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Résumé

L’objectif du travail de recherche concerne la conception et la réalisation de biocapteurs a
base de mesures impédimétriques, pour lesquels la demande est forte dans différents
domaines d’intérét sociétal, en particulier I’environnement, la sécurité alimentaire et le
biomédical. Les biocapteurs sont des moyens d’analyse en plein essor a la fois rapides,
sélectifs et peu coliteux applicables a des domaines extrémement variés (environnement,
sant¢, agroalimentaire,...). Dans ce type d’outil, un ¢lément sensible de nature biologique
(anticorps, enzyme, microorganisme, ADN...) doté d’un pouvoir de reconnaissance pour un
analyte ou un groupe d’analytes est associ¢ a un transducteur pouvant étre de type
¢lectrochimique, optique ou thermique.

Dans la premiere partie de ce travail, un aptasensor a été développé pour la détection de la
thrombine. Deux aptameéres different ciblant la thrombine étaient directement immobilisés sur
I’¢lectrode en or. L’aptasensor ¢laboré présente une grande sensibilité, spécificité et stabilité
pour la thrombine. Dans la seconde partie, en utilisant la spectroscopie d'impédance
électrochimique (EIS), nous avons surveillé I’'immobilisation de protéines et sans marquage
sur une surface d'or, au moyen d'une stratégie d’électro-adressage, compatible avec la
production de biopuces pour multi-détection.Cette fonctionnalisation est réalisée par la
cycloaddition alcyne / azoture, mieux connu comme la réaction «clicy.

Enfin, un biocapteur utilisant des protéines de phage a été développé pour la détection de
E.coli.

Abstract

The objective of the research concerns the design and realization of biosensors based
impedimetric measures, for which there is strong demand in various societal benefit areas,
particularly the environment, food security and biomedical.Biosensors are rapid, selective and
inexpensive devices that combine a biological recognition element, the so-called bioreceptor
(e.g. enzymes, antibodies, DNA or microorganisms) to a physical transducer (e.g.
electrochemical, optical, thermal or piezoelectrical). They can be used to detect one specific
analyte or one family of analytes for a wide range of applications (e.g. environment, food,
health). In the first part of this work, an aptasensor was developed for thrombin detection.
Two different aptamers targeting thrombin were directly immobilized on the gold electrode.
The aptasensor exhibits high sensitivity, specificity and stability in the detection of thrombin.
In the second part, using electrochemical impedance spectroscopy (EIS), we have, monitored
label-free protein immobilization on a gold surface, through a strategy of electroaddressing,
compatible with the production of microarrays for multi-detection. This functionalization is
achieved via the alkyne/azide cycloaddition, better known as the "click" reaction. Finally, a

biosensor using phage proteins was developed for detecting E. coli
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INTRODUCTION GENERALE

INTRODUCTION GENERALE

La détection d’especes biologiques telles que les protéines, les virus
ou les bactéries est un enjeu de plus en plus important dans de
nombreux domaines (environnemental, médical, militaire, sécurité
alimentaire, etc.). Dans le domaine de détection d’une espéce
chimique ou biologique, il convient de distinguer les instruments
classiques et les biocapteurs.

Les instruments d’analyses classiques (spectrométrie,
chromatographie, colorimétrie,...) sont généralement des systémes
relativement complexes associant différents éléments mécaniques,
chimiques et électriques. L’ensemble est souvent coliteux, encombrant
et énergivore, ce qui les rend peu aptes a des mesures sur sites. De
plus, ces instruments sont souvent affligés d’un temps de réponse long
soit par la technique de détection elle-méme soit par la nécessité de
manipulation des échantillons.

Les biocapteurs, quant a eux, sont généralement des dispositifs
simples issus de l’association d’un €lément de reconnaissance de
nature biologique sensible a 1’analyte et d’un systéme de transduction
transformant I’interaction en signal électrique mesurable. Souvent, les
deux fonctions sont intimement liées.

Les avantages principaux des biocapteurs sont: leur faible
encombrement, leur faible consommation énergétique, leur faible
cout, les temps de réponse sont relativement courts, leur facilité
d’utilisation. Tous ces avantages en font des instruments idéaux pour
réaliser des mesures sur site et en temps réel.

Au cours de ces dernieres décennies, les biocapteurs ont connu un
développement rapide, 1ié aux multiples associations de nouveaux
récepteurs avec des transducteurs sans cesse en évolution. Les
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INTRODUCTION GENERALE

caractéristiques de ces biocapteurs ont été améliorées et leur fiabilité
accrue permet d’exploiter de nouvelles applications.

Le travail de cette thése s’organise autours de la conception et la
réalisation de biocapteurs électrochimiques a transduction
impédimétrique.

Ce mémoire est organis¢ en 5 chapitres. Le premier chapitre de la
thése a ¢été consacré a une ¢étude bibliographique approfondie sur les
biocapteurs, la classification des biocapteurs selon le récepteur et
selon le transducteur et les différents procédés d’immobilisation des
biomolécules.

Le deuxiéme chapitre développe les bases théoriques de la
spectroscopie d’impédance ¢lectrochimique utilisée tout au long de ce
travail comme technique de caractérisation.

Le troisiéme chapitre est consacré a 1’¢laboration de deux aptasensors
pour la détection de la thrombine. Deux aptameres spécifiques pour la
thrombine ont été sélectionnés a partir de la littérature puis ils sont
immobilisés a la surface des ¢lectrodes d’or par une simple
chimisorption. Les propriétés remarquables des aptameres thrombine
ont ¢ét¢ mises a profit pour la préparation de nouveaux biocapteurs
¢lectrochimiques sensibles, sélectifs et stables.

Dans le quatriéme chapitre, nous avons développé une stratégie
d’¢électro-adressage sur surface d’or compatible avec la production de
biopuces pour multi-détection. Cette électro-fonctionnalisation est
réalisée via une cycloaddition dipolaire 1,3 de type Huisgen catalysée
par le cuivre (I) plus connue sous le nom de « Click Chemistry ».

Le cinquiéme chapitre a ¢été consacré au développement d'un
biocapteur impédimetrique pour la détection de bactéries d'un serotype
particulier de Escherichia coli (E.coli O157: H7) en utilisant une
protéine de phage recombinante trés spécifique a cette souche de
bactérie.

Finalement, nous donnons une conclusion générale de ce travail, et
ouvrons des perspectives pour les travaux a venir.
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CHAPITRE 1

NOTIONS DE BASES SUR LES BIOCAPTEURS
ET PRESENTATION DES DIFFERENTS BIOCAPTEURS

I. Généralités

I. 1. Historique

L’histoire des biocapteurs débuta en 1956 lorsque le Professeur Clark Jr [1] publia ses travaux qui
portaient sur le développement d’une électrode permettant de mesurer I’oxygeéne dissous dans le
sang et depuis Mr Clark est considéré comme le pere fondateur du concept « biocapteur ». Quelques
années plus tard (1962),Lyons et Clark ont décrit une expérience dans laquelle la glucose oxydase
(GOX) a été piégée sur une ¢lectrode a oxygene de Clark, en utilisant une membrane de dialyse [2].
La diminution de la concentration en oxygéne mesurée est proportionnelle a la concentration en
glucose. Toutefois, l'intérét général sur les biocapteurs a considérablement augmenté depuis la
description par Updike et Hicks [3] en 1967 du premier biocapteur contenant de la glucose-oxydase
piégée dans un gel polymérisé. Ce développement a été un point de démarrage important au
développement des biocapteurs ¢électrochimiques du fait de sa commercialisation. Vers la fin des
années soixante, en 1969, Guilbault et Montalvo [4] ont créé le premier capteur potentiométrique
pour doser l'urée dans le sang et l'urine. En 1975 la société Américaine Yellow Springs Instrument
(Ohio, Amérique) commercialisa le premier biocapteur a glucose basé sur la détection

ampérométrique du peroxyde d’hydrogene (H203).

Depuis les biocapteurs font 1’objet d’une grande activité scientifique et sont de plus en plus utilisés

dans divers domaines.
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L. 2. Définition

Les biocapteurs sont des capteurs chimiques dont le systéme de reconnaissance utilise un
mécanisme biochimique [5]. Plusieurs définitions ont été utilisées pour définir un biocapteur ;
d’aprés Grosnow, un biocapteur est un outil ou un systéme analytique constitué¢ d’un composé
biologique immobilisé, appelé « ligand », relié a un transducteur qui transforme le signal

biochimique en un signal physique quantifiable [6].

Selon 'ITUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry), un biocapteur est un
dispositif intégré capable de fournir des informations spécifiques quantitatives ou semi-quantitatives
grace a un ¢lément de reconnaissance d’origine biologique en contact direct avec un ¢lément de
transduction. De fagon plus simple, un biocapteur est défini comme un outil analytique associant un
composant biochimique (enzyme, anticorps, antigene, ADN, ARN, micro organisme....) a un

transducteur qui assure la transformation du phénomene en signal ¢lectrique aisément exploitable.

L.3. Structure et principe de fonctionnement d’un Biocapteur

Un biocapteur se compose de deux ¢éléments principaux: un ¢lément biologique appelé biorécepteur
qui reconnait 1'analyte cible et un transducteur, pour convertir I'événement de reconnaissance en un
signal ¢électrique mesurable. Les biorécepteurs peuvent €tre des enzymes, des tissus, des micro-
organismes, des anticorps, des récepteurs cellulaires ou des matériaux d'origine biologique ou d'un
composant biomimic intimement associé ou intégré dans un microsystéme ou convertisseur
physico-chimique de transduction qui peut étre optique, ¢lectrochimique, thermométrique,
piézoélectrique ou magnétique. La Figure I-1 représente le principe de fonctionnement d'un
biocapteur permettant d'obtenir, a partir de 'espéce a détecter dans un milieu échantillon, toute
l'information utile a son évaluation. Cette donnée pourra étre traitée, enregistrée, stockée pour une

utilisation ultérieure.
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ANALYTES

RECEPTEUR

AMPLIFICATEUR
TRANSDUCTEUR DU SIGNAL

Figure 1.1
Schéma principe du fonctionnement d’un biocapteur.

1.4. Qualité des capteurs de mesure

Il s’agit ici des caractéristiques qui permettent de qualifier le comportement d’un capteur et de
déterminer s’il s’agit d’un «bon» ou d’un « mauvais » capteur (il est bien évident que ces
jugements de valeur ne sont pas absolus et qu’il est fondamental d’apprécier les qualités du capteur
par rapport a la nature de la grandeur a mesurer et aux conditions de mesure).
Ces qualités sont définies de la méme maniere pour les capteurs physiques et les capteurs
chimiques :

*  Exactitude (accuracy)

Etroitesse de 1’accord entre le résultat de la mesure et la valeur vraie de la grandeur mesurée.

* Résolution (resolution)
Plus petit incrément de la valeur mesurée qui puisse étre significativement mesuré par le

capteur.
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« Fidelité (fidelity, repeatability)
L’aptitude d’un instrument de mesure a donner, dans des conditions définies, des réponses

trés voisines lors de I’application répétée d’'un méme signal d’entrée.

» Sensibilité (sensitivity)
Quotient de 1’accroissement de la réponse d’un instrument de mesure par ’accroissement

correspondant du signal d’entrée.

o Sélectivite (selectivity)
Il s’agit de la capacit¢ du capteur a ne mesurer qu'une seule grandeur, ou, en d’autres
termes, d’étre le plus immune possible aux grandeurs d’influence, grandeurs qui ne font pas

I’objet de la mesure, mais influent sur la sortie du capteur.

» Limite de détection (detection limit)
C’est la plus petite valeur de la grandeur a mesurer pouvant étre détectée par le biocapteur

d’une fagon significative différente du bruit de fond.

L.5 Classification des biocapteurs

Les biocapteurs peuvent étre classés selon leurs types de biorécepteur, selon leurs modes de

transducteur ou la combinaison entre les deux. La figure 1.2 montre la classification des

biocapteurs.
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BIORECEPTEURS TRANSDUCTEURS

ANTICORPS OPTIQUES ELECTROCHIMIQUES
RAMAN & EITR AUTRES

BASE SUR MASSE

ENZYMES

CELLULE

BIOMETRIQUE PIEZOELECTRIQUE MAGNETOELASTIQUE

Figue 1.2
Classification des biocapteurs

I. 6. Classification des biocapteurs selon la nature des biorécepteurs

Les biorécepteurs (couche sensible)

La capacit¢ d’un biocapteur a reconnaitre spécifiquement une molécule cible dépend
directement de la couche sensible utilisée. Les biorécepteurs ou les ¢éléments de
reconnaissance biologique sont la clé de la spécificité des technologies des biocapteurs. Un
biorécepteur est une espece moléculaire qui utilise un mécanisme de reconnaissance
biochimique spécifique. Les biorécepteurs qui sont couramment employés sont les enzymes
et les anticorps. Mais les cellules enticres, les organites cellulaires, les acides nucléiques ou
encore les récepteurs de molécules biologiquement actives (hormones, toxines, facteurs de
croissance, neurotransmetteurs...) peuvent aussi étre utilisés (Figurel.3). Il est en fait
possible d’utiliser toute molécule biologique permettant la reconnaissance spécifique de
I’ «analyte » recherché. Les composés biologiques fixés peuvent étre séparés en deux

catégories : ceux ayant une activité catalytique, comme les enzymes et les micro-

organismes, et ceux fixant simplement 1’analyte sans modification, comme les anticorps et
_7_



CHAPITRE | NOTIONS DE BASES SUR LES BIOCAPTEURS
PRESENTATION DES DIFFERENTS BIOCAPTEURS

les récepteurs. L’étape de reconnaissance peut donc révéler un événement soit dynamique,
soit statique. La reconnaissance dynamique est principalement employée pour les
biocapteurs a enzyme, alors que la reconnaissance statique est surtout utilisée pour les
biocapteurs mettant en ceuvre la formation d’un complexe anticorps-antigéne. Chaque type
d’événement peut produire un changement transformé en un signal quantifiable par le

transducteur [7].

II est ainsi important de présenter les différentes classes des biorécepteurs utilisées pour la

réalisation des biocapteurs.

Enzyme ADN Microorganisme Récepteur Protéine Anticorps )

.
ET “han

* A,
A A s
v 6 -0
L \9!,

Ad

BIORECEPTEUR

TRANSDUCTEUR

Figure 1.3
Représentation schématique des différents biorécepteurs

1.6. 1. Les Anticorps

Les anticorps (Ac) ou immunoglobines (Ig) sont des glycoprotéines produite par 1’organisme vivant
suite a I'introduction d’un antigene étranger et capable de réagir spécifiquement avec lui et de le

neutraliser.

Les anticorps sont des biorécepteurs couramment utilisés dans la fabrication des biocapteurs. Ils
sont généralement immobilisés chimiquement a la surface du transducteur. L’ immobilisation doit
étre judicieusement controlée afin d’assurer une orientation uniforme des sites récepteurs pour une
réaction d’affinité optimale. L’interaction avec un antigéne ou hapténe est spécifique et peut étre
amplifiée a I’aide de marqueurs fluorescents ou enzymatiques. Les biocapteurs qui utilisent

I’interaction antigéne-anticorps sont appelés immunocapteurs.

8-
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Les anticorps peuvent étre polyclonaux, monoclonaux ou recombinants, en fonction de leurs
propriétés de sélectivité et la facon dont ils sont produits. Ils sont les molécules importantes du
systéme immunitaire qui interviennent dans la reconnaissance de pathogenes, les immunoglobulines
(Ig) sont un type d’anticorps. Chaque anticorps est spécifique pour un antigéne particulier : un
antigéne peut étre une protéine, un sucre, un lipide ou toute molécule qui attaque un organisme et
active le systetme immunitaire. Les anticorps sont constitués de quatre chaines polypeptidiques
reliées par des ponts disulfures : deux de masse moléculaire 51 000 Da chacune, on les appelle
chaines lourdes H (heavy) ; deux de masse moléculaire 22 000 Da chacune, on les appelle chaines
légeres L(light) (Da=Dalton, le dalton est ’'unité de masse des atomes en biochimie, 1 Da = 1

g/mol). La partie de reconnaissance se trouve au niveau des chaines lourdes.

