondant. L’utilisation 

d’un agent chiral (énantiomériquement pur) interagissant de façon non énantiosélectif permet donc 

de distinguer deux énantiomères par RMN.  

Le premier exemple d’utilisation d’agent chiraux en RMN date de 1969 par Harry S. Mosher133, qui 

donnera son nom à l’acide α-méthoxy-α-trifluorométhylphénylacétique (MTPA, ou acide de Mosher). 

Cet acide à un carbone assymétrique réagit avec les fonctions alcools ou amines pour former un 

ester ou une amide. Leur configuration absolue est ensuite déterminée par analyse des spectres 

RMN. Cette stratégie permet de détecter jusqu’à 1 % d’e.e134. 

Un autre agent de discrimination chirale utilisable en RMN est l’alcool de Pirkle135, qui forme des 

composés diastéréoisomériques de courte durée de vie. 

 

I-5- Biocapteurs à base d’aptamère : l’aptacapteur 

 

Une application analytique prometteuse pour les aptamères est le biocapteur, et parfois appelé 

aptacapteur. Un aptacapteur est fait d’une interface sur laquelle est immobilisée l’aptamère, et 

lorsque le ligand est mis en présence de cette surface modifiée, il y a reconnaissance moléculaire (Fig 

27). La difficulté est de trouver une façon de détecter la formation du complexe. Pour y parvenir, 

plusieurs stratégies ont déjà été éxplorées, avec ou sans marquage.  

 

 
 

Fig 27 : Représentation schématique du fonctionnement d’un aptacapteur  

 

 

 

 

Transduction

Cible
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a. Aptacapteurs avec marquage 

 

i. L’aptacapteur électrochimique 

 

L’électrochimie dispose de nombreux avantages : c’est un moyen de détection simple d’utilisation, 

sensible, à un coût de fonctionnement peu élevé, facilement transportable et compatible avec des 

analyses de fluides biologiques. Pour la transduction électrochimique, deux stratégies se distinguent 

nettement136 dans la littérature. La première repose sur l’utilisation de trois partenaires pour la 

détection. Le plus souvent cette approche utilise le brin complémentaire de l’aptamère, si bien que le 

ligand est en compétition avec ce brin. Une stratégie intéressante ne nécessitant aucun marquage a 

été rapportée en 2007137, via l’utilisation de [Ru(NH3)6]
3+ associée à la chronocoulométrie. Cette 

combinaison avait déjà été utilisée par M. Tarlov138 pour déterminer la concentration surfacique 

d’ADN greffé à la surface d’une électrode. Le principe de cet aptacapteur dirigé contre l’adénosine 

monophosphate (AMP) est schématisé figure 28.a. Dans ce cas, l’aptamère anti-AMP est greffé en 

surface avec une courte séquence complémentaire, qui permet un écrantage des charges par le 

ruthénium. La quantité de ruthénium est alors dosée par électrochimie. La reconnaissance 

moléculaire entre la cible et l’aptamère provoque la dissociation du brin complémentaire et un 

changement significatif du nombre de ruthéniums en surface. La chronocoulométrie permet alors de 

faire la différence de quantité de charges en surface avant et après la reconnaissance et de détecter 

une reconnaissance à 10-7 M de cible en solution. Cette approche est toutefois délicate à étendre car 

en règle générale, l’affinité dépend de la nature et de la quantité d’ions du tampon. Ici, ceux-ci sont 

en très faible quantité pour garantir que seuls les ions Ru2+ sont associés aux aptamères. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 28 : a. Représentation schématique de l’aptacapteur chronocoulométrique à AMP136 

b. Représentation schématique de l’aptacapteur à ATP139. 

 

Un autre exemple, qui cette fois nécessite un marquage avec une sonde rédox sur l’aptamère, est un 

capteur à ATP139 (Fig 28.b). Dans ce cas, l’aptamère marqué est greffé sur une surface et hybridé avec 

un brin complémentaire. La structure en double hélice éloigne la fonction redox de l’électrode, 

empêchant tout échange électronique. Lorsque la cible est en solution, la reconnaissance 

moléculaire entraine la dissociation du duplex et l’aptamère adopte alors une conformation tertiaire 

qui rapproche le centre rédox de la surface et autorise les échanges d’électrons avec l’électrode. On 

 
 a. b. 
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parle dans ce cas d’un aptacapteur de type « signal on », puisque la présence de la cible augmente le 

signal électrochimique. Cet aptacapteur permet des détections d’ATP de l’ordre du nM en solution. 

 

La deuxième stratégie pour traduire une reconnaissance moléculaire à la surface d’une électrode  

repose sur le changement de repliement de l’aptamère qui, en fonction de la présence du ligand, 

permet à une sonde électrochimique d’échanger des électrons avec l’électrode. K. Plaxco a 

largement contribué au développement de cette catégorie d’aptacapteur140-142. La figure 29 

représente deux types de capteur à changement de configuration : l’un sert à détecter la cocaïne et 

est de type « signal on », l’autre sert à détecter la thrombine et est de type « signal off ». Ces 

aptacapteurs ont des seuils de sensibilité au µM et au nM respectivement. L’aptacapteur à cocaïne 

est même 200 fois plus sensible que le test de Scott habituellement utilisé. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 29 : Représentation schématique des aptacapteurs à a. cocaïne140 et b. thrombine développés par Plaxco141. 

 

Pour la conception de ses capteurs, K. Plaxco utilise le bleu de méthylène comme marqueur 

électrochimique, qui présente l’avantage d’être électroactive à des potentiels cathodiques. Cette 

propriété est très intéressante dans le cadre de tests d’échantillons d’origine biologique riches en 

protéines et en métabolites organiques susceptibles d’être oxydés à l’électrode. Ainsi, l’aptacapteur 

à cocaïne140 est capable de détecter 500 µM de cible dans de la salive ou du sérum de veau fœtal à 

50%.  

 

Certains aptacapteurs électrochimiques ont un fort potentiel pour des applications en diagnostics 

cliniques143 notamment pour la détection de thrombine144, d’IgE145 et d’interféron  146. Cette 

méthode de transduction n’est cependant pas la seule : on distingue également l’utilisation de la 

fluorescence (notamment pour la détection de la thrombine147,148), avec des seuils de détection 

similaires à l’électrochimie de l’ordre du nM. 

 

ii. L’aptacapteur à fluorescence 

 

Dans ce type d’aptacapteur, l’interaction entre une cible et son aptamère se traduit par une émission 

de fluorescence. Le premier aptacapteur à fluorescence a été utilisé pour la détection de la L-

adénosine par immobilisation d’un aptamère ARN biotinylé spécifique de la cible à la surface d’une 

fibre optique fonctionnalisée par la streptavidine149. Ce capteur a permis de mesurer les constantes 

d’interaction entre la L-adénosine marquée par l’isothiocyanate de fluorescéine (FITC) et son 

 a. b. 
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aptamère (ka = 2200 M-1.s-1 et kd = 0,01 s-1). Ainsi, le dosage compétitif entre la L-adénosine et la L-

adénosine-FITC permet d’atteindre un seuil de détection de l’ordre du µM. 

Un autre « design » de capteur fluorescent pour la détection directe de la thrombine utilise la 

polarisation de fluorescence150. Dans cette approche, c’est l’aptamère fixé sur une lame de verre qui 

est marqué par le FITC. L’anisotropie de fluorescence est utilisée pour détecter la fixation du ligand. 

En effet, de cette reconnaissance résulte une augmentation de la taille de la couche qui conduit à 

une modification de la vitesse de diffusion rotationnelle et donc de l’anisotropie de fluorescence. 

Cette essai est rapide (<10 min) et sensible (limite de détection à 5 nM). 

 

b. Aptacapteurs sans marquage 

 

i. Résonance Plasmonique de Surface 

 

La résonance plasmon de surface (RPS) est une technique permettant de détecter la liaison d’un 

ligand sur son récepteur immobilisé à la surface d’une couche métallique, en général de l’or. Le 

système de détection est basé sur un changement d’indice de réfraction quand le ligand se lie à son 

récepteur.  Le plasmon de surface est une oscillation d’un quantum de densité d’électron très 

délocalisé à l’interface entre un métal et un diélectrique. La résultante de ces oscillations est une 

onde électromagnétique évanescente qui se propage à l’interface. La fréquence de cette onde 

dépend de l’indice optique du diélectrique, c’est-à-dire de la quantité de matière présente à 

l’interface. En pratique, pour un angle incident et une longueur d’onde définie, l’illumination d’une 

surface métallique va créer une onde évanescente qui entre en résonance avec l’onde 

électromagnétique du plasmon de surface. En conséquence, l’absorption de cette énergie 

photonique réduira l’intensité du rayon lumineux réfléchi. Lorsqu’une espèce biologique vient 

interagir à l’interface métal-diélectrique, l’énergie nécessaire pour exciter les plasmons de surface  

change également. Pour une longueur d’onde fixe, l’angle incident change, ou inversement. Enfin, à 

angle incident et longueur d’onde fixe, l’intensité lumineuse changera. Ces trois principes sont 

respectivement exploités par les dispositifs Biacore, les spectrophotomètres à réflexion et l’imagerie 

SPR. 

Cette technologie a été utilisée pour le développement d’aptacapteurs pour la détection de la 

protéine RBP4151 (marqueur du diabète de type 2) et du virus H5N1 (virus de la grippe aviaire)152.  

 

ii. Microbalance à Quartz 

 

La microbalance à quartz est une autre technique hétérogène ne nécessitant pas de marquage d’un 

des éléments de reconnaissance. Le principe est basé sur la perturbation des conditions aux limites 

d’un résonateur : le quartz. Ce matériau possède des propriétés piézoélectriques qui lui permettent 

de vibrer lorsqu’il est soumis à un champ électrique alternatif, et de générer ainsi une onde 

acoustique.  La fréquence de vibration du quartz dépend de son épaisseur, et le dépôt à la surface 

d’un quartz d’une couche organique peut être considéré comme une extension du quartz (modèle de 

Sauerbrey). Toute modification en surface, comme une reconnaissance moléculaire, est donc 
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susceptible de faire varier l’épaisseur de cette couche organique et donc la fréquence de résonance 

du quartz.  En analysant les variations de fréquence de résonance en fonction de la quantité de cible 

en présence, il est possible d’établir des courbes de calibrations et donc d’effectuer des dosages. 

Cette technique a permis le développement d’un aptacapteur pour la détection d’IgE153. 

 

I-6- Conclusion 

 

De nombreux efforts sont consacrés à la mise au point de systèmes permettant la détermination 

d’e.e.  

L’utilisation des aptamères a fait ses preuves en permettant de mesurer un e.e de 0,01 %118 par 

électrophorèse capilaire d’affinité. Par ailleur, de nombreux systèmes de détection hétérogènes à 

base d’aptamères ont été développés. Cependant, il est notoire que l’affinité des récepteurs subit 

une forte diminution une fois immobilisé. Au regard des constantes d’affinité des aptamères dirigés 

vers des molécules de faible poids moléculaire, i.e. dans la gamme du µM, il semble donc plus 

raisonnable de privilégier une approche homogène.  

Alors que l’électrochimie dispose d’avantages reconnus, il n’existe qu’un seul exemple de son 

utilisation en configuration homogène qui présente de surcroit une sensibilité (insuffisante) de 

l’ordre du pourcent36. 

L’objectif de ce travail est donc en premier lieu de combiner les avantages de l’électrochimie à ceux 

des aptamères pour la réalisation de systèmes de mesure d’e.e en phase homogène. 
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Chapitre II : Mesure d’excès énantiomérique par électrochimie en utilisant l’énantiosélectivité des 

aptamères 

 

II-1- le modèle L-Tym/D-Apta49 

 

Dans ce chapitre est exposée la mise au point d’un nouveau principe de détection électrochimique 

d’une reconnaissance chirale en phase homogène d’une cible par son aptamère. Ce travail a fait 

l’objet d’une publication dans Anal. Chem. en 2012 intitulée « Simple and Highly Enantioselective 

Electrochemical Aptamer-Based Binding Assay for Trace Detection of Chiral Compounds »154.  

 

a. Principe de la méthode 

 

Dans ce travail, la présence d’une cible chirale en solution est détectée par électrochimie. En 

présence de son aptamère, un équilibre s’établi entre la forme libre et liée de la cible. Du fait de la 

grande dimension de l’aptamère devant celle de la cible, le complexe ligand/récepteur diffusera 

moins vite que le ligand seul (Fig 30). Ainsi, les courant mesurés dependront des quantités de cible 

libres et liées. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 30 : Principe général de détection homogène d’une reconnaissance Aptamère/Cible par électrochimie 

 

Cette stratégie a l’avantage de reposer sur un principe de détection indépendant d’une 

reconfiguration de l’aptamère lors de la reconnaissance moléculaire.  

 

b. Choix de la cible 

 

Pour valider ce principe de détection, l’aptamère sélectionné contre la L-Tyrosinamide (L-Tym, fig 

32.a) a été utilisé car ce système a deux avantages. Le premier est une affinité de l’ordre du µM118, 119 

qui permet déjà d’envisager une moindre consommation en réactif, et le second est que l’aptamère 

en série (D) présente une très bonne énantiosélectivité118. Les conditions de reconnaissance 

optimales ont été déterminées en tampon tris 5 mM à pH 7,4, NaCl à 50 mM et MgCl2 à 10 mM. C’est 

avec ce tampon que toutes les expériences ont été réalisées. La séquence de 49 nucléotides anti-L-

Tym sera désignée D-Apta49 (5’-AATTCGCTAGCTGGAGCTTGGATTGA TGTGGTGTGTGAGTGCGGTGCCC-

3’). Le protocole de titrage des solutions d’aptamère est détaillé dans la partie matériels et méthode 

(cf. p108).  

Tous les voltammogrammes ont été réalisés avec une vitesse de balayage de 50 mV.s-1. 

Chiral Target
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c. Dispositif expérimental 

 

Les mesures électrochimiques ont été réalisées à l’aide de cellules électrochimiques miniaturisées à 

usage unique obtenues par sérigraphie au laboratoire. Ces cellules à trois électrodes réunissent sur 

une petite surface plane une pseudo-électrode de référence Ag/AgCl, une contre électrode et une 

électrode de travail de 0,07 cm2 en carbone (Fig 31). Ces électrodes sont successivement déposées à 

l’aide d’encre d’argent et de carbone et séchées à 120°C pendant 15 min (cf matériels et méthodes 

p109). L’encre de carbone est constituée d’un mélange de polymère et de fragments micrométriques 

de carbone qui réticulent durant le séchage. Au terme de cette fabrication, un espace de travail de 

0,2 cm2 regroupant ces trois électrodes est délimité en utilisant une couche diélectrique hydrophobe.  

 

 

 

 

 

 

 

Fig 31 : Dispositif expérimental d’électrodes sérigraphiées : WE : Electrode de Travail, S = 0,07 cm2, CE : Contre Electrode, REF : électrode de 

Référence. 

 

L’utilisation de ces électodes présente 3 avantages : 

 Le matériel est jetable, il n’y a donc pas besoin de régénérer l’électrode de travail par polissage; 

 Du fait de l’inclusion de carbone dans une matrice polymère, le courant capacitif mesuré est 

faible ; 

 La taille réduite de ce système à trois électrodes entouré d’une matrice hydrophobe restreint la 

surface occupée par le solvant ce qui permet de travailler dans des microvolumes (  50 µl) et 

donc d’être peu consommateur en matériel biologique. 

 

d. Détection électrochimique de la L-Tyrosinamide 

 

L’électroactivité de la fonction phénol de la L-Tym (Fig 32.a) a été utilisée dans un premier temps 

pour le suivi de la reconnaissance. 

 

 
 

Fig 32 : a. L-Tyrosinamide (L-Tym) ; b. [OsII(bpy)3]
2+ 

 

a. b. 
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La figure 33.a présente le comportement électrochimique de la L-Tym en solution. L'oxydation du 

phénol débute vers E = 0.48 V vs Ag/AgCl selon un processus d’oxydation irréversible. Cette réaction 

produit des radicaux cations phénoxyls, qui en milieu aqueux se déprotonnent très rapidement pour 

donner des espèces extrêmement réactives pouvant dimériser, voire polymériser. Ce processus est 

généralement à l’origine d’une passivation de l’électrode, caractérisée ici par un décalage anodique 

du pic d’oxydation de la L-Tym et une diminution du courant en fonction du nombre de balayages 

successifs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 33 : a. Voltammogrammes d’une solution de L-Tym à 20 µM ; b. Voltammogrammes d’une solution de L-Tym à 5 µM en présence 

d’[OsIII/II(bpy)3]
3+/2+ à 1 µM ; cycle 1 ; cycle 10 ;  cycle 20 ;  [OsIII/II(bpy)3]

3+/2+  seul. v = 50  mV.s-1, température ambiante. 
c. Variation de l’intensité de pic en fonction de la concentration en L-Tym 

 

Ce problème de passivation, à l’origine d’une mauvaise reproductibilité des mesures, peut être évité 

via l’oxydation catalytique du phénol155 par l’intermédiaire d’un complexe d’osmium (Fig 32.b) jouant 

alors le rôle de médiateur redox ([OsIII/II(bpy)3]
3+/2+, E° = 0,58 V vs Ag/AgCl), selon le schéma 

réactionnel suivant  : 

 

[OsII(bpy)3]
2+   [OsIII(bpy)3]

3+  + e-   (réaction à l’électrode) 

 

 

[OsIII(bpy)3]
3+  + L-Tym              [OsII(bpy)3]

2+  + L-Tym•  (réaction en solution) 

 

Comme l’illustre la figure 33.b, un courant de pic catalytique très bien défini peut ainsi être obtenu (E 

= 0,62 V vs Ag/AgCl) avec une bonne reproductibilité. Les intensités de pic de catalyse      sont 

linéaires en fonction de la concentration en L-Tym dans une gamme de 0,5 à 9 µM, en présence de 1 

µM d’[OsIII(bpy)3]
3+ (fig 33.c). La forme du pic et la linéarité des courants de pic avec la concentration 

en L-Tym sont des éléments indiquant que la catalyse est rapide et que le phénomène est contrôlé 

par la diffusion de la L-Tym vers l’électrode. Il s’agit d’un régime dit de « catalyse totale », 

exclusivement limité par la vitesse de transport de la molécule catalysée dont l’intensité de pic    
   

peut être décrite par l’équation suivante (Annexe I p129): 
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Avec n le nombre d’électrons impliqués dans la réaction catalytique, F la constante de Faraday, S la 

surface de l’électrode (cm2), DT le coefficient de diffusion de la L-Tym (cm2.s-1), et   
  la concentration 

initiale en L-Tym (mol.L-1). 

 

e. Discrimination L-Tym/[L-Tym.D-Apta49] :  

 

Afin de pouvoir observer la complexation de la cible avec l’aptamère, celle-ci doit engendrer une 

variation spécifique du signal électrochimique dans le régime de catalyse utilisé.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 34 : a. Voltammogrammes d’une solution de L-Tym 5 µM, [OsIII/II(bpy)3]
3+/2+ à 1 µM, [D-Apta49] = 0, 2, 5, 10, 20 µM 

b. Voltammogrammes d’une solution de L-Tym 5 µM, [OsIII/II(bpy)3]
3+/2+ à 1 µM, [D-Aléa49] = 0, 2, 5, 10, 20 µM 

v = 50 mV.s-1, température ambiante. 
 

Comme présenté sur la figure 34.a, lorsque des quantités croissantes de D-Apta49 sont introduites 

dans une solution de L-Tym à 5 µM (cf matériels et méthodes p110), une diminution de l’intensité de 

pic de catalyse est observée. Cette chute est spécifique de la séquence d’aptamère utilisée, puisque 

lorsque l’aptamère est une séquence aléatoire (D-Aléa49) le signal catalytique ne décroit pas.  

 

Les variations de signaux observées (fig 34.a) proviennent d’un abaissement du coefficient de 

diffusion de la cible lorsqu’elle se lie à l’aptamère. Compte tenu de la taille de l’aptamère devant 

celle de la L-Tym et de la forme inchangée des pics de catalyse  sur toute la gamme de D-Apta49, il est 

raisonnable de faire l’hypothèse que le régime de catalyse ne change pas lorsque l’aptamère est 

complexé à la cible. C’est donc la différence de coefficient de diffusion qui est à l’origine de cette 

chute du signal. Pour de fortes concentrations en aptamère, toutes les L-Tym peuvent être 

considérées comme liées à l’aptamère et l’équation (1) s’écrit alors : 

 

  
            

 √   √
  

  
    

       (2) 

 

Où   
  représente l’intensité du pic de catalyse mesuré pour une concentration très grande en 

aptamère devant celle en L-Tym, et     est le coefficient de diffusion du complexe L-Tym/D-Apta49. 

 

Lorsque le D-Apta49 est introduit dans une solution de L-Tym, il s’établit un équilibre caractérisé par 

une constante de dissociation Kd. Ainsi, en considérant une stoechiométrie 1:1 : 
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L-Tym/D-Apta49  L-Tym + D-Apta49     (3) 

 

Lorsque cet équilibre est atteint, le courant mesuré est donc une combinaison linéaire des courants 

relatifs aux formes libre et liée de la L-Tym. D’après (1) et (2): 

 

                   (4) 

 

Avec       =   
      

 

Où    est la concentration en L-Tym libre et     est la concentration en complexe L-Tym/D-Apta49. 

En normalisant par l’intensité du courant de pic de catalyse de départ    
  , c’est-à-dire sans 

aptamère en solution, on obtient : 

 
  

  
   

  

  
  

    

   
          (5) 

 

En définissant la fraction de L-Tym libre en solution: 

 

   
  

  
   

  
     

  
         (6) 

 

L’équation (5) se reécrit de la façon suivante : 

 

  

  
            

  
 

  
         (7) 

 

L’équation (7) est alors générale pour la description d’une variation de courant due à une 

modification de vitesse de diffusion d’une sonde électrochimique en solution. 

 

Pour que l’équation (7) soit valide, il faut s’assurer que le temps d’observation expérimental soit plus 

court que la dynamique de l’équilibre. Dans le cas de la voltammétrie cyclique et dans les conditions 

expérimentales choisies (i.e. v = 50 mV.s-1), le temps caractéristique est défini par   
  

  
      , ce 

qui représente la période d’observation. Dans la littérature, les cinétiques de dissociation pour des 

couples cibles/aptamères ont déjà été mesurées156, et sont de l’ordre de 10-2/10-3 s-1. Ces valeurs 

signifient que 63 % de la population de complexe s’est dissocié entre 100 et 1000 s. La fenêtre 

d’observation étant 200 à 2000 fois plus faible, il en est déduit que l’équilibre sondé peut être 

considéré comme statique pendant la mesure, c’est-à-dire qu’aucune formation ou dissociation du 

complexe ne s’opère pendant la mesure électrochimique. Ainsi, l’expérience peut être schématisée 

par la figure 35.a.  

 

Les variations de courant à l’équilibre, après chaque ajout d’aptamère, peuvent être utilisées pour 

déterminer la constante d’équilibre du processus de reconnaissance. Sur la figure 35.b est 

Kd 
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représentée la variation de l'intensité de courant normalisée, en fonction de la concentration en 

aptamère (points noirs). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 35 : a. Représentation schématique du processus de détection de la L-Tym en présence de D-Apta49 

b. Représentation graphique i/i° = f([aptamère]) pour des ajouts de D-Apta49 (n = 3) et D-Aléa49 

 

D’après l’équation (3), la constante de dissociation s’exprime de la manière suivante: 

 

   
     

   
 

(  
   )(  

   )

 
          ⇔             

    
     

   
     (8)  

                                                                             (     
    

 )
 
    

   
  

 

Où   
  est la concentration totale en aptamère, et   l’avancement de réaction. Le polynôme (8) 

présente 2 solutions mais une seule est physiquement acceptable : 

 

      
     

    
  √ 

 
        (9) 

 

L’équation (7) se réécrit alors : 

 

  

  
    

     
    

  √ 

   
 (  

  
 

   
 )        (10) 

 

Grâce à cette équation, il est possible de faire un ajustement non linéaire des résultats représentés 

figure 35.b, et d’en extraire le Kd ainsi que   
    

 . La valeur de Kd = 2,8 ± 0,3 µM obtenue est en très 

bon accord avec celles déterminées par d’autres techniques comme la polarisation de fluorescence 

(1,7-2,2 µM)118 et l’ITC (1,8-3,2 µM)119.  