Trois classes principales d’immunoglobulines ont été décrites : les IgG, les IgA et les IgM, ainsi que
deux classes secondaires : les IgD et les IgE. 11 existe cinq types de chaines lourdes H, définissant
cing classes d’immunoglobulines : les chaines y correspondent aux IgG , les chaines « aux IgM, les
chaines o aux IgA , les chaines ¢ aux IgE et les chaines IgD. Il existe également deux types de
chaines légeres L : x (kappa) et A (lambda) que I’on trouve indifféremment dans les cinq classes

principales d’immunoglobulines.

La microscopie électronique a montré que les molécules d’immunoglobuline ont la forme d’un Y
(Figure 1.4) comportant deux extrémités remarquables. Chaque molécule d’anticorps présente deux
sites de liaison (paratopes) de I’antigene (aux deux sommets du Y). Le déterminant antigénique est

appelé épitope.
La formation d’un complexe antigéne-anticorps peut €tre assimilée a un équilibre chimique :
ActAg— Ac-Ag,

[Ac—Ag]

e gy
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La constante d’équilibre Keq, représente la constante d’affinité de 1’anticorps pour 1’antigéne. Elle

dépend pour un couple antigéne-anticorps :

- Du pH (qui modifie I’état ionique des groupements dissociables de 1’antigéne et de
I’anticorps) ;
- De la température ;

- De la force ionique du milieu.

Les forces unissant I’antigene a I’anticorps sont des liaisons faibles, mais néanmoins nombreuses :

forces de Van der Waals, forces ¢lectrostatiques, liaisons hydrogene, liaisons hydrophobes.

Partie Variable

(site actif)
‘\ Y ; <

Pont disulfure

Chaine lourde

Figure 1.4
Structure schématique d’une molécule d’anticorps

I.6. 2. Les Enzymes

Depuis le développement du premier biocapteur enzymatique par Clark et Lyons [2], 1’utilisation
d’enzymes comme élément de bioreconnaissance est un domaine bien développé et largement
étudié. Les enzymes sont choisies en fonction de leur capacité de liaison spécifique et de leur

activité catalytique.

—-10 -
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Presque toutes les enzymes sont des protéines a I’exception de quelques enzymes
ribonucleoprotéiques, dans lequel l'activité catalytique est dans I'ARN plutdét que dans la partie
protéique. Elles sont donc constituées d’un nombre €levé d'acides aminés. La partie importante de
I'enzyme est constituée d’un site actif. Le site actif est la région restreinte de 1’enzyme, qui prend
souvent la forme d'une cavité, au niveau de laquelle le substrat se fixe et pourra alors étre soumis a
l'action de I'enzyme afin de le transformer en produit (Figure 1.5). Le site actif est en général enfoui
dans la protéine.

Sa forme et celle du substrat sont exactement complémentaires. Le mod¢le de la clé et de la serrure
est utilisé en général pour expliquer la spécificité de I’enzyme pour un seul substrat. Par exemple la
glucose-oxydase est une enzyme spécifique qui ne catalyse pas 1’oxydation des autres sucres
comme le fructose ou le saccharose. Les enzymes ont pour mission d'accélérer (catalyser) des
millions de fois les réactions chimiques dans les organismes vivants sans étre consommeées ou
altérer les produits de la réaction [8, 9], d’ou I’appellation de biorécepteurs catalytiques. Leurs
propri¢tés fondamentales et leurs spécificités les rendent bien adaptées a la conception de

biocapteurs sélectifs.

Substrats

- Uy

Enzyme Complexe enzyme-substrats Enzyme

Figure 1.5
Meécanisme réactionnel d’une réaction enzymatique

Le nom de I’enzyme renseigne sur le, ou les substrats spécifiques et sur le type de réaction
catalysée. Il se termine par le suffixe ase. Par exemple la glucose-oxydase catalyse 1’oxydation du
glucose. Les oxydoréductases sont les enzymes les plus employées dans les capteurs

¢lectrochimiques.

—-11 -
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On peut toutefois classer les enzymes en six catégories suivant la réaction biochimique qu'elles

réalisent [10]:

+ les oxydoréductases, qui catalysent des réactions d'oxydoréduction (comme la peroxydase) ;

+ les transférases, qui transfeérent un groupement fonctionnel d'une molécule a l'autre (comme
les méthyltransférases qui transférent un groupement méthyle) ;

+ les hydrolases, qui hydrolysent des liaisons chimiques (comme les nucléases qui coupent
I'ADN ou I'ARN) ;

+ les lyases, qui rompent des liaisons mais en produisent de nouvelles simultanément (comme
I'adénylate cyclase qui produit 'AMP cyclique a partir d'ATP) ;

+ les isomérases, qui réarrangent les groupements fonctionnels d'une molécule pour former
des isoméres (comme les topoisomérases qui enroulent I'ADN) ;

+ les ligases ou synthétases, qui permettent la jonction de deux molécules (comme les ADN

ligases).

Dans une cellule vivante, toute activité met en jeu des réactions chimiques. Dans ces réactions, les
liaisons chimiques des molécules organiques sont rompues, si bien que de nouvelles liaisons
peuvent se former. Pour qu’une réaction démarre, les molécules ont besoin que leur environnement
leur fournisse un apport initial d’énergie. Cette énergie est appelée énergie (Ea) d’activation, elle
peut étre percue comme un obstacle énergétique qu’il est nécessaire de surmonter pour qu’une

réaction puisse avoir lieu (figurel-6A).

Les enzymes sont des protéines qui abaissent I’énergie d’activation par différents mécanismes. Elles
peuvent amener I’ensemble des molécules a prendre un état apte a réagir ou peuvent fournir un
microenvironnement favorable a une réaction. Donc sans enzymes, une Ex ne pourrait pas étre
surmontée a la température normale d’une cellule. Les réactions chimiques s’effectueraient si

lentement que la cellule en mourrait.

-12 -
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A. Réaction sans enzyme B. Réaction avec enzyme
2 | 2
e I 4
£ e
w EA w 1
| T
Réactifs k Réactifs \
Produit Produit
Déroulement de la réaction # Déroulement de la réaction #
Figure 1.6

A) Réaction sans enzyme, B) Réaction avec enzyme
Ea= ¢énergie d’activation.

I.6.3. L’ADN :

L'acide désoxyribonucléique (ADN) est une macromolécule biologique présente dans toutes
les cellules vivantes, elle renferme I'ensemble des informations nécessaires au développement et au
fonctionnement d'un organisme. L’unité de base de cette information est le géne. Un géne est une
petite séquence d’ADN particulicre qui va €tre utilisée par la cellule pour synthétiser les protéines,
les enzymes qui lui sont nécessaires pour assurer le bon fonctionnement de la machinerie cellulaire :
respiration, division et croissance, échanges avec les autres cellules, lutte contre les agressions

extérieures, dégradation ou transformation de différents métabolites...

La macromolécule d’ADN est formée par deux chaines complémentaires qui s'emboitent tout en
s'enroulant I'une autour de l'autre pour former une double hélice droite (Fig.1.7). Chaque chaine est
constituée d'un squelette formé de phosphodiesters et de sucres (le ribose) en alternance. Chaque
sucre porte en plus un groupe chimique appelé "base azotée" (une "lettre") du livre génétique; ces
lettres sont: A (pour adénine), T (thymine), G (guanine) et C (cytosine). C'est le fait que les bases A
et T, ainsi que G et C, peuvent s'appareiller entre elles qui permet la complémentarité des deux

chaines formant la double hélice. La complémentarité A-T et G-C fait que 1'on parle alors de "paires

de bases".

-13 -
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En plus de son réle comme biomolécule d’intérét biologique, ’ADN a suscité ’attention des
chercheurs pour la mise au point de biocapteurs d’ADN. Ces derniers sont obtenus en immobilisant
un ou deux brins d’acide nucléique sur la surface des transducteurs [11, 12]. Ces appareils servent a
I’analyse in situ du cancer [13, 14], de pathogeénes bactériens [15, 16], ou de mettre en évidence la
détérioration des molécules d’ADN en présence de certains polluants [17, 18]. L’utilisation des
molécules d’ADN double brin a été utilisée pour la détection rapide des toxines, des substances
organiques cancérogenes [19, 20] ou encore dans 1’identification de principes actifs anti-tumoraux
[21, 22]. Le terme employé¢ pour la réaction de reconnaissance ADN/ADN-complémentaire est

plutot celui d’hybridation.
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Figure 1.7
Structure de ’ADN
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I. 6. 4. Cellule entiére :

L’utilisation de cellules vivantes dans le domaine des biocapteurs permet un suivi en temps réel du
métabolisme cellulaire fournissant ainsi des informations précieuses permettant de détecter
rapidement la toxicité de certains agents dans I’environnement [23]. Les biocapteurs cellulaires sont
de nouveaux systemes hybrides utilisant des cellules vivantes comme ¢lément de reconnaissance
pour mesurer les changements physiologiques causés par un stimuli interne ou externe [24-27].
L’utilisation de cellules vivantes a été suggérée pour remplacer les enzymes purifiées afin
d’améliorer la réponse des biocapteurs. En effet, sous I’effet de molécules bioactives ou de
substances toxiques, les cellules fournissent plus d’informations que des biocapteurs enzymatiques.
De plus Tutilisation de cellules par rapport aux enzymes permet I’¢limination des étapes

d’extraction et de purification [28].

Parmi les inconvénients majeurs que représentent ces biocapteurs cellulaires est leur manque de
spécificité¢ liée a la présence d’un grand nombre d’enzymes. Pour pallier a ce probleme les
chercheurs ont fait appel a I’ingénierie génétique et a la biologie moléculaire, tout en procédant a
des modifications génétiques par fusion de certains genes avec des promoteurs, ces genes
rapporteurs pouvant étre des genes de sélection ou encore des genes codant pour un caractere

recherché ou permettant I’expression d’une molécule d’intérét.

Plusieurs cellules de différentes natures ont été intégrées dans la conception des biocapteurs
cellulaires, les plus communément utilisées sont les bactéries (Figure 1.8) [29-31], les levures [32,

33], les algues [34-36] ou encore les moisissures [37].

L’utilisation de cellules entieres permet ainsi d’obtenir des informations sur des cellules vivantes
pour des applications dans des domaines tres variés tels que la détection des pathogenes (virus,
bactérie) [38], le criblage pharmacologique [39], les applications biomédicales et biotechnologiques

[40] ainsi que les mesures environnementales [41, 42].
Les biocapteurs a base de cellule enticre, selon leur mode de détection, peuvent étre de nature

électrique, optique ou piézoélectrique ou une combinaison de ces différents types [43] ou de nature

¢lectrochimique [44-46].

—15-
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Figure 1.8
Image microscopique de Cocci

I. 6. 5. Bactériophages

Récemment, les bactériophages sont utilisés comme éléments de bioreconnaissance pour
l'identification de divers micro-organismes pathogénes. Ces bactériophages (phages) puissants sont
des virus qui se lient a des récepteurs spécifiques sur la surface de la bactérie dans le but d'injecter
leur matériel génétique a l'intérieur de la bactérie. Ces entités ont généralement des tailles de 20-
200 nm [47]. Les phages reconnaissent les récepteurs bactériens par les protéines de queue et de
pointes (Figure 1.9). Etant donné que la reconnaissance est trés spécifique, elle peut étre utilisée
pour le typage des bactéries et par conséquent elle a ouvert la voie a la mise au point de techniques
de détection spécifiques de pathogenes. Des chercheurs ont rapporté l'application des phages
comme un ¢lément de bioreconnaissance pour la détection de divers pathogénes comme E. coli
[47] , Staphylococcus S. aureus [48] et spores B. anthracis [49, 50] en utilisant différentes plates-

formes de détection.

Comme il est incapable de se multiplier indépendamment, le bactériophage détourne le

métabolisme de la cellule hote pour forcer celle-ci a le répliquer.

—-16 -
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Le cycle lytique d’un bactériophage est composé de cinq phases : I’adsorption du phage a la cellule
hote et la pénétration du matériel génétique viral, la synthése de 1’acide nucléique et des protéines
virus, I’assemblage des virions complets et la libération des particules nouvelles a 1’extérieur de la

cellule hote.

ADN Téte

Collerette

Queue

Fibre
de queue

Pointes

Figure 1.9
Représentation schématique d’un phage

Les phages s’attaquent uniquement aux bactéries, généralement les jeunes bactéries en pleine
croissance, dans lesquelles ils peuvent se reproduire. Ensuite, les bactéries se désintégrent et
liberent chacune 10 a 200 phages, qui vont faire de nouvelles victimes. La figure .10 présente le
scénario de I’attaque. Le phage s’attache a la surface de son hdte (1), et I’ADN est injecté dans la
cellule. La “machinerie” cellulaire produit ensuite de nouveaux ADN phages et protéines phages
(2;3). Les nouveaux phages s’assemblent a I’intérieur de la cellule bactérienne (4), qui est lysée (5)

et les phages matures sont libérés.

—-17 -



CHAPITRE | NOTIONS DE BASES SUR LES BIOCAPTEURS
PRESENTATION DES DIFFERENTS BIOCAPTEURS

Figure 1.10
Cycle lytique d’un bactériophage.

I. 6. 6. Les Acide Nucléiques Peptidiques (PNAs) :

Les acides nucléiques peptidiques (PNAs) figurent parmi les biorécepteurs de synthese. Il s’agit
d’oligo-amide artificiel composé d’une répétition d’unités N-(2-aminoethyl)-glycine reliées chacune
a une base nucléique par une liaison méthyléne carbonyle (Figure 1.11), qui se greffe sur 1’acide
nucléique (ADN et ARN) de séquence complémentaire formant un complexe de stabilité tres élevée
[51]. Les progres récents dans la reconnaissance d'acides nucléiques, comme l'introduction d’acide
nucléique peptidique (PNA) a ouvert des opportunités intéressantes pour les biocapteurs 8 ADN. En
effet le PNA est un ADN synthétisé dans lequel le squelette sucre-phosphate est remplacé par un
pseudo-peptide.

—18 -



CHAPITRE | NOTIONS DE BASES SUR LES BIOCAPTEURS
PRESENTATION DES DIFFERENTS BIOCAPTEURS

N =

N
N =

Figure 1.11
Structure d’un acide nucléique peptidique

L’utilisation de 1’acide nucléique peptidique comme molécule sonde présente plusieurs avantages
tels que des caractéristiques de qualit¢ d'hybridation, la détection de mésappariements d'une seule
base et une amélioration de la stabilit¢ enzymatique par rapport a des acides nucléiques et

chimiques.

En outre, sa structure moléculaire différente permet de nouveaux modes de détection sans marquage
et de contribuer de fagon significative a la mise en place d’un processus d’analyse fiable, rapide et
stable. Dans le cas de ['utilisation de biorécepteurs d'acide nucléique pour la détection de
pathogenes, l'identification des séquences spécifiques est obtenue en faisant correspondre les paires

de bases complémentaires par hybridation sur un brin d’ADN spécifique de cet organisme.

Etant donné¢ que chaque organisme posséde des séquences uniques d'ADN, toute autoréplication
d’un micro-organisme peut €tre facilement identifiée. Les biocapteurs a base d'acide nucléique
comme ¢lément de bioreconnaissance sont simples et rapides, et donc ils sont largement utilisés
dans la détection de pathogénes. Contrairement aux enzymes ou aux anticorps, les films de

reconnaissance des acides nucléiques peuvent étre facilement synthétisés et régénérés.
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Des biocapteurs a base d’acide nucléique peptidique ont été utilisés pour la détection des
pathogeénes alimentaires tels que E. coli O157: H7 [52] et Salmonella ssp [53]. Les puces
d'hybridation d'’ADN ont été suggérées comme une plate-forme pour la détection simultanée de
plusieurs micro-organismes pathogénes dans les aliments en un temps relativement court. La
reconnaissance de l'acide nucléique en utilisant les PNAs comme ¢lément de bioreconnaissance a

¢té rapportée par de nombreux chercheurs [54-59].