Du rapport   
    

  = 0,45 ± 0,01, il est possible d'exprimer le rapport des coefficients de diffusion 

     ⁄  = 0,2 (équation (1) et (2)). Dans la littérature157, les coefficients de diffusion d’acides aminés 

ont été évalués entre 3 et 10 x 10-6 cm2.s-1. Une étude sur la diffusion de simples brins d’ADN 

rapporte que le coefficient de diffusion varie linéairement avec le nombre de nucléotides158. Sur la 

base de ces résultats, un aptamère de 49 nucléotides aurait un D49nt = 0,9 x 10-6 ± 0,1 cm2.s-1. D'après 

ces études, le rapport des coefficients de diffusion de ces espèces doit être entre 0,1 et 0,3, et le 
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rapport   
    

   entre 0,32 et 0,55, à température ambiante. Les résultats présentés ici sont donc en 

accord avec ces données.  

 

f. Spécificité  

 

Afin d’examiner la spécificité de l’aptamère pour sa cible, les mêmes expériences ont été réalisées 

avec des analogues structuraux de la L-Tym : la L-Tyrosine (L-Tyr) qui possède une fonction acide à la 

place de l’amide, le paracétamol, et le 3-(4-hydroxyphényl)propanamide qui n’est pas chiral mais qui 

conserve la fonction amide (Fig 36). 

 

 

 

 

 

Fig 36 : de gauche à droite : L-tyrosine, Paracétamol et  3-(4-hydroxyphenyl)propanamide. 

 

Ces trois molécules présentent une fonction phénol pouvant être oxydée catalytiquement par le 

complexe d’osmium (III). Le même protocole expérimental de détermination du Kd a pu être appliqué 

(Fig 37). 

 
 

Fig 37 : Voltammogrammes de solutions d’analogues à 5 µM, [OsIII/II(bpy)3]
3+/2+ à 1 µM, [D-Apta49] = 0, 2, 5, 10, 20 µM 

a. L-Tyrosine, b. Paracétamol, c. 3-(4-hydroxyphenyl)propanamide, v = 50 mV.s-1, température ambiante. 

 

D’après les résultats présentés figure 38.a, on remarque que la légère diminution de courant de 

catalyse observée pour la L-Tyrosine et le paracétamol lors de l’ajout d’aptamère sont du même 

ordre de grandeur que celles observées pour la L-Tym en présence du brin D-Aléa49.  

Ces légères chutes de courant pourraient être dues à des interactions non spécifiques. Afin de s’en 

assurer, les mêmes expériences ont été réalisées en présence d’un excès d'ADN de 49 adénosines à 

100 µM (D-Poly-A49). Un témoin avec ajout de tampon sans aptamère est également nécessaire, afin 

de définir la ligne de base de ces expériences (Fig 38.b). 
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Fig 38 : a. Représentation graphique i/i° = f([D-Apta49]) pour la L-Tym (n = 3), la L-Tyrosine, le paracétamol et le brin D-Aléa49 ; 

b. Représentation graphique i/i° = f([D-Apta49]) pour la L-Tym (n = 3), L-Tym en présence de 100 µM de D-PolyA49, 

la L-Tyrosine, L-Tyrosine en présence de 100 µM de L-PolyA, et la L-Tym sans ajout d’aptamère. 

c. Représentation graphique i/i° = f([D-Apta49]) pour la L-Tym (n = 3), le 3-(4-hydroxyphényl)propanamide et le brin D-Aléa49 ; 

 

D’une part, la présence de 100 µM de D-Poly-A49 ne modifie pas les variations de courant observées 

pour la reconnaissance de la L-Tym (Fig 38.b), ce qui confirme la spécificité de la séquence de 

l’aptamère vis-à-vis de cette molécule.  

D’autre part, la variation de signal obtenue pour la L-Tyr en présence de D-Poly-A49 suit la variation 

mesurée pour un simple ajout de tampon (Fig 38.b). D’après les différences entre les résultats en 

vert et bleu sur la figure 38.b, il y a donc bien des interactions non spécifiques entre les analogues et 

l’ADN introduit en solution. La L-Tyrosine et le Paracétamol ne sont donc pas reconnus par 

l’aptamère anti-L-Tym. 

La variation de courant en fonction de la concentration en aptamère obtenue pour le 3-(4-

hydroxyphényl)propanamide (Fig 38.c) montre quant à elle une chute de signal atteignant 20 % pour 

25 µM d’aptamère. Dans ce cas, il semble donc que la molécule soit reconnue, mais avec une affinité 

moins grande que pour la L-Tym. De ce fait, pour 25 µM d’aptamère, seule une faible proportion de 

cible a été complexée, si bien qu’il est difficile d’extraire une valeur de Kd sur la base de ces résultats 

expérimentaux. 

 

L’aptamère anti L-Tym ayant été sélectionné à des fins thérapeutiques comme inhibiteur de 

topoisomérase, il était intéressant de tester le potentiel de reconnaissance de cet aptamère contre 

une L-Tyr contenue dans un peptide. En effet, la sélection de l’aptamère a été faite contre la L-

Tyrosinamide et non la L-Tyrosine afin de mimer une liaison peptidique (R-CO-NH-R’). Un peptide de 

7 acides aminés (NH2-Tyr-Ala-Gln-Pro-Gln-Pro-Phe-COOH) avec une tyrosine N-terminale a donc été 

testé. Bien que ce peptide ait une masse molaire de 957 g.mol-1, il reste de plus faible dimension 

devant l’aptamère (15262 g.mol-1), si bien qu’il devrait rester possible de discriminer la forme libre 

du peptide de la forme complexée à l’aptamère. 

Expérimentalement, ce peptide est très bien détecté en utilisant la catalyse du phénol de la L-Tyr 

(Fig.39). Néanmoins, l’addition d’aptamère ne provoque pas de variation très significative du courant 

de catalyse. 
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Fig 39 : Voltammogrammes d’une solution de peptide à 5 µM, [OsIII/II(bpy)3]
3+/2+ à 1 µM, [D-Apta49] = 0, 2, 5, 10, 20 µM,  

v = 50 mV.s-1, température ambiante. 

 

Ces résultats montrent la grande spécificité de l’aptamère pour sa cible, et des sites d’interaction 

peuvent être proposés : l’absence de l’amine et de l’amide faisant perdre l’affinité, ces fonctions 

interagissent avec l’aptamère par liaisons hydrogène. La perte d'affinité par la substitution de l'amide 

par la chaîne peptidique pourrait être expliquée par un encombrement stérique empêchant la bonne 

conformation d’être adoptée.  

 

g. Enantiosélectivité 

 

Dans le but de tester l’énantiosélectivité du D-Apta49, des expériences de reconnaissance avec la D-

Tym ont été réalisées. Sur la Figure 40, l’ajout de D-apta49 en solution ne provoque pas de diminution 

très significative du courant d’oxydation de la D-Tym, indiquant que la réactivité croisée du D-apta49 

vis-à-vis de la D-Tym est négligeable. 

 
 
 

Fig 40 : voltammogrammes d’une solution de D-Tym à 5 µM, [OsIII/II(bpy)3]
3+/2+ à 1 µM, [D-Apta49] = 0, 2, 5, 10, 20 µM,  

v = 50 mV.s-1, température ambiante. 

 

L’ADN étant également une molécule chirale via le ribose, l’énantiomère du D-Apta49, le  L-Apta49, a 

été utilisé pour reconnaitre la D-Tym. Comme indiqué sur la figure 41.a, lorsque la quantité de L-

Apta49 croît en solution, l’intensité du courant diminue, conformément à la contribution croissante 

de la forme liée de la D-Tym dans la réaction électrocatalytique. 
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Fig 41 : a.  Voltammogrammes d’une solution de D-Tym 5 µM, [OsIII/II(bpy)3]
3+/2+ à 1 µM, [L-Apta49] = 0, 2, 5, 10, 20 µM,  

v = 50 mV.s-1, température ambiante. 

b. Représentation graphique i/i°=f([D-apta49]) pour le couple L-Tyrm/D-apta (n=3), D-Tym/L-Apta (n=3), L-Tym/L-Apta et D-Tym/D-Apta 

 

L’ajustement de ces résultats expérimentaux (Fig 41.b) nous permet d’extraire une valeur de             

Kd = 3,8 ± 0,3 µM et une valeur de   
    

  = 0,44 ± 0,01. Ces valeurs sont très proches de celles 

déterminées pour le couple image dans un miroir c’est-à-dire la L-Tym vis-à-vis du D-Apta49 (Kd = 2,8 

± 0,3 µM,   
    

  = 0,45 ± 0,01). 

 

Compte tenu de la sensibilité de cette méthodologie électrochimique, de la spécificité et de 

l’énantiosélectivité de l’aptamère pour L-Tym, il est envisageable d’utiliser ce système modèle afin 

d’étendre cette méthodologie à des cibles non électroactives et, in fine, d’évaluer la performance de 

la technique pour la mesure d’e.e. Pour se faire, une méthode de détection électrochimique par 

compétition a été développée, nécessitant la synthèse d’analogues de la cible modifiée par une 

sonde électrochimique. 

 

II-2- Compétition 

 

Les stratégies de dosage reposant sur une réaction compétitive en présence d’une molécule 

marquée ont été largement utilisées en médecine pour le dosage de nombreuses molécules d’intérêt 

biologique. Ces techniques sont basées sur la détection d'une cible modifiée par un radioélément ou 

un fluorophore, mais peu d’études décrivent l’utilisation de marqueurs électrochimiques159. Les 

techniques compétitives consistent à déplacer une cible marquée de son récepteur par ajout de cible 

non marquée en solution (Fig 42). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 42 : Principe général d’un dosage compétitif par électrochimie154. 
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Le dosage compétitif peut alors être décrit par les deux réactions de complexations bimoléculaires 

suivantes : 

 

L-Tym/D-Apta49  L-Tym + D-Apta49     (11a) 

 

 

L-Tym*/D-Apta49  L-Tym* + D-Apta49     (11b) 

 

 

Avec                      (12a) 

  
                     (12b) 

 

Où   
  représente la constante de dissociation de la cible marquée, CT* la concentration en cible 

marquée et CAT* la concentration en complexe cible marquée/D-Apta49.  

 

Sur la base de la loi d'action de masse, il est possible de trouver une solution analytique de CAT* 

(Annexe II p136), qui dépend des concentrations   ,    et     ainsi que de    et   
 . 

 

Le dosage compétitif envisagé ici restant basé sur une différence de coefficient de diffusion entre les 

cibles libres et complexées, il est alors possible d’exprimer le courant normalisé à partir de (7): 

 

  

  
    

    

   
     

  
 

  
          (13) 

 

L’équation (13) est générale pour la description d’un dosage compétitif électrochimique basé sur la 

différence de mobilité entre la sonde libre et complexée à l’aptamère. 

 

a. Marquage de la L-Tym par des marqueurs redox 

 

Le design des cibles modifiées pour un bio-essai compétitif électrochimique a été guidé par des 

considérations propres à la méthodologie de transduction utilisée : 

 

1- le choix de la sonde électrochimique ne doit pas modifier la solubilité de la sonde.  

Deux sondes ont été étudiées: le méthylviologène dicationique réductible à potentiel 

cathodique et un ferrocène neutre, oxydable à des potentiels anodiques; 

 

2- l’affinité de l’aptamère pour la cible d’intérêt et la sonde devant être comparable, une 

approche par screening basée sur une variation systématique de la fonction d’attache et de 

la longueur du lien entre la sonde rédox et la L-Tym a été entreprise afin d’optimiser la 

reconnaissance de la sonde; 

 

Kd 

Kd* 
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3- Le choix du site de fonctionnalisation de la L-Tym par le marqueur rédox : trois positions de 

marquage ont été identifiées (fig 43): 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 43 : Sites de marquage de la L-Tym par un marqueur rédox 

 

Seules les positions (a) et (b) ont été étudiées, la position (c) étant la moins réactive. Le groupe 

amine est à priori le site de fonctionnalisation le plus prometteur, puisque le groupe de recherche 

ayant isolé l’aptamère a immobilisé la L-Tym par cette fonction sur une résine de sépharose78 pour la 

procédure SELEX (Fig 44). 

 
 

Fig 44 : L-Tym greffée sur sépharose78 

 

L’amine primaire a donc été transformée en amide via un couplage peptidique ou en amine 

secondaire via une addition nucléophile. La fonctionnalisation sur le site (a) via la fonction phénol en 

produisant un dérivé éther a également été étudiée.  

L’ensemble des synthèses (annexe III p138) ayant été réalisées par Claire Fave, Bernd Schöllhorn, 

Julie Moreau et Noémie Laloui, elles ne seront pas détaillées ici160. 

 

i. Marquage sur l’amine 

 

Deux dérivés ferrocényls de la L-Tym ont été synthétisés, l’un avec un lien amine entre l’amine de la 

L-Tym et le ferrocène, l’autre avec un lien amide (fig 45.a et b). Dans les deux cas, la distance 

séparant la L-Tym et la sonde rédox est du même ordre de grandeur, mais la nature du lien (amide vs 

amine) peut influencer la solubilité et/ou le potentiel standard du ferrocène. 

Trois dérivés marqués sur la fonction amine par un méthylviologène dicationique avec des liens de 

différentes longueurs (1, 5 et 10 carbones) entre la fonction amine et la partie bypiridine ont été 

synthétisés (fig 45.c). La taille variable de ce lien a été choisie afin de nuancer la gêne stérique et 

l’influence des deux charges positives du viologène. 
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Fig 45 : a. L-Tym modifiée par un ferrocène via un lien amine : L-Fc-amine-Tym 

b. L-Tym modifiée par un ferrocène via un lien amide : L-Fc-amide-Tym 

b. L-Tym modifiée sur l’amine par le méthylviologène, n = 1, 5, 10 : L-MVn-Tym 

 

Les L-Tym modifiées par un groupement férrocenyl ont d'abord été caractérisées par voltammétrie 

cyclique (Fig 46.a) : ces deux molécules présentent des vagues monoélectroniques reversibles à     

0,15 V vs Ag/AgCl pour le lien amine et 0,37 V vs Ag/AgCl pour le lien amide. Cette différence de 

potentiel standard apparent est due à l’effet inductif attracteur de l’oxygène de la fonction amide, 

qui rend l’oxydation plus difficile. Le courant d’oxydation mesuré au-delà de 0,45 V (vs Ag/AgCl) 

correspond à l’oxydation irréversible du phénol. Ces deux voltammogrammes illustrent le rôle crucial 

de la fonction d’accroche de la sonde sur son potentiel standard apparent. 

 

Pour les molécules marquées par le méthylviologène, un voltammogramme typique des viologènes 

est observé, avec deux vagues réversibles (Fig 46.b), correspondant aux réductions successives du 

dication à   
   = -0,60 V vs Ag/AgCl et du monocation à   

   = -1,00 V vs Ag/AgCl. La longueur des 

chaînes entre le viologène et la L-Tym ne changent que faiblement ces valeurs de potentiel. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fig 46 : a. Voltammogrammes de L-Fc-Amine-Tym et L-Fc-amide-Tym à 50 µM 

b. Voltammogrammes de L-MV-C1-Tym, L-MV-C5-Tym et L-MV-C10-Tym à 50 µM 

v = 50 mV.s-1, température ambiante. 

 

Afin de mesurer l’affinité du D-Apta49 vis-à-vis de ces molécules de synthèse, des tests de 

reconnaissance reprenant le protocole de détection directe de L-Tym ont été réalisés. Cependant, 

aucune extinction du signal n’a pu être mise en évidence en présence d’aptamère, indiquant une 

perte de reconnaissance. Deux hypothèses peuvent expliquer ces résultats : soit les sondes redox 

gênent la reconnaissance par effet stérique, soit la conversion d’une amine primaire en amine 

secondaire ou en fonction amide affecte considérablement la reconnaissance. 

 

La synthèse d’une L-Tym modifiée sur l’amine par une chaîne alkyle de quatre carbones a alors été 

réalisée (Fig 47.a). Cette expérience permet d’évaluer le rôle du bras qui sépare la L-Tym de la sonde 
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électrochimique dans la perte de reconnaissance des traceurs marqués via l’amine, en 

s’affranchissant de l’encombrement stérique des sondes redox. 
 

 
 

Fig 47 : a. L-C4H9-amine-Tym  

b. Voltammogrammes d’une solution de L-C4H9-amine-Tym 5 µM, [OsIII/II(bpy)3]
3+/2+  à 1 µM, [D-Apta49] = 0, 2, 5, 10, 20 µM, 

v = 50 mV.s-1, température ambiante. 

c.  Représentation graphique i/i° = f([D-apta49]) pour le couple L-Tyrm/D-Apta49 (n = 3), de L-C4H9-amine-Tym /D-Apta49 

 

Cette molécule n’ayant pas été modifiée sur le phénol, celui-ci reste oxydable par catalyse. Un test 

de reconnaissance a pu être réalisé dans les mêmes conditions expérimentales que pour la L-Tym (i.e 

5 µM de cible, [OsIII/II(bpy)3]
3+/2 = 1 µM). Cependant, l’oxydation catalytique du phénol ne varie pas de 

façon significative avec la concentration en aptamère (Fig 47.b et c), signifiant que la stratégie de 

fonctionnalisation utilisée n'est pas adéquate pour la reconnaissance, suggérant que la fonction 

amine primaire de la L-Tym est indispensable à la reconnaissance par l’aptamère. 

 

ii. Marquage sur le phénol 

 

Les synthèses de L-Tym modifiées via la fonction phénol (site (a)) ont été réalisées (Fig 48). Pour 

cette catégorie de sonde, le pentaméthylferrocène a été envisagé en raison de son potentiel 

standard distinct (    = 0,15 V) de celui du ferrocène (    = 0,45 V). Cette différence pourrait être 

d’une grande importance pour des tests de détection multiplexés, où à des potentiels distincts 

pourraient être détecté des molécules différentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 48 : a. L-Tym modifiée via le phénol par un ferrocène : L-Tym-Fc 

b. L-Tym modifiée via le phénol par un pentaméthylferrocène : L-Tym-ptFc 

c. L-Tym modifiée via le phénol par un viologène : L-Tym-MV 
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L’étude électrochimique en solution de ces molécules montre que les sondes rédox greffées se 

comportent classiquement avec des vagues d’oxydation et de réduction bien définies (fig 49). 

La molécule de L-Tym modifiée par le ferrocène présente un    = 0,18 V tandis que la L-Tym-penta-

Fc a un     = 0,05 V. Ce décalage dans les potentiels standards s’explique par l’effet inductif donneur 

des groupes méthyls. La L-Tym modifiée par le methylviologène présente un    
   = -0,70 V et           

  
   = -1,00 V vs Ag/AgCl. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fig 49 : a. Voltammogrammes de L-Fc-Tym, L-penta-Fc-Tym à 5 µM, v = 50 mV.s-1, température ambiante. 

b. Voltammogrammes de L-MV-Tym à 2 µM, v = 100 mV.s-1, température ambiante. 

 

Pour mesurer l’affinité de ces sondes vis-à-vis de l’aptamère, une solution de L-Tym marquée a été 

étudiée par voltammétrie cyclique en présence de concentrations croissantes en aptamère. Pour la 

sonde L-Tym marquée par le pentaméthylferrocène, aucune baisse d’intensité des pics d’oxydation 

et de réduction de la sonde redox n’a pu être observée. Cette molécule n’est donc pas reconnue par 

l’aptamère. 

 

A l’opposé, lorsqu’une solution de 5 µM L-Tym marquée au ferrocène (L-Tym-Fc) est mise en 

présence de concentrations croissantes en aptamère, une diminution progressive des pics 

d’oxydation et de réduction du marqueur ferrocène est observée (Fig 50.a). Cette chute de signal est 

spécifique de la séquence d’aptamère, puisque pour la même expérience réalisée en présence d’une 

séquence aléatoire, aucune diminution significative du courant faradique n’est observée (Fig 50.b). 

Cette molécule est donc bien reconnue par l’aptamère. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fig 50 : a.Voltammogrammes d’une solution de L- Tym-Fc 5 µM, [D-Apta49] = 0, 2, 5, 10, 20 µM, v = 50 mV.s-1, température ambiante. 

b. Voltammogrammes d’une solution de L-Tym-Fc 5 µM, [L-Aléa49] = 0, 2, 5, 10, 20 µM, v = 50 mV.s-1, température ambiante. 

c. Représentation graphique i/i° = f([D-apta49]) pour le pic d’oxydation (n = 3), de réduction (n = 3) et dans le cas du D-Aléa49. 
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L’expression du courant de pic est différente de celle présentée dans le cas de l’oxydation catalytique 

de la fonction phénol, puisqu’il s’agit ici d’une réaction redox monoélectronique réversible (Annexe I 

p129). Le courant de pic anodique ou cathodique a alors l’expression suivante : 

             
 √   √

  

  
       (14) 

 

Où    
  et     sont réspectivement la concentration et le coefficient de diffusion de la L-Tym 

marquée.  

L’équation (7) peut être réétablie sur la base de l’équation (14) et utilisée pour ajuster les résultats 

expérimentaux (Fig 50.c). Ainsi, des valeurs de   
   = 1,3 ± 0,3 µM avec (  

   
 ⁄ )

  
= 0,50 ± 0,02 et 

  
   

 = 1,1 ± 0,3 µM avec (  
   

 ⁄ )
   

= 0,41 ± 0,02 ont pu être déterminées en utilisant 

respectivement les pics d’oxydation et de réduction. Les valeurs   
    

   restent comprises entre 0,32 

et 0,55. Ces résultats démontrent que la forme oxydée de la L-Tym-Fc est plus facilement détectable 

que la forme réduite, en raison de sa vitesse de diffusion plus grande.  

 

Des expériences similaires ont été menées avec la L-Tym modifiée par le méthylviologène via le 

phénol (Fig 48.c). Sur la Fig 51.a, une diminution des pics de réduction et d’oxydation est bien 

observée lors de l’ajout de D-apta49, comparée aux voltammogrammes obtenus avec le D-Aléa49 (Fig 

51.b). Cette molécule est reconnue par l’aptamère. Néanmoins, la ligne de base étant difficilement 

répétable d’une expérience à l’autre, le relevé des intensités de pic est délicat et peut conduire à des 

résultats difficilement quantitatifs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fig 51 : a. Voltammogrammes d’une solution de L-Tym-MV 2 µM, [D-apta49] = 0, 2, 5, 10, 20 µM, v = 100 mV.s-1, température ambiante. 

b. Voltammogrammes d’une solution de L-Tym-MV 2 µM, [D-Aléa49] = 0, 2, 5, 10, 20 µM, v = 100 mV.s-1, température ambiante. 

 

C’est en utilisant la voltammétrie à vague carrée qu’il a été possible d’estimer une valeur de Kd (Fig 

52). Dans cette méthode, la variation de potentiel en fonction du temps consiste en une progression 

par palier avec deux impulsions carrées de même amplitude, de même durée et de signes opposés. 

Le courant différentiel est calculé en retranchant les deux courants successifs mesurés à la fin de 

chaque implulsion. Le principal avantage de cette technique est qu’elle permet de varier le potentiel 

à des vitesses beaucoup plus élevée qu’en voltammétrie cyclique, et d’améliorer la sensibilité par 

une augmentation du rapport courant faradique/courant capacitif.  
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Fig 52 : a.Voltammétrie à vague carrée d’une solution de L-Tym-MV 2 µM, [D-Apta49] = 0, 1 ,2, 4, 7,5 µM, 

fréquence = 25 Hz, Amplitude = 20 mV, Marche = 5 mV, température ambiante. 

b. Représentation graphique i/i° = f([D-Apta49]) pour le pic à E = -1 V (n = 4). 

 

L’équation (7) peut être utilisée pour extraire par régressions non linéaires les valeurs de Kd  et  

  
    

     Le paramètre   
    

  = 0,43 ± 0,03 est proche de celui déterminé pour la L-Tym (  
    

 = 0,45 ± 

0.01), ainsi que pour la L-Tym-Fc (  
    

  = 0,41 ± 0,02). Comme pour la sonde marquée par le 

ferrocène, le Kd = 0,58 ± 0,15 µM est inférieur à celui de la L-Tym.  

 

c. Dosage compétitif en phase homogène 

 

Le développement d’un dosage compétitif électrochimique a été mis au point et validé en utilisant la 

la L- Tym-Fc. Pour cela, une solution de sonde à 5 µM est préparée et caractérisée par voltammétrie 

cyclique. Puis, une quantité connue d’aptamère est ajoutée de telle sorte que les pics d’oxydation et 

de réduction de la sonde diminuent significativement conformément à la figure 50.c. Des quantités 

croissantes de cible sont ensuite introduites en solution. L’équilibre thermodynamique L-Tym-Fc/D-

Apta49 est alors déplacé par compétition avec la cible, ce qui donne lieu à une réaugmentation du 

signal réversible du ferrocène (Fig 53.a). 

 

 
 

Fig 53 :a.Voltammétrie cyclique d’une solution de L-Tym-Fc 5 µM, L-Tym-Fc et D-Apta49, puis en présence de 10, 25, 50 et 100 µM de L-Tym 

b. Voltammétrie cyclique d’une solution de L-Tym-Fc 5 µM, L-Tym-Fc et D-Apta49, puis en présence de 10, 50 et 100 µM de D-Tym 

v = 50 mV.s-1, température ambiante. 

c. Représentation graphique de la variation d’intensité du pic de réduction en fonction de la concentration en cible introduite,                      

i/i° = f ([cible]), pour [L-Tym-Fc] = 5 µM et [D-apta49] = 10 µM (n=2) ou 3 µM (n = 2). Témoin négatif réalisé pour [D-Tym] (n = 2). 

 

 

-0.1 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

-60

-40

-20

0

20

40

60

80

i/
i°

E (V) vs Ag/AgCl

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4
-60

-40

-20

0

20

40

60

80

i 
(n

A
)

E (V) vs Ag/AgCl

-1.4 -1.2 -1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2
100

120

140

160

180

200

220

240

260

280

i 
(n

A
)

E (V) vs Ag/AgCl

a. b. c. 

-1 0 1 2 3 4 5 6 7 8
0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

i/
i°

[D-Apta
49

] (µM)

0 20 40 60 80 100

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

i/
i°

[cible] (µM)



55 
 

Une concentration en aptamère de 3 µM a d’abord été utilisée pour abaisser le signal de départ de 

13 % (Fig 53.c, points noirs). L’expérience a ensuite éte répétée avec une concentration plus forte en 

aptamère (10 µM) de manière à demarrer d’un signal encore plus faible (Fig 53.c, points rouges). 

Cette dernière expérience a également été réalisée en ajoutant de la D-Tym (Fig 53.b et c) en tant 

que témoin négatif. 

  

A l’aide de l’équation (13), et sur la base du Kd et du paramètre   
    

  déterminés précédemment 

pour la L-Tym-Fc, il est possible de faire un ajustement non linéaire des résultats expérimentaux 

représentés figure 53.c et d’en extraire la constante de dissociation de l’aptamère pour sa cible 

originale (Annexe II p136). Pour les concentrations en aptamères de 3 et 10 µM, des Kd = 2,8 ± 0,4 µM 

et Kd = 2,2 ± 0,6 µM ont été respectivement déterminés, en bon accord avec les résultats obtenus en 

détection directe de la L-Tym. 

 

D’autres molécules analogues de la L-Tym ont également été testées : la L-Tym-MV (fig 48.c) et la L-

Phénylalaninamide (Fig 55), non électroactive. Pour confirmer la spécificité de reconnaissance pour 

la molécule marquée par la sonde méthylviologène sur le phénol, un témoin a également été réalisé 

en utilisant la L-MVC5-Tym (Fig 45.c). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fig 54 : a. Voltammogrammes d’une solution de L-Tym-Fc à 5 µM, L-Tym-Fc/D-Apta49, puis en présence de 5, 10, 15 et 40 µM de L-Tym-MV 

b. Voltammogrammes d’une solution de L-Tym-Fc à 5 µM, L-Tym-Fc/D-Apta49 , puis en présence de 10, 25 et 50 µM de L-MVC5-Tym 

v = 50 mV.s-1, température ambiante. 

c. Représentation graphique i/i° = f([cible]), pour [L-Tym-Fc] = 5µM et [D-apta49] = 10 µM en présence de L-Tym-MV, L-Tym (n=2),     

L-Phénylalaninamide et D-Tym (n = 2).  

 

L’ajout de L-Tym-MV marquée sur le phénol déplace la L-Tym-Fc de l’aptamère comme en témoigne 

la remontée des pics d’oxydation et de réduction de la sonde Fig 54.a. La représentation graphique 

de cette évolution permet de déterminer un Kd = 0,4 ± 0,1 µM, valeur proche du Kd = 0,6 ± 0,2 µM 

déterminé plus directement en voltammétrie à vague carrée. A l’opposé, aucune variation de signal 

n’est observée suite à l’ajout de L-MVC5-Tym (Fig 54.b), confirmant l’absence de reconnaissance dans 

le cas d’un marquage via l’amine de la L-Tym. Enfin, le test réalisé avec la L-Phénylalaninamide 

permet d’extraire un Kd = 22 ± 2 µM, proche du Kd = 25 ± 1 µM déterminé par ITC120. 
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Fig 55 : L-Phénylalaninamide (L-Phen) 

 

La différence d’affinité existante entre la L-Tym et la L-Phen (  
           

   
  souligne le rôle de 

l’atome d’oxygène dans l’interaction entre l’aptamère et la cible. De plus, puisqu’il n’y a pas de perte 

de reconnaissance lorsque l’hydrogène de la fonction hydroxyle est substitué, il semble que 

l’interaction n’engage pas le proton. Toutefois, il est également possible que l’interaction se produise 

seulement avec le cycle aromatique et que les différences d’affinité reflètent les variations de 

densité électronique sur le cycle aromatique. Ces hypothèses suggèrent, d’après le concept 

d’Ogston, que le troisième point de reconnaissance nécessaire à l’énantiosélectivité de l’aptamère 

pourrait ne pas être la fonction phénol, mais le cycle aromatique de la L-Tym par interactions de type 

π-stacking. Pour explorer cette hypothèse, l’énantiosélectivité vis-à-vis de la D-phénylalanine pourra 

être testée, ou la reconnaissance de la L-Alaninamide, qui ne présente pas de phényl, pourra être 

évaluée. Si cette dernière présente une affinité comparable à celle de la L-Phénylalaninamide, nous 

pourrons conclure que le cycle aromatique n’interagit pas avec l’aptamère. 

 

La synthèse d’analogues électroactifs et les déterminations directes et indirectes de leur affinité pour 

l’aptamère  auront permis de déterminer trois, voire quatre sites d’interactions entre le récepteur et 

la L-Tym : les fonctions amine et amide, l’oxygène du phénol et/ou le cycle aromatique (annexe III 

p138). 

 

d. Utilisation en milieu biologique  

 

La faisabilité de ces nouvelles méthodologies électrochimiques en milieu biologique a été testée en 

utilisant du Serum de Veau Fœtal (SVF). Ce milieu est constitué des éléments élémentaires retrouvés 

naturellement chez l’homme: protéines (créatinine, albumine), enzymes (transaminase, phosphatase 

alcaline, lactate deshydrogénase….), lipoprotéines, cholestérol, glucose, ions (Ca2+, Cl-, Na+…), acide 

urique, bilirubine… C’est donc un modèle complexe de départ pertinent. Cependant, les protéines 

contenues dans ce sérum étant également constituées de tyrosine et le complexe d’osmium 

catalysant l’oxydation de leur fonction phénol, le signal catalytique n’est pas spécifique de 

l’oxydation de la L-Tym. La détection directe n’étant pas possible, la détection par échange 

compétitif a été utilisée. 
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Fig 56 : Voltammogramme d’une solution de L-Tym-Fc à 5 µM et L-Tym-Fc à 5 µM en SVF à 20%. 

v = 50 mV.s-1, température ambiante. 

 

Dans les conditions expérimentales utilisées (i.e [L-Tym-Fc]= 5 µM en SVF 20%), la réversibilité du 

marqueur férrocène en voltamétrie cyclique disparait au profit d’une vague irréversible augmentée, 

caractéristique de l’oxydation catalytique de molécules présentes dans le SVF par le ferricinium (Fig 

56). Le ferrocène étant connu pour catalyser notamment l’oxydation de l’acide urique (AU) et de 

l’acide ascorbique (AA), constituants du SVF, ce résultat n’est finalement pas surprenant161. Ce 

régime catalytique stationnaire est exploitable en l’état, puisque le courant de plateau catalytique 

est directement proportionel à la concentration en marqueurs redox à travers la relation 

suivante (Annexe I p129): 

 

         √   √                (15) 

 

Où        représente la concentration en molécules catalysées (supposées ici comme étant l’acide 

urique (AU) et l’acide ascorbique (AA)), DT* et kT* sont respectivement le coefficient de diffusion de la 

L-Tym-Fc et la constante cinétique d’oxydation catalytique. 

Les mêmes hypothèses sur la conservation du régime de catalyse après ajout d’aptamère peuvent 

aussi être émises ici pour conduire aux expressions suivantes : 

 

  

  
    

      
    

  √ 

    
 (  

  
 

   
 )   

 

Avec   
        

 √      √            (16) 

  

   
        

 √      √             (17) 

 

Où DAT* et kAT* sont respectivement le coefficient de diffusion et la constante cinétique d’oxydation 

catalytique relative au complexe L-Tym-Fc/D-Apta49. 

L’affinité de la L-Tym-Fc pour l’aptamère a été déterminée en SVF 20 % (Fig 57). Sur la Fig 57.a, les 

courants stationnaires de catalyse diminuent bien avec la quantité croissante d’aptamères ajoutée 

en solution. Cette chute est bien spécifique de la séquence d’acide nucléique utilisée, par 

comparaison avec le brin non spécifique D-Aléa49 (Fig 57.b).   
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Fig 57 : a. Voltammétrie cyclique d’une solution de L-Tym-Fc 5µM en SVF 20%, [D-Apta49] =  10, 20, 30, 40, 50 µM 

b. Voltammétrie cyclique d’une solution de L-Tym-Fc 5µM en SVF 20%, [D-Aléa49] = 20, 50 µM 

v = 50 mV.s-1, température ambiante. 

c. Représentation graphique de, i/i° = f([D-Apta49]), pour L-Tym-Fc/D-Apta49 (n=2) et L-Tym-Fc/D-Aléa49 

Résultats obtenus en milieu SVF 20%. 

 

La représentation graphique i/i° = f([D-apta49]) sur la figure 57.c permet d’extraire un Kd = 75 ± 3 µM, 

et une valeur du paramètre   
    

 = 0,13 ± 0,02. Cette valeur étant inférieure à    
    

 = 0,45 

déterminée sans SVF, il en est déduit une chute de réactivité catalytique de la fonction ferrocène 

lorsque la L-Tym-Fc est complexée à l’aptamère. En effet, pour un régime catalytique total 

stationnaire: 
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Où (  
   

 ⁄ )
    

 représente le rapport des coefficients de diffusion lorsque la catalyse est limitée par 

la diffusion de la L-Tym sans SVF. 

 

Des expériences de compétition ont ensuite été réalisées. Comme indiqué sur la Fig  58.a, après avoir 

fait chuter le signal de catalyse par introduction de l’aptamère, une augmentation de courant après 

l’ajout de L-Tym est observée (Fig 58.b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 58 : a. Voltammétrie cyclique d’une solution de L-Tym-Fc 5µM, L-Tym-Fc/D-Apta49, puis en présence de 25, 50, 100 et 125 µM de L-Tym 

b. Représentation graphique i/i° = f([L-Tym]) pour [D-Apta49] = 40 µM et 100 µM 

Résultats obtenus en milieu SVF 20 %. 
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En utilisant l’équation (13), il est possible de faire un ajustement non linéaire des résultats 

expérimentaux représentés Fig 58.b.  

Des Kd = 9 µM et Kd = 11 µM ont pu être déterminés pour des quantités respectives d’aptamère de 40 

et 100 µM. 

Compte tenu de la complexité du milieu utilisé dans ces expériences, il est très probable que 

l’aptamère, la sonde et la cible interagissent non spécifiquement avec les protéines, les lipides… 

contenus dans le SVF. Les pertes d’affinités mesurées dans ces conditions ne sont donc pas 

surprenantes.  

 

e. Détermination d’excès énantiomérique 

 

Pour évaluer la performance de détermination d’e.e du système, une expérience de détection de L-

Tym en présence d’un excès de D-Tym a été réalisée en utilisant la Fig 53.c, servant de courbe 

standard de calibration. La D-Tym utilisée ayant été synthétisée au laboratoire, une solution 

concentrée à 5 mM final a d’abord été analysée seule. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 59 : Détermination de l’excès énantiomérique d’une solution de D-Tym à 5 mM et d’une solution de D-Tym à 5 mM/L-Tym à 5 µM 

 

D’après la gamme étalon (Fig 59), une augmentation correspondant à 16,5 ± 0,1 µM de L-Tym a été 

observée avec la solution de D-Tym. Deux interprétations sont possibles : soit la solution de D-Tym 

n’est pas énantiomériquement pure et un e.e peut être évalué à 0,33 %, soit il existe une 

reconnaissance D-Tym/D-Apta49, exacerbée ici par la forte concentration de D-Tym utilisée, et un Kd 

peut être avaluée dans la gamme du mM.  N'ayant pas de techniques séparatives à disposition, il n’a 

pas été possible d’estimer l’e.e de la D-Tym. Néanmoins, en ajoutant 5 µM de L-Tym à cette même 

solution de D-Tym, une augmentation de courant correspondant à 22 ± 0,5 µM de L-Tym est 

obtenue. Ces résultats sont donc cohérents. 

Ce résultat signifie qu’une impureté énantiomérique peut être détectée à 0,1 % dans un temps 

d’analyse très court (< 5 min). Ce résultat est très compétitif devant les performances atteintes en 

RMN notamment (e.e détectable à 1 %) 134. 
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II-3- Conclusion 

 

La combinaison de l’énantiosélectivité des aptamères et de l’électrochimie a permis de mettre au 

point une méthode de détection d’e.e très sensible, rapide et simple de mise en œuvre selon un 

principe d’échange compétitif. A terme, le développement de cibles en série (L) et (D) marquées par 

des groupes redox de E°’ différents permettra de réaliser la détection d’e.e au cours d’une seule 

mesure. De plus, les technologies actuelles de multiplexage permettent d’envisager le 

developpement rapide de systèmes pour la détection d’e.e d’un grand nombre d’échantillons en 

parallèle. 

 

Toutefois la sensibilité du système pourrait être améliorée. Deux axes peuvent être explorés : le 

premier concerne l’optimisation des processus de diffusion (en utilisant des réseaux de 

microélectrodes par exemple), le second concerne l’affinité de l’aptamère. Celle-ci peut en effet être 

optimisée, mais pour se faire, il est nécessaire d’acquérir des informations sur les relations entre 

séquence, structure et affinité de l’aptamère.  

Dans cette perspective, les paramètres cinétiques du processus de reconnaissance biomoléculaire 

doivent être déterminés. C’est l’objet du chapitre suivant qui décrit la mise au point d’une 

méthodologie électrochimique dédiée à la détermination des constantes de vitesse d’association et 

de dissociation du complexe aptamère/cible162. 
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Chapitre III : Méthodologie de détermination des constantes cinétiques de reconnaissance 

 

III-1- Etat de l’art 

 

L’étude cinétique d’une réaction nécessite de suivre l’évolution d’un signal représentatif de la 

concentration de l’un des réactifs ou de l’un des produits en fonction du temps. Les méthodes 

cinétiques sont donc qualifiées essentiellement en fonction de la résolution temporelle qu’elles 

permettent d’atteindre, c’est-à-dire l’ « âge » minimal observable d’une réaction. Parmi ces 

méthodes, on distingue principalement : 

 

- Les méthodologies en flux basées sur un mélange extrêmement rapide ; 

- Les techniques de relaxations basées sur la perturbation d’un système à 

l’équilibre par une variation brutale de température ou de pression ; 

- Les techniques de flash photolyse basées sur l’activation photo induite d’un pro-

réactif ; 

- Les méthodes séparatives d’un état à l’équilibre vers un état hors-équilibre. 

 

Pour les techniques en flux, basées sur un mélange extrèmement rapide des réactifs, la résolution 

temporelle dépend notamment des facteurs cinétiques suivants : 

 

- Le temps d'injection des réactifs, τinj ; 

- Le temps de mélange des réactifs, τmix ; 

- Le temps mort du dispositif, c’est-à-dire le temps nécessaire aux réactifs pour 

atteindre le point d’observation τmin; 

- La durée d’acquisition du signal τaq;  

 

D'une part, τinj, τmix et τmin sont dépendants des techniques employées pour déclencher la réaction. 

D'autre part, τaq dépend de la méthode de transduction utilisée. Ces méthodes sont nombreuses, et 

dans le cas de l’étude des interactions entre un aptamère et une petite molécule, la cinétique du 

processus est le plus souvent suivie par spectroscopie de fluorescence ou par RMN.  

 

La somme de ces fenêtres de temps est limitante pour l’analyse cinétique d’une réaction. Pour être 

capable de mesurer avec précision une cinétique de réaction, il est impératif que la constante de 

temps de la méthode soit inférieure au temps de demi-réaction     ⁄  , ou d’être capable de 

déconvoluer le temps de réponse global de l’appareillage du temps de réaction. 

 

a. Technique en flux 

 

Les techniques en flux sont, le plus souvent, couplées à une détection spectroscopique, et sont 

utilisées pour étudier des réactions sur des durées de quelques dizaines de microseconde à plusieurs 

centaines de secondes. De faibles volumes de réactifs sont rapidement poussés par des seringues 
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vers une chambre de mélange, où la réaction s’initie. Puis ce mélange homogène gagne la chambre 

d’observation. La solution fraîchement mélangée n’est alors âgée que du temps qu’il lui faut pour 

passer de la chambre de mélange à la chambre d’observation, typiquement quelques millisecondes, 

c’est le temps-mort (τmin) du dispositif (Fig 60). 

 

 
Fig 60 : Schéma générale d’un mélangeur rapide couplé à de la spectroscopie.  

 

Les premiers dispositifs utilisant ces techniques en flux ont été décrits par B. Chance163 en 1964. Dans 

ce cas, le flux de mélange était alors ininterrompu (Continuous-Flow) et plus la mesure était 

effectuée proche du mélangeur, plus l’évènement observé était précoce. Il n’y avait dans ce cas pas 

d’exigences sur l’échantillonnage de la mesure, permettant l’utilisation de techniques d’analyses 

comme la spectrométrie Raman164,165, ou la diffusion des rayons X aux petits angles166,167. Les 

performances du Continuous flow ont été améliorées par M. Shastry168 en 1998 notamment en 

utilisant une caméra CCD (Coupled Charge Device, où le capteur est constitué de milliers de diodes 

photosensibles) et un mélangeur capillaire pour atteindre un temps de mélange de 15 µs et un temps 

mort de 45 µs. Ainsi, la solution est âgée de 60 µs lorsqu’elle arrive au détecteur. Il est alors 

impossible de mesurer un temps de réaction inférieur à cette limite. Les échantillons peuvent être 

analysés ici jusqu’à 1 ms après le mélange. 

 

Une alternative, pour consommer moins de matière, est le Stopped-flow, où lorsque le flux a gagné la 

chambre d’observation, il est stoppé à l’aide d’une troisième seringue (Stopping syringue), ce qui 

permet d’explorer une fenêtre de temps réactionnel allant jusqu’à la minute169. La réaction est alors 

suivie dans le temps en enregistrant les variations d’un signal optique (généralement d’absorption ou 

de fluorescence) ou de conductivité. 

Les temps de mélange peuvent être réduits à la centaine de microseconde grâce à des mélangeurs 

turbulents de type Berger170, utilisés notamment par le constructeur OLIS et BioLogic. Ce dernier 

propose également des dispositifs où τinj + τmix + τmin< 0,6 ms. Ces dispositifs peuvent utiliser des 

volumes très faibles de l’ordre de la dizaine de microlitres dans la chambre de réaction, mais un 

minimum d’un millilitre est à prévoir pour remplir les seringues d’injection. 

 

Dans le contexte d'une reconnaissance entre un aptamère et sa cible, cette technique a été utilisée 

par J. Wachtveitl171 pour étudier la dynamique conformationnelle de l’aptamère anti-tétracycline, 

ainsi que le confinement de la tétracycline dans l’aptamère. Cette molécule est intrinsèquement 

fluorescente, et cette propriété est exaltée lorsque la tétracycline interagit avec l’aptamère. Un suivi 

Solution 1

Mélangeur

Solution 2

Excitation

Emission

Absorbance
Temps mort
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de l'augmentation du signal de reconnaissance sera donc suffisant pour déterminer la cinétique de 

réaction. 

Disposant de la structure cristallographique du complexe Aptamère/Cible, ils ont également pu 

muter précisément quelques bases impliquées dans le site de reconnaissance ou dans le maintien de 

la structure tertiaire. Ainsi, ils ont montré que deux nucléotides étaient indispensables à une 

première étape de complexation, et qu’un troisième nucléotide, qui n’interagit pas avec la cible, 

verrouillait structuralement le complexe (fig 61). Cet exemple illustre les possibilités offertes par la 

méthode Stopped-flow d’accéder aux grandeurs cinétiques du processus de reconnaissance et 

d’identifier les étapes élémentaires du mécanisme. 

 

 
 

Fig 61 : Représentation schématique du processus de reconnaissance de la tetracycline par son aptamère171. 

 

Dans les cas où aucun changement de fluorescence ou d’absorbance ne peut rendre compte de 

l’avancement d’une réaction, la technique de Quenched-flow constitue une alternative intéressante. 

Dans cette déclinaison du Stopped-flow, la première étape consiste toujours en un mélange rapide 

des réactifs. Pendant la deuxième étape, le transport du mélange, la réaction s’opère. Dans la 

dernière étape, la réaction est arrêtée par le mélange avec une troisième solution (le plus souvent un 

acide, mais également des chélateurs comme l’EDTA pour des réactions qui dépendent de la 

présence d’un métal). Typiquement, des réactions âgées de 2 à 150 ms peuvent être étudiées grâce à 

cette méthode. Des solutions plus âgées pourraient  être obtenues en allongeant le circuit dans 

lequel circule la solution ou en diminuant le débit. Néanmoins, ces options contraignent à l’utilisation 

de plus de réactifs ou à un changement des conditions de mélange. Cette technique permet donc de 

stopper une réaction à des temps extrêmement courts ce qui peut donner accès à des intermédiaires 

de réactions172. Cette technique ne peut être que très difficilement appliquée à l'étude d'une 

réaction de reconnaissance bimoléculaire impliquant des biomolécules, car l'ajout d'acide ou de 

chélateur conduira le complexe à se dénaturer. 

Lorsque la réaction ne peut pas être figée chimiquement, le Quenched-freeze peut être une solution. 

Dans ce système, la solution est gelée et permet une analyse par RMN ou RPE par exemple. 

 

b. Techniques de relaxation 

 

Dans le cas des réactions trop rapides pour être étudiées avec ces méthodes de mélange, des 

méthodes dites de perturbation peuvent être utilisées. Dans ces techniques, il est question de 

perturber un système déjà à l’équilibre en appliquant une variation brutale d’un paramètre 

influençant l'équilibre, typiquement l'augmentation de la température (T-jump) ou de la pression 
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(Pressure jump). La cinétique de retour à l’équilibre ou l'établissement d'un nouvel équilibre est alors 

suivie. 