Les biocapteurs a base PNA peuvent étre utilisés pour détecter des agents pathogenes recherchés
avec une grande stabilit¢ et une affinité¢ accrue pour des séquences cibles. Mais le principal
inconvénient du PNA est que la synthese est trés coliteuse. Les autres inconvénients du PNA sont:
peu solubles en milieu aqueux, de plus, les longs oligomére de PNA, en fonction de leur séquence,

sont sujets a l'agrégation, difficiles a purifier et difficiles a caractériser [60].

I. 6. 7. Polymeres a empreintes moléculaires (MIPs) :

L’impression moléculaire est 1'une des techniques de fabrication des sites de reconnaissance
artificielle par la formation d'un polymere autour d'une molécule qui peut étre utilisée comme
modele. Les polymeres a empreintes moléculaires (ou MIPs en anglais pour Molecularly Imprinted
Polymers) sont apparus récemment en vue de mimer les récepteurs biologiques (anticorps,

recepteurs, enzymes) [61].

Ils peuvent étre synthétisés pour toute molécule d'analyte et sont capables de reconnaitre les
molécules cibles avec des affinités et des spécificités égales a celles des éléments de reconnaissance
biologique. La synthése est généralement réalisée dans un solvant aprotique et peu polaire
(dichlorométhane) en présence de monomeres préalablement choisis pour leur capacité a
développer de fortes interactions non covalentes (liaisons hydrogénes) avec la molécule empreinte.
Apres polymérisation autour de cette molécule, son élimination conduit a la présence de cavités
spécifiques (figure 1.12). Ainsi, lors de la détection d’un échantillon, le MIP retient sélectivement la

molécule empreinte et des composés de structure proche.
Les MIP offrent comme avantages une grande stabilité chimique et physique, une faible quantité de

molécules bioactives nécessaires, et la possibilité de répartir spatialement les groupes fonctionnels

de sorte a préserver les sites actifs de reconnaissance.
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L’utilisation de polymeéres a empreinte moléculaire peut résoudre les problémes les plus souvent
rencontrés tels que la stabilité¢ thermique, 1’influence du pH sur le comportement ou la conservation
dans le temps. En effet, la structure polymérique offre des propriétés de stabilité, de robustesse et de
reproductibilit¢ dans des conditions séveres [62] qui ont poussé le développement de tels

biorécépteurs.

Monomere Actif

F m
@

Z 1

‘f,.",'

A

Molécule cible

Figure .12
Principe d’assemblage spécifique des polymeéres a empreinte moléculaire (MIP).

I. 6. 8. Les Aptameres :

Récemment de nouvelles molécules de synthése sont apparues et présentent une aptitude a étre
utilisées comme biorécepteur a savoir les aptameres, c’est a cette famille que nous nous sommes

intéressés dans la premiere partie expérimentale de ce manuscrit.

Les aptameéres sont des simples brins d’ADN ou d’ARN qui ont une capacité¢ de reconnaitre
différentes cibles, notamment des protéines, avec de fortes affinité et spécificité. Ils sont faciles a
immobiliser a la surface d’un biocapteur et peuvent étre synthétisés de facon reproductible et en

grande quantité [63].
Dans ce travail, nous avons utilis¢é un aptamere pour la reconnaissance de la thrombine et nous

développerons plus en détail la sélection et la fixation des aptaméres sélectionnés sur les

transducteurs électrochimiques dans la partie expérimentale de ce manuscrit.
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I. 7. Classification des biocapteurs selon le type de transduction :

Le Transducteur

Le transducteur assure, par I’intermédiaire de moyens de détection optique, ¢lectrochimique,
calorimétrique, piézoélectrique ...., la conversion d’une grandeur a analyser (par exemple la

concentration) en un signal ¢lectrique (charge, tension, courant) quantifiable.

La combinaison d'un récepteur et d'un transducteur devrait déboucher sur un grand nombre
de biocapteurs. En réalité, il faut qu'il y ait compatibilité entre le transducteur et le récepteur
pour l'obtention d'un signal ¢lectrique car on ne peut pas, par exemple, utiliser un
transducteur thermique si la réaction de transformation de la substance cible ne donne pas
lieu a une variation d'enthalpie. Les transducteurs électrochimiques couplés a des récepteurs
sont relativement faciles a réaliser en pratique car ces composants sont souvent disponibles

sur le marché ou peuvent €tre obtenus assez facilement.

Sur la figure 1.13, la grandeur physico-chimique objet de la mesure est représentée par
«m ». Le capteur soumis a I’action de cette grandeur présente un signal de nature électrique

désignée par « s » et qui est fonction de « m » :

s=F (m)

Pour tout capteur, cette relation est explicitée par un étalonnage : pour un ensemble de
valeurs de m connues avec précision, on mesure les valeurs correspondantes de «s»
(figurel.13 a) ; par cette relation a toute valeur mesurée de « s », on peut déterminer la

valeur de « m » correspondante. (figure 1.13b).
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SA (a)
Grandeur a mesurer
(m)
>
m
Capteur
SA (b)
Si
Grandeur électrique
(s)
>
m

Figure 1.13
Courbes d’étalonnage d’un capteur

(a) son établissement a partir de valeur connue de « m »

(b) son exploitation a partir des valeurs mesurées de la réponse « s » du capteur

Différentes méthodes de détection peuvent étre mises en ceuvre incluant les méthodes optiques,
mécaniques, ¢lectriques ou encore ¢électrochimiques. Nous nous attachons donc dans ce paragraphe,

a présenter quelques exemples de ces modes de détection.

I. 7. 1. Transduction piézoélectrique

La piézoélectricité (du grec « piézein » presser, appuyer) est la propriété possédée par certains corps
qui se polarise ¢électriquement sous 1’action d’une contrainte mécanique. Inversement ces corps
peuvent se déformer sous I’action d’un champ électrique, c’est un processus réversible. La
piézoélectricité traduit donc l'interdépendance des propriétés électriques et mécaniques de certains

matériaux.
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Ce phénomene a été découvert pour la premiere fois au XIXeme siecle par les fréres Pierre et
Jacques Curie quand ils ont montré que le quartz soumis a une tension ¢électrique, vibre a une

fréquence tres stable et bien définie.

Les matériaux piézoélectriques sont de différentes natures, ils peuvent étre des matériaux naturels
(quartz, topaze, tourmalite, berlinite...) ou artificiels (céramiques, polymeres ...). Le quartz est le
cristal le plus utilis¢ (Figure 1.14) pour des applications analytiques vu les propriétés ¢lectrique,

mécanique et chimique qu’il présente.

Figure 1.14
Quartz minéral

La microbalance a quartz (QCM) [64, 65] est le mode de transduction piézoélectrique le plus utilisé
dans le domaine des biocapteurs. Elle comprend un quartz métallisé (généralement un disque de 10
a 16 mm de diameétre avec une épaisseur d’environ 0,15 mm) sur lequel les biorécepteurs sont
immobilisés (Figure 1.15). Une tension alternative est appliquée, la fréquence de résonance varie en
présence d’especes chimiques ou biologiques adsorbées sur le quartz. La loi de Sauerbrey permet de
calculer, a partir de la variation de fréquence de résonance, la masse déposée sur la surface de
quartz (Eql.1). Cependant, cette équation ne s’applique que pour des dépots uniformes, rigides et

minces.
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Af ==2.3X1070 X f320 oo (EQLD)

Avec
Af': écart de fréquence a la résonance (en Hz) ;
fo fréquence fondamentale de résonance du cristal (en Hz) ;
Am : variation de masse (en g) ;

A : surface de I’électrode (en cm?).

La microbalance a quartz est une technique de biodétection trés sensible avec une grande spécificité
capable de mesurer des changements de masse de 1’ordre du nanogramme [66] ceci signifie que
cette technique permet de mesurer des changements de masse ¢équivalent & une monocouche

d’atomes, la rendant extrémement attractive dans de nombreux domaines d’application.

Elle est peu colteuse du fait qu’elle repose sur une instrumentation simple et 1égere. La sensibilité

obtenue est environ 100 fois supérieure a celle d’une balance ¢lectronique [67].

Les biocapteurs piézoélectriques ont été utilisés dans le domaine de I’agroalimentaire [68], dans le
domaine de ’environnement pour la détection de composés organiques volatils ou de bactéries
pathogenes [69] ou dans celui de la sant¢ humaine pour le diagnostic rapide de certaines

maladies[70].

Cristal de Quartz

Electrodes
Métalliques

Figure 1.15.
Représentation schématique d’une microbalance a quartz
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I. 7. 2. Transduction thermique

Les biocapteurs a transduction thermique sont appelés biocapteurs thermométriques ou biocapteurs
enthalpimétriques et permettent la détection de 1’énergie calorifique qui se produit dans une réaction
chimique catalysée par des enzymes ou des micro-organismes. Cependant, la chaleur ne peut pas
étre parfaitement confinée dans un systéme adiabatique et présente toujours une perte d'information
car la chaleur produite est en partie perdue par rayonnement, conduction ou convection ce qui rend
ces biocapteurs peu sensibles ; ils nécessitent des montages différentiels trés bien équilibrés afin de

compenser toute variation de température parasite.

La quantité¢ de chaleur produite ou absorbée est proportionnelle a 1’enthalpie molaire et au nombre
total de molécules réactives. La variation d’enthalpie est utilisée a la variation de température selon

la relation :

nAH

Avec

n : nombre de moles de substrat ayant réagi ;
AT : variation de température ;
AH : variation d’enthalpie ;

Cp : capacité calorifique totale du systeme.

Les biocapteurs thermiques peuvent étre basés sur des thermistances ou des piles. Plusieurs
composé€s importants pour le controle de la qualité des denrées alimentaires ont été déterminés en
utilisant des transducteurs thermiques, y compris l'acide ascorbique, le glucose, le lactate, le
galactose, 1'éthanol, le saccharose, la pénicilline G, la céphalosporine et de 'acide oxalique [71-74]

Il faut noter aussi que des enzymes, des cellules microbiennes et des anticorps ont ¢té¢ également
utilisés dans ces dispositifs pour des dosages immuno-enzymatiques thermométriques (TELISAs).

Cette technique a été appliquée a des tests de contamination microbienne dans les produits

alimentaires [72].
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I. 7. 3. Transduction Optique

Les techniques optiques utilisées dans le domaine des biocapteurs sont trés nombreuses et peuvent
étre utilisées pour mesurer : de I’absorbance, de la chimiluminescence, de la fluorescence, de la
résonance plasmonique de surface, de I’onde évanescente etc.

La reconnaissance moléculaire, dans ce mode de transduction, se traduit par des changements de

propriétés optiques comme 1’absorption, la diffusion, ou I’indice de réfraction.

Les transducteurs optiques sont parmi la catégorie des biocapteurs les plus populaires et les plus
répandues a des fins de détection du fait de leur sélectivité et leur sensibilité. Ils ont un caractére
non destructif, qui permet de faire des mesures in situ et en temps réel, ce qui permet de suivre la

cinétique de croissance.

Aussi ces biocapteurs optiques offrent la possibilité d’étre miniaturisés et une capacité de détection

simultanée de plusieurs analytes.

Plusieurs capteurs optiques ont ¢té proposés pour 1’analyse biomédicale, agro-alimentaire et

environnementale.

« Fibre optique

Les capteurs a fibres optiques sont issus de la rencontre de deux technologies : les fibres
optiques utilisés en télécommunication et 1I’optoélectronique [75]. Ces deux technologies ont
connu un développement extraordinaire ces deux derni¢res décennies notamment au niveau
de I’amélioration des performances, de la diminution des cofts et miniaturisation. Tout cela

permis I’émergence de ces biocapteurs avec de nombreux avantages :

v" La fibre optique présente le plus haut degré de miniaturisation d’un composant optique,

v' Elle s’affranchit des problémes liés aux déplacement mécaniques des appareillages
traditionnels ( ex : prisme pour la SPR (Résonance plasmonique de surface)...) ;

v Ce type de capteur permet d’obtenir des mesures dans des endroits peu accessibles ou
hostiles et est capable de transporter ’information sur la grandeur mesurée sur une

longue distance.
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v' 1l faut également signaler leur inertie chimique, leur compatibilité avec une large
gamme de modifications de surface, la disponibilit¢ de lasers bon marché et de

photodétecteurs [76].

Une fibre optique est un guide d’onde composé d’un cceur en silice d’indice optique ni,
entourée d’une gaine d’indice 1égerement inférieur nz, le milieu ambiant ayant un indice nop

[77] (Figure 1.16 ).

Coeur Gaine Protection

Figure 1.16
Schéma d’une fibre optique

Les conditions de guidage de la lumiere sont définies par :

Ou @ est I’ouverture numérique de la fibre ou I’angle d’injection limite du rayon incident.

Les biocapteurs a fibres optiques peuvent étre classés en deux catégories [77] :

- Les capteurs extrinseques le matériau spécifique se trouve en bout de fibre, c’est en
général une substance dont 1’absorption est modifiée en présence de I’espece a détecter ou
qui présente des propriétés de fluorescence qui sont modifiées en présence de 1’espece a
détecter. Une fibre conduit la lumiére excitatrice, une seconde fibre transporte le signal émis

par le matériau spécifique jusqu'a un détecteur [78].

- Les capteurs intrinséques mettent en jeu les caractéristiques propres de la fibre et en
particulier la modulation du champ évanescent a I’interface cceur/gaine en présence de
I’espece a détecter. Ce sont, par exemple, des capteurs interférométriques qui exploitent les

changements de phase de la lumiére transmise. Dans le cas d’un biocapteur, une partie de la
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fibre dénudée constitue 1’¢lément sensible du biocapteur. La surface de cette partie est
fonctionnalisée par des molécules spécifiques d’intérét. Lorsque la fibre est polarisée par
une source de lumicre, la couche sensible cause un changement d'indice de réfraction en
présence de I’espéce a détecter, d’ou la variation de I’intensité de la lumiére mesurée. Ce
type de capteur peut ¢Etre utilisé aussi pour détecter des variations de pression, de
température ou de champ magnétique, mais aussi de la composition d’une atmosphére

gazeuse [79-81].

o Interférometre de Mach- Zender

Ce type de capteur repose sur la perturbation de la lumiére se propageant dans un bras d’un
guide optique. Quand une lumicre se propage dans un guide d'onde optique par
l'intermédiaire de la réflexion interne totale, un champ évanescent s'établit a l'interface
coeur/gaine et se prolonge jusqu’au bout du guide. Si la surface du guide d'onde est
fonctionnalisée par des molécules spécifiques d’intérét, la couche sensible cause un

changement d'indice de réfraction et la vitesse de phase du mode guidé diminue.

Dans une configuration typique de I'interférometre Mach-Zehnder, la lumiere de guidage est
divisé en deux branches par l'intermédiaire d’une jonction Y. Une branche fonctionnalisée
est utilisée comme bras sensible alors que 1'autre sert de branche de référence (figure 1.17).
A la sortie, la lumicére propagée dans les deux branches est réunie dans une deuxiéme
jonction Y, et il en résulte une interférence. L’intensité¢ de la lumiere obtenue est mesurée
par un détecteur photoélectrique. Un changement au niveau de la surface du capteur
provoque un changement de I’indice de réfraction de la branche contenant 1’¢lément

sensible, il en résulte alors un changement de I’intensité de la lumiére détectée 1.
Des mesures interférométriques différentielles peuvent étre réalisées grace a la configuration
toute particuliere de ce dispositif ce qui permet 1’élimination du probléme d’interactions non

spécifiques.

Ce type de capteur permet de faire des mesures avec une grande sensibilité et une grande

précision.