 

Dans le cas du T-jump, les sauts de température sont obtenus par effet Joule en faisant traverser un 

courant électrique à travers la solution. Classiquement, les sauts de température sont de l’ordre de 

5°C en 1 à 2 µs. Les réactions de demi-vie plus courtes que la microseconde peuvent également être 

étudiées à l’aide de sauts de température induits par un laser en quelques nanosecondes173,174. 

L'inconvénient de cette méthode est que la température n'est pas maintenue en solution. Il existe 

donc une limite supérieure au temps d'étude de la réaction, de l'ordre de la dizaine de secondes. 

Cette technique permet notamment l’étude cinétique de repliement de protéines175. 

 

En 1976, R. Clegg et B. Maxfield176 ont décrit le premier appareil à saut de pression. Cet instrument 

permettait d’appliquer des variations de pression de 0,01 à 5 atm. La subite variation de pression 

imposée à un système à l’équilibre altère l’énergie libre de réaction, dans laquelle il y a une 

différence de volume entre les réactifs et les produits : pour une réaction de type       , si les 

réactifs     ont un volume total V et le complexe    un volume V + ΔV°, alors la réaction de 

complexation doit produire un travail PΔV° contre la pression extérieure pour se produire.  

Bien que les perturbations induites par des sauts de pression soient plus faibles que celles induites 

par un saut de température, la répétition de la perturbation n’est pas restreinte comme dans le cas 

du saut de température, où il faut attendre un retour à la température ambiante.  

Ce dispositif permet d’étudier des réactions de demi-vie > 20 µs, pendant plusieurs minutes. En 2002, 

D. Pearson177 rapportent un dispositif de Pressure-Jump en microvolume (50 µl) permettant 

d’appliquer des variations de pression de 200 atm, en 80 µs. Cette méthodologie a été appliquée à 

l’étude des interactions protéine-protéine ou protéine-ligand par spectroscopie de fluorescence. Le 

principe du Pressure-jump a également été adapté à de la diffusion des rayons X aux petits angles178. 

 

c. Technique de flash photolyse 

 

La technique de flash-photolyse a été développée  par R.G.W Norrish et G. Porter179,180 au cours des 

années 1950, ce qui leur a valu le prix Nobel en 1967. Cette technologie était alors limitée aux 

réactions initiées par un pulse lumineux. L’applicabilité de cette méthode a ensuite été étendue à des 

méthodes dans lesquelles un réactif est emprisonné dans une cage moléculaire photosensible. A 

l’application d’un « flash », ces cages sont dégradées et libèrent le réactif dans un délai (temps de 

flash + temps de libération) de quelques ms à 200 ms. Ces techniques sont principalement utilisées 

pour l’étude de processus biologiques très rapides. Beaucoup de ligands photosensibles ont été mis 

au point pour interagir avec des nucléotides comme l’ATP181, des neuro-excitateurs tels que le L-

glutamate182, ou encore pour chélater spécifiquement le calcium183. Après photolyse, les réactifs sont 

relargués en solution et réagissent. Remarquons également qu’il est possible d’induire un 

changement brutal de pH par photolyse de o-nitrobenzaldéhyde184
.
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Récemment, S. Pisch185 rapporte l’utilisation d’une guanine modifiée par un groupe nitrophenylethyl 

(NPE) photosensible qui permet d’empêcher un ARN de 20 nucléotides de coexister sous deux 

structures tertiaires différentes. La photolyse de la fonction NPE débloquant la guanine 

fonctionnalisée, l’ARN peut alors adopter la structure tertiaire inaccessible, et la mesure des 

paramètres cinétiques gouvernant la conversion d’une structure à l’autre peut alors être effectuée 

par RMN. 

Cette technique de flash photolyse est néanmoins limitée aux systèmes pour lesquels sont 

développés des cages moléculaires spécifiques ou aux molécules modifiables par une fonction 

photosensible qui bloque la reconaissance. Beaucoup de développements sont donc nécessaires 

pour chaque nouveau système. 

 

d. Electrophorèse capillaire cinétique (KCE) 

 

Dans les méthodes d’électrophorèse capillaire cinétique, deux molécules interagissent entre elles 

dans un capillaire, pendant qu’elles sont séparées par électrophorèse. Les constantes cinétiques et 

thermodynamique sont déterminées en analysant les profils de propagation d’une des deux 

molécules. 

Ces méthodes de KCE ont largement été développées par S. Krylov dès 2002, en décrivant la 

technique de NECEEM186 (Non-equilibrium Capillary Electrophoresis of Equilibrium Mixture) et de 

Sweeping Capillary Electrophoresis187 (SweepCE) notamment. 

C’est en 2011 que S. Krylov a mis au point le plug-plug KCE188 (ppKCE), représenté figure 62. Dans 

cette technique des quantités connues de récepteur et de cible sont séquentiellement injectées dans 

le capillaire à t = 0 s, le composant ayant la plus faible mobilité étant injecté en premier. Lorsque le 

champ électrophorétique est appliqué, la molécule migrant le plus vite va alors traverser la zone du 

capillaire où se trouve le récepteur : la cible « rattrape » le récepteur. Il se forme alors une certaine 

quantité de complexe cible/récepteur, qui dépend de la concentration des espèces, de la constante 

d’affinité et de la cinétique de reconnaissance. Lorsque les molécules de cible libres ont dépassé les 

récepteurs, le complexe cible/récepteur se trouve hors équilibre et se dissocie sous contrôle 

cinétique. 

Un profil de propagation en fonction du temps est enregistré par un détecteur placé en bout de 

capillaire, et les valeurs des constantes d’associations et de dissociations peuvent être calculées à 

partir des intensités de pics et du temps de migration de l’espèce suivie. 
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Fig 62 : Description  schématique de la technique de plug-plug KCE188 

 

Cette technique a été utilisée pour étudier l’interaction entre la cocaïne et son aptamère, également 

capable de reconnaître la quinine188. La détermination des constantes cinétiques pour des brins 

mutés de cet aptamère a montré que des mutations sur l’aptamère modifiaient le koff mais pas le kon, 

ce qui suggère que les énergies d’activation sont les mêmes, mais pas celle de dissociation. 

La technique d’électrophorèse capillaire combine mobilité électrophorétique et flux électro-

osmotique. Ce dernier dépend notamment de la concentration et de la nature des ions du tampon 

utilisé, tout comme la reconnaissance aptamère/cible. Il est donc crucial de trouver le bon équilibre 

entre conditions optimales de séparation et de réaction.  

 

e. Titration calorimétrique isotherme (KinITC) 

 

En 2012, deux articles se sont proposés d’extraire des informations cinétiques à partir des signaux 

obtenus par ITC189,190. L’idée est que les informations cinétiques sont comprises dans la forme de 

chaque pic mesuré.  

Ainsi, D. Burnouf et P. Dumas ont décrit le « KinITC189 », sur la base des travaux de J. Sturtevant191 et 

en utilisant un dispositif moderne très sensible (limite de détection à 0,1 µW). D’un point de vue 

cinétique, cette méthode est limitée par le temps d’injection et le temps de mélange, mais 

également par le temps de réponse du calorimètre, τITC. La mesure de τITC a été calibrée, dans ce cas, 

à l’aide d’un procédé proche du T-jump, c’est-à-dire par impulsion électrique dans la cellule de 

mesure et par injection rapide de méthanol. Ainsi, un τITC de 3,5 s a pu être déterminé pour un 

appareillage moderne, ce qui est 4 à 5 fois plus court que ce qui se fait avec des dispositifs plus 

ancien189 (10-15 s). Néanmoins, en utilisant des méthodes standards de traitement du signal, ces 

facteurs influençant la mesure peuvent être pris en compte dans la procédure de simulation 

(KinITCdemo, http://www-ibmc.u-strasbg.fr:8080/webMathematica/kinITCdemo/). 

Ainsi, cette nouvelle méthodologie a permis de déterminer les paramètres cinétiques et 

thermodynamiques de reconnaissance entre une reverse-transcriptase issue du VIH-1 et un 

inhibiteur, et entre un riboswitch et son ligand189.  

 

http://www-ibmc.u-strasbg.fr:8080/webMathematica/kinITCdemo/
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f. Bilan 

 

Ce panel d'outils disponible pour l'analyse cinétique de réactions chimiques est très varié. Les 

principales caractéristiques de chaque méthode sont résumées dans le tableau 1.  

 

 

 

Tableau 1 : Résumé des performances des méthodologies cinétiques rapides 

 

g. Méthodologie électrochimique 

 

Malgré les avantages analytiques et pratiques que procure l’électrochimie, celle-ci a été rarement 

combinée à une technique de mélange rapide pour l’étude cinétique d’une réaction chimique. La 

majorité de ces travaux utilisent une électrode tournante plongée dans une solution de plusieurs 

millilitres, la rotation de l’électrode de travail permettant à la fois de mélanger rapidement les 

réactifs et de contrôler l’apport constant de matière à l’électrode. 

 

L’électrode à disque tournante (EDT) a déjà été utilisée192-194 pour déterminer des grandeurs 

cinétiques de réaction par électrochimie. Cette approche dispose en effet de 2 avantages.  

Premièrement,  la rotation de l’électrode permet de travailler en régime stationnaire, la convection 

forcée fixant la taille de la couche de diffusion selon l’équation : 

 

       
 

  
 

  
  

         (19) 

 

Ou   est l’épaisseur de la couche de diffusion en cm, D est le coefficient de diffusion (cm2.s-1),   est la 

viscosité cinématique du solvant (cm2.s-1) et   la vitesse de rotation de l'électrode (rad.s-1). 

(t1/2) accessible Avantages Inconvénients

Continuous Flow > 60 µs Temps mort
Consommation en  réactifs; 

temps d'observation < s

Stopped Flow > 600 µs
Fenêtre de temps 

d'acquisition;                       

Préparation minimale                            

d'un ml de réactifs

Quenched Flow/Quenched Freeze > 1 ms

Techniques d'analyses plus 

nombreuses;                              

Accès aux intermédiares de 

réactions

Limite de détection

T-Jump > 1 µs Temps d'observation < 1 s

P-Jump > 80 µs "home made"

Flash Photolyse > 1 ms
Réactifs à l'équilibre;                                            

Applicable in vivo
Nécessite une molécule cage

KinITC > 3 s
Indépendant des propriétés 

physicochimiques des réactifs

Temps caractéristique de 

l'appareillage non négligeable

KCE - Indépendant de tmix et tmin

Contraintes sur la charge des 

espèce et la force ionique

Pas de mélange;                             

Temps mort
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La figure 63 présente la réponse électrochimique d’une solution de ferrocène méthanol (FcMeOH) 

avec et sans convection forcée. 

 
Fig 63 : Voltammogrammes d'une solution de FcMeOH à 5 µM et LiClO4 = 100 mM,   = 0 et 2000 rpm, v = 100 mV.s-1, 

température ambiante. 

 

Sur cette figure, en absence de convection (en noir), pour E >> E°, le courant diminue du fait de 

l’augmentation de la taille de la couche de diffusion avec le temps (méthode non stationnaire). En 

présence de convection forcée (en rouge), le courant est constant pour E >> E° et dépend de la 

vitesse de rotation. Pour une réaction électrochimique hétérogène limitée par le transport de 

matière, le courant s’écrit : 

 

      
      

 
          

 

  
 

  
  

         (20) 

 

Avec   le nombre d’électrons échangés,   la constante de Faraday,   la surface de l’électrode 

(cm2),   le coefficient de diffusion du FcMeOH (cm2.s-1),     la concentration initiale en FcMeOH. 

 

Le deuxième avantage apporté par l’EDT est la possibilité de mélanger rapidement deux réactifs en 

solution grâce à la convection forcée induite par la rotation de l’électrode. Le temps de mélange tmix 

d’une molécule injectée est alors contrôlé par les conditions hydrodynamiques du système.  

 

La première étude utilisant ce type de dispositif a été rapportée en 1994192. Les auteurs ont étudié 

les paramètres cinétiques de l’oxydation du glucose catalysée par la Glucose Oxydase (GOox) en 

solution. La régénération du site actif de l’enzyme (via l’O2 en solution) conduit à l’accumulation de 

peroxyde d’hydrogène H2O2. C’est la production de ce métabolite qui est suivie par électrochimie sur 

électrode tournante consécutivement à l’injection de glucose. 

 

Cette technique de suivit d’une cinétique sur électrode tournante suite à l’injection d’une molécule 

en solution a été plus récemment exploitée pour suivre et caractériser la cinétique hétérogène 

d’enzymes immobilisées sur la surface même de l’électrode. Bien qu’il soit difficile avec cette 

méthode de connaitre le nombre précis d’enzymes actives et donc de déterminer les constantes 

cinétiques de l’enzyme immobilisée, les variations relatives de courant au cours du temps 

permettent d’obtenir des informations sur la réactivité193. 

-0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4

-20

-10

0

10

20

30

40

50

60

70

i 
(n

A
)

E (V) vs Ag/AgCl



69 
 

D’autres exemples de cinétiques enzymatiques hétérogènes ont également été explorées, 

notamment avec une peptidase en solution venant réagir à la surface d’une électrode pour 

hydrolyser un peptide accroché sur la surface et fonctionnalisé par un ferrocène194. L’électrode 

tournante est alors employée afin de ne pas être limité par la cinétique de transport de l’enzyme. Le 

clivage du peptide entraine une baisse du signal du marqueur (Fc) en fonction du temps, donnant 

ainsi accès à la cinétique d’hydrolyse hétérogène. 

 

Une alternative à l’électrode tournante consiste à utiliser un dispositif microfluidique couplé à une 

détection électrochimique. C’est ainsi que récemment, B. Zheng195  a décrit un circuit microfluidique 

dans lequel sont injectées des microgouttes issues du mélange de deux réactifs à l’aide d’une 

jonction en T (Fig 64). Une fois introduites dans le circuit, ces microgouttes sont homogénéisées 

grâce à un canal sinueux196, et des valves pneumatiques permettent de contrôler le temps mis par 

ces microgouttes pour atteindre le point d’observation situé en aval du microcanal. Ainsi, pour un 

flux maximal de 100 mm.s-1, le temps mort du dispositif est de 50 ms. Ce dispositif a permis de 

confirmer les paramètres cinétiques de la décomposition de H2O2 par la catalase bovine. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 64 : a. Circuit microfluidique associé à une détection électrochimique195 

b. Représentation du processus de mélange dans la goutte196 

 

La production continue de mélanges de réactifs en microgouttes rappelle la technique de flux 

continu. Mais dans le cas présenté ici, l’échantillonneur (c’est-à-dire l’électrode) ne peut pas être 

déplacé le long du circuit. L’âge d’une microgoutte est donc strictement déterminé par son temps de 

voyage. Bien qu’il soit contôlé par les valves pneumatiques, certains « âges » ne sont pas accessibles, 

ce qui fait que les courbes cinétiques sont faites avec peu de points expérimentaux. Ce n’est donc 

pas un système idéal. 

 

Le problème majeur des techniques utilisant l’EDT est qu’elles utilisent de grands volumes de 

solution, ce qui impose l’utilisation de grandes quantités de réactifs. Toutefois, les temps de mélange 

atteignables (< 0,5 s193) en utilisant une électrode tournante sont compatibles avec la majeure partie 

des cinétiques de réactions impliquant des biomolécules. La possibilité de réduire le volume de 

réaction est donc très intéressante. 

 

Dans ce sens, W. Heineman197,198 a proposé un dispositif d’EDT appliqué sur microvolume (50 µl), 

pour la mise au point d’un immunodosage à base de billes magnétiques. Ces billes magnétiques sont 

fonctionnalisées par un anticorps anti-ovalbumine servant à concentrer les antigènes sur les billes. 

    a. b. 
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Puis, une reconnaissance moléculaire en "sandwich" de type ELISA (Fig 65.a) est effectuée où 

l’anticorps secondaire est marqué par une enzyme, la β-galactosidase. Cette enzyme catalyse 

l’oxydation du 4-aminophenyl-β-D-galactopyranoside (PAPG) en 4-aminophénol (PAP), oxydable à 

une électrode en 4-quinone-imine (PQI). Ces billes sont ensuite récupérées grâce à un aimant, 

concentrées dans un volume de 50 µl et placées entre une électrode tournante et une lame de verre 

recouverte de parafilm. La micro-goutte est alors mise en rotation (Fig 65.b) et reste stable jusqu’à 

des vitesses de rotation de 3000 rpm.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 65 : a. Schéma du dispositif hétérogène de détection de l’antigène utilisé par W. Heinman198 

b. Schéma du dispositif de EDT sur microvolume d'après W. Heineman198 

 

Cette étude montre alors que les courants stationnaires mesurés en voltammétrie cyclique pour 

l’oxydation du PAP en PQI sont dépendants de la racine carrée de la vitesse de rotation de l’électrode 

de 0,1 µM à 0,1 mM. Ce résultat indique l’obtention d’un régime hydrodynamique laminaire. Ce 

travail montre également qu’il est possible, pendant que l’échantillon tourne, d’y injecter grâce à une 

pipette le substrat de l’enzyme. Lorsque l'électrode tournante est polarisée, le produit de la réaction 

enzymatique peut alors être détecté, et l'évolution du courant mesuré est représentative de la 

vitesse initiale de catalyse. La vitesse de catalyse enzymatique est directement reliée à la 

concentration du marqueur enzymatique sur les billes. Ainsi les auteurs ont pu établir une courbe de 

calibration  Vmax= f([ovalbumine]) avec les mêmes limites de détection (subµM) qu'une méthode 

basée sur une détection par fluorescence199. 

 

Une alternative à l’EDT est d’obtenir un régime de convection autrement que par la rotation de  

l’électrode, c’est-à-dire en faisant tourner la solution. Cette approche a été proposée par M. 

Gratzl200,201 dès 1997. Le système consiste à déposer 20 µl d’une solution sur un anneau d’or servant 

directement d’électrode de travail. La goutte est ensuite mise en rotation par l’application d’un jet de 

gaz tangentiel (Fig 66).  

 

 

PAPG PAP PQI 

Electrode 

i (A) 

a. b. 
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Fig 66 : Schéma du dispositif de EDT sur microvolume d'après M. Gratzl200,201 

 

Ce système permet d’atteindre des tailles de couche de diffusion comparables à celles obtenues avec 

une EDT. Ces gouttes sont stables grâce aux tensions de surface qui maintiennent la goutte sur son 

support. Cependant l’injection de gaz conduit à une évaporation accélérée de l’échantillon (5% du 

volume par minute), phénomène à prendre en compte dans les analyses. La méthode a été appliquée 

à la détection de métaux lourds par redissolution anodique200 mais  jamais utilisée pour des études 

cinétiques.  

 

Il serait donc intéressant de développer  une méthode électrochimique combinant les avantages des 

approches d’Heineman et de Gratzl, c’est-à-dire en utilisant un système d’agitation mécanique  

(évaporation minimisée) autre que la rotation de l’électrode elle-même (amélioration du rapport 

signal sur bruit) et bien sûr la possibilité de travailler en microvolume. 

 

III-2- Electrochimie stationnaire en microvolume 

 

a. Présentation 

 

Le dispositif que nous proposons est illustré figure 67. Un échantillon de 50 µl est pris en sandwich 

entre un ambout tournant et une mini-cellule électrochimique sérigraphiée, formée d’un montage à 

trois électrodes délimitées par une couche de diélectrique hydrophobe.  
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Fig 67 : Dispositif expérimental proposé. 

 

Bien que l’embout tournant soit constitué d’une électrode de carbone vitreux scellée dans un 

manchon cylindrique en Teflon (hydrophobe), celui-ci n’est pas utilisé comme électrode de travail et 

ne sert qu’à agiter la solution via sa rotation. L’étalement de la goutte est limité par la couche de 

diélectrique hydrophobe sur la cellule électrochimique sérigraphiée et pas le Teflon entourant 

l’électrode de carbone vitreux, ce qui permet le maintien de la goutte de 50 µl en condition de 

rotation  jusqu’à 3500 rpm. 

 

Pour déterminer les performances de la technique de microgoutte tournante, un certain nombre de 

tests préliminaires ont été effectués.  

 

b. Influence de la taille de l’électrode de travail 

 

Dans un premier temps, ce dispositif a été caractérisé en étudiant 50 µl d’une solution à 50 µM de 

ferrocèneméthanol (FcMeOH). D’après la figure 68, un régime stationnaire est obtenu lorsque 

l’ambout est mis en rotation, générant ainsi en voltammétrie cyclique une vague sigmoïdale 

d’oxydation bien définie et reproductible, y compris pour des vitesses de rotation élevées. 
 

 
 

Fig 68 : Voltammogrammes d'une solution de FcMeOH à 50 µM et LiClO4 = 100 mM,   = 0 et 2000 rpm, v = 100 mV.s-1,  

température ambiante. 
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Cependant, un décalage de la sigmoïde en fonction du nombre de cycles successifs est observé en 

voltammétrie cyclique, comme en témoigne la figure 69, où sont reportés le premier et le vingtième 

cycle. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 69 : Voltammogrammes d'une solution de FcMeOH à 50 µM et LiClO4 = 100 mM,   = 2500 rpm, v = 100 mV.s-1 cycle 1 et 20 dans le cas 

d'une électrode de travail de (a.) 0,071 cm2 et (b.) 0,018 cm2, température ambiante. 

 

 

Ces premiers essais ont été réalisés en utilisant les mêmes électrodes sérigraphiées que dans le 

chapitre précédent, où la surface de l’électrode de travail est de 0,071 cm2, donc relativement 

grande par rapport au volume de la goutte. L’oxydation du FcMeOH conduit à la formation de 

fericinium FcMeOH+, lequel diffuse ensuite en solution compte tenu des conditions 

hydrodynamiques forcées.  

En travaillant dans un volume de V = 50 µl avec une grande surface d’électrode, donc un grand 

rapport surface/volume, une quantité non négligeable de molécule FcMeOH est oxydée en FcMeOH+ 

ce qui amène l’accumulation de ce dernier dans la goutte au cours des balayages répétés. Comme la 

contre électrode n’est pas isolée dans un compartiment indépendant, le FcMeOH+ peut être 

régénéré par réduction à la contre électrode. Cette régénération n’est cependant pas aussi efficace 

que la production, ce qui induit une accumulation progressive de FcMeOH+. C’est la raison pour 

laquelle après plusieurs balayages, la sigmoïde se décale vers des courants cathodiques (Fig 69.a). 

Un moyen de limiter le phénomène est de diminuer le ratio surface/volume. En réduisant la taille de 

l’électrode de travail par un facteur quatre (S = 0,018 cm2) le phénomène devient négligeable, 

puisque les voltammogrammes successifs sont quasiment superposables (Fig 69.b).  

 

c. Caractérisation du régime hydrodynamique  

 

Les caractéristiques du régime hydrodynamique ont été étudiées par voltammétrie cyclique avec une 

solution de FcMeOH à 50 µM (LiClO4 à 0,1 M) soumise à différentes vitesses de rotation (Fig 70.a), 

dans trois configurations différentes : 

 

- Une cellule électrochimique standart (V = 5 ml) avec une EDT classique plongeant 

dans 5 ml de solution; 

- Une mini-cellule électrochimique sérigraphiée avec une goutte tournante de 50 

µl (montage de la figure 67); 
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- Une électrode de carbone vitreux mise en contact d’une goutte de 50 µl (même 

montage que la figure 67, mais l’embout tournant est de nouveau utilisé comme 

électrode de travail). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 70 : a. Voltammétrie cyclique d’une solution de FcMeOH = 50 µM, LiClO4 = 100 mM pour une électrode sérigraphiée à la base d’une 

goutte tournante de 50 µl , ω = 0, 1000, 1600,  2400 et 2800 rpm, température ambiante ; 

b. Représentation graphique des densités de courant de plateau en fonction de la racine carrée de la vitesse de rotation pour une EDT dans 

5 ml de FcMeOH = 50 µM, LiClO4 = 100 mM, une EDT au sommet d’une goutte de 50 µl,  et une électrode sérigraphiée à la base d’une 

goutte tournante de 50 µl : pour V = 5 ml, pente = 8,1 × 10-7 A/cm²/rpm1/2; r2 = 0,9926; microvolume: pente = 6,1 × 10-7 A/cm²/rpm1/2; r2 = 

0,9903. 

 

Quelle que soit la configuration utilisée et pour des vitesses de rotation comprises entre 1000 et 

2800 rpm, des voltammogrammes sigmoïdaux typiques de conditions hydrodynamiques sont 

obtenus (Fig 70.a). Les densités de courant (jpl) varient linéairement avec la racine carrée de la vitesse 

de rotation (Fig 70.b), ce qui est caractéristique d’un régime hydrodynamique laminaire. Néanmoins, 

la pente des droites associées aux résultats obtenus dans 50 µl est systématiquement inférieure de 

25 % à celle obtenue avec un système d’EDT conventionnel dans un grand volume de solution. Le 

rapport de ces pentes indique que le régime hydrodynamique en microvolume correspond à 75 % de 

celui obtenu avec une EDT conventionnelle. 

 

Avec l’EDT en microvolume, les densités de courant 25 % plus faibles signifient que l’épaisseur de la 

couche de diffusion   est 33 % plus importante. En l’absence d’un modèle théorique permettant de 

rationnaliser cette variation, l’équation (19) a été modifiée empiriquement par un facteur correctif : 

 

               

 

  
 

  
  

         (21) 

 

Ainsi, à partir des conditions expérimentales (i.e   = 2500 rpm, [FcMeOH] = 50 µM)  et en 

considérant       = 6,7 x 10-6 cm2.s-1, une épaisseur de couche de diffusion de 11,6 µm peut être 

calculée, au lieu des 8,7 µm obtenu pour une EDT classique. 

 

d. Influence de la distance 

 

La configuration du dispositif impose d’étudier l’influence de la distance L entre l’électrode 

sérigraphiée et l’ambout tournant (Fig 67). Ce paramètre peut en effet influer sur le régime 
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hydrodynamique et donc sur l’épaisseur de la taille de la couche de diffusion (     ). La viscosité du 

milieu, les interactions à l’interface électrode de travail/solution ou encore le volume utilisé (corrélé 

à la distance entre l’électrode de travail et l’embout tournant) sont autant de paramètres pouvant 

influencer l’efficacité de la convection. Afin d'étudier l'effet de la distance séparant l'électrode 

sérigraphiée et l’embout tournant, une vis micrométrique a été installée afin de contrôler finement 

cet écart. Pour 50 µl de solution, il est possible de faire varier la distance entre 2 et 3 mm à 2500 

rpm, mais pour des distances plus faibles, il est nécessaire de réduire le volume de solution. 

Finallement, quelle que soit cette distance (Fig 71.a) ou le volume (Fig 71.b), aucune variation 

significative des voltammogrammes n’est observée. Ce résultat montre qu’un contrôle précis de la 

hauteur n’est pas nécessaire pour garantir une bonne reproductibilité. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fig 71 : a. Voltammétrie cyclique d’une solution de FcMeOH = 50 µM, LiClO4 = 100 mM, ω = 2500 rpm, a. V = 50 µl, h = 3, 2,5, 2 mm 

b. V = 50 µl et h = 3 mm, V = 25 µl et h = 2 mm, V = 15 µl et h = 1 mm, température ambiante. 

 

e. Injection in situ de réactifs 

 

Afin évaluer l’efficacité de mélange du dispositif suite à l’injection d’un réactif dans la goutte en 

rotation, nous avons suivi par électrochimie la cinétique de mélange d’un microlitre d’une solution 

de peroxyde d’hydrogène injectée manuellement dans une goutte de 49 µl en rotation, pendant que 

l’électrode de travail est polarisée à un potentiel cathodique pour réduire H2O2. Comme cette 

réduction est facilitée sur électrode d’or202, l’électrode de travail sérigraphiée a été modifiée d’une 

couche d’or poreuse par électroréduction d’un sel d’or (Fig 72.a). Cette électrode modifiée permet 

de réduire H2O2 à un potentiel de -0,6V vs Ag/AgCl. A ce potentiel, le dioxygène est également réduit, 

ce qui conduit à un courant cathodique stationnaire de départ non négligeable. Sur la figure 72.b, 

lorsqu’un microlitre d’une solution d’H2O2 est injecté dans 49 µl à ω = 2000 rpm, la densité de 

courant cathodique initiale croît exponentiellement jusqu’à atteindre une valeure maximale jmax. Ce 

comportement est typique d’un système perturbé qui relaxe exponentiellement avec le temps. Cette 

variation de densité de courant peut donc être ajustée grâce à l’équation (22) : 

 

      [           ⁄ ]       (22) 

 

Où   est le temps caractéristique de relaxation. D’après l’ajustement figure 71.b,         . 
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Fig 72 : a. Microstructure d’or observée au MEB sur éléctrode sérigraphiée modifiée après polarisation à E = - 500 mV vs Ag/AgCl pendant 

240 s en milieu HCl 0,1 M, HAuCl4 4 g.L-1 ; b. Variation du courant obtenu après l’injection de 1 µl de H2O2  dans 49 µl de H2SO4 à 0,1 M. 

Courant enregistré à partir d’une electrode de travail modifiée par des particules d’or, E = -0.6 V vs Ag/AgCl, ω = 2000 rpm. En rouge 

l’ajustement pour          

 

Les mêmes expériences ont été réalisées dans du PBS et dans du PBS contenant 0,1 % de BSA, et des 

constantes de relaxation similaires ont pu être déterminées, permettant de calculer une valeur 

moyenne de               . Cette constante de temps caractérise le temps nécessaire pour 

homogénéiser le peroxyde d’hydrogène dans la goutte, laquelle est relativement indépendante de la 

composition du milieu. 

Ce temps   résulte d’une convolution des temps d’injection, de mélange, de transport à travers la 

couche de diffusion et d’acquisition. Toutefois, le temps de transport à travers la couche de diffusion 

est de l’ordre de quelques ms et le temps d’acquisition bien inférieur à la ms. Le temps d’injection 

d’un microlitre pouvant raisonnablement être évalué à moins d’une seconde, il semble que l’étape 

limitante soit le mélange du microlitre injecté dans les 50 µl en rotation. 

 

III-3- Détermination de paramètres cinétiques 

 

a. Mesure cinétique d’une réaction bimoléculaire 

 

Afin de valider la méthodologie pour la caractérisation cinétique de réactions, nous avons dans un 

premier temps étudié la cinétique d’ordre deux d’une réaction chimique irréversible : la déprotection 

de l’ester pinacolique de l’acide p-aminophenylboronique (PAPB) par hydrolyse oxydative d’H2O2 

conduisant à la formation en p-aminophénol (PAP) (Fig 73). 
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Fig 73 : Schéma réactionnel de la déprotection oxydative du PAPB en PAP détectable à une électrode 

 

Cette déprotection a été récemment proposée pour quantifier électrochimiquement le glucose en 

présence de la glucode oxydase et de dioxygène203. La détection électrochimique de cette réaction 

est rendue possible grâce aux propriétés redox du PAP, oxydable de façon réversible à 0,05 V vs 

Ag/AgCl à pH 7,4. C’est ce qui est illustré figure 74, où le PAPB ne peut être oxydé de manière 

irréversible qu’à partir de 0,5 V. Cette oxydation irréversible conduit à une vague de réduction 

réversible vers 0 V, typique du couple PAP/quinoneimine.  

Afin d’enregistrer la réaction de déprotection par ampérometrie à potentiel contrôlé, il est essentiel 

de bien choisir le potentiel appliqué afin d’éviter l’oxydation directe de PAPB à l’électrode.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fig 74 : Voltammogrammes en tampon phosphate pH 7,4 de 1 mM de PAPB (cycle 1, 2, 3 et 4), 1 mM de PAPB en présence de 2,5 mM de 

H2O2 en jaune. v = 50 mV/s, température ambiante. 

 

Un potentiel de + 0,3 V a donc été choisi. Afin de suivre électrochimiquement la cinétique de réaction 

bimoléculaire entre le PAPB et H2O2, une solution de PAPB est mise en rotation à la surface d’une 

électrode sérigraphiée polarisée à + 0,3 V. Puis à t = 0 s, le peroxyde d’hydrogène est injecté dans la 

solution en rotation à l’aide d’une pipette.  

 

La figure 75 montre les résultats obtenus en ampérométrie à la suite de l’introduction de différentes 

concentrations en H2O2 dans une microgoutte d’une solution de PAPB à 0,1 mM. Immédiatement 

après l’injection de H2O2 (0,2 à 10 mM), le PAP généré par déprotection oxidative engendre un 

courant d’oxydation du PAP en quinoneimine jusqu’à transformation totale du PAPB contenu dans la 

goutte. 
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Fig 75 : a. Chronoampérogrammes normalisés enregistrés à 0,3 V vs Ag/AgCl après l’injection de H2O2 à 0, 0,2, 1, 2,5, 5 et 10 mM,  

[PAPB] = 0,1 mM, température ambiante. En noir l’ajustement à partir de l’équation (25) avec kobs= 0,012 s-1 ; 

b. Représentation graphique kobs = f([H2O2], en rouge l’ajustement linéaire : pente= 5,1 M-1.s-1, y0 = 0,0006 s-1, r2 = 0,9994 

 

Tous ces ampérogrammes atteignent donc une densité de courant maximale correspondant à 

l’entière conversion de PAPB en PAP. Cette valeur maximale peut alors être utilisée pour normaliser 

les signaux. En considérant un temps de mélange à 1,2 s, on peut considérer que la réaction en 

solution est homogène durant toute la durée de la réaction. 

En faisant l’hypothèse d’une cinétique de pseudo premier ordre, les résultats expérimentaux de la 

figure 75.a peuvent être analysés de la façon suivante : 

En considérant une réaction d’ordre 2, la vitesse d’apparition du PAP est donnée par l’équation (23) : 

 
     

  
  

      

  
              

      (23) 

 

Où k est la constante cinétique bimoléculaire en M-1.s-1. Lorsque le peroxyde d’hydrogène est en 

large excès, l’équation (23) peut être assimilée à un pseudo-premier ordre: 

 
     

  
                   (24) 

 

Où             

 . 

 

 Après integration : 

 
    

     
                       (25) 

 

Les courants mesurés étant proportionnels aux concentrations en PAP :  

 
 

    
                      (26) 

 

La représentation graphique de kobs = f([H2O2]) (Fig 75.b) montre alors une très bonne relation de 

linéarité (r2=0,994). De la pente, il est possible d’extraire la constante cinétique de deuxième ordre    

0 2 4 6 8 10

0.00

0.01

0.02

0.03

0.04

0.05

k
o

b
s
 (

s
-1
)

[H
2
O

2
] (mM)

-100 0 100 200 300 400 500 600

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

i/
i m

a
x

t (s)



79 
 

k = 5 ± 0,1 M-1.s-1. Cette valeur est en bon accord avec celles rapportées dans la littérature pour la 

déprotection médiée d’esters d’acide arylboronique par H2O2  (0,07 < k (M-1.s-1) < 2,2)204-207.  

 

b. Mesure cinétique d’une reconnaissance moléculaire aptamère/cible 

 

Dans le chapitre précédent, l’électrochimie a permis de déterminer la constante thermodynamique 

de complexation entre l’aptamère de 49 nucléotides et la L-Tym. La discrimination entre les deux 

états (libre et lié) de la cible a été réalisée grâce à la différence de coefficient de diffusion. Cette 

approche est bien entendue envisageable dans les conditions hydrodynamiques puisque le courant 

stationnaire mesuré dépend du coefficient de diffusion des espèces en solution (cf équation (20)). Le 

principe de catalyse médiée d’oxydation de la fonction phénol de la L-Tym pour suivre la cinétique de 

formation du complexe aptamère/cible a donc été repris. 

 

Dans un premier temps, des injections séquentielles de complexe d’osmium (II) et de L-Tym ont été 

réalisées sur une goutte de 50 µl tournant à 2500 rpm à potentiel imposé de + 0,7 V vs Ag/AgCl, pour 

lequel l’oxydation de la L-Tym est catalysée par le complexe d’osmium (III) généré 

électrochimiquement. 

 
Fig 76 : Chronoampérogramme en EDT, ω = 2500 rpm, E = 0,7 V vs Ag/AgCl, injection de 1 µl à 50 µM d’Osmium  

et 1 µl à 250 µM  de L-Tym, température ambiante. 

 

La figure 76 représente l’ampérogramme enregistré pour une goutte de 48 µl d’une solution tampon 

dans laquelle est injectée d’abord 1 µl d’une solution de complexe d’osmium (II) à 50 µM puis 1 µl de 

L-Tym à 250 µM. Dès l’introduction du catalyseur, un courant stationnaire d’oxydation est 

rapidement obtenu. Lorsque la L-Tym est introduite, l’apparition d’un courant d’oxydation 

catalytique est observée avec une cinétique de croissance caractéristique de la cinétique de mélange. 

 

i. Temps de mélange 

 

L’injection de L-Tym dans une solution d’osmium conduit à un accroissement de l’intensité du 

courant avec le temps pour atteindre une valeur maximal imax. La figure 77 a été obtenue en 

moyennant 10 expériences et en normalisant les valeurs de courant par imax. 
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Fig 77: Chronoampérogramme obtenu après injection de L-Tym (n = 10), E =  0,7 V vs Ag/AgCl, ω = 2500 rpm, température ambiante. 

 La courbe rouge représente la fonction d'ajustement avec τ = 1,04 s 

 

D’après cette figure, la répétabilité de ces injections manuelles est plutôt bonne, avec une 

incertitude maximale de ± 10 % dans la zone d’accroissement du courant. Cette variation du courant 

peut être ajustée par une équation de la forme : 

 
 

    
    

         

    
    ( 

 

 
)      (27) 

 

Ainsi, une constante de temps τEDT = 1,04 ± 0,01 s peut être déduite. Cette valeur est proche de celle 

obtenue pour H2O2 et donc représentative de la cinétique de mélange. 

 

ii. Identification du régime de catalyse 

 

Il est important de s’assurer que le régime de catalyse est total pour des concentrations 

micromolaires en catalyseur et 5 µM de L-Tym dans les conditions hydrodynamiques employées. 

Pour cela, la méthode la plus directe est de vérifier la linéarité du courant en fonction de la 

concentration en L-Tym. Pour un régime de catalyse totale limitée par la diffusion de la molécule 

catalysée, le courant dépend de sa concentration, tandis qu’un régime de catalyse stationnaire 

entraîne une dépendance en fonction de la racine carrée de la concentration en substrat (Annexe I p 

129). Sur la Figure 78 sont représentées les intensités de courant relevées pour des concentrations 

croissantes en L-Tym en présence de 1, 2 et 5 µM d’osmium à ω = 2500 rpm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 78 : i = f([L-Tym]) pour des concentrations en complexe d’Osmium (II) = 1, 2,5 et 5 µM, ω = 2500 rpm, v = 100 mV.s-1. 

0 1 2 3 4 5
0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

i/
i m

a
x

t (s)

0 1 2 3 4 5 6
0

20

40

60

80

100

120

i 
(n

A
)

[L-Tym] (µM)



81 
 

Pour les concentrations en catalyseur inférieure à 5 µM, la linéarité n’est vérifiée qu’aux faibles 

concentrations en L-Tym puisqu’au-delà de 3-4 µM une déviation est observée, indiquant que le 

régime de catalyse n’est plus total. Une concentration en catalyseur de 5 µM a donc été sélectionnée 

pour la suite du travail. 

Afin de pouvoir vérifier les résultats obtenus en voltammétrie cyclique dans le chapitre précédent et 

ceux obtenus dans des conditions hydrodynamiques, la mesure du Kd dans ces nouvelles conditions 

de catalyse a été réalisée. Sur la figure 79 sont représentées les variations de courant de catalyse en 

fonction de la concentration en aptamère pour des concentrations en osmium de 1 et 5 µM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Fig  79 :  i/i° = f([D-Apta49]) pour [Os] = 1 µM et [Os] = 5 µM. Résultats obtenus sans rotation de la goutte. 

 

Par régression non linéaire de l’équation (7) des résultats expérimentaux réalisés avec 5 µM de 

complexe d’osmium (II), un Kd = 3,2 ± 0,1 µM et une valeur de    
    

   = 0,50 ± 0,01 sont obtenus. 

Pour une concentration en catalyseur à 1 µM, un Kd = 2,8 ± 0,3 µM et une valeur de    
    

  = 0,45 ± 

0,01 avaient été déterminées. La valeur de Kd est donc en bon accord avec celle obtenue à 1 µM de 

complexe d’osmium. En revanche, la valeur de    
    

   est légèrement différente.  

 

iii. Oxydation irreversible de la L-Tym 

 

Il est important de noter que dès que le mélange de la L-Tym est terminé, l’intensité du courant de 

catalyse d’oxydation de la L-Tym diminue progressivement au cours du temps (Fig 80). Sachant que 

l’oxydation de la L-Tym est un processus irréversible, celle-ci ne peut pas être régénérée à la contre 

électrode. Il y a donc consommation de la L-Tym au cours de l’expérience. 
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Fig 80 : Chronoampérogramme obtenu après injection de L-Tym, E = 0,7 V vs Ag/AgCl, ω = 2500 rpm, température ambiante. 

La courbe rouge représente la fonction d'ajustement avec kcons = 8,5 x 10-4 s-1 

 

L’intensité de courant mesurée étant proportionelle à la concentration en L-Tym, ces 2 grandeurs 

peuvent être reliées de la façon suivante: 

 

   

  
 

 

   
         (28a) 

 

D’après (19) : 

 
   

  
 

  

      
  

         (28b) 

 

Où V est le volume de la goutte. A partir de l’équation de Levich et après intégration, on obtient : 

 

        
    [( 

  

      
)  ]       (29) 

 

Ou  

 

    

  
 

     

  
      [( 

  

      
)        (30) 

 

La consommation de la L-Tym peut être ajustée grâce à cette équation. Une valeur de 8,5 x 10-4 s-1 est 

déterminée pour le paramètre (
  

      
). Cette valeur (kcons ) peut être définie comme la constante 

relative à la vitesse de consommation de la L-Tym dans les conditions expérimentales utilisées. 

 

c. Injection d’aptamère 

 

Avec l’ajout d’aptamère dans la goutte en rotation (cf matériels et méthodes p 111), l’intensité du 

courant de catalyse devrait diminuer conformément au changement de coefficient de diffusion de la 

L-Tym lorsqu’elle est complexée par l’aptamère. 
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La figure 81.a a été obtenue selon la procédure suivante : 48 µl d’une solution tampon comprenant 5 

µM de médiateur est mise en rotation (ω = 2500 rpm). Puis, 1 µl de L-Tym à 250 µM est injecté, de 

manière à ce que la concentration finale en L-Tym soit de 5 µM. Une fois que le courant de catalyse 

est stabilisé, 1 µl de D-Apta49 est injecté pour atteindre une concentration final de 25 µM. L’intensité 

est ici normalisée par le courant atteint au moment de l’injection. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 81 : a. Chronoampérogramme obtenu après injection de L-Tym seule et de L-Tym puis de D-Apta49, E = 0,7 V vs Ag/AgCl,  

température ambiante. 

b. Agrandissement  de (a), en bleu est représentée la cinétique de mélange. 

 

Sur la figure 81.b est représenté un agrandissement de la figure 81.a, où est superposé en bleu la 

cinétique théorique du mélange du système. Cette cinétique apparait négligeable devant le temps 

nécessaire pour atteindre l’équilibre de la réaction de complexation L-Tym/D-apta49(  40 s).  

 

Une remarque est néanmoins nécessaire à ce stade: la consommation de la L-Tym étant dépendante 

du coefficient de diffusion de l’espèce consommée, cette consommation est différente pour la L-Tym 

libre et celle complexée à l’aptamère. Cela se vérifie assez bien sur la figure 81.a, où une fois 

l’équilibre de complexation atteint, la diminution du courant devient négligeable par rapport à celle 

observée sans aptamère. Comme cette consommation dépend des coefficients de diffusion de 

l’espèce catalysée (      (
  

  
)), le rapport des constantes de consommation pour la L-Tym libre et 

complexée ne peut être que comparable au rapport des coefficients de diffusion. 

 

d. Détermination du Kd 

 

L’ampérogramme obtenu figure 82 apporte deux informations : la première est d’ordre cinétique et 

reliée à la constante d’association kon à travers la décroissance du courant aux temps courts. La 

seconde est d’ordre thermodynamique, et reliée à la constante d’équilibre Kd atteinte au temps 

longs. Ainsi, Kd et kon peuvent être déterminés à partir d’un seul ensemble de données, collectées 

pour différentes concentrations en aptamère. Le koff  peut alors être déduit de ces valeurs. 

Sur la figure 82.a sont représentés les chronoampérogrammes normalisés des expériences réalisées 

pour des concentrations croissantes en aptamère. 
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 Fig 82: a. Chronoampérogrammes normalisés obtenus après injection de L-Tym puis de D-Apta49  =  0, 1, 2, 3 ,4 ,5 ,7.5, 10, 15, 

20, 25 µM, E = 0,7 V vs Ag/AgCl , température ambiante. 

b. Résultats expérimentaux normalisés et corrigés de la consommation (n = 2) 

 

Les intensités du courant de catalyse sont convoluées au phénomène de consommation de la L-Tym. 

Il est néanmoins possible d’évaluer cette consommation pour chaque ajout d’aptamère et, en 

première approximation, de la corriger (Fig 82.b). En effet pour chaque ajout d’aptamère, il est 

possible d’évaluer      
 , qui peut être considérée comme une combinaison linéaire des 

consommations relatives à la L-Tym libre et complexée. D’après (26) : 

 

     
  (

 

      
)                       (31) 

 

Dans le cas où l’aptamère n’est pas injecté, la valeur de       ⁄  corrigée est égale à 1 et peut 

s’écrire : 
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 )       (32) 

 

Pour l’ajout d’une concentration i en aptamère, le terme correctif à introduire est de moindre 

proportion puisque la consommation est fonction du coefficient de diffusion, plus faible lorsque la L-

Tym est complexée. Le rapport des constantes de consommation      
      

 ⁄   peut servir à pondérer 

la correction à apporter à chacune des concentrations i en aptamère : 
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       (33) 

 

Où      
  est la constante de consommation sans aptamère en solution et      

  la constante de 

consommation pour une concentation i en aptamère. L’évolution des courants ainsi corrigés en 

fonction du temps est représentée figure 82.b. 

 

La figure 83 représente l’évolution des intensités de courant à l’équilibre normalisées et corrigées en 

fonction de la concentration en aptamère. 
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Fig 83 : Représentation graphique i/i° = f([apta]) pour des ajouts de D-Apta49 (n=2) 

Kd = 5,9 ± 0,45 µM, i/i° = 0,31 ± 0,02 

 

L’équation (7) du chapitre I peut être utilisée pour ajuster les résultats de la figure 83. Ainsi, un               

Kd = 5,9 ± 0,5 µM et la valeur   
    

  = 0,31 ± 0,02 ont été déterminés. 

Dans ce cas la valeur de Kd est presque deux fois supérieure à celle déterminée par voltammétrie 

cyclique. Cependant, le protocole est ici différent car chaque expérience correspond à un seul ajout 

d’aptamère en solution, tandis que dans le cas de la voltammétrie cyclique, l’expérience est menée 

par ajouts successifs d’aptamère. Nous n’avons cependant pas d’explication claire à avancer pour 

justifier cet écart. 

La valeur du paramètre   
    

  n’est, en revanche, pas comparable à celle obtenue par voltammétrie 

cyclique. En effet, la valeur du courant dépend de √  dans le cas de la voltammétrie cyclique sur 

électrode stationnaire, tandis qu’elle dépend de  
 

  dans le cas des conditions hydrodynamiques de 

la goutte tournante. Si bien que dans le premier cas : 
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Et dans le second cas : 
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      ⇔ 

   

  
      

 

Ces rapports de coefficients de diffusion sont finalement cohérents et en bon accord avec ce que l’on 

peut attendre d’un rapport de coefficients de diffusion entre un acide aminé et un acide nucléique 

monocaténaire de 49 nucléotides. 