—-29 —



CHAPITRE | NOTIONS DE BASES SUR LES BIOCAPTEURS

PRESENTATION DES DIFFERENTS BIOCAPTEURS

Le premier biocapteur basé sur ce principe a été réalis¢ pour le développement d’un
immunocapteur pour la gonadotrophine chorionique en 1993 [82], par la suite, beaucoup de
chercheurs se sont intéressés a ce types de biocapteurs et les études scientifiques sont

nombreuses sur ce sujet [83-86].

Source de lumiére Branche de référence
- -
ey, ¥
S\
A\

S |
- T o

Détecteur
Branche

Figure 1.17
Schéma de principe d’un interférométre Mach-Zender.

Résonance plasmonique de surface (SPR)

La résonance plasmonique de surface est une technique analytique optique qui repose sur
I’oscillation de densité de charge qui existe a I’interface de deux milieux présentant des

constantes di¢lectriques de charges opposées, un métal et un diélectrique.

Lorsqu’un rayon de lumiere monochromatique illumine une interface entre ces deux milieux
d’indices de réfraction différents, une partie de la lumiere incidente est réfléchie sur

I’interface et I’autre partie de la lumiére est réfractée a travers la surface.

En pratique, c’est la configuration de Kretschmann [87] qui est la plus employée dans le
développement des instruments SPR. En fait, une source de lumiére monochromatique
polarisée est envoyée vers 'interface entre les deux milieux (verre et solution biologique)

(figure 1.18).
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Le verre est recouvert d’un film mince métallique (d’une épaisseur inférieure a celle de la
longueur d’onde de la lumiére). L’intensité de la lumiere réfléchie diminue fortement pour 6
¢gal a I’angle incident spécifique (appelé angle de résonance des plasmons de surface). Cette
extinction est due au transfert de 1’énergie de résonance entre I’onde évanescente et les
plasmons de surface. Les conditions de résonance dépendent de la nature et de 1’épaisseur du

film métallique et du matériel adsorbé a la surface.

Analytes

Figure 1.18
Schéma de principe de la résonance plasmonique de surface

Les biocapteurs a base de SPR permettent de suivre les interactions moléculaires en temps réel et
sans marquage spécifique [88]. Les changements de masse induits par 1’association et la
dissociation du complexe analyte/ligand a la surface modifient I’indice de réfraction du milieu et
décalent la position de I’angle de résonance (Figure 1.19). C’est une approche qui permet d’obtenir
des informations sur la cinétique de réaction, 1’épaisseur et la masse de la couche déposée sur la

surface ainsi que sur le nombre de molécules fixées.
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Réponses d’un capteur a résonance plasmonique de surface
(a) réflectivité en fonction de 1’angle d’incidence de la source par rapport a la surface,

(b) suivi de I’angle de résonance en fonction du temps.

Aux cours de la derniere décennie, la résonance de plasmons de surface a été étudi¢e sur différents

aspects et elle a fait I’objet de nombreuses recherches et publications [89-92].

Dans le domaine des biocapteurs, la SPR trouve beaucoup d’applications, elle a été utilisée pour
suivre des interactions antigeénes/anticorps [93], des interactions ADN/proteines [94], ou des
interactions entre enzymes et substrat [95]. Récemment, un biocapteur SPR miniaturisé a été
propos¢ avec la possibilité de détecter en temps réel des interactions biomoléculaires sur des

nanostructures [96, 97].

I. 7. 4. Transduction électrochimique

Les biocapteurs ¢lectrochimiques font appel a des phénomenes électrochimiques proprement dits.
Par définition, I'électrochimie est la science qui décrit les propriétés de couplages réciproques de la
matiere avec l'¢lectricité, qu'il y ait transformation (définition restrictive) et/ou déplacement

(transport) des especes chimiques. Dans ce cadre, la transduction peut étre de type :

- Faradique, lorsqu'il y a une consommation locale de matiére par une réaction d'électrode

(I'espece est dite électroactive). Les capteurs ampérométriques et coulométriques entrent
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dans cette catégorie, de méme que ceux qui fonctionnent sur un mode de type pile a

combustible ;

- Non-Faradique, dans ce cas, il n'y a a priori pas de consommation de matiére, donc pas de
perturbation notable du milieu analysé. Les capteurs impédancemétriques et

potentiométriques (ou galvaniques) sont de ce type.

Depuis Faraday (1791-1867), ont ¢té établies les relations qui régissent les réactions
¢lectrochimiques, c’est-a-dire les réactions dans lesquelles interviennent des particules chargées
¢lectriquement, généralement des ions et des ¢lectrons, dans un milieu dissociant comme 1’eau. Un
capteur ¢lectrochimique est donc, avant tout, un conducteur €lectrique que 1’on implante au sein du
milieu a étudier ; il s’¢tablit alors un transfert de charges entre les especes chargées présentes et le
capteur ; la variation résultante d’énergie libre a 1’interface est détectée par le capteur, et transmise a

la chaine de mesure sous la forme d’un signal ¢lectrique : courant ou tension.

Dans le cas d’une transduction électrochimique, la fixation de 1’analyte entraine généralement des
modifications physico-chimiques au niveau de I’interface, ce qui modifie le signal électrique de

sortie.

Les biocapteurs ¢électrochimiques se répartissent en quatre catégories : ampérométrique,
potentiométrique, impédimétrique et conductimétrique sur la base des parameétres observés tels que

le courant, le potentiel, ’'impédance et la conductance respectivement [98].

+ Biocapteurs a transduction ampérométrique

L’ampérométrie est une technique qui repose sur la détermination de 1’intensité de courant
qui traverse une cellule électrochimique dans des conditions déterminées : I'intensité de ce
courant est fonction notamment de la concentration des corps électroactifs et du potentiel
imposé. Dans les conditions précises, il est possible, apres étalonnage, de déterminer la
concentration de certains corps présents a partir de la mesure de I’intensité¢ de courant [99].
Dans la plupart des cas, on effectue une oxydation ou une réduction d’une espéce a une
¢lectrode indicatrice, la seconde électrode étant en général une électrode de référence

(Figure 1.20).
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Figure 1.20
Principe de la mesure ampérométrique

Si ’on applique a I’¢électrode indicatrice un potentiel E variable par rapport a 1’¢lectrode de
référence, et que I'on trace la courbe de polarisation i= f(E), la valeur de i du palier limite de

diffusion est proportionnelle a la concentration du corps oxydé ou réduit a I’électrode indicatrice.

La transduction ampérométrique est la méthode de détection électrochimique la plus ancienne et la
plus utilisée dans la fabrication des biocapteurs. La majorité des dispositifs commercialisés sont des
¢lectrodes ampérométriques recouvertes d’une membrane enzymatique. Le principe de
fonctionnement des biocapteurs ampérométriques repose sur le suivi du processus de transfert de

charges.

Les biocapteurs ampérométriques, ont conduit a la production de dispositifs préts a 1’emploi. Ils
sont fondés sur le suivi des processus de transfert d'électrons. Le signal de ces biocapteurs est
généré par l'échange d'¢lectrons entre le systeme biologique dans la couche du bio-récepteur et

I’électrode de travail.

De maniere générale, quand on parle de l'utilisation d’un biocapteur ampérométrique, la substance a
analyser est soumise a, ou impliquée dans, une réaction d'oxydo-réduction qui peut étre suivie par la
mesure du courant dans une cellule électrochimique. L'analyte, ou les espéces formées par

l'intermédiaire d'une réaction (bio)chimique, modifie son état d'oxydation a une électrode. Le flux
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d'électrons est alors controlé et il est proportionnel a la quantit¢ de I'espéce transformée

¢lectrochimiquement sur 1'¢lectrode.

Ces biocapteurs ampérométriques présentent une sensibilité supérieure a celle des biocapteurs
potentiométriques [100], ils sont peu coliteux et offrent une réponse trés rapide avec une gamme
linéaire tres large [101]. De nombreux chercheurs ont rapporté la détection ampérométrique du
glucose [102, 103], des cytokines [104], de 1'acide nucléique et des antigénes dans l'identification

des maladies/diagnostic [105]...etc.

On peut distinguer trois générations de biocapteurs ampérométriques selon le principe de

fonctionnement :

1. la premicre génération de biocapteurs ampérométriques mesure la consommation de
I’oxygene ou la production d’ecau oxygénée lors de la 1’oxydation du substrat par une

oxydase immobilisée.

2. La seconde génération de biocapteurs évite |’utilisation de 1’oxygeéne et utilise des
médiateurs redox (sels organométalliques) en tant que transporteurs d’électrons. Par simple
adsorption, le médiateur peut étre retenu a la surface de I’¢électrode, ou emprisonné dans les
mailles du polymeére ou greffé sur celui-ci...etc. Plusieurs médiateurs ont été utilisés dans
divers biocapteurs pour la détection du glucose tel que le ferrocéne, les quinones,
I’hexacyanoferrate, la phénazine-méthosulfate, le tétracyanoquinodiméthane (TCNQ)

[106,107].

L'élimination de la dépendance par rapport a 1'oxygene de la premicre génération a permis
de mieux contrdler la réaction enzymatique et les performances du capteur et de diversifier

les applications des biocapteurs ampérométriques.

3. La troisieme génération concerne la co-immobilisation de I’enzyme et du médiateur qui peut
étre accomplie par immobilisations successives du médiateur et de 1’enzyme ou par
immobilisation du mélange. Ces biocapteurs de troisieme génération offrent tous les
avantages des capteurs de seconde génération, avec de nouvelles caractéristiques. En effet,

ces nouveaux biocapteurs présentent une nouvelle autonomie puisque ni l'enzyme ni le
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médiateur ne doivent étre ajoutés dans le milieu de mesure ce qui facilite la réalisation de

mesures repetees.
+ Biocapteurs a transduction potentiométrique

Le principe des biocapteurs potentiométriques repose sur la mesure d’une différence de
potentiel entre 1’¢lectrode de travail et une ¢lectrode de référence. Dans ce cas I’analyte n’est
pas consommeé, c¢’est une méthode non destructive ( le courant circulant a travers 1'électrode
est ¢gal ou proche de zéro). Cette méme catégorie peut Etre subdivisée en trois sous
catégories : les ¢lectrodes sélectives aux ions (ISE) constituent la part la plus importante, les
¢lectrodes redox et les transistors a effet de champ (ISFET) qui connaissent un essor
important et constituent des microcapteurs. Tous ces capteurs obéissent a une loi de type

Nernst (une relation logarithmique entre le potentiel généré et D’activité de 1’espece

détectée).

AdD = cte + % Inaq; Loide Nernst ......................... (Eq 1.4)

Ou
A® représente la différence de potentiel de part et d’autre de la couche sensible
Z; est la charge de I’ion i considéreé,
R : constante des gaz partaits (R = 8,314 J/(K.mol)),
T : température absolue (K),
F : constante de Faraday (F = 96485,309 C/mol).
a; . représente 1’activité des ions i dans la solution de mesure par rapport a un

systeme de référence infiniment dilué.

Dans un milieu donné I’activité est reliée a la concentration par la relation a = yc, dans laquelle y est

le coefficient d’activité. Celui-ci dépend de la force ionique I du milieu, c’est-a-dire de la quantité et

1=1/22cizi2
i

I1 est donc nécessaire de faire en sorte que la force ionique des solutions d’étalonnage et de mesure

de la charge des ions présents :

soit la méme afin que le terme vy soit constant. Pour cela, la technique généralement utilisée consiste

a ajouter un exces important d’ions indifférents (ou électrolyte support ou sel de fond) dans les
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solutions de mesure, afin que les variations de concentration mesurées soient toujours négligeables

devant la quantité totale d’ions présents.

La figure 1.21 représente le principe de fonctionnement de la transduction potentiométrique

Potentiometre

Electrode de référence

Solution a analyser Membrane sélective

@ : cation
® : anion

Figure 1.21
Dispositif expérimental pour réaliser des mesures potentiométriques

Dans la littérature, de nombreuses publications ont été rapportés sur 1’utilisation des biocapteurs

potentiométriques dans I’¢électroanalyse. On peut citer quelques exemples :

Un biocapteur a base de nanotubes de ZnO a été proposé pour la détection du cholestérol [108].

Un biocapteur potentiométrique destiné pour la détection de phosphates en utilisant la réticulation
chimique de la purine nucléoside phosphorylase (PNP) et la xanthine oxydase (XOD) dans un
mélange de glutaraldéhyde (GLA) et de sérum albumine bovine (BSA), ce systeme a permis d’avoir

un biocapteur stable et fiable [109].
Récemment I’enzyme uréase a été¢ fixée de maniere covalente sur le poly (méthacrylate de

glycidyle) (PGMA) greffé¢ par des nanoparticules d'oxyde de fer sur électrode d’or pour la

fabrication de biocapteurs d'urée [110] etc.
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« Biocapteurs a transduction conductimétrique

Cette technique consiste a mesurer la conductance ¢électrique d’une solution é€lectrolytique
contenant des charges électriques mobiles, constituées par I’ensemble des ions.

En pratique la mesure de la conductance d’un électrolyte s’effectue en immergeant dans la
solution une cellule de mesure comprenant deux ¢lectrodes soumises a un signal électrique
(figure.l.22), généralement alternatif et de fréquence choisie pour minimiser les effets dus
aux polarisations. La surface S et la longueur / des ¢lectrodes sont déterminées par
¢talonnage dans une solution de conductivité connue. La conductance ¢électrique G, inverse
de sa résistance, est proportionnelle a la surface S de la section perpendiculaire a la direction

du courant et inversement proportionnelle a sa longueur. Elle est donnée par 1’équation

suivante :

*S
G="1

[ e (B 1)

Avec G conductance (S), y conductance spécifique ou conductivité, caractéristique du corps ; elle

est exprimée en Siemens par centimétre, S la surface en cm? et la | longueur en cm.

Générateur
Anode Cathode
@ : cation
® : anion

Figure 1.22
Dispositif expérimental pour réaliser des mesures conductimétriques

En premicre approximation, pour des solutions de concentration faible, la conductivité est

proportionnelle a la concentration de I’¢lectrolyte.
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Les biocapteurs conductimétriques qui ont été¢ proposés sont destinés a la détection de bactéries

[111], de métaux lourds [112], de pesticides [113] et de I'urée [114].

Récemment un biocapteur a été proposé pour une multi détection du maltose, lactose, saccharose et

glucose.

Ces deux dernic¢res décades, une attention toute particuliere de la part des chercheurs pour cette

méthode d’analyse est justifiée par le nombre ascendant de travaux dans les revues et journaux.

Biocapteurs a transduction impédimétrique

La spectroscopie d’impédance ¢lectrochimique « SIE » a ¢té longtemps utilisée pour étudier
les systémes ¢lectrochimiques y compris ceux qui sont impliqués dans la corrosion [115],
1’¢lectrodéposition [116], les batteries [117] et les piles a combustible [118]. Ces derniéres
années, la SIE est apparue comme une technique alternative aux techniques d’analyses
conventionnelles notamment dans la conception et 1’¢laboration des biocapteurs et la

caractérisation de 1I’édifice moléculaire qui constitue les biocapteurs.

L’¢tude des surfaces modifiées représente 1’usage majeur de cette technique [119], ce qui
permet entre autre la détection spécifique de I’interaction entre un ¢élément de
reconnaissance immobilisé et une entité cible. La spectroscopie d’impédance renseigne
¢galement sur la cinétique de déroulement des phénomenes moléculaires au niveau de
I’interface, ainsi que sur les taux de couverture et I’efficacité des greffages. La SIE s’est

imposée comme un outil analytique trés puissant vu le nombre de publications actuelles.