 

e. Détermination du kon  

 

Afin d’extraire les paramètres kon et Kd à partir des résultats expérimentaux (Fig 82.a), il est 

nécessaire d’établir l’équation cinétique qui relie le changement de concentration en L-Tym libre en 

solution avec le temps (Annexe IV p139). Si on considère l’équilibre suivant : 
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L-Tym + D-Apta49 L-Tym/D-Apta49      (34) 

 

Avec    
    

   
        (35) 

 

L’équation différentielle qui décrit la cinétique est donnée par : 
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Qui après intégration conduit à : 
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Où    et    sont les racines de l’équation : 
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         (39) 

 

si on considère     : 

 

   
  

  
  

  
     

  
    

 

  
        (40) 

 

et que l’équation générale de la variation de courant est donnée par l’équation (7) (chapitre I) alors : 

 
     

  
     

    

  
    

  
 

  
         (41) 

 

A partir de cette équation et son ajustement non linéaire aux données expérimentales il devient alors 

possible de déterminer les paramètres Kd, kon et   
    

 . La figure 84 montre les courbes théoriques 

ajustées aux données expérimentales pour le jeu de valeurs Kd = 5,9 µM,   
    

  = 0,31 ± 0,02 et kon = 

5000 ± 650 M-1.s-1. 
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Fig 84 : Ajustement des résultats expérimentaux à l’aide de l’équation (33) pour [D-Apta49] = 0, 5, 10, 15 et 25 µM, 

Kd = 5,9 µM,   
    

  = 0,31 ± 0,02 et kon= 5000 ± 650 M-1.s-1. 

 

Sur cette figure, les courbes théoriques ne s’ajustent pas parfaitement aux résultats expérimentaux 

notamment pour les concentrations faibles en aptamère et aux temps longs. Cela résulte de la 

consommation de la L-Tym. Il est donc nécessaire d’introduire un terme correctif dans l’équation (41) 

permettant de tenir compte de la variation de   
  au cours du temps. 

Ayant évalué précédemment la  cinétique de consommation pour la L-Tym libre, une correction 

itérative de la concentration en L-Tym a donc été introduite dans le calcul (pour chaque incrément de 

temps, la concentration en L-Tym libre est recalculée en fonction de la consommation et de la 

complexation, ces deux phénomènes étant interdépendants).  

Ainsi ce calcul itératif permet d’ajuster les résultats présentés figure 85.a et b en introduisant les 

paramètres Kd et   
    

  déterminés grâce au courant stationnaire aux temps longs et kcons obtenus 

précédemment. Un kon = 5000 ± 500 M-1.s-1 (quel que soit la concentration en aptamère) est obtenu. 

Cette valeur permet de calculer un koff  de 0,03 ± 0,01 s-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Fig 85 : a. Chronoampérogrammes normalisés obtenus après injection de L-Tym puis de D-Apta49 

b. Simulations de ces résultats pour Kd = 5,86 ± 0,45 µM,   
    

  = 0,31 ± 0,02 et kon= 5000 ± 500 M-1.s-1
 

[D-Apta49] = 0, 1, 2, 3 ,4 ,5 , 7,5, 10, 15, 20, 25 µM (n = 2). 

 

Parallèlement, l’équipe du Département de Pharmacochimie Moléculaire (E. Peyrin) de l’Université 

Joseph Fourier de Grenoble a déterminé un kon = 2455 M-1.s-1 et un koff  de 0,03 s-1 pour le même 

couple aptamère/cible, mais pour une concentration suboptimale en magnésium119 (250 µM). Ce 

résultat est cohérent avec celui déterminé par électrochimie dans les mêmes conditions (kon = 1500 

M-1.s-1 et koff = 0,09 s-1 ). 
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III-3- Conclusion 

 

Déterminer les constantes cinétiques entre un aptamère et sa cible est important pour comprendre 

le mécanisme de reconnaissance et pour l’optimisation de méthodes analytiques. 

Un certain nombre de données dans la littérature existent, et la valeur de kon déterminée au cours de 

ce travail (kon = 5000 ±  500 M-1.s-1) est dans la moyenne des valeurs publiées188,189, 208, 209, 210. Par 

exemples, un kon = 2 x 104 M-1.s-1 a été mesuré lors de l’interaction spécifique entre un riboswitch et 

la thiamine pyrophosphate189 par la technique kinITC, et des kon entre 340 et 410 M-1.s-1 ont pu être 

déterminés par électrophorèse capillaire (ppKCE) pour des mutants de l’aptamère anti-quinine187. Par 

Stopped-Flow couplé à de la spectroscopie de fluoresence, des kon entre 2 x 104 et 2 x 105 M-1.s-1 ont 

également été déterminés pour des riboswitch208,209 et l’aptamère anti-théophylline210. 

 

Dans ce chapitre nous avons donc décrit les principales caractéristiques d’une méthodologie 

électrochimique en microvolume dédiée à la caractérisation cinétique d’une réaction chimique. La 

résolution temporelle est pour le moment limitée à la seconde mais des développements sont en 

cours d’étude pour améliorer la vitesse de mélange (introduction de bulle d’air dans le microvolume 

en rotation ou utilisation d’une interface rugueuse au niveau de l’embout tournant).  

En principe, cette technique pourrait aussi être adaptée à des réactions homogènes provoquant un 

changement de potentiel formel ou un changement de cinétique de transfert électronique. A l’image 

du travail réalisé dans le chapitre II, cette méthode pourrait également être adaptée en condition 

d’échange compétitif. 
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Chapitre IV : Influence de la longueur de l’aptamère sur le processus de reconnaissance 

 

Jusqu’ici, ces travaux ont permis de déterminer les paramètres caractéristiques d’une reconnaissance 

entre un aptamère et sa cible par voie électrochimique. Mais ces méthodologies de détection d’une 

complexation aptamère/cible fournissent aussi des résultats qualitatifs sur la spécificité de la 

séquence d’aptamère utilisée. En combinant une approche basée sur la prédiction des structures 

tertiaires de l’aptamère (qui dépendent de la séquence nucléotidique) et l’utilisation de ces 

méthodologies, la séquence de l’apatamère anti-L-Tym a pu être optimisée. 

 

IV-1- Structure secondaire de l’aptamère anti-L-Tym 

  

a. Hypothèse de départ : le G-quartet 

 

Au sein de la séquence d’aptamère anti-L-Tym se trouvent quatre doublets de guanine susceptibles 

de former une structure en G-quartet (5’-AATTCGCTAGCTGGAGCTTGGATTGATGTGGTGTGTGAGTGC 

GGTGCCC-3’). Ces quadruplexes sont connus pour se former en présence d’un ion monovalent entre 

chaque plan de quatre guanines. Des études sur la stabilité de cette structure montrent qu’en 

présence d’ions Li+, Na+ et K+ les quartets ont des topologies211, et des températures de fusion (Tm) 

différentes. Ainsi, les quadruplexes de guanines présentent des Tm plus élevés en présence de K+ 

qu’en présence de Na+. En présence d’un ion encore plus petit, le Li+, la Tm est encore plus basse212. 

Nous avons donc envisagé de tirer partie de la méthodologie électrochimique décrite précédemment 

pour tester l’hypothèse de formation d’un G-quartet en évaluant la reconnaissance de l’aptamère 

vis-à-vis de sa cible dans des tampons contenant exclusivement soit du K+, du Na+ou du Li+. Le 

tampon de reconnaissance utilisé jusqu’à présent est constitué d’un mélange de 5 mM de Tris pH 

7,4, 10 mM de MgCl2 et 50mM de NaCl. Des tampons à 50 mM de KCl et LiCl ont donc été préparés, 

et des expériences de reconnaissance directe de la L-Tym réalisées. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fig 86 : Représentation graphique i/i° = f([D-apta49]) pour les tampons contenant l’ion Na+, K+ et Li+ 

[L-Tym] = 5 µM, [OsIII/II(bpy)3]
3+/2+ = 1 µM. 

 

Comme représenté sur la figure 86, quel que soit la nature de l’ion monovalent utilisé, aucune 

différence d’affinité de l’aptamère pour sa cible n’a pu être révélée. L’hypothèse d’un quadruplexe 

de guanine n’est cependant pas à exclure définitivement. En effet, aucune information n’indique si la 

formation d’un G-quartet n’est pas le produit final d’un processus de reconnaissance induit lors de la 
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complexation de la cible. De ce fait, seule l’hypothèse d’une préstructuration en quadruplexe peut 

être rejetée. 

 

b. Appariement Watson-Crick 

 

La séquence de 49 nucléotides comprenant 14 % de A, 31 % de T, 16 % de C et 39 % de G, des 

appariements de type Watson-Crick sont susceptibles de se produire. Le logiciel mfold permet de 

prédire quatre structures secondaires (Fig 87). 

 

 
 

Fig 87 : structures secondaires calculées par mfold : en rouge les appariements de type Watson-Crick, en vert les appariements Wobble 

 

Ces structures secondaires possèdent des appariements des côtés 5’ et 3’ de la séquence, impliquant 

moins de 5 appariements de type Watson-Crick. Les températures de fusion étant néanmoins au-

dessus de la température ambiante, ces appariements sont susceptibles de coexister.  

 

D’après cette simulation, le monobrin d’ADN n’a donc pas de structuration dominante en double 

hélice. Toutefois, ces interactions ne sont pas les seules susceptibles de structurer la séquence. 

Comme évoqué dans le chapitre I, des appariements de type Hoogsteen, des interactions de type π-

stacking ou encore des interactions guanine-phosphate peuvent se produire et contraindre 

l’aptamère à coexister sous diverses conformations secondaires et tertiaires non prises en compte 

par ce logiciel. Cette simulation a néanmoins l’avantage de proposer une structuration largement 

rencontrée dans le domaine des aptamères : la structure en tige-boucle. Pour des aptamères dirigés 

contre des acides aminés ou contre de petites molécules organiques, cette structure présente 

souvent un site de fixation dans la zone non appariée de la séquence, c’est-à-dire dans la boucle. 

Tm= 43.1°C Tm= 39.2°CTm= 34°CTm= 36.7°C
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Quatre structures en tige boucle différentes (TB 1, 2, 3 et 4, fig 88) sont ainsi identifiées dans le cas 

de l’aptamère anti L-Tym. 

 

 
 

Fig 88 : TB 1, 2, 3, 4 : structures en tige boucle, en rouge sont entourées les doublets de guanine 

susceptibles de structurer un G-quartet 

 

Toutes ces tiges-boucles contiennent un doublet de guanine. Ces structures ne semblent donc pas 

compatibles avec la formation d’un quartet : étant donnée l’énergie thermique à apporter pour 

rompre ces structures, il parait peu probable que la reconnaissance moléculaire de la cible puisse 

induire une reconfiguration en G-quartet.  

 

- Etude de la séquence de reconnaissance 

 

Les hypothèses de structuration ne peuvent prévoir qu’une ébauche de structure tertiaire. 

L’approche développée dans ce travail a d’abord été de muter l’aptamère pour essayer d’identifier 

les séquences indispensables à la reconnaissance, qu’elles soient structurantes ou impliquées 

directement dans la reconnaissance. 

 

Pour se faire, l’hypothèse du G-quartet a été conservée, et les séquences de nucléotides entre les 

doublets ont été mutées par des séquences faites uniquement de thymine. Cette approche permet 

d’empêcher la formation des structures TB 1, 2, 3 et 4 mais aussi d’évaluer le rôle des nucléotides 22 

à 28 qui n’interviennent dans aucune structure secondaire (Fig 90). 

 

Tm= 43.1°C Tm= 39.2°CTm= 34°CTm= 36.7°C

TB-1

TB-1 TB-1

TB-2

TB-3 TB-3

TB-4
TB-4
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Fig 89 : Représentation schématique de la localisation des structures en tige-boucle simulées par mfold. 

En vert les séquences mutées 

 

Un protocole d’évaluation de la reconnaissance entre les aptamères mutés et la cible par 

voltammetrie cyclique a alors été mis au point. Les séquences d’aptamères utilisées sont les 

suivantes (les mutations par rapport au brin initial (Wt = Wild type) sont identifiées en bleu, 

(M=Mutant) : 

 

Wt :5’-AATTCGCTAGCTGGAGCTTGGATTGATGTGGTGTGTGAGTGCGGTGCCC-3’ 

 

M1 : 5’-AATTCGCTAGCTGGTTTTTGGATTGATGTGGTGTGTGAGTGCGGTGCCC-3’ 

 

M2 :5’-AATTCGCTAGCTGGAGCTTGGTTTTTTTTGGTGTGTGAGTGCGGTGCCC-3’ 

 

M3 :5’-AATTCGCTAGCTGGAGCTTGGATTGATGTGGTTTTTTTTTTTGGTGCCC-3’ 

 

Les résultats expérimentaux i/i°= f([D-Apta49]) sont représentés figure 90. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 90 : Tests de reconnaissance de la L-Tym avec les aptamères mutés : Wt (wild type), M1, M2, M3, D-Aléa49 

 

D’après ces résultats, seul l’aptamère M1 reconnait encore la cible. Les nucléotides mutés dans M1 

ne sont donc pas indispensables, contrairement à ceux de M2 et M3, dont les tests de 

reconnaissances sont voisins du D-Aléa49 (aucune complexation).  

 

Sur la base de cette conclusion, un aptamère tronqué de 17 nucléotides en 5’ (soit un aptamère de 

32 nucléotides) a été testé (5’-TTGGATTGATGTGGTGTGTGAGTGCGGTGCCC-3’). Cette nouvelle séquence 

permet de tester la séquence non mutée de M1, et d’exclure expérimentalement l’hypothèse du G-

quartet.  
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Fig 91 : Représentation graphique i/i° = f([D-apta]) pour des aptamères de 49 et 32 nucléotides. 

 

Le test de reconnaissance de la L-Tym par voltammétrie cyclique montre alors que cette séquence 

raccourcie contient toujours les bases nécessaires à la reconnaissance (Fig 91). Cette troncature a 

même comme effet l’amélioration de l’affinité de l’aptamère pour sa cible, puisqu’un   
  = 1,8 µM a 

pu être déterminé (  
  = 2,8 µM). L’hypothèse d’un quadruplexe est définitivement écartée par cette 

expérience. 

 

Cette démarche par troncature de la séquence ayant été concluante, ce travail de réduction par 

l’extrémité 5’ a été poursuivi. Sur la figure 92 sont représentés les résultats d’expérience de 

reconnaissance avec les aptamères de 28 et 23 nucléotides. 

 
 

Fig 92 : Représentation graphique i/i° = f([D-apta]) pour des aptamères de 49, 32, 28 et 23 nucléotides. 

 

Ces aptamères plus courts reconnaissent toujours la cible, et avec des affinités plus grandes : en effet 

pour une même concentration d’aptamère, les chutes de courant sont plus importantes avec la 

réduction en taille du brin, ce qui signifie qu’une plus grande quantité de L-Tym s’est complexées à 

l’aptamère. Au final, cette démarche a permis d’isoler une séquence minimale de 23 nucléotides de 

  
  = 0,8 µM. 

 

En poursuivant la troncature côté 5’, aucune séquence conservant son affinité n’a pu être isolée. Du 

côté 3’, la simple perte de la première cytosine fait perdre les propriétés de reconnaissance.  
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Cette séquence de 23 bases (5’-TGTGGTGTGTGAGTGCGGTGCCC-3’) est faite de A à 4 %, de C à 17 %, 

de T à 31 % et de G à 48 %. Les simulations par mfold pour l’aptamère de 23 nucléotides sont 

rapportées figure 93. 

 

 
Fig 93 : Structures secondaires calculées par mfold pour l’aptamère de 23 nucléotides : en rouge les appariements de type Watson-Crick, 

en vert les appariement Wobble 

 

Deux des structures proposées par mfold ont des températures de fusion en dessous de la 

température ambiante, et font apparaitre des appariements de type wobble, moins stables que les 

Watson-Crick. Ces deux structures ne sont donc que très peu représentées en solution. 

 

La même démarche que pour l’aptamère de 49 nucléotides a alors été appliquée : des brins mutés 

ont été testés afin de déterminer les bases strictement nécessaires à la reconnaissance. 

 

Wt : 5’-TGTGGTGTGTGAGTGCGGTGCCC-3’ 

 

M4 : 5’-TGTTTTGTGTGAGTGCGGTGCCC-3’ 

 

M5 : 5’-TGTGGTTTTTGAGTGCGGTGCCC-3’ 

 

M6 : 5’-TGTGGTGTGTTTTTGCGGTGCCC-3’ 

 

M7 : 5’-TGTGGTGTGTGAGTTTTTTGCCC-3’ 

 

Cependant, aucune de ces séquences n’a conservée d’affinité pour la cible. Aucune conclusion sur la 

structure et la séquence du brin ne peut alors être déduite de ces expériences : chaque nucléotide 

semble jouer un rôle déterminant pour la reconnaissance. 

Cette méthodologie a néanmoins permis d’isoler une séquence plus courte, avec une meilleure 

affinité, et qui sera désigné D-Apta23. 

 

Tm= 27.1°C Tm= 18.2°CTm= 17.8°CTm= 22.1°C
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c. Détermination des Kd des brins réduits 

 

Pour tenter de mieux comprendre les raisons du gain d’affinité, des brins de différentes longueurs 

(D-apta49 raccourci par le côté 5’ jusqu’à 23 nucléotides) ont dans un premier temps été étudiés par 

voltammétrie cyclique, et leur constante de dissociation vis-à-vis de la L-Tym déterminée (Fig 94). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fig 94 : Représentation graphique de Kd = f(nucléotides) 

 

D’après la figure 94, plus le brin de départ D-Apta49 est raccourci en 5’, plus la valeur de Kd  diminue, 

jusqu’à une valeur seuil de 0,8 ± 0,2 µM pour le D-Apta23, soit environ 5 fois moins que pour le D-

Apta49. Ces résultats suggèrent que la séquence du 1er au 19ème nucléotide gène la reconnaissance 

entre le ligand et son récepteur. 

Cependant, ces résultats n’indiquent pas si cette gêne dépend de la séquence nucléotidique ou de la 

simple présence de nucléotides supplémentaires. Pour répondre à cette question, des aptamères D-

Apta23 allongés en 5’ de 6, 16 ou 26 adénines en 5’ ont été étudiés (Fig 95). 

 
 

Fig 95 : Kd = f(nucléotides). En ronds rouge les Kd mesurés pour le D-Apta49 raccourci, en carré plein les Kd du D-Apta23 allongé de 6, 16 et 26 

adénosines en 5’. En carré rose vide, le Kd du D-Apta23  allongé de 26 adénosines du côté 3’. 

 

D’après la figure 95, la variation de la constante de dissociation est indépendante de la séquence en 

5’ au-delà des 23 nucléotides nécessaires à la reconnaissance. De plus, la variation du Kd avec la taille 

de l’aptamère est orientée puisque l’allongement de l’aptamère D-Apta23 du côté 3’ ne change pas la 

valeur de ce paramètre (carré rose sur la figure 95).  
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a. Détermination des kon des brins réduits 

 

La diminution de Kd avec la taille du brin peut s’expliquer par une modification des constantes 

cinétiques (kon, koff) de la reconnaissance. La détermination des paramètres cinétiques a alors été 

entreprise via la technique életrochimique sur goutte tournante. 

 

La figure 96.a représente l'évolution des Kd mesurés par cette technique. L'amplitude de variation est 

dans ce cas de 0,7 à 5,8 µM, soit un facteur 7 entre le D-Apta49 et le D-Apta23, ce qui est similaire aux 

résultats précedemment obtenus par voltammétrie cyclique dans des conditions non 

hydrodynamiques. 

 

La figure 96.b représente les cinétiques obtenues après injection de 5 µl de 25 µM d’aptamères de 

49, 33, 31, 28 et 23 nucléotides à une solution de 5 µM de médiateur et 5 µM de L-Tym. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 96: a. Détermination des Kd par EDT 

b. Chronoampérogrammes obtenus après injection de 5 µM de L-Tym dans 5 µM de complexe d'osmium (II), puis de 25 µM de D-Apta de 

49, 33, 31, 28 et 23, E = 0,7 V vs Ag/AgCl , température ambiante. 

c. Simulation des chronoampérogrammes 

 

D'après ces courbes, il apparait clairement que plus l'aptamère est court, plus l'équilibre est atteint 

rapidement. Une simulation de ces cinétiques a été réalisée à partir des valeurs de Kd et des valeurs 

de    
    

   déterminées expérientalement pour chaque brin et en ajustant la valeur de kon entre 

18000 et 5000  M-1.s-1 (Fig 97.c).  

L’évolution de kon et  koff (déduite à partir du Kd) en fonction de la longueur du brin est représentée 

figure 97. 
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Fig 97: Evolution du kon et du koff en fonction de la taille de l'aptamère. 

 

D'après ces résultats, il semblerait qu’une extension du D-Apta23 par des nucléotides affecte la 

formation du complexe non seulement lors de la cinétique de formation mais aussi lors de la 

dissociation. 

 

b. Discussion 

 

Il existe deux grands modèles de mécanisme pour décrire les phénomènes d’association entre un 

simple brin d’ADN et une molécule de faible poids moléculaire : la recherche de conformation et le 

processus de reconnaissance induite (Fig 98). 

 

 
 

 Fig 98: a. Illustration du mécanisme de recherche de conformation pour lequel l’aptamère coexiste sous différentes structures 

tridimensionnelles et dont une présente un site de fixation complémentaire de son ligand ; 

b. Illustration du mécanisme de processus de reconnaissance induite où l’aptamère non structuré forme un complexe précurseur au 

contact de la cible avant de se lier plus fortement. 
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i. Recherche de conformation 

 

Dans ce modèle, l’hypothèse est faite que l’aptamère coexiste sous différentes structures 

métastables. Ainsi une solution d’aptamère doit être vue comme une population de conformations 

rendues possibles grâce à des interactions variées entre les éléments constitutifs de la séquence (cf 

chapitre I). Or ces structures sont stabilisées par la présence d’ions, et notamment Mg2+ qui joue un 

rôle structurant. Toutefois, en augmentant la concentration en Mg2+, certaines structures peuvent 

alors être favorisées, sans que ce ne soit forcément la conformation la plus favorable à la 

reconnaissance de la cible (conduisant alors à des pièges cinétiques213). Ainsi, un mécanisme de 

recherche de conformation se traduit par une augmentation de l’affinité avec la concentration en 

Mg2+ jusqu’à une valeur seuil à partir de laquelle l’affinité décline. La mise en évidence expérimentale 

d’un tel comportement indiquerait un processus de reconnaissance par recherche de conformation. 

 

Des expériences de reconnaissance entre les aptamères anti-L-Tym de 49 et 23 nucléotides ont alors 

été réalisées pour différentes concentrations en Mg2+, et les Kd et kon déterminés (Fig 99). 

   

 

 

 

 

 

 

 

  

Fig 99 : a. Variations du a. Kd et b. kon normalisées par rapport au Kd et kon déterminés dans las conditions optimales de reconnaissance (i.e 

10 mM de MgCl2) en fonction de la concentration en Mg2+ pour D-Apta49 et D-Apta23.  

[Mg2+] = 0,25, 1, 10, 20 et 30 mM, Tris 5 mM, pH 7,4, force ionique constante (140 mM de charges) 

 

D’après les résultats de la figure 99, le magnésium joue un rôle majeur dans la reconnaissance 

puisque pour 250 µM, l’affinité de l’aptamère pour sa cible (quelque soit la longueur) est 7 fois moins 

bonne que pour des concentrations en magnésium supérieur à 10 mM. Au-delà de 10 mM de Mg2+ 

en solution, ni l’affinité, ni la vitesse de complexation ne sont affectées par un excès de magnésium. 

Le modèle de recherche de conformation semble ainsi inaproprié.  