Son principe est trés simple, il consiste a surimposer une tension sinusoidale aux bornes de
I’échantillon polarisé, dans une gamme de fréquence aussi large que possible, et par
I’intermédiaire du courant qui en résulte il est possible de calculer 1’'impédance de
I’échantillon. La mesure de I’impédance s’effectue dans une cellule classique a trois
¢lectrodes, une électrode de travail fonctionnalisée par 1’élément sensible (biorécépteur), une

¢lectrode de référence au calomel saturé et une électrode auxiliaire en platine (cf.Fig 1.23).
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Electrode auxiliaire

Electrode de référence

Electrode de travail

Figure 1.23
Dispositif expérimental pour réaliser des mesures impédimétriques

La SIE a ¢ét¢é utilisée pour la détection de détergents [120], de pesticides [121], de métaux lourds [122],
d’agents pathogenes tels que les bactéries [123], I’¢laboration d’immunocapteurs [ 124, 125]...etc.
Les applications de I'impédance dans le domaine des biocapteurs sont trés nombreuses et le

nombre de travaux publiés ne cesse d’augmenter [126].

Cette technique a été utilisée dans ce travail et sera présentée en détails dans le deuxiéme chapitre.

I. 8. Techniques d’immobilisation

L’immobilisation de 1’¢lément biologique (enzymes, anticorps, cellule ou tissus ...) sur la surface du
transducteur est certainement 1’étape la plus importante dans la fabrication et la conception des
biocapteurs. Différentes techniques d’immobilisation de I’entité biologique sur la surface d’un
transducteur ont été développées dans le but de maintenir intactes les propriétés biologiques du
biorécepteur et de garantir une accessibilité et une réactivité maximales. Dans le domaine des
biocapteurs ¢électrochimiques, une espece biologique (ou plusieurs) est généralement immobilisée a
la surface du transducteur par différentes méthodes. L’ensemble formé par la biomolécule
immobilisée et son environnement constitue un biomatériau qui doit aboutir a une immobilisation
efficace et stable et permettre a I’entité biologique de maintenir ses propriétés biologiques intactes

et de garantir une accessibilité et une réactivité maximales.
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Les métaux nobles sont les supports les plus utilisés comme transducteur. En effet, 1’or, le carbone

et le platine présentent une grande résistance a la corrosion et a 1’oxydation faisant d’eux des
y

matériaux idéaux pour le développement des biocapteurs. Ayant une trés bonne conductivité, I’or

est le plus utilisé.

Le choix de la méthode appropriée dépendra certainement de la nature de la biomolécule, du type

du transducteur utilisé, du mode de détection associ¢ et de 1’application envisagée. Cependant

chaque méthode d'immobilisation présente des avantages et des inconvénients. Il existe plusieurs

techniques d’immobilisation que 1’on peut subdiviser en procédés physiques et chimiques.

Les principales méthodes d’immobilisation d’espéces biologiques sur la surface du transducteur

sont représentées dans la figure [-24. Chacune d’entre elles va faire 1’objet d’une bréve description.

TECHNIQUES D’IMMOBILISATIONS

METHODES PHYSIQUES

METHODES CHIMIQUES
_

&
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LIAISON COVALENTE
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Figure 1.24
Différentes techniques d’immeobilisations
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I. 8. 1. Les méthodes physiques d’immobilisation

I. 8. 1. 1. L’adsorption physique :

L’adsorption physique est, sans doute, la méthode la plus simple qui permet I’immobilisation de
I’¢1ément biologique sur le transducteur. Il suffit de laisser en contact le biorécépteur a un pH, une
force ionique et une température convenables. C’est une technique non dénaturante, qui ne nécessite

pas de modification chimique de la biomolécule et permet la régénération du biocapteur.

L’immobilisation par adsorption physique est basée sur I’établissement d’interactions de faible
¢énergie de type ionique, polaire ou hydrophobe, ou encore des liaisons hydrogénes et des forces de
Van der Waals, entre les groupes fonctionnels de la biomolécule active et la surface de support.

L’inconvénient majeur de cette technique est sans doute la faible résistance de I’assemblage. En
effet, les phénomeénes de désorption sont régulicrement observés suite a des variations de conditions
du milieu (pH, force ionique, température) [127]. La stabilit¢ et la durée d'utilisation des
biocapteurs ainsi obtenus s'en trouvent diminuées [128]. Malgré la simplicité de mise en ceuvre de

cette méthode, elle demeure peu utilisée pour la conception des biocapteurs.

1.8.1.2 Emprisonnement physique :

La méthode d’inclusion physique consiste a incorporer le biorécépteur dans un gel insoluble. Ce gel
peut étre constitué d’une matrice organique (polymere) [129-131], inorganique (argiles HDL) [132]
ou biologique tel que 1’alginate, la carraghénane, l’agarose, le chitosane, le collagene, le
polyacrylamide, le polyéthyléne glycol, le polyuréthane, 1’alcool polyvinylique [127]. Dans tous
ces cas de figure, le récepteur est mélangé au matériau, puis déposé a la surface du transducteur
sous certaines conditions. La biomolécule se trouve piégée mécaniquement a I’intérieur des
matrices polymériques, inorganiques ou biologiques. La maille de la matrice assure de maniere
purement physique la rétention de I’entité biologique tout en permettant la diffusion du substrat
grace a une porosité du gel suffisante. L’inconvénient majeur de ce type de technique réside dans
I’établissement d’une résistance diffusionnelle supplémentaire qui se traduit par une baisse de la
sélectivité et une augmentation des limites de détection [127]. Le relargage du biorécepteur dans le
milieu réactionnel suite a la modification des conditions expérimentales telles que le pH, la force
ionique, la température ou encore la présence de solvant peut également constituer, dans certains

cas, une limitation a cette technique.
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1.8.1.3. Le confinement :

Le confinement au sein d’une membrane semi-perméable [ 133] fait également partie des techniques
de piégeage physique. Le récepteur biologique est dans ce cas immobilisé entre la membrane et le
transducteur. Cette membrane semi-perméable permet la circulation du substrat et du produit de la
réaction. La s¢lectivité est maintenue grace au contrdle de la porosité de la membrane ainsi que de
ses propriétés chimiques. Les membranes de dialyse, de filtration ainsi que les membranes a base

de cellulose sont les plus utilisées [ 134].

I. 8. 1. 4. Microencapsulation

La microsencapsulation est un procéd¢ d’immobilisation de biomolécules sur le transducteur qui
consiste a enfermer les protéines en solution a I’intérieur d’un compartiment limité par une
membrane sélective. Cette membrane est formée de cavités ou de microspheres assez importantes
pour retenir les protéines de grande taille tout en laissant diffuser les molécules cibles ou les
produits de la réaction de taille beaucoup plus petite. Il existe différents types de membranes
(Teflon, acétate de cellulose (CA), polycarbonate, polyuréthane) qui sont utilisés dans la
construction de biocapteur, dont les propriétés sont déterminantes dans I'application des biocapteurs
pour les différents types de substances a analyser dans différentes matrices. Ainsi, a titre d'exemple,

les membranes CA sont imperméables aux protéines; celles en Teflon sont perméables a certains

gaz, etc.

L’avantage de cette méthode est de laisser I’espece biologique en solution et donc de maximiser son
activité et de limiter certains phénomenes d’inhibition par exces de substrat et de protéger 1’¢lément
biologique contre certaines fluctuations physicochimiques pouvant avoir lieu dans le milieu
réactionnel (T°, pH, force ionique). Le désavantage de cette méthode est sa complexité, surtout si
elle est appliquée a un dispositif miniaturisé [135] ; de plus, le taux de la réaction biochimique est
faible du fait que I’analyte doit passer a travers la membrane pour arriver au biorécépteur, ce qui

conduit a une analyse non complete [136].
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I. 8. 2. Les méthodes chimiques d’immobilisation

I. 8. 2. 1. Liaison covalente

L’immobilisation par liaison covalente est I'une des techniques les plus employées et les plus

répandues pour immobiliser les biomolécules a la surface du transducteur.

La liaison covalente est réalisée par formation de liaisons fortes et irréversibles entre les
groupements fonctionnels de la biomolécule et les groupes réactifs du transducteur. Ces groupes
fonctionnels tels que les groupements carboxyliques, amines ou sulfhydriles des biomolécules et les
groupements amines, carboxyliques, époxys ou tosyles des transducteurs [137, 138] , en général peu
réactifs et nécessiteront une activation préalable. A priori, il faut activer soit la biomolécule, soit le

support. Généralement, on choisit d’activer le support afin de maintenir 1’activité de la biomolécule.

Cette liaison peut étre directe (couplage avec une fonction amine ou thiol) ou indirecte (systéme

biotine-avidine).

D’autres stratégies utilisent des interactions d’affinité spécifique entre les molécules préalablement

fixées aux supports et les molécules sondes a immobiliser.

Cette méthode est considérée comme une méthode simple, efficace et irréversible, toutefois elle doit
faire I’objet de précautions, car elle peut impliquer des changements drastiques des performances de

la biomolécule en termes d’activité, de sélectivité et de stabilité voire méme la détruire.

« Couplage direct
Le couplage direct est la technique de référence pour la fixation des biomolécules de petites

tailles.

Elle est basée sur la fonctionnalisation de la surface du transducteur (or, Silice, ....) avec une
monocouche auto-assemblée (self assembly monolayer SAM) (silane [139] ou thiol [140])
ou encore avec un film de polymere conducteur (polypyrrole [141], polyaniline
[142].....etc). Pour qu’il y ait une fixation, la biomolécule doit contenir au moins un

groupement fonctionnel tel qu'une amine primaire, un aldéhyde ou un thiol.
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Dans le cas du couplage avec une fonction amine, la réaction est basée sur une substitution
nucléophile entre les amines primaires des biomolécules et une terminaison carboxyle de la

surface modifiée par un thiol. Le schéma général de la réaction se présente alors comme suit

R-COOH + RINH; =———> RCO-NHR; + H:0

Un grand intérét a été porté sur la chimie des thiols puisque la liaison avec un groupement
thiol (SH) est plus robuste que la liaison avec un groupement amine et les conditions de

greffage sont généralement moins critiques.

« Couplage indirect

Le couplage indirect des biomolécules a la surface du transducteur est réalisé en général a
I’aide d’un intermédiaire biologique (par exemple le systéme biotine-avidine ou biotine-
strepatvidine). Ce dernier intervient quand le couplage direct est peu convenable ou
impossible. L’utilisation du systéme biotine-avidine ou (biotine-streptavidine) est due a sa

constante d’affinité trés élevée (10'°M) et qui est la plus forte dans la nature.

Les biomolécules peuvent étre immobilisées par interaction d’affinité par 1’assemblage du
film biotine/avidine-biotine/biomolécule. Cette stratégie permet d’avoir un biocapteur stable
et surtout régénérable puisque le complexe biotine/avidine-biotine peut étre désassemblé par

un surfactant [143].

Dans le cadre de ce travail, nous nous sommes intéressés a une technique de couplage
covalent a savoir la chimie click (cycloaddition de Huisgen). La cycloaddition de Huisgen
est aussi appelée cycloaddition 1,3-dipolaire. La cycloaddition 1,3-dipolaire catalysée par le
cuivre(I) entre un azoture et un alcyne (CuAAC), réaction de « chimie click » par
excellence, suscite un grand intérét en raison de son efficacité et de sa polyvalence. La
chimie click présente une nouvelle approche pour I’immobilisation des biomolécules. Cette

technique sera présentée plus en détails dans le chapitre I'V.
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1. 8. 2. 2. La réticulation :

La réticulation est une technique d’association de biomolécules a 1’aide d’agents chimiques bi ou
multifonctionnels appelés agent de couplage. Il s’agit de molécules de pontage capables dans un
premier temps de se greffer d’une fagon covalente sur la surface activée et dans un deuxiéme temps

de se lier aux biomolécules et de les lier entre elles.

En effet, I’utilisation d’agents chimiques bi ou multifonctionnels et d’une biomolécule conduit a la
formation de liaisons entre les fonctions de surface NH> de la biomolécule et de I’agent de
réticulation. Il existe plusieurs agents de couplage, tel que le glutaraldéhyde qui est fréquemment

utilisé dans ce type d’immobilisation.
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CONCLUSION

Les soucis en matiere de contrdle de I'environnement, les besoins de
diagnostic en temps quasi réel, liés au développement des microtechniques et
aux progres de la chimie moléculaire peuvent susciter l'émergence de

nouveaux capteurs chimiques de faible cofit.

Au cours de ces dernic¢res décennies, les capteurs chimiques ont connu un
développement rapide, li¢ aux multiples associations de nouveaux récepteurs
avec des transducteurs sans cesse en évolution. Les caractéristiques de ces
capteurs ont ét¢ améliorées et leur fiabilité accrue permet d’exploiter de

nouvelles applications.
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CHAPITRE 11

PRESENTATION DE LA SPECTROSCOPIE
D’IMPEDANCE

I1. 1. SPECTROSCOPIE D’IMPEDANCE

II. 1. 1. Introduction

L'histoire de la spectroscopie d'impédance a commencé en 1886, lorsque le mathématicien et
physicien Oliver Heaviside introduit I’impédance en génie électrique [1]. Son travail fut bientot
étendu pour inclure des diagrammes vectoriels, des représentations dans le plan complexe et
l'utilisation de circuits équivalents pour représenter la réponse impédimétrique [2]. La spectroscopie
d'impédance (SI) est un terme général qui désigne la fonction de transfert d’un matériau d’intérét
soumis a une perturbation sinusoidale surimposée a une contrainte fixe continue (mécanique,
¢lectrique, optique...). L'analyse conséquente de cette fonction permet d’obtenir les informations

utiles sur les propriétés physico-chimiques du systeme.

La spectroscopie d'impédance électrochimique (SIE) est la catégorie principale de la spectroscopie
d’impédance qui a été largement utilisée dans de nombreux domaines de 1'¢lectrochimie, par
exemple, pour étudier la cinétique des réactions aux ¢€lectrodes, la double couche, les batteries, la
corrosion, 1'¢lectrochimie a I'état solide, et bioelectrochemistry [3]. La SIE peut étre définie comme
une technique de caractérisation qui fournit des informations électriques dans un domaine des
fréquences [4-7]. Elle combine l'analyse a la fois des propriétés résistives et capacitives de
matériaux, suite a une faible perturbation du systeme de I’état d’équilibre [8-11].
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La perturbation est appliquée sous la forme d'une tension sinusoidale de faible amplitude couvrant

un large spectre de fréquences, typiquement de 100 mHz a 100 kHz.

Avec cette technique, un processus qui se déroule dans une cellule électrochimique peut étre
mod¢lis¢ a 'aide d'une combinaison de circuits ¢lectriques qui donnent la méme réponse en courant
que le systeme ¢lectrochimique. Par l'utilisation de circuits équivalents [12], les spectres
expérimentaux peuvent étre modélisés par une courbe théorique correspondant au mod¢le de circuit
sé¢lectionné, en obtenant ainsi des valeurs des grandeurs ¢lectriques (par exemple, résistance,
capacité ...etc.) qui sont en corrélation directe avec les phénomenes €lectrochimiques spécifiques se
produisant dans le systéme étudié.

La SIE est apparue comme une technique intéressante pour la caractérisation, l'analyse et 1'étude des
piles a combustible [13], I’¢lectrodéposition [14], les batteries [15], et les phénomeénes de corrosion
[16]. Elle a également ¢té largement utilisée comme un outil pour ¢tudier la cinétique d’électrodes,
les polymeéres conducteurs, les semi-conducteurs, les tissus d'origine animale et végétale et le

matériel en général[17].

Grace a sa grande capacité pour la caractérisation des interfaces électrode - électrolyte [18] et sa
grande sensibilité pour sonder les propriétés interfaciales d'une surface d'électrode modifice, la SIE
a ¢été largement appliquées aux biocapteurs au cours des dernieres années. Les techniques
impédimétriques ont été utilisées pour caractériser la fabrication des biocapteurs et contrdler les
réactions catalysées par des enzymes ou des événements de reconnaissance biomoléculaires par des
liaisons spécifiques de protéines, de lectines, de récepteurs, d’acides nucléiques, de cellules

enticres, des anticorps ou des substances liées a I'anticorps...[17].

En plus de surveiller l'effet du processus de reconnaissance, la spectrométrie d'impédance
¢lectrochimique est une méthode utile pour rechercher I'état de la surface de l'¢lectrode apres
modification [19]. 1l s'agit d'un pas important dans le développement de différents types de capteurs

basés sur des couches de reconnaissance sur une surface de matériau conducteur [17, 20].
Afin de gagner plus de perspicacité dans la SIE, un petit rappel sur 1’électrochimie et une bréve

description des bases de la spectroscopie d'impédance sont données dans ce chapitre.

11. 1. 2. Théorie
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Les raisons pour lesquelles on effectue des mesures de nature électrochimique sur les systémes
chimiques sont trés variées. On peut rechercher des données thermodynamiques sur une réaction.
On peut vouloir générer une espece intermédiaire telle qu’un ion radical et étudier sa vitesse de
disparition ou ses propriétés spectroscopiques. On peut encore désirer analyser une solution en
déterminant les concentrations en traces de cations métalliques ou de substances organiques. Dans
ces exemples, les méthodes ¢lectrochimiques sont utilisées comme des outils pour I’étude des
systémes chimiques, comme le sont fréquemment les méthodes spectroscopiques. Pour d’autres
types de recherche, 1’¢tude des propriétés ¢électrochimiques des systémes constitue 1'intérét
principal, par exemple dans la conception d’un nouveau générateur d’énergie ¢lectrique ou pour
I’¢lectrosynthése d’une molécule donnée. De nombreuses méthodes ¢€lectrochimiques ont ét¢ mises
au point pour I’ensemble de ces centres d’intérét. Leur utilisation réclame d’avoir compris les
principes fondamentaux des réactions ¢lectrochimiques et les propriétés ¢lectriques des interfaces

¢électrode-solution.

Dans le cadre de ce travail de thése, nous nous intéressons a l'interface métal/électrolyte.
Un tel transfert de charge qui correspond au passage d'un courant électrique a travers l'interface
¢lectrochimique, a pour principal effet de produire une transformation chimique appelée réaction

d'oxydo-réduction.
II. 1. 2. 1. Réaction d’oxydo-réduction a ’interface métal/solution [21]

Expérimentalement, le controle du potentiel de 1'¢lectrode indicatrice est équivalent a contrdler
'énergie des électrons dans 1'électrode. En portant cette électrode a des potentiels plus négatifs,
I'énergie des électrons est accrue et ils peuvent éventuellement atteindre un niveau d'énergie
suffisant pour occuper des positions vacantes qui existent sur certaines especes présentes dans
I'électrolyte. Lorsqu'il en est ainsi, un flux d'électrons (courant de réduction) circule de I'électrode

vers la solution (figure I1.1.a) :

A"+ (électrode))g' - A

Inversement on peut diminuer 1'énergie des électrons en imposant un potentiel plus positif, et il peut

en résulter que des électrons des solutés de I'électrolyte trouvent des conditions d'énergie plus
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favorables dans I'¢lectrode et y soient transférés. Leur flux, de la solution vers 1'électrode, est un

courant d'oxydation (figure II.1.b) :

A—-A"+ e
Electrode Espéce A’ en solution Electrode Espéce A en solution
em
N oM oM
vacante vacante

Niveau
des énergies e=—f

des électrons

oM oM
g} occupée occupée
(a)
Electrode Espéce A en solution Electrode Espéce A’ en solution
N oM oM
vacante vacante

Niveau

des énergies SR

des électrons
/—\e-
l, oM oM
g'_s occupée occupée

(b)

Figure Il.1
Représentation de la réduction (a) et de l'oxydation (b) d'une espéce A en solution.
Les orbitales moléculaires (OM) de l'espéce A qui sont représentées sur le schéma
sont I'OM occupée la plus basse et I'OM vacante la plus haute.

IL. 1. 2. 2. Transfert et transport de matiére
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Que ce soit dans la matiere solide ou la matiere liquide, il est nécessaire pour étudier le transport et

le transfert de matiére de considérer les 3 modes suivants :

» la diffusion : c’est le mouvement des especes électroactives provoqué par un gradient de

concentration créé a la suite d’oxydoréduction des espéces a la surface de 1’¢lectrode ;

* la migration : c’est le mouvement des espéces chargées provoqué par un gradient de

potentiel appliqué a I’¢lectrode ;

* la convection : c’est le mouvement des espeéces en solution provoqué par des forces

mécaniques (exemple : agitation de la solution).

II. 1. 2. 3. Interface métal/solution|[21, 22]

Lorsqu’un métal est placé en contact d’un électrolyte, une interface électrique est immédiatement
développée. La zone de l'interface métal/solution ou existent les espéces chargées est appelée la
double couche électrique. A un potentiel donné, l'interface électrode/solution est caractérisée par
une capacité de double couche, Cd. Le coté de la double couche situé dans la solution est constitué
de plusieurs couches. Celle qui est la plus proche de 1'¢lectrode est appelée couche d'Helmholtz.
Elle contient les molécules de solvant et parfois certaines espéces (ions ou molécules) qui sont
spécifiquement adsorbés. Le lieu des centres électriques des ions spécifiquement adsorbés est
appelé plan interne d'Helmholtz (PIH), situ¢ a une distance xi1 de 1'électrode. Les ions solvatés ne
peuvent s'approcher du métal qu'a une distance égale a x»; le lieu des centres des ions solvatés est
appelé plan externe d'Helmholtz (PEH). L'interaction des ions solvatés avec le métal chargé met en
jeu uniquement des forces €lectrostatiques a grande distance. Ces ions sont dits non spécifiquement
adsorbés. En raison de 1'agitation thermique dans la solution, les ions non spécifiquement adsorbés

sont situés dans une région appelée couche diffuse, qui s'étend du PEH au sein de la solution.
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SOLUTION

Electrode Anion adsorbé
o B
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-

8 r
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Figure. 11-2
Modeéle proposé pour la double couche a linterface métal/solution

II. 1. 2. 4. Double couche : modé¢les d’Helmholtz, Gouy-Chapmann et Stern

Comme cela a ét¢ mentionné dans le paragraphe précédent, le contact métal/électrolyte crée a
I’intérieur de 1’¢lectrolyte une zone de charge d’espece au voisinage de I’interface. Cependant la
structure exacte de cette zone reste tres difficile a déterminer, c’est ce qui a donné naissance a

plusieurs modeles :

En 1879, Helmholtz a introduit la notion de double couche. D’aprés Helmholtz, l'interface
¢lectrode/solution se comporte comme un condensateur plan, une chute linéaire de potentiel entre le
métal et la solution. L'électrode métallique porte une charge q™, et la solution porte une charge, q°
(le signe du métal par rapport a la solution dépend du potentiel). Dans tous les cas, g™ = -q°. La
charge sur le métal q™ est localisée dans une couche extrémement mince (~100pm) a la surface du
métal. La charge en solution q° est constituée d'un excés soit de cations, soit d'anions au voisinage

de la surface de 1'électrode.
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Ep&
Cy= 27 (I1.1)

dPEH

Ou Cy est la capacité surfacique de la double couche électrique € est la permittivité du vide et &

est la permittivité relative de 1’¢électrolyte et dpen est I’épaisseur de la double couche électrique.

A
Potentiel

v

I === == == === ===

5.7 )

Figure I1.3
La variation du potentiel a ’interface conformément au modéle de Helmholtz

Le modele de la double couche est simple mais il ne suffit pas a expliquer les résultats
expérimentaux. Gouy et Chapmann ont amélioré le modéle d’Helmholtz en proposant un modele ou
les ions qui forment la charge électrique de I'interface du coté solution ne sont plus localisés en
totalité dans le plan d’Helmholtz mais ont une distribution décroissante exponentiellement avec la
distance a 1’¢lectrode. Cette distribution résulte de I’équilibre entre les forces de nature électrique et
celles de nature thermique. La double couche devient couche diffuse. La chute de potentiel va avoir
elle aussi une décroissance en fonction de la distance a 1’¢électrode en tendant asymptotiquement
vers z€ro au sein de la solution. L’approximation faite par Gouy et Chapmann est de considérer les

ions comme des charges électriques ponctuelles.
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A
Potentiel

4

Figure I1.4
Variation du potentiel avec la distance dans la couche diffuse

La chute de potentiel en fonction de la distance a 1’¢électrode x, est donnée par :

X
V(x) = Voe[LD] (I11.2)
Ou
Vo est le potentiel a la surface de 1’¢lectrode (x = 0),

Lp est la longueur de Debye qui représente 1’épaisseur de la couche diffuse.

SOETVt
Ly= |— 11.3
D 2nyz2%q ( )
Ou

kT
V;: représente la tension thermique, V; = 7 ,

no est le nombre d’ions par unité de volume (ions/1),
z est la valence des ions

q est la charge d’un électron.

La capacité de la double couche par unité de surface (F/me) est donnée par :
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o0&y (zV(,)
= h{— 11.4
G L cos 27, ( )

Ou
le terme (e0e//Lp) représente la capacité par unité de surface d’un condensateur plan dont les
armatures sont séparées d’une distance Lp, I’effet des charges mobiles étant compensé par le

terme en cosinus hyperbolique.

Bien que le modele de Gouy-Chapmann constitue une amélioration par rapport a celui d’Helmholtz,
la valeur théorique de la capacité varie avec la tension appliquée beaucoup plus que la valeur

observée expérimentalement et elle est aussi trop dépendante de la concentration ionique.

Stern a rectifi¢ cette divergence en combinant le modé¢le de Helmholtz avec celui de Gouy-
Chapmann. Stern n’a pas fait ’approximation des charges ponctuelles du mod¢le de couche diffuse
et il a considéré que les ions ne peuvent pas s’approcher de 1’¢lectrode au dela d’une certaine
distance critique. Les porteurs de charge en solution, selon la théorie de Stern, ont la méme
distribution que dans le cas de la couche diffuse avec la différence que la distribution ne commence
pas a la surface de 1’¢lectrode (x = 0) mais a partir du plan d'Helmholtz, ce qui implique deux
chutes de potentiel :
Vy —Vs =Wy —Vy)+ Vg —Vs) (I1.5)

Ou

Vm est le potentiel de 1’¢électrode,

Vs le potentiel au sien de la solution,

Vu le potentiel en solution au plan externe de Helmoltz.

—69—



CHAPITRE Il PRESENTATION DE LASPECTROSCOPIE D’IMPEDANCE
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Figure IL.5
La distribution du potentiel selon Stern

Ainsi la capacité interfaciale totale est la combinaison de deux capacités en série :

1 1 1

o e (I1.6)
Ou
Ci est la capacité interfaciale totale de Stern,

Chest la capacité d’Helmholtz
Cccelle de Gouy-Chapmann.

II. 1. 2. 5. Processus faradique et non faradique:

Les électrodes sont le sicge de deux types de processus. Le premier concerne les transferts
d'électrons a travers l'interface métal/solution. Ce transfert électronique provoque une oxydation ou

une réduction (phénomenes décrits précédemment): on dit qu'il s'agit d'un processus faradique.

Dans certaines conditions, a une interface électrode/solution donnée, il existe un domaine de
potentiel ou aucune réaction de transfert de charge n'a lieu parce que de telles réactions sont
thermodynamiquement ou cinétiquement défavorisées (par exemple, une électrode métallique
plongée dans une solution de PBS (Phosphate Buffer Salin) ne comportant pas de couple redox).

Cependant, d'autres processus tels qu'une adsorption ou une désorption peuvent se produire, et la
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structure de l'interface électrode/solution varie avec le potentiel et la composition de la solution. Ces

processus sont appelés non faradiques.
I1. 1. 3. Mesure d’impédance électrochimique :
II. 1. 3. 1. Principe :

La mesure de I'impédance ou de I’admittance d’un systéme ¢&lectrochimique s’effectue en
appliquant au systéme une contrainte sous la forme d’une variation sinusoidale de différence de
potentiel électrique, de fréquence f=w?2m Pour 1’étude du comportement d’un systéme
¢lectrochimique a une ¢lectrode indicatrice donnée, cette différence de potentiel étant imposée entre
I’¢lectrode de travail et une ¢lectrode de référence (de potentiel supposé fixe), la contrainte revient a
surimposer une variation sinusoidale AE(?) du potentiel de I’¢lectrode de travail a une valeur fixe Ey
(généralement Ey est choisie de fagon a avoir un courant nul dans la cellule électrochimique : le

potentiel d’abandon) ; soit la loi de contrainte :
E(t) = Ey + AE(t) = AE, sin(wt) (I1.7)

La réponse du systeme est un courant d’intensité /(¢), une composante continue /p (le courant
correspondant au potentiel £y, courant évidement nul dans le cas ou Ey est le potentiel d’abandon) et
une composante alternative A/(z). Si Iy n’est pas nul, on opere dans les conditions ou ce courant est

stationnaire (/p=constante).
I(t) =1y + AI(t) = Al sin(wt + ¢) (I1.8)
IIL. 1. 3. 2. Fonction de transfert [23]

Par définition, la fonction de transfert d’un systeme linéaire est définie comme le rapport des
transformées de Laplace des variations des fonctions de sortie et d’entrée.
Pour un systéme linéaire, la réponse du systéme a une perturbation est déterminée par une équation

différentielle du n® ordre ou par un ensemble de n équations différentielles du premier ordre:

o diy(t) o, dix(t
D e =) b 1.9)

i-1 i-1
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Un systéme linéaire satisfait au principe de superposition qui établit que la fonction de sortie d'une
combinaison linéaire de fonctions d'entrée est égale a la combinaison linéaire des fonctions de sortie
respectives.

La fonction de transfert s’écrit :

H(s) = Ay(s) (11.10)

AX(s)

Quand une interface est ¢loignée de son équilibre au moyen d’une source d’énergie externe, un flux
de charge et de mati¢re s’établit. Cela est dii a I’existence de réactions électrochimiques qui
impliquent le transfert des charges ¢lectriques entre le métal et 1’¢lectrolyte. Les lois ¢lémentaires
qui gouvernent la cinétique du transport de maticre et les diverses réactions ¢lectrochimiques, ainsi
que les couplages complexes entre ces processus ¢lémentaires, imposent aux systémes

¢lectrochimiques un comportement non linéaire.

Toutefois, on peut montrer que le comportement d’un systéme non linéaire peut étre enticrement
défini en termes linéaires si les équations linéaires équivalentes sont connues en chaque point de la
caractéristique stationnaire. Par conséquent, 1’analyse locale de ce systéme non lin€aire peut alors se

limiter a la théorie des systémes linéaires.

A
I(A)

Eo E(V)

Figure (11.6)
Exemple de courbe courant —tension
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Dans le cas d’une excitation sinusoidale, nous avons :

Ax(t) = Axsin wt (I1.11)

Dont la transformée de Laplace est :

w
Ax = Ax———— 11.12
X(s) = Ax s (11.12)
La fonction de sortie s’écrit ainsi
Ay = H(s).AX(s) = A H(s). w 11.13
y = s.xs-xsz_i_w2 (11.13)

La transformée inverse de I’équation //./3 dans le domaine de fréquence, s=jo, donne la partie

sinusoidale de la fonction de sortie et s’écrit :

Ay(t) = Ax|H(w)| sin(wt + ¢) (11.14)
Ou
|H(w)| est le module de H(w) défini en fonction des parties réelles ReH(w) et imaginaires

ImH(w) :

|H(w)| = +/|ReH (w)|? + |ImH (w)|? (I1.15)

Et ¢ [/I’argument défini par :
ImH(w)

¢ = Arg|H(w)] = Arc tan[

Dans le cas d’un circuit électrique ou d’un systeme électrochimique, la fonction de transfert entre le
potentiel (fonction d’entrée) et le courant (fonction de sortie) s’appelle I’admittance Y du systéme.