 

Par ailleurs, une autre remarque peut appuyer cette conclusion. Les résultats obtenus figure 95 

montrent que le Kd est indépendant de la séquence en 5’ au-delà des 23 nucléotides strictement 

requis pour la reconnaissance. De plus, des expériences de mesure du kon pour un brin D-Apta23 

allongé en 5’ par 26 adénosines montrent que ce brin se comporte cinétiquement comme le brin D-

Apta49. Il semblerait alors, dans le cadre du modèle de recherche de conformation, que les 

populations d’aptamères entre le D-Apta49 et le D-Apta23-PolyA soient les mêmes, et donc que ces 

populations soient indépendantes de la séquence en 5’. Or, plus une séquence est courte, plus la 

diversité de population est restreinte et les reconfigurations structurales rapides. De ce fait, il semble 
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peu probable d’estimer une Recherche de Conformation cinétiquement limitante dans le cas de la L-

Tyrosinamide. 

 

ii. Processus de reconnaissance induite 

 

Dans ce modèle, l’aptamère modifie sa conformation après qu’une reconnaissance faiblement affine 

a eu lieu. L’étape cinétiquement limitante de la formation du complexe est alors une reconfiguration 

plus stable autour de la cible. 

Les résultats obtenus figure 95 montrent que le gain d’affinité avec la réduction de la séquence  en 5’ 

est indépendante de la séquence, et que lorsque 26 adénines sont introduites en 3’ de l’aptamère, ce 

brin conserve un Kd voisin du D-Apta23. L’affinité n’étant pas dépendante du nombre total de 

nucléotides mais uniquement de la présence de nucléotides en 5’, il est très probable qu’une gêne 

stérique soit à l’origine de la différence d’affinité entre les différentes séquences. Cette observation 

est compatible avec un processus de reconnaissance induite, dont la dynamique peut être attribuée 

à l’extrémité 5’ de l’aptamère. 

Cette gêne aurait alors un impact entropique défavorable dans le processus de reconnaissance. Un 

moyen de vérifier cette hypothèse serait de faire des mesures d’affinité par ITC avec le brin de 23 

nucléotides. 

 

La méthodologie de détermination des paramètres cinétiques d’une reconnaissance aptamère/cible 

par électrochimie ne permet cependant pas d’avoir accès directement aux constantes cinétiques k2 

et k-2 du modèle de processus de reconnaissance induite. En effet, les complexes précurseurs et 

complexes aptamère/cible ont des coefficients de diffusion identiques. 

 

D’après ces hypothèses, la reconfiguration induite de l’aptamère autour de sa cible est orientée du 

côté 5’. Cet élément d’information est primordial pour le développement d’un aptacapteur où 

l’aptamère serait greffé sur une surface. En effet l’immobilisation de la séquence de 23 nucléotides 

par le côté 5’ ou 3’ doit entraîner des réponses différentes, en raison des contraintes différentes dans 

les degrés de liberté entre le côté greffé et le côté libre. 

Il a donc été entrepris des expériences de reconnaissance hétérogène de la L-Tym par le D-Apta23 

immobilisé sur une surface par microbalance à quartz. 

 

IV-2- Microbalance à quartz électrochimique avec dissipation (eQCM-D) 

 

Une description du fonctionnement de la microbalance à quartz électrochimique avec dissipation est 

présentée en Annexe V p141. 

 

a. Considération expérimentale 

 

Dans la configuration d’aptacapteur envisagée, les aptamères doivent être greffés sur la surface du 

quartz recouvert d’or. Pour cela, la stratégie retenue est l’utilisation d’aptamères fonctionnalisés par 

un thiol en 5’ ou en 3’. Une fois les aptamères greffés en surface (cf matériels et méthodes p 113), la 
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concentration surfacique (Γapta) nécessite d’être déterminée afin de pouvoir interpréter 

quantitativement l’affinité des brins immobilisés à partir des variations de fréquences. Pour ce faire, 

l’aptamère de 23 nucléotides a été modifié à une extrémité par un thiol et à l’autre par un ferrocène 

(Fig 100). L’électroactivité du ferrocène permet alors de déterminer Γapta. 

 

 

 

 

Fig 100 : Aptamère anti-L-Tym utilisé pour la fonctionnalisation des quartzs. 

 

Ces brins ont été chimisorbés sur or après réduction du pont disulfure par du tris(2-

carboxyéthyl)phosphine (TCEP) pendant une heure à température ambiante et à l’obscurité. Cette 

réaction a pour conséquence de cliver la molécule en une molécule d’aptamère 5’-Fc-D-Apta23-

(CH2)6-SH-3’ et une molécule HO-(CH2)3-O-(CH2)2-SH. En présence d’une surface d’or, il y aura donc un 

codépôt de ces molécules. 

 

Après la fonctionnalisation par les aptamères, la surface d’or non recouverte est comblée grâce à une 

molécule diluante, le mercaptohexanol (MCH, 1mM dans 1M de NaClO4), largement utilisée dans le 

développement des aptacapteurs électrochimiques140-142. La présence de MCH limitera les 

interactions non-spécifiques entre l’ADN et l’or. 

 

b. Détermination de la concentration surfacique en aptamère 

 

L’injection d’aptamère dans la chambre de réaction du module de Microbalance à Quartz 

électrochimique avec Dissipation (e-QCMD) provoque une forte variation de fréquence (∆f = -35 Hz) 

signifiant que l’aptamère s’est déposé à la surface du quartz (Fig 101). La variation de la dissipation 

(∆D = +1,1) est due au caractère viscoélastique de la couche d’ADN greffée. Le rinçage entraine une 

forte variation de la dissipation (∆D = +0,8) et une légère augmentation de la masse (∆f = -2 Hz), ce 

qui pourrait indiquer une modification d’hydratation de la couche. A cette étape de la 

fonctionnalisation, la détection du ferrocène en 5’ peut se faire par voltammétrie cyclique, et  Γapta 

est déterminée à partir de l’intégration des pics d’oxydation et de réduction. 
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Fig 101 : Variation de fréquence ∆f et de dissipation ∆D  au cours d’une fonctionnalisation d’un quartz par 

l’aptamère Fc - 5’- Apta23 - 3’- SS -(CH2)2 - O - (CH2)3 - OH préalablement réduit par TCEP, à température ambiante.  

VC : Voltammétrie Cyclique 

 

La fonctionnalisation par le MCH provoque une légère variation de fréquence (∆f = -2 Hz) et de 

dissipation (∆D = +1,1). La caractérisation électrochimique montre un courant capacitif plus faible 

après l’introduction  de MCH. L’intégration des pics du ferrocène est similaire avant et après ce dépôt 

(fig 102). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 102 : voltammogrammes réalisés avant et après le dépôt de MCH 

v = 20 V.s-1 vs Ag/AgCl, température ambiante. 

 

Quantitativement, l’intégration des pics d’oxydation et de réduction pour deux expériences indique 

que 5,5 et 6,5 pmol/cm2 d’aptamère ont été greffées à la surface du quartz. Ces valeurs sont en bon 

accord avec la littérature138,141,142, . 

 

c. Détermination des Kd pour différentes stratégies de greffage 

 

Quatre configurations d’aptamère ont été testées dans ce travail (Fig 103) : le greffage en 5’ ou en 3’ 

mais également des séquences allongées de 6 thymines pour éloigner la séquence de la surface. 

Cette dernière configuration permet d’éviter deux gênes éventuelles : 
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- celle provoquée par la proximité du MCH avec la cytosine terminale en 3’ indispensable à la 

reconnaissance ; 

 

- celle induite par une trop grande proximité de la surface : un repliement trop conséquent du côté 5’ 

vers l’extrémité 3’ sera dans ce cas peu probable. 

 

 

 

Fig 103 : Représentation des différentes stratégies de greffage : T6 = chaîne nucléotidique de 6 thymines, en violet le MCH. 

 

i. Greffage du côté 3’ 

 

Dans cette expérience, deux quartz ont été fonctionnalisés en parallèle par un aptamère avec ou 

sans les 6 thymines (Fig 103). Le protocole de détermination des Kd consiste à introduire une 

concentration donnée de L-Tym puis à faire circuler le tampon sans cible pour régénérer la surface. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fig 104 : Variations de fréquence et de dissipation pour un quartz fonctionnalisé par  

a. 5’- Apta23 - C6 - T6 - SH - 3’et b. 5’- Apta23 - C6 - SH - 3’. 

 

Pour l’aptamère allongé de 6 thymines, l’ajout de concentrations croissantes de L-Tym (de 0,5 à 100 

µM) provoque une augmentation de ∆f (perte de masse) et une diminution de D (diminution de la 
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viscoélasticité et/ou de la hauteur de la couche). Cette variation est réversible avec le rinçage. En 

présence de D-Tym à 2 mM (t = 520 min), aucune variation de ∆f ou de D n’est enregistrée, montrant 

ainsi l’énantiosélectivité de la reconnaissance. De plus, 20 µM de L-Tym dans 2mM de D-Tym 

entraîne une réponse en fréquence comme en dissipation, ce qui montre bien la capacité de 

l’aptamère à détecter des e.e (Fig 104.a). 

Aucune variation de ∆f et de ∆D n’est enregistrée dans le cas de l’aptamère greffé sans les 6 

thymines (Fig 104.b). Cela prouve que les variations observées figure 104.a sont bien spécifiques à la 

configuration de greffage.  

 

L’analyse de ces variations de fréquence en utilisant le modèle de Sauerbrey permet de tracer        

∆m = f([L-Tym]). Grâce à une isotherme de Langmuir (Fig 105), un   
   

d’environ 5 µM peut être 

évalué, en admettant une variation maximale de masse de 30 ng. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Fig 105 : Perte de masse enregistrée en fonction de la concentration de L-Tym.  

Le point bleu est une mesure d’excès énantiomérique à 1 % (20 µM de L-Tym dans 2 mM de D-Tym). 

 

Ici, la constante de dissociation que nous définissons est dite « apparente » car le phénomène de 

reconnaissance est analysé indirectement, via la perte d’eau engendrée par la reconfiguration de 

l’aptamère lors de la complexation de la cible. 

 

ii. Greffage du côté 5’ 

 

La même expérience a été faite avec le couple d’aptamère avec et sans les 6 thymines mais cette fois 

avec la fonction thiol du côté 5’ de l’aptamère (Fig 106). 

 

Dans ce cas, le brin sans les thymines ne montre toujours pas de signe de reconnaissance de la cible, 

tandis que le brin avec le 6 thymines interagit spécifiquement avec la L-Tym. En effet les variations de 

fréquence et de dissipation sont réversibles après rinçage. De la même manière que son homologue 

greffé en 3’, ce brin conserve une énantiosélectivité (pas de réponse à la présence de D-Tym) et une 

capacité de reconnaissance de la L-Tym à 1 % dans une matrice de D-Tym. 
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Fig 106 : Variations de fréquences et de dissipation pour un quartz fonctionnalisé par  

a. 5’- HS - C6 - T6 - Apta23-3’, et b. 5’- HS - C6 - Apta23 - 3’. 

 

L’analyse des variations de masse calculées par l’application de la relation de Sauerbrey à partir de 

variations de fréquence nous permet de déterminer un   
   

  d’environ 80 µM et une variation 

maximale de masse de 34,28 ng/cm2 (Fig 107). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 107 : Perte de masse enregistrée en fonction de la concentration de L-Tym.  

Le point bleu est une mesure d’excès énantiomérique à 1 % (20µM de L-Tym dans 2mM de D-Tym). 

 

Outre cette différence de Kd (80 µM vs 5 µM) pour les 2 types de greffage (3’ et 5’) des séquences 

contenant 6 thymines, la variation de dissipation en présence de L-Tym évolue dans des sens 

opposés : elle diminue dans le cas du greffage en 3’ et elle augmente dans le cas du greffage en 5’. Ce 

comportement reproductible demeure inexpliqué à ce jour. 

 

IV-3- Conclusion 

 

Ce chapitre exploratoire a permis d’optimiser la séquence d’aptamère en la réduisant à 23 

nucléotides, en ne faisant que des hypothèses sur la structuration de la séquence en solution. Cette 

séquence s’est avérée plus affine pour sa cible, et en utilisant des brins de 23 nucléotides allongés en 

5’ ou en 3’ par des séquences de tailles variables de poly-adénosine, nous avons pu mettre en 
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évidence un effet stérique expliquant la différence d’affinité entre des séquences de 23 et 49 

nucléotides. La dynamique de reconnaissance orientée vers le côté 5’ a pu être confirmée par une 

étude en configuration d’aptacapteur, montrant alors la complémentarité des études en homogène 

avant celles en configuration hétérogène. 
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Conclusion générale et perspectives 

 

Ce travail de thèse montre pour la première fois que l’électrochimie en condition homogène peut 

être utilisé à des fins analytiques pour caractériser l’affinité d’un récepteur pour sa cible 

(électroactive ou non), en discriminant les ligands libres et liés par leurs coefficients de diffusion. 

L’électrochimie apparait alors comme un outil pratique, performant et compétitif pour l’étude 

d’interactions aptamère/cible. D’une part parce que la méthodologie de détermination de la 

constante de dissociation est simple et rapide à mettre en œuvre avec une sensibilité telle qu’il est 

possible de déterminer un excès énantiomérique de 0,1 %, et d’autre part parce que la méthodologie 

de détermination des paramètres cinétiques de reconnaissance permet d’explorer les mécanismes 

moléculaires de complexation récepteur/cible. Ces performances n’auraient cependant pas pu être 

atteintes sans les propriétés remarquables des aptamères, à savoir leur affinité, sélectivité et 

énantiosélectivité.  

 

En alliant à la fois l’analyse quantitative (détermination de Kd, d’e.e, de kon et koff) et qualitative (par 

l’intermédiaire d’analogues structuraux, de sondes et de brins mutés/tronqués) ces méthodologies 

pourraient trouver leur place dans les services de chimie analytique comme dans les laboratoires de 

recherche fondamentale. En effet, dans le premier cas, l’adaptation de ces techniques pour des 

analyses (bio)chimiques concrètes (pour le secteur medical ou environnemental) pourrait d’ores et 

déjà être envisagée. Dans le second cas, ces méthodologies pourraient contribuer à la 

compréhension des phénomènes de reconnaissance bimoléculaire impliquant des aptamères, 

notamment en combinant ces méthodes avec une technique d’analyse structurale des acides 

nucléiques comme le dichroïsme circulaire ou la RMN. 

 

Ces techniques explorées ici peuvent encore être optimisée et adaptée à d’autres systèmes. A propos 

de la technique de détermination des constantes thermodynamiques de complexation, une stratégie 

consistant à immobiliser des aptamères sur des objets de taille micrométrique permettrait de 

distinguer les formes libres et liées des cibles avec une plus grande amplitude (plus grande variation 

de coefficient de diffusion) tout en permettant des analyses avec des récepteurs de moins bonne 

affinité (gamme de concentration en aptamère utilisable plus large). Cette stratégie pourrait 

également être utilisée pour la détection de plusieurs analytes simultannés (multiplexage). 

Dans le cas de la méthodologie de détermination des paramètres cinétiques de complexation, des 

analyses à température contrôlée permettraient de déterminer les variations enthalpiques et 

entropiques de n’importe quel complexe aptamère/cible. Ce dispositif peut également être utilisé 

pour l’étude de mécanismes enzymatiques en condition homogène. 
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Titrage des Aptamères 

 

Les aptamères en série (D) et (L) ont été synthétisés et purifiés par RP-HPLC par  Eurogentec (Angers, 

France). Ces aptamères sont reçus sous forme lyophilisée dans un tube type Ependorf. Après avoir 

été solubilisés, leurs concentrations sont systématiquement mesurées par spectroscopie UV-Visible 

avec un NanoDrop 2000 (Thermofisher). 

A la réception, Eurogentec  fournit une fiche technique détaillée précisant la quantité de matière 

envoyé après la purification. Dans ce travail, les aptamères étaient resuspendus à 1,25mM. 

A partir de cet échantillon mère, plusieurs solutions de 0,5 à 5 µM sont préparées et leurs 

absorbances mesurées à 260 nm. La figure M1 présente un exemple de variation de la densité 

optique en fonction de la concentration théorique en aptamère. Ces résultats peuvent être ajustés 

par une droite. 

 

 

 

 

 

 

 

Fig M1 : D.O = f([D-Apta49]) pour un aptamère de 49 nucléotides. 

Pente = 430533 M.mol-1.cm-1, R2 = 0.9966 

 

D’après la loi de Beer Lambert : 

          

Où   est le coefficient d’extinction molaire en L.mol-1.cm-1,   est le trajet optique en cm et    la 

concentration en espèce i. Pour un trajet optique de 1 cm, l’ajustement linéaire des résultats 

expérimentaux permet d’obtenir une valeur expérimentale  , pente de la régression linéaire. Dans 

l’exemple présenté figure M1, la pente est de 430533 L.mol-1.cm-1 pour une valeur théorique de 

463600 M.mol-1.cm-1, soit 93 % de la valeur théorique. La concentration de la solution mère n’est 

donc pas de 1,25 mM mais 1,16 mM. 
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Electrodes sérigraphiées 

 

Une sérigraphieuse semi-automatique DEK modèle 65 (Presco, USA) a été utilisée pour déposer 

successivement de fines couches d’encre sur des films plans de téréphthalate de polyéthylène à 

travers des grilles d’acier inoxydable (230 fils d’acier inoxidable par pouce carré). Ce dispositif permet 

de sérigraphier 20 électrodes en même temps. L’électrode de travail et la contre électrode sont 

préparées à partir d’une encre Electrodrag PF-407A (Acheson Colloids Co), tandis que la pseudo 

électrode de référence est préparée à partir d’encre d’argent Electrodrag 418S (Acheson Colloids Co). 

Une première couche d’argent est déposée pour former le contact électrique puis séchée dans un 

four 15 minutes à 120°C. Puis la couche de carbone permettant de former l’électrode de travail et la 

contre électrode est appliquée et séchée 15 minutes à 120°C. Enfin, une couche diélectrique 

hydrophobe (Vinilfast 36, Kiian, Italie) est appliquée et séchée dans les mêmes conditions afin 

d’isoler chaque cellule électrochimique de 5 mm de diamètre, ce qui permet à un volume de 50 µl de 

solution d’être maintenue à la surface des électrodes sans s’étaler. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig M2 : Profil transversal des électrodes le long d’une coupe indiquée en rouge. A gauche, à proximité du bord de la cellule 

électrochimique, à droite la coupe est réalisée à travers l’électrode de travail. 

L’épaisseur des couches a été déterminée grâce à un profilomètre (modèle Alpha-Step 500, KLA-

Tencor, USA, Fig M2). L’épaisseur de la couche d’argent est de 10 ± 0,5 µm et celle de carbone de 6 ± 

0,5 µm. La couche d’isolant quant à elle est de 15 ± 0,5 µm. 
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Protocole expérimental de détermination des constantes 

thermodynamiques 

Toutes les procédures électrochimiques ont été réalisées avec un AUTOLAB PGSTAT 12 

potentiostat/galvanostat contrôlé par ordinateur. Les données étaient acquises par le logiciel GPES 

4.9007 (EcoChemie, Pays Bas). 

Afin de déterminer le Kd d’un aptamère  pour la L-Tym le protocole suivant a été appliqué : 

- Cycler 10 fois l’électrode sérigraphiée entre 0 et 1,2 V vs Ag/AgCl à 500 mV.s-1 ; 

- Déposer 50 µl de solution de BSA (Bovin Serum Albumine) à 1 g/L pendant 10 min. Cette étape à 

pour but de limiter l’adsorption de l’osmium et de la L-Tym à la surface de l’électrode ; 

- Rincer l’électrode 3 fois avec 50 µl de tampon Tris pH 7,4, [NaCl] = 50 mM, [MgCl2] = 10mM ; 

- Cycler 10 fois l’électrode sérigraphiée entre 0 et 0,8 V vs Ag/AgCl à 500 mV.s-1 en tampon; 

- Changer la goutte de 50 µl ; 

- Placer le système dans une enceinte humide pour limiter l’évaporation de la goutte; 

- Introduire le complexe d’osmium en ajoutant 0,2 µl d’une solution à 250 µM (Cos= 1 µM); 

- Cycler 10 fois l’électrode sérigraphiée entre 0 et 0,8 V vs Ag/AgCl à 500 mV.s-1 ; 

- Introduire 5 µM de L-Tym en ajoutant 0,2 µl d’une solution à 1,25mM (  
  = 5 µM); 

- Cycler l’électrode une seule fois à 50 mV.s-1 entre 0,3 et 0,75 V vs Ag/AgCl puis agiter vivement la 

goutte à la pipette. Recommencer jusqu’à ce que l’oxydation catalytique de la L-Tym soit stable 

(typiquement 5 à 7 fois) ; 

- Introduire 0,2 µl de solutions d’aptamère : 

  - à 250 µM pour incrémenter la concentration en aptamère de 1 µM ;  

  - à 625 µM pour incrémenter la concentration en aptamère de 2,5 µM ; 

  - à 1250 µM pour incrémenter la concentration en aptamère de 5 µM ; 

 

Les points de gamme réalisés sont 0 ; 1 ; 2 ; 3 ; 4 ; 5 ; 7,5 ; 10 ; 12,5 ; 15 ; 20 et 25 µM en aptamère.  

Après chaque addition, 3 voltammogrammes de la solution sont réalisés et enregistrés, en agitant 

vivement la solution entre chaque cycle. Le pic d’oxydation du dernier voltammogramme est retenu 

comme valeur expérimentale. 

- A la fin de l’expérience, s’assurer que le volume de la goutte est toujours de 50 µl. 

- Pour la représentation graphique i/i° = f([D-Aptax]), i° est recalculé en fonction de la dilution. 

- Chaque détermination de Kd est réalisée à partir d’au moins trois expériences, avec trois électrodes 

différentes et différents lots d’aptamères. Ainsi, des barres d’erreur < 5 % sont calculées. 
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Protocole expérimental de détermination des constantes cinétiques 

 

Toutes les procédures électrochimiques ont été réalisées avec un AUTOLAB PGSTAT 12 

potentiostat/galvanostat contrôlé par ordinateur. Les données étaient acquises par le logiciel GPES 

4.9007 (EcoChemie, Pays Bas). 

L’électrode tournante utilisée est une électrode disque-anneau (disque de carbone vitreux, anneau 

de platine) de Princeton Applied Research, Model 636 RDE.  

Afin de contrôler finement la position de l’électrode sérigraphiée sous l’électrode tournante, un 

dispositif (Sutter Instrument) destiné à la micromanipulation a été utilisé. Ce dispositif permet de 

contrôler le positionnement en x, y, z d’une électrode sérigraphié immobilisée en vis-à-vis de 

l’électrode tournante (Fig M3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig M3 : A gauche le dispositif d’électrode tournante, à droite le dispositif de micromanipulation. 

 

Avant toute expérience les électrodes sérigraphiés sont prétraitées comme suit : 

- 10 cycles entre 0 et 1,2 V vs Ag/AgCl à 500 mV.s-1 ; 

- Dépôt de 50 µl de solution de BSA (Bovin Serum Albumine) à 1 g/L pendant 10 min ; 

- 3 rinçages avec 50 µl de tampon Tris pH 7,4, [NaCl] = 50 mM, [MgCl2] = 10mM en agitant bien avec 

la pipette ; 

- 10 cycles entre 0 et 0,8 V vs Ag/AgCl à 500 mV.s-1 en tampon; 

L’électrode tournante est prétraitée comme suit : 

EDT 

Plateforme 
50 µl 

Cône de  

micropipette 
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- polir sur alumine 0,3 µm pendant une minute ; 

- Rinçer à l’acétone ; 

-  Placer l’électrode dans un sonicateur quelques secondes dans l’acétone ; 

- Dépôt de 50 µl de solution de BSA (Bovin Serum Albumine) à 1 g/L pendant 10 min ; 

- Rincer 3 fois avec 50 µl de tampon en agitant bien avec la pipette. 

Une fois l’électrode de travail positionnée en face de l’électrode tournante, une goutte de 48 µl 

contenant le complexe d’osmium (II) à 5 µM est déposée sur l’électrode de travail. Celle-ci est alors 

surélevée en z à l’aide du dispositif de micromanipulation jusqu’à ce que la goutte de 50 µl entre en 

contact avec l’électrode tournante. L’ecart entre électrode tourante et électrode de travail est alors 

d’environ 2,5 mm. 

Une faible vitesse de rotation est initialement appliqué (500 rpm). Il est impératif qu’à faible vitesse 

la forme de la goutte en rotation ne se distingue pas de celle au repos. Si ce n’est pas le cas, c’est que 

l’électrode de travail est mal positionnée vis-à-vis de l’électrode tournante. Il faut donc réajuster sa 

position. Puis, l’électrode est progressivement mise en rotation jusqu’à 2500 rpm. 

La mesure de complexation entre la L-Tym et son aptamère est obtenue en utilisant le protocole 

suivant : 

- Lancer la chronoampérométrie à 0,7 V vs Ag/AgCl ; 

- A t = 60 s, injecter 1 µl d’une solution de L-Tym à 250 µM (  
  = 5 µM) ; 

- A t = 90 s, injecter 1 µl d’une solution d’aptamère concentré 50 fois. 

- A t = 200s, la mesure s’arrête. 

Chaque injection d’aptamère est reproduite au moins 3 fois avec des électrodes différentes et des 

lots différents d’aptamère. 

L’ajustement numérique est réalisé à partir d’Excel ou de Gepasi. 
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e-QCMD 

 

Le module principal des eQCM-D vendues par Q-Sense est une chambre (Fig M4) dans laquelle est 

installé le quartz, et l’étanchéité est assurée par des joints toriques. Au travers de cette chambre 

peut circuler un flux afin que la surface du quartz puisse être séquentiellement en présence de 

différents analytes. Les mesures en configuration de QCM-D sont donc réalisées en continu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig M4 : Module principal de eQCM-D fourni par Q-Sense. Les contacteurs sous la chambre servent à l’acquisition des signaux. 

 

Pour la configuration électrochimique, la surface d’or en contact avec le flux sert d’électrode de 

travail. Deux orifices sont alors dédiés à l’introduction d’une électrode de référence et d’une contre 

électrode, en contact avec la solution dans la chambre de mesure. 

 

Préalablement à leur utilisation, les quartz recouverts d’or sont irradiés par un traitement UV-ozone 

pendant 10 minutes puis immergés dans de l’éthanol et mis sous agitation pendant 20 minutes. 

Après séchage sous flux d’azote, ces quartz sont immédiatement introduits dans la cellule de mesure. 

 

Toutes les expériences ont été réalisées en Tampon Tris 5mM, NaClO4 1M pour la fonctionnalisation 

et en tampon Tris 5 mM, NaClO4 50 mM et Mg[CLO4]2 10 mM, le pH ajusté à 7,4 à l’acide 

perchlorique. 
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Annexe I : Electrochimie 

 

Dans le cadre de réactions électrochimiques hétérogènes qui impliquent des réactifs en solution, et 

une électrode solide, la densité de courant mesurée dépend de 2 cinétiques : la vitesse de transfert 

électronique et la vitesse de transfert de masse (Fig A1). 

 

 
Fig A1 : Processus clé d’une réaction électrochimique : le transfert de charge Tel et le transfert de masse Tm. 

 

 

o Transfert de charge : 

 

La description cinétique du transfert de charge peut être traitée à partir de l’équation (A1) : 
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Où j est la densité de courant, en A.cm2,    et    sont respectivement les constantes de vitesse 

d’oxydation et de réduction en cm.s-1, et     
  et    

  sont les concentrations de Red et Ox à la surface 

de l’électrode. 

 

La relation entre les constantes de vitesse et le potentiel d’électrode est donnée par l’équation de 

Butler-Volmer (approche empirique) ou de Marcus-Hush (approche quantique). 

 

o Transfert de masse 

 

Pour que le transfert électronique ait lieu, il est nécessaire que les espèces soient transportées au 

voisinage de l’életrode. Il est possible de distinguer trois types de transport:  

 

- La diffusion : c’est le mouvement d’espèces provoqué par un gradient de concentration ; 
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- La migration : c’est le mouvement des espèces chargées provoqué par un gradient de 

potentiel (entre l’électrode de travail et la contre électrode) ; 

 

- La convection : c’est le mouvement des espèces en solution provoqué par les forces 

mécaniques (convection forcée) ou par le mouvement Brownien (convection naturelle). 

 

Ainsi, l’équation de Nernst-Planck décrit le flux de matière à l’électrode202 : 

 

                                (A3) 

  

Le premier terme est relatif à la diffusion, le deuxième à la migration et le troisième à la convection.  

  représente le gradient de concentration,    est le flux de l’espèce i,    est son coefficient de 

diffusion,    sa concentration,    sa valence,    sa mobilité,    son potentiel électrostatique,   la 

vélocité du fluide et F la constante de Faraday. 

 

Dans le cas général, l’investigation de processus électrochimiques est effectuée en large excès 

d’électrolytes support ce qui minimise les effets de migration des espèces électroactives. Les 

conditions de convection quant à elles fixent la taille maximale de la couche de diffusion. Ainsi, il ne 

reste plus que le terme relatif à la diffusion.   
  dépend donc uniquement de la diffusion de matière, 

qu’il est possible de modéliser en utilisant les deux lois de Fick.  

 

La première loi de Fick permet d’effectuer le bilan de matière à la surface de l’électrode à une 

distance x de celle-ci : 

 

    
 

  
               

     

  
            (A4) 

 

Où    est le flux de matière électroactive en mol.cm-2.s-1 et    est le coefficient de diffusion de 

l’espèce i en cm2.s-1. Cette équation permet de relier la densité de courant et le flux des espèces 

électroactives en solution (Fig A2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig A2 : Représentation schématique de l’égalité des flux à la surface d’une électrode 

 

Sans convection forcée, l’application d’une surtension à l’électrode suffisante pour déclencher un 

processus redox aboutit à une modification de la proportion [Ox]/[Red] au voisinage de l’électrode. 
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Un gradient de concentration s’établit, provoquant la diffusion de matière. Ce gradient diminue au 

cours du temps en s’établissant sur des distances de plus en plus grandes. 

La distance à la surface de l’électrode où s’établit    est appelée couche de diffusion   (Fig A3). Les 

densités de courant mesurées dépendent donc du temps nécessaire à une espèce électroactive pour 

traverser cette couche de diffusion. 

 

La seconde loi de Fick permet de déterminer la variation de la concentration de l’espèce mesurée 

dans l’espace et dans le temps : 

 

     

  
 

    

   
                   (A5) 

 
La résolution de cette équation différentielle (par transformée de Laplace) fournit le profil de 

concentration          (Fig A3). Elle permet d’accéder à la densité de flux de diffusion en fonction de 

x, donc aux densités de courant (      

 

 
 

Fig A3 : Profil des concentrations des espèces Red et Ox au cours d’une réaction de réduction, où Red est seul en solution et consommé par 

une électrolyse sans convection forcée. 

 

Ainsi, pour une surtension élevée appliquée à une solution où seule Red est présent, j = f(t) s’exprime  

de la façon suivante: 

 

      
          

 

 
                   (A6) 

 

Pour un régime de diffusion naturelle,    √   . Ainsi, il est possible d’établir l’expression 

analytique du courant qui dépendra de la forme du créneau de potentiel imposé. Pour un potentiel 

constant, l’équation (A6) devient : 

 

      
          

 

√      
                   (A7) 

 

Dans le cas de diffusion convective (électrode tournante), le régime hydrodynamique permet de 

renouveler les espèces à l’électrode beaucoup plus efficacement que la diffusion naturelle. De ce fait, 

t1 t2 t3 t4< < <

Distance de l’électrode

Augmentation de l’épaisseur 
de la couche de diffusion 

avec le temps

Solution

t1 t2 t3 t4< < <

Distance de l’électrode

Augmentation de l’épaisseur 
de la couche de diffusion 

avec le temps

Solution
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le gradient de concentration   est constant car   ne s’étend pas. Ces conditions expérimentales sont 

dites stationnaires, car la couche de diffusion est contrainte par le régime convectif.  

 

o Voltammétrie cyclique 

 

La voltammétrie cyclique est une technique très utilisée en électrochimie. Le courant est enregistré 

suite à l’application d’une rampe de potentiel de la forme : 

 

                    (A8) 

 

Où   est le potentiel d’électrode en Volt,    le potentiel initial d’électrode et    la vitesse de balayage 

en V.s-1. La rampe de potentiel est appliquée jusqu’à une valeur      , puis le potentiel décroît, 

toujours en fonction de    jusqu’à       Un signal typique de cette technique est présenté figure A4.  

 

 
Fig A4: Voltammoramme d’une solution de L-Tym-Fc = 5 µM. 

    et      sont les intensités de pic anodique et cathodique,      et      sont les potentiels de pic anodique et cathodique 

 

Dans la forme de ce voltammogramme se retrouvent les processus de transfert de charge qui 

dépendent du potentiel : au voisinage du E° de la sonde redox utilisée, l’espèce s’oxyde dans le sens 

aller et se réduit dans le sens retour: un courant anodique est enregistrée entre     et     (potentiel 

de pic anodique) et cathodique entre       et     (potentiel de pic cathodique). 

L’apparition des pics d’intensité     et      est due à la limitation par diffusion des espèces Red et Ox 

respectivement. 
 

L’exploitation de ces courbes voltampérométriques implique l’établissement de l’équation j = f(E). 

L’intégration de la loi de Fick et l’application de la loi de Nernst ou de Butler-Volmer permettent de 

déterminer analytiquement j = f(E) et l’expression des intensités de pics ipa et ipc, qui sont des points 

caractéristiques facilement exploitables. 
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Ainsi pour un transfert électronique rapide202: 

 

                   
 

     

 

  
 

    
               

   √   √
   

  
   (A9) 

 

 

Avec S la surface de l’électrode en cm2. 

 

Pour un régime de diffusion convective, la couche de diffusion restant de taille constante : les 

voltammogrammes obtenus ont une forme de sigmoïde, et pour E > E°’ et E < E°’, un courant 

stationnaire est enregistré (Fig A5). 

 
Fig A5 : Voltammogramme d’une solution de ferrocènemétanol à 500 µM en régime de diffusion convectif. 

    et      sont les intensités de plateaux anodique et cathodique 

 

Dans ce cas l’intensité stationnaire mesurée pour E >> E° est décrite par l’équation (A6), et l’épaisseur 

de la couche de diffusion est indépendante de la vitesse de balayage. Ici, ipa et ipc sont 

respectivement proportionelles à [Red] et [Ox], si bien que        ⁄  [   ] [  ]⁄  

 

o Régime de catalyse électrochimique homogène 

 

Un régime catalytique électrochimique consiste à utiliser un catalyseur oxydoréductible de manière 

réversible dont la transformation d’une forme à l’autre est assurée d’une part par un échange 

électronique à l’électrode, et d’autre part par une réaction chimique en solution (Fig A6). 
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Fig A6 : Représentation schématique d’une catalyse de type EC (réaction Electrochimique puis réaction Chimique).  

Dans ce travail de thèse, P = [OsIII(bpy)3]
2+,Q = [OsIII(bpy)3]

3+ , A = L-Tym et B= L-Tym● 

 

D’après la figure A6, la cinétique de catalyse peut être limitée (comme tout processus 

électrochimique) par le transfert de charge (k°) et la réaction chimique en solution (k), ou par le 

transport de matière (DP, DA). 

 

Les différentes formes de voltammogrammes qui peuvent être obtenues par voltammétrie cyclique 

dans un régime de catalyse homogène sont représentées figure A7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig A7 : Réaction de catalyse homogène par voltammétrie cyclique : diagramme de zone dans le cas ou la réaction chimique homogène est 

l’étape limitante214.  

 

L’allure des voltammogrammes figure A7 dépend des paramètres     ,   
 ,   

 , et de la vitesse de 

balayage v. 

Lorsque    est grand comparé au temps caractéristique du voltammogramme (partie supérieure du 

diagramme de zone), trois cas de figure peuvent être rencontrés : 

 

 1  2  3 
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(1) Le régime de catalyse est dit total : la catalyse est strictement limitée par la diffusion de 

substrat. Cela signifie un appauvrissement en substrat tel, que pour E > E°’ de la sonde, le 

catalyseur n’est plus impliqué dans la catalyse et se régénère à l’électrode, c’est pourquoi un 

voltammogramme réversible est observé après le pic de catalyse. L’intensité de pic de 

catalyse est décrite par l’équation214 : 

 

            
 √  √

  

  
         (A10) 

 

Où   
  est la concentration initiale en substrat et    est son coefficient de diffusion. 

 

(2) Lorsque la concentration en substrat augmente, l’apport de substrat à l’électrode est 

suffisament important pour maintenir le catalyseur dans la boucle catalytique, et ainsi les 

courants mesurés sont toujours limités par la diffusion du substrat ;  

 

(3) Lorsque la concentration en substrat augmente encore, sa consommation est largement 

négligeable devant son apport par diffusion à l’électrode. La réaction de catalyse est alors 

strictement limitée par la réaction chimique et un voltammogramme en forme de sigmoïde 

est obtenu.  Pour des potentiels E>E° du catalyseur, la densité de courant est donnée par214: 

 

       
 √  √    

            (A11)

  

 

Où   
  est la concentration initiale en catalyseur,   est son coefficient de diffusion,    est la 

constante de transfert électronique homogène et   
  est la concentration initiale en 

molécule catalysée. Ce type de voltammogramme est obtenu pour une grande concentration 

en A devant P.  
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Annexe II : Expression analytique des variations de courant en 

configuration d’échange compétitif  

 

L-Tym/D-Apta49  L-Tym + D-Apta49     (A12a) 

 

 

L-Tym*/D-Apta49  L-Tym* + D-Apta49     (A12b) 

 

 

Avec                      (A13a) 

 

  
                     (A13b) 

 

Ou Kd* représente la constante de dissociation de la cible marquée, CT* la concentration en cible 

marquée et CAT* la concentration en complexe cible marquée/D-Apta49.  

 

D’après la loi de conservation des masses: 

 

  
                     (A14a) 

  
                 (A14b) 

   
                  (A14c) 

 

Après substitution et réarrangement: 

 

  
     

                (A15) 

  

Avec         
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 )    
  (  

    
 )       

  

         
    

  

 

L’équation (A15) accepte 3 solutions mais une seule est physiquement acceptable : 

 

    
 

 
 

 

 
√            

 

 
       (A16) 

 

Avec            
            

 √        
 

 

Si bien qu’à l’équilibre : 

 

    
  

 { √          (
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    { √          (
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       (A17) 
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 { √          (
 

 
)  }

   
  { √          (

 

 
)  }

       (A18) 

 

En définissant la fraction libre de sonde en solution : 

 

    
   

   
  

  
      

   
         (A19) 

 

Le dosage compétitif envisagé ici restant basé sur une différence de mobilité entre la cible libre et 

complexée, il est alors possible d’écrire l’expression du courant normalisé : 
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Annexe III : Liste des analogues structuraux et des cibles marquées  
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Analogues structuraux L-Tyrosinamide modifiée par une sonde redox 

L-Alaninamide 

Non Reconnue 

Paracétamol 

Non Reconnue 

L-Tyrosine 

Non Reconnue 

L-MVn-Tym 

Non Reconnue 

L-Fc-amide-Tym 

Non Reconnue 

L-Fc-amine-Tym 

Non Reconnue 

L-C4H9-amine -Tym 

Non Reconnue 

L-Tym-ptFc 

Non Reconnue 

L-Tyrosinamide 

Kd = 2,8 ± 0,3 µM 

L-Phenylalaninamide 

Kd = 22 ± 2 µM 

3-(4-hydroxyphenyl) 

propanamide 

Kd > 50 µM 

L-Tym-Fc 

Kd = 1,2 ± 0,3 µM 

L-Tym-MV 

Kd = 0,4 ± 0,1 µM 
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Annexe IV : Expression analytique des courants pour l’analyse de la 

cinétique de la réaction de reconnaissance bimoléculaire 

 

L-Tym + D-Apta49 L-Tym/D-Apta49      (A21) 

  

Et    
    

   
        (A22) 

 

L’évolution des concentrations au cours du temps s’écrit alors : 

 

 
   

  
  

   

  
 

    

  
 

  

  
        

    (  
   )          (A23) 

 

Ou 
  

(  
   )(  

   )     
              (A24) 

 

Où: 

 

   
    (  

   )           (  
    

    )    
   

  =0  (A25)  

 

Ce polynôme admet alors 2 solutions qui permettent de factoriser le polynôme du second degré : 

 
  

            
                (A26) 

 

Afin de pouvoir intégrer l’équation (A26), on pose: 

 
 

            
 

 

    
 

 

    
       (A27) 

  

Alors :                 =1      (A28)   

 

A condition que         , alors      
 

     
 

 

L’équation (A26) se réécrit : 
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)                (A29) 

 

En intégrant, on obtient : 

 
 

     
    

    

    
                (A30) 

 

A t=0 s, x= 0 soit   
 

     
     

  

  
       (A31) 

koff 
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En réarrangeant :  

 

  (
    

    
)                 

 

     
   (

  

  
)      (A32) 

 

En posant :        (      
 

     
   (

  

  
))     

 

On obtient :   (
    

    
)    ⇔

    

    
    ⇔   

      
 

      (A33) 

 

Cette mise en équation mène à définir     , la fraction de cible libre : 
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 ]}
   (A34) 

 

Où    et    sont les racines de l’équation : 

 

    (  
    

    )    
    

         (A35) 

 

L’équation générale pour la description d’une chute de courant due à un changement de coefficient 

de diffusion d’une sonde électrochimique peut être utilisée ici et donne : 
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Annexe V : Microbalance à Quartz Electrochimique avec Dissipation 

(eQCM-D) 

 

o Principe de la mesure par microbalance à quartz 

 

Une microbalance à quartz est constituée d’un disque de quartz compris entre 2 électrodes d’or (fig 

A8).  

 

 

 

 

 

 

 

Fig A8 : Cristal de quartz recouvert d’électrode d’or : à gauche la surface de travail de 1 cm2. 

 

En appliquant une contrainte mécanique entre ces 2 électrodes, le cristal se déforme, provoquant un 

désordonnement des moments dipolaires et l’apparition d’une tension de part et d’autre du substrat 

piézoélectrique. A l’inverse, en appliquant une tension alternative aux bornes du quartz, des 

mouvements de cisaillement apparaissent dans le cristal. Ces 2 phénomènes sont indissociables. 

Grâce à cet effet piézoélectrique, il est donc possible de faire osciller le quartz à une fréquence de 

résonnance de référence f° en appliquant une tension alternative (Fig A9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig A9 : Déformation du quartz pendant une polarisation, déformation du cristal de quartz avec une tension alternative. 

 

Lorsque l’on construit une interface bioactive sur le cristal de quartz, sa fréquence de résonnance est 

modifiée. Il est possible de convertir la variation de fréquence de résonnance du quartz en une valeur 

de masse déposée dessus : lorsque des molécules s’adsorbent ou se greffent sur l’électrode de 

travail, ce nouveau matériau peut être considéré comme une extension du quartz en hauteur, et 
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dans le cas où il est considéré comme rigide et le dépôt homogène avec ∆f/f° > 0,02, alors on peut 

utiliser l’équation de Sauebrey 215: 

 

   
    

 

 √    
          (A37)  

 

Avec A la surface du quartz en cm2,    la densité du quartz en g.cm-3 et    le module de cisaillement.  

 

D’autres paramètres peuvent être extraits de ces expériences, en mesurant la dissipation de l’onde 

acoustique. Le principe de la mesure est de périodiquement éteindre/allumer la force motrice du 

capteur, et d’enregistrer la tension aux bornes du quartz provoquée par  la relaxation de l’oscillation. 

Plus la couche est viscoélastique, plus la dissipation augmente. Par définition la dissipation est un 

nombre adimensionnel : 

 

  
 

 
  

         

          
        (A38) 

 

Où Q est le facteur de qualité.  

 

Cette approche de la microbalance à quartz ne peut cependant pas être traitée par le modèle de 

Sauerbrey. Lorsque le quartz est fonctionnalisé, la densité ρi, la hauteur hi ainsi que la viscosité ηi et 

l’élasticité du film μi vont influencer la fréquence de résonnance du quartz, mais également la 

dissipation de l’onde acoustique. 

En 1999, Voinova216 a appliqué le modèle viscoélastique de Voigt pour analyser les données 

enregistrées par QCM-D.  Le modèle viscoélastique est caractérisé par un module complexe qui 

dépend de hi , ρi , ηi et μi. Des parties réelle et imaginaire de ce complexe, il est possible d’extraire 

respectivement ∆F et ∆D pour chaque couche constituant le film. L’analyse des variations de 

fréquences et de dissipation pour les harmoniques de fréquence d’oscillation fournit autant 

d’expérience indépendantes qu’il y a d’harmonique analysée. C’est le logiciel Q-tools qui permet 

d’ajuster théoriquement les données enregistrées. 

 

Les supports de quartz étant recouvers d’or, ce matériau peut être utilisé comme électrode de travail 

pour faire des mesures électrochimiques parallèlement aux variations de fréquence. La société Q-

Sense (Suède) commercialise ce type de  dispositif (http://www.q-sense.com/company). 

 

http://www.q-sense.com/company


Résumé 

 

Cette thèse porte sur la mise au point de nouvelles méthodologies électrochimiques pour la 

caractérisation d’une reconnaissance (bio)moléculaire énantiosélective entre un aptamère et sa 

cible.  

En utilisant comme système modèle la L-Tyrosinamide et son aptamère de 49 nucléotides, un 

premier dispositif analytique pour la détection de la complexation en phase homogène a été mis au 

point. Cette approche repose sur la différence de coefficient de diffusion qui existe entre la forme 

libre de la cible et la forme complexée à l’aptamère. Initialement basée sur l’électroactivité 

intrinsèque de la cible via la fonction phénol, cette approche a été étendue aux molécules non 

électroactive grâce à une stratégie d’échange compétitif en marquant la cible par une fonction redox 

(ferrocène). Cette méthodologie a été utilisée avec succès pour la mesure précise d’excès 

énantiomériques jusqu’à   0,1 %. Couplée à une approche qualitative basée sur la prédiction des 

structures tertiaires de l’aptamère, cette technique a également permis de déterminer la séquence 

minimale requise de 23 nucléotides pour assurer la reconnaissance. 

Un second dispositif combinant l’avantage de pouvoir travailler en microvolume (utilisation de faibles 

quantités de réactifs) aux avantages de mesures électrochimiques en convection forcée (temps de 

mélange rapide, courants stationnaires) a également été mis au point. Cette méthode 

d’électrochimie stationnaire en microvolume a alors permis de caractériser la cinétique (constante 

d’association kon et de dissociation koff) et la thermodynamique (Kd) de la réaction. 

 

Abstract 

 

This thesis concerns the development of new electrochemical methodologies for the characterization 

of enantioselective biomolecular recognition between an aptamer and its chiral target.  

By using a model system, the L-Tyrosinamide and its aptamer of 49 nucleotids, a first analytical 

device for the detection of the complexation in homogeneous phase was optimized. This approach is 

based on the difference of diffusion coefficient that exists between the free state of the target and 

the complexed state with the aptamer. Initially based on the intrinsic electroactivity of the target, via 

the phenolic function, this approach was extended to non electroactive molecules thanks to a 

competitive exchange strategy by marking the target with a redox function (ferrocene). This 

methodology was successfully used for the precise measure of enantiomeric excess until 0,1 %. 

Coupled with a qualitative approach based on the prediction of the tertiary structures of the 

aptamer, this technic also allowed to determine the minimal required sequence of 23 nucleotids to 

insure the recognition. 

A second device combining the advantage of working in microvolume (use of small quantities of 

reactives) and the advantages of electrochemical measures in forced convection (short mixing time, 

stationary current) was also developped. This method of stationnary electrochemistry in 

microvolume then allowed the characterization of the kinetics (association constant kon and 

dissociation constant koff) and the thermodynamics (Kd) of the reaction. 

 