Dans le domaine de fréquence, elle est définie par :

Al(w) = Y(w)AE (w) (I1.17)
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De la méme manicre, la fonction de transfert entre le courant (fonction d’entrée) et le potentiel
(fonction de sortie) s’appelle I'impédance Z du systéme. Dans le domaine de fréquence, elle est
définie par :

AE = Z(w)AI(w) (11.18)
I1 est clair que I’admittance est I’inverse de 1’impédance.

La fonction de transfert dans le domaine de fréquence étant un nombre complexe, il est utile de la

présenter en tracant la partie imaginaire en fonction de la partie réelle
H(w) = ReH(w) + jImH (w) (I1.19)

En fait en ¢lectrochimie, il est d'usage de tracer plutdét —/mH(w) en fonction de Re H(w). Le graphe

ainsi obtenu s’appelle un diagramme de Nyquist.

Une autre manicre de représenter un nombre complexe est de tracer le module en fonction de la
vitesse angulaire. En ¢électrochimie, il est aussi usuel de tracer log [H(w)! || en fonction de logwl | et

le graphe ainsi obtenu s’appelle un diagramme de Bode.

De facon générale, vis-a-vis d’une faible excitation sinusoidale, une cellule électrochimique
¢quivaut simplement a une impédance ; on doit donc étre capable d’en donner les caractéristiques
sous forme d’un circuit électrique équivalent, formé de résistances et de capacités, et traversé, pour
une excitation donnée, par un courant de méme amplitude et de méme déphasage que la cellule

réelle.
A Dinterface ¢électrode/solution le passage de courant peut s’effectuer suivant deux voies paralleles :

* La production d’une réaction électrochimique par transfert d’électrons a travers ’interface,

donnant naissance au courant faradique Ir

- La variation de charge interfaciale, donnant naissance au courant capacitif Ic.
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II. 1. 3. 3. Résistance de la solution Rs

Cette résistance modélise le phénomeéne de passage du courant entre 1’¢lectrode indicatrice
(I"électrode de travail) et la contre ¢électrode. Cette résistance dépend, principalement, de la
résistivité de la solution, de l’aire et de la géométrie de I’¢électrode de travail et intégre les

résistances des contacts.

pVm

R;(Q) = 4va

(11.20)

Ou
A est la surface en cm?
p est la résistivité de la solution.

II. 1. 3. 4. Résistance de transfert de charge Rtc

La résistance de transfert de charge est définie par :

! —(61‘”) 11.21
R,. \6E (I1.21)

Au potentiel d’équilibre la résistance de transfert de charge s’écrit :

_RT
"~ nFlI,

R,, (11.22)

II. 1. 3. 5. Phénoméne de diffusion et impédance de Warburg W
Nous allons centrer notre étude sur des tensions sinusoidales, les ions restant confinés aux
voisinages de PEH. Si la fréquence d’excitation est élevée, ces ions ne peuvent pas suivre

I’oscillation du champ et I’'impédance de diffusion tend vers zéro.

En 1899, Warburg propose un modéele qui décrit la dépendance en fréquence de I’'impédance de

diffusion [12] :

k
1Z,| =—= (I1.23)

S
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Ou £ représente une constante déterminée par 1’électrochimie et par la mobilité des ions impliqués
dans la réaction de transfert de charge. L’impédance de Warburg est placée en série avec la
résistance de transfert de charge puisque la diffusion et le transfert de charge sont deux phénomeénes
qui se produisent successivement. En effet, les charges doivent diffuser du volume de la solution

vers I’interface pour contribuer aux réactions d’oxydoréduction.

Cette impédance de Warburg a pour expression :

Zy=01-j)— (I1.24)
(w)2
Avec
RT 1 1
°T wF Az D./? ¢ +D;/2 Cp (r:25)
Ou

A est I’aire de 1’électrode,

Do et Drreprésentent respectivement le coefficient de diffusion de I’oxydant et du réducteur,
C’z et C*osont les concentrations en oxydant et en réducteur dans la solution,

T la température absolue,

F est la constante de Faraday,

n le nombre d’électrons échangés.

Si les réactions électrochimiques sont lentes, la résistance de transfert de charge est donc ¢élevée et
domine la partie résistive. Par contre, si la cinétique de transfert de charge est rapide, I’impédance
de diffusion l'emporte par rapport a la résistance de transfert de charge, et I'impédance varie

en o2

II. 1. 3. 6. Circuit électrique équivalent

II. 1. 3. 6. 1. Résistance - condensateur en série

L’impédance de deux circuits en série est égale a la somme des impédances des éléments du circuit.

En effet, la tension aux bornes du circuit est égale a la somme des tensions aux bornes de chaque

¢lément, et le courant est identique a travers les éléments d’un circuit en série.
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_AE _AE; +AE,
AT AT

=Z,+12, (11.26)

O

O N

R C

Figure (11.7)
Circuit résistance -condensateur en série

Dans le cas présent d’une résistance et d’un condensateur en série, on a ainsi :

Z(w) = Zp(w) + Zc(w) = R + C]_w (I11.27)

La représentation de Nyquist de I’impédance donne une droite verticale qui a hautes fréquences

tend vers le point Zz = R [ (figure IL8).

Le diagramme de Bode peut étre schématisé par deux droites qui se coupent a la vitesse angulaire
I/RC. A haute fréquence, 'impédance du circuit tend vers celle d’une résistance pure comme

I’illustre la figure I1.9.

A : A
-Zi ' 1zl
: "
. B - 2
R ZR 1/RC w/rad.s™
Figure (IL.8) Figure (I1.9)
Diagramme de Nyquist de I’impédance Diagramme de Bode
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II. 1. 3. 6. 2. Résistance - condensateur en parallele

L'admittance d'un circuit d'éléments en parall¢le est égale a la somme des admittances des éléments
respectifs. En effet, le courant a travers le circuit est égal a la somme des courants a travers chaque

¢lément, et la tension est la méme aux bornes de tous les éléments.

Figure (I1.10)
Circuit résistance - condensateur en paralléle

Y—AT—AI_1+AI_2—Y+Y 11.28

Dans le cas présent d'une résistance et d'un condensateur en paralléle, on a ainsi :
1 .
Y(w) =Yp(w)+Y(w) = R +jCw (I1.29)
L'impédance est 1'inverse de cette expression

Z(@) = ———— (11.30)

Le diagramme de Nyquist de l'impédance est donc un demi-cercle dont la vitesse angulaire au
sommet correspond a l'inverse de RC. A basse fréquence, I'impédance tend vers le point Zz= R, et a

haute fréquence l'impédance tend vers l'origine (figure 11.11).
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Le diagramme de Bode peut étre schématisé par deux droites qui se coupent a la valeur angulaire

1/RC comme illustre la figure 11.12.

A
-Zi
w=1/RC
—
ZR
Figure (IL.11)

Diagramme de Nyquist de l'impédance pour résistance - condensateur en paralléle

1zl

1/RC w/rad.s”

Figure (I1.12)
Diagramme de Bode d'un circuit résistance - condensateur en paralléle

IL. 1. 3. 6. 3. Circuit de Randles
Le circuit électrique équivalent le plus souvent utilisé pour une interface électrochimique est celui
de Randles [13,14]. Il comporte la résistance R, de 1’électrolyte, une impédance de Warburg, Zy,

résultant de la diffusion des ions du volume de la solution a I’interface, la capacité de la double
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couche Cyu et la résistance de transfert de charge R qui existe s’il y a un couple redox dans la

solution.

Les ¢éléments agissant en parallele (Cu et Ri, Zw) du circuit équivalent sont introduits car le courant

total qui traverse 1’électrode est la somme du courant faradique, Ir, et du courant capacitif, Ic.

| |
| |
cdl
Solution
<
o—WW\ ) B
Rs -
NN
Rtc
Figure (I1.13)

Modeéle électrique de l’interface métal/solution

Ce circuit équivalent formé d’¢éléments idéaux, capacités et résistances, ne peut pas tenir compte des
imperfections de I’interface notamment de la rugosité et de I’inhomogénéité de la couche organique
sur une ¢lectrode modifiées. Pour remédier a ce probleme, une alternative intéressante consiste a
substituer ces ¢léments idéaux par des impédances généralisées dites aussi des CPEs (¢lément de
phase constante) [15,16] qui traduisent la non-linéarité et la dépendance en fréquence des

impédances.
En effet, 1l est établi que la rugosité et la porosité des €électrodes modifiées peuvent étre a 1’origine
d’une dispersion en fréquence des spectres d’impédance. Plus tard, il a ét¢ démontré que les

électrodes, qui sont le siege ou non d’un transfert de charge a I’interface, possedent des impédances

qui s’expriment sous la forme d’une loi d’échelle;

Z=K(w) ™™, —1<a<1 (11.31)
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En particulier, Z représente une résistance si a = (0, une capacité si a= I, une impédance de

Warburg si a = (.5 et une inductance si a = -1.
II. 1. 4. Diagramme d’impédance totale

Compte tenu de I’intervention a I’interface ¢lectrode/¢lectrolyte d'un courant capacitif et d'une

résistance Rs, la grandeur mesurable est I’impédance totale exprimée par la relation :
Z F 1- _i w CdlZ F

Z=R_+ =Z
S " 14+jwCyZy “F14(Cyuzp)?

(11.32)

Or Zr tend vers Ry lorsque la fréquence est élevée. Alors 1’équation 26 devient :

1-jwCyZ,,

Z=R.+R
s 1+ (CyZy)?

(I1.33)

Ou les composantes réelle Z,. et imaginaire Zz, de I’impédance peuvent s'exprimer par:

R,
Z,, =R, + 11.34
e * 14 (wCqRy)? ( )
wC 4 R?
Zim e (I1.35)

1+ (wCy; Ry )?

L’équation de I’'impédance (équation I1.33) est I’équation d’un demi-cercle de diamétre R, dont les
extrémités, sur 1’axe des réels, sont les points d’abscisse Ry et Rs+Rs. La fréquence a laquelle

correspond le sommet du demi-cercle a pour valeur :

1

fc - ZTl'RtC Cdl

(I1.35)

Comme I’illustre la figure 11.14, le diagramme de Nyquist correspondant au circuit de Randles
comprend un demi-cercle di a la résistance de transfert de charge Re« et a la capacité de la double
couche Ca. Aux bases fréquences, I'impédance de Warburg est prédominante et le diagramme

devient linéaire avec une pente ¢gale a 1'unité.
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A
-Zi %
w=1/R.C, L’
w—-a 2 :
'l
>
R ZR
Figure (11.14)

Diagramme de Nyquist de I’impédance pour un circuit de Randles
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CONCLUSION

La méthode d’impédance est basée sur I’interprétation des valeurs de
la résistance de transfert et la capacité de la double couche en terme de
phénomeéne a D'interface. Cette méthode peut étre d’une grande
précision, et elle est fréquemment utilisée pour la détermination des
parametres de transfert de charge et les études de structure de

la double couche.
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CHAPITRE 111

DEVELOPPEMENT D’UN APTASENSOR
IMPEDIMETRIQUE POUR LA DETECTION
DE LA THROMBINE

III. 1. INTRODUCTION

La reconnaissance moléculaire joue un role trés important dans la nature, il existe différentes
types de couples biomoléculaires dans les systemes biologiques, y compris les anticorps et les
antigénes [1], les hormones et les récepteurs hormonaux [2], les promoteurs de I'ADN et des
facteurs de transcription [3], les enzymes et les substrats [4] ....etc. La plupart de ces couples
biomoléculaires présentent une grande affinité, spécificité et leurs interactions sont largement
¢tudiées. Elles sont d'un grand intérét pour différentes applications biologiques et
biomédicales, dont les biocapteurs. Une grande variété de biocapteurs a été développée depuis
la conception du premier biocapteur a base d'enzyme glucose oxydase depuis plus de 40 ans
[5]. Toutefois, des défis restent a relever lors de l'utilisation de ces types de systémes
biomoléculaires naturels dans les conditions expérimentales. La plupart de ces biomolécules
tel que les enzymes et les anticorps ont des structures fonctionnelles instables surtout quand
elles sont placées dans un environnement qui est différent de leurs conditions idéales, elles
peuvent étre facilement dénaturées et perdent leur fonction biologique initiale. Par
conséquent, ces couples moléculaires ont des applications analytiques limitées dans de
nombreuses situations. De toute évidence, il est d'intérét et de grande importance a explorer
des ligands synthétiques qui ont non seulement une grande affinité et spécificité vis a vis des
molécules cibles, mais aussi des caractéristiques spéciales pour résister aux conditions
drastiques chimiques et biologiques. Les aptameres ont ét¢ développés pour répondre a ces
exigences, dans ce qui suit, nous allons donner une description de ces aptameéres et de leurs

propriétés.
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III. 2. LES APTAMERES

Les aptameéres sont des oligonucléotides (molécules d’ADN, d’ARN simple ou double brin)
isolés in vitro a partir de banques combinatoires d'un grand nombre de composés de séquence
aléatoire (contenant jusqu’a 10'° séquences différentes) par une méthode de sélection itérative
appelée SELEX (systematic evolution of ligands by exponentiel enrichment) [6, 7]. Les
aptameres sont aussi appelés «anticorps chimiques» en raison de leur processus de sélection
artificielle in vitro bas¢ sur la méthode SELEX [8]. Les aptaméres ont d’abord ¢été produits
indépendamment dans deux laboratoires en 1990 : celui de Larry Gold [7] a I’Université du
Colorado a Boulder, qui a utilis¢ le terme SELEX pour le processus de sélection des ARN se
liant a I’ADN polymérase T4, et Jack Szostak [6] au Massachusetts General Hospital, a
Boston aux Etats-Unis, en sé¢lectionnant des ARN se liant a différents colorants organiques, et
qui a inventé le terme « sélection in vitro » et « aptamere ». Le terme aptamere derive du mot
latin "aptus" qui signifie (apte, appropri¢ a, ou se lie a, qui joint) et du suffixe grec "meros"
(mer : I'unité de base composant un polymere) désignant un polymere adapté a une fonction.
Ils ont une taille intermédiaire (environ 8 a 15 kDa), entre les petits peptides (environ 1kDa)
et les fragments d’anticorps simple chaine (environ 25 kDa) et adoptent des structures
tridimensionnelles leur permettant de se fixer spécifiquement a une molécule cible ou a un

ligand.

Contrairement a la préparation d'anticorps, qui dépend de I'induction du systéme immunitaire
de l'animal, le processus SELEX permet la préparation d'aptameres pour des cibles non
immunogenes et toxiques, ce qui est impossible a obtenir par le syst¢tme immunitaire [9]. En
outre, il est également possible de produire des aptameres vis-a-vis de régions spécifiques de
cibles, ce qui est parfois difficile pour les anticorps, car le systtme immunitaire des animaux

contient intrinsequement des épitopes sur des molécules cibles.

Les aptameéres présentent certains avantages par rapport aux anticorps conventionnels, du fait
qu’ils sont faciles a synthétiser, beaucoup plus stables, forment des liaisons spécifiques avec
I’analyte, sont moins immunogenes, moins toxiques, sont moins chers, et qu’ils peuvent étre

stockés a long terme et ils offrent la possibilité de multiples modifications.
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IIs peuvent étre sélectionnés pour un large éventail de cibles, y compris des ions (tel que : K*,
Zn?" , Ni?"), de petites molécules organiques (par exemple : les acides aminés, les nucléosides
/ nucléotides, les médicaments, les vitamines, les colorants organiques et les toxines), des
peptides et des protéines (comme la thrombine, des facteurs de croissance et les peptides
associés au VIH) et des cellules enti¢res, méme ou des micro-organismes (bactéries, virus)

[10-19].

De manicre significative, la disponibilité d'une telle pépinic¢re d'aptaméres permet d'explorer
des outils de tests biologiques novateurs couvrant divers domaines, y compris le diagnostic,

I’anti-bioterrorisme, I'environnement et 'analyse des aliments [20].

Les aptameres ont ¢té utilisés d'abord en tant qu'agents thérapeutiques. Le meilleur exemple
actuel de l'intérét pharmacologique des aptaméres est sans doute celui de la thrombine; un
aptamere qui se lie sélectivement a la thrombine a ¢t¢ développé dans le but de 1'utiliser
comme un anticoagulant [21]. Depuis, le domaine de recherche sur les aptameres connait une
grande importance et une montée ascendante comme en témoigne le nombre de publications
sur une période de deux ans qui est de 2000 dont 250 commentaires résultant d'une recherche

sur SciFinder (2009-2010) [22].

Les aptameres trouvent leur application comme éléments de bioreconnaissance dans
différentes méthodes analytiques: chromatographie, ¢lectrophoréese capillaire, la spectrométrie

de masse ainsi que dans la conception de biocapteurs [20].

Le premier biocapteur utilisant un aptamere comme €lément de bioreconnaissance a été décrit
en 1998 [23]. Les biocapteurs basés sur les aptameres comme ¢lément de bioreconnaissance
sont appelés "aptasensors". Ils représentent une nouvelle classe de biocapteurs qui utilisent
les propriétés uniques du récepteur artificiel — aptameére. Ainsi l'utilisation de ce dernier
comme ¢lément de bioreconnaissance se positionne comme une alternative puissante et
compétitive comparée a d'autres molécules de bioreconnaissance comme les anticorps ou les

enzymes.

La caractéristique la plus attractive pour leur utilisation en tant que biorécepteur est sans
doute la possibilité de les régénérer apres utilisation. Comme il s’agit d’acides nucléiques, les

aptameres peuvent subir des cycles répétés de dénaturation puis de renaturation afin de
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rétablir leur conformation active. Plusieurs méthodes sont disponibles pour régénérer un
aptamere : la chaleur, la concentration en sels et en ions métalliques, 1’ajout d’agents
chélatants et le pH du milieu, méme si ce dernier paramétre, pouss¢ a 1’extréme, risque de

I’endommager.

Les aptaméres ont la capacité¢ de reconnaitre différentes cibles, avec une forte affinité et
spécificité, permettant ainsi la conception de biocapteurs pour une large variét¢ de molécules.
Par ailleurs, grace a la possibilité de les modifier chimiquement, ils sont faciles a immobiliser,
avec la densit¢ désirée, a la surface du biocapteur et peuvent étre synthétisés de fagon

reproductible et en grande quantité.

A ce jour, les aptameres dans ce contexte sont ceux pour la thrombine, c’est la raison pour la

quelle nous nous sommes intéressés a cette protéine.

La thrombine est une protéine de type protéase a sérine classée parmi les “ Trypsine-like ” de
poids moléculaire 3600 Kdalton. Elle joue un role important dans la cascade des réactions de
coagulation. Elle convertit le fibrinogéne soluble en filaments de fibrine insolubles, et qu’elle
participe dans de nombreuses autres réactions liées a la coagulation. Ses fonctions
procoagulantes assurent la maintenance globale de l'intégrité vasculaire. La thrombine exerce
également un effet anti-coagulant par l'activation de la protéine C [24]. Sur la surface de la
thrombine, il existe deux sites de liaison chargés positivement, exosite I et II, qui sont situés a
l'opposé (environ 2,0 nm) du centre actif (His57, Aspl102, Ser195). Les deux exosites
permettent a la thrombine de se lier a différents substrats ou ligands chargés négativement de
maniere a réguler les différents rdles de la thrombine. Il a été démontré que 1’exosite I lie le
fibrinogene, la thrombomoduline (TM), I'hirudine et I'héparine cofacteur II, alors que 1’exosite
II lie glycosaminoglycanes, I'héparine, les fragments prothrombine et 1'lg G [25-27]. Ainsi, la
détection et la quantification de la thrombine jouent un role essentiel dans les applications

cliniques et dans la recherche fondamentale.

Diverses méthodes ont été utilisées pour la détection des interactions thrombine/aptameres
I'électrochimiluminescence [7, 28]; la détection optique [29]; la fluorescence [30], la
microbalance a cristal de quartz [31]; la résonance de plasmon de surface [32] et la détection

¢lectrochimique [33-37].
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Les applications analytiques d'aptameres sont souvent a base de transductions
¢lectrochimiques, non seulement, parce que les techniques électrochimiques ont une grande
sensibilité, mais aussi parce que l'instrumentation est simple, peu colteuse et peut étre

facilement miniaturisée.

Le but de ce travail est de montrer 1'intérét d'un concept générique d'aptaméres obtenus
directement grace a une synthese supportée en utilisant des synthons phosphoramidites pour
une application biocapteur. Ainsi, nous serons en mesure d'adapter les groupements d'ancrage
et les espaceurs spécifiques pour la réalisation des "aptasensors". Le concept est validé sur un
"aptasensor" impédimétrique pour la détection de la thrombine qui devrait étre sensible,

sélectif et stable.

Deux aptameres spécifiques pour la thrombine ont été sélectionnés a partir de la littérature
[38] puis il ont ét¢ immobilisés a la surface par une simple chimisorption. Il a été démontré
que les deux aptameres sélectionnés forment une structure de forme G-quadruplex suite a la
formation du complexe thrombine-aptamere [39, 40]. L'aptasensor" congu est schématisé

dans la figure III.1 pour I’aptamere 1.

T.T-G-G- /T~é-.|l- —\TE-;
G661 L&l
—G‘ I G_|7
GTTE /+ G@-G\c
G.C.A'A\ \AiA\
C C
C ol
Thrombine
AANAN AANAN
SSSS SSSS
I I
Figure IIl.1 Schéma de

I’ Aptasensor congu pour ’aptamére 1
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La réalisation de ces "aptasensors" nécessite préalablement une étape d’immobilisation
robuste et reproductible, compatible avec la détection par spectroscopie d’impédance
¢lectrochimique.

Les deux aptaméres ont ¢t¢é immobilisés a la surface de 1’¢lectrode d’or par simple
chimisorption par I’intermédiaire des 4 fonctions thiol ancrée a leurs extrémités. Par la suite
nous avons ¢tudi¢ la sélectivité¢ des biocapteurs ¢laborés par rapport a une autre protéine
modele la BSA (albumine de sérum bovin).

La spectroscopie d’impédance électrochimique a été choisie pour étudier la formation du
complexe aptamere-thrombine. Contrairement aux autres techniques de détection de ce

complexe, la SIE permet une détection simple, facile et sans marquage.

III. 3. MATERIELS ET METHODES :

III. 3. 1. Réactifs et solutions :

Des solutions tampon de greffage, de réduction, d’activation et de tampons d’analyse ont été
préparées afin de réaliser les différentes étapes de conception des "aptasensors". Toutes les
solutions aqueuses ont été préparées avec de I’eau ultra-pure (résistivité > 18 MQ.cm)
obtenue a partir d’un systeéme de purification Simplicity (Millipore). Les réactifs permettant
de préparer la solution piranha (H2SO4/H202) (acide sulfurique 98% / eau oxygénée 35%), tris
(2-carboxyéthyl) phosphine chlorhydrate (TCEP, HCI), ont été fournis par Aldrich (Saint
Quentin, Fallavier, France). La thrombine et I'albumine de sérum bovin (BSA) ont été fournis

par Sigma.

I1I. 3. 2. Synthése des aptameres :

Les aptameres de la thrombine ont été synthétisés, caractérisés et purifiés par Carole Farre
(Ingénieur de recherche CNRS au sein de I'ISA). Ces aptaméres présentent les séquences
suivantes: un 20-mer aptamer 5’DTPA-DTPATT-PEG-CCA ACG GTT GGT GTG GTT
GG3’ et un 29-mer aptamer 5S’DTPA-DTPA-TT-PEG-A GTC CGT GGT AGG GCA GGT
TGG GGTGAC T3 (figure I11.2).
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Aptamer 1
i i
HO O—Il’—O O—II:’—O—TT—PEG—CCA ACGGTTGGTGTGGTT GG
(0] (0]
$S—S o
Aptamer 2
||
HO —P—O O—II’—O TT—PEG—A GTCCGT AGGGCAGGTTGG GGTGACT
(0]
—4 —5

Figure I11.2
Formule des aptaméres sélectionnés et synthétisés

Ces aptameres sont constitués de plusieurs ¢léments, chaque ¢lément présentant une fonction
bien définie : une fonction d’accroche, le dithiolphosphoramidite (DTPA) qui va servir
comme ¢lément d’ancrage; deux groupement de DTPA ont été incorporés de maniere a avoir
4 fonctions thiols ce qui nous permet d’accroitre la stabilité du greffage des sondes a long
terme;

un espaceur : polyéthyléne glycol (PEG) afin de limiter I’adsorption non spécifique et donner
plus de flexibilité a I’aptamere gréffé; la sonde : I’aptamere qui va assurer la reconnaissance

de la thrombine.

I11. 3. 3. Dispositif expérimental :

Dans le but d’étudier la réponse des "aptasensors" par la formation du complexe thrombine-
aptamere, nous avons utilis¢é une cellule électrochimique en verre (Verre Equipements,
Collonges au Mont d’Or, France) a trois électrodes de volume 5 ml. La cellule
¢lectrochimique est bien lavée avec une solution d’acide sulfochromique puis avec de I’eau

ultrapure et enfin séchée dans 1’étuve avant et apres toute utilisation. Une électrode de travail
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en or, une contre €lectrode en platine et une électrode de référence au calomel saturée (SCE)

sont installées dans la cellule.

Un potentiostat-galvanostat PGZ 402-voltalab 80 reli¢ aux trois ¢électrodes nous permet de
polariser I’¢lectrode de travail par rapport a I’¢électrode de référence en surimposant une

perturbation sinusoidale de faible amplitude.

Le pilotage et ’acquisition des paramctres expérimentaux se fait par I’intermédiaire d’un
logiciel volta Master 4. Le dispositif pour les mesures électrochimiques est donné a la

figure I11.3.

Toutes les mesures ¢lectrochimiques ont été réalisées en présence de la sonde redox
[Fe (CN) 6]*’* dans le PBE (tampon phosphate) a température ambiante et dans une cage de
Faraday. Le tampon PBE (tampon phosphate ¢lectrolyte: phosphate de sodium 20 mM, 250
perchlorate de sodium mM, pH 6,4) a ¢té choisi car il favorise le repliement des structures

d'oligonucléotides [41].

Pour satisfaire la condition de linéarité de la réponse du systeme ¢lectrochimique étudié, il
faut que I’amplitude de la tension perturbatrice (DE) soit assez faible (pour toutes les

expériences une valeur de 10 mV a été choisie).

Systéme d’acquisition
d’information Cage de Faraday

'4

Cellule
électrochimique

Voltalab 40

Figure I111.3
Dispositif expérimental pour réaliser les mesures électrochimiques
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I1I. 3. 4. Nettoyage et activation de la surface I’or

Les ¢lectrodes d’or utilisées étaient constituées d'une fine couche d'or déposée (épaisseur 300
nm) par évaporation sur des substrats de Si/SiOz en utilisant une couche d'accrochage de 30
nm de Titane (Ti). Ces ¢lectrodes d’or été fournies par le Laboratoire d'Analyse et
d'Architecture des Systemes (LAAS), Toulouse. Une couche de résine est déposée sur la

surface d'or afin de protéger la surface d'or pendant le transport.

Le premier nettoyage consiste a enlever la couche de résine sur la surface d'or; pour ce faire la
plaque d’or est immergée dans l'acétone dans un bain a ultrasons pendant 15 minutes. La

surface est ensuite séchée sous un flux d’azote (N2).

L’¢lectrode est ensuite plongée 5 minutes dans une solution de piranha, cette solution étant
compos¢e d’un mélange d’acide sulfurique a 98% et d’eau oxygénée a 35 % (H2SO4/H20-
70 :30 v/v). Le mélange est tres exothermique. L’¢échantillon est ensuite rincé abondamment

avec de I’eau ultrapure.

En suite, la plaque d’or est montée sur la cellule, de méme pour la contre-électrode en platine.
La cellule est remplie de la solution de soude a 0,5M soit SmL, I’¢lectrode de référence est
ajoutée au systeme. La cellule est reliée au potentiostat, la surface d’or est alors activée en
milieu basique [42] en imposant une série de balayages en potentiels (de -400 mV a -1400 m
V), ce qui permet de produire de 1’hydrogene a la surface par 1’¢lectrolyse de I’eau dans la
soude et conduit a une surface d'or propre et réduite (Au®). La stabilisation du
voltammogramme indique la fin du nettoyage et que toute les impuretés sont désorbées

(figure 11L.4).
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Nettoyage électrochimique de I’or dans la soude (0,5M)

I1I. 3. 5. Fonctionnalisation des électrodes d’or par les aptaméres

Avant la fonctionnalisation des plaques d’or par la sonde a greffer, il est nécessaire de réduire
les fonctions thiol des aptameres avant greffage. La réduction des fonctions thiols se fait dans
une solution de chlorhydrate de tris(2-carboxyéthyl)phosphine TCEP, HC1 20 mM sous gaz

inerte.

2 nmol de solution d’aptameres est ajoutée a 1ul de la solution-TCEP, HCL (160 mM) et
ajustée avec de I’eau milliQ filtrée puis dégazée pour obtenir un volume total de 8ul. La

solution obtenue est dégazée par un flux d’argon.

Apres au moins 2h de réduction, le milieu réactionnel aptameére TCEP est dilué¢ 12 fois dans
du tampon dit tampon de greffage (tampon de phosphate 100 mM pH 8) pour obtenir un

volume finale de 96pl.

La solution ainsi obtenue est mise au contact de la plaque d’or fraichement activée. Le
systéme obtenu est mis sous atmospheére inerte et rendu hermétique grace a du parafilm. La

plaque est laissée a greffer 3 jours, a température ambiante.
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Apres 72 heures de greffage, la cellule est rincée avec de 1’eau milliQ, puis la passivation de
la plaque est effectuée en laissant tremper la plaque d’or dans 150 ul d’une solution de

mercaptopropanol a 1 mM, pendant 1 heure a température ambiante.

La cellule est rincée avec de I’eau distillée puis stockée dans un tampon de phosphate

(20mM), NaClO4 (250mM), pH 6,5.

Du point de vue expérimental, la fonctionnalisation des plaques d’or avec les aptameres est

trés longue puisque elle comporte 5 étapes réalisées sur 4 jours :

- Nettoyage judicieux des ¢lectrodes suivi d’activation
- Réduction des fonctions thiol (2h)

- Greffage des aptameres pendant 3 jours

- Passivation de la surface

- Stockage des ¢lectrodes dans le tampon.

I1I.4 RESULTATS ET DISCUSSION:

I1I. 4. 1. Caractérisation des électrodes fonctionnalisées par voltamétrie cyclique:

La voltamétrie cyclique est une technique ¢électrochimique qui nous a permis de caractériser la
modification de la surface de I’or par les aptameres et de vérifier le bon édifice moléculaire.
Elle peut également donner des informations sur la capacité des électrons des especes redox
en solution a traverser cet assemblage et d’atteindre la surface de 1’or sur laquelle les

aptameres sont immobilisés.
Cette technique consiste a soumettre 1’¢lectrode de travail a une rampe de potentiel (balayage
triangulaire) et & mesurer le courant résultant. Le potentiel appliqué varie entre deux valeurs

E1l et E2 avec une vitesse de balayage v.

En fait DI’immobilisation des aptaméres provoque un changement des propriétés

¢lectrochimiques de la surface d’or et influe donc sur les pics d’oxydo-réduction.
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Afin de s’assurer du bon greffage des aptameéres a la surface des plaques d’or, des mesures de
voltampérometrie cyclique (CV) ont été réalisées dans une solution de ferri-ferrocyanure de
potassium (5mM dans 1’¢électrolyte d’analyse PBE : solution tampon pH 6,4 constituée de
phosphate de sodium a 20 mM, et de perchlorate de sodium a 250 mM) et dans un intervalle

de potentiel allant de -400mV jusqu'a +400mV avec une vitesse de balayage égale a 100mV/s.

La figure II1.5 représente les courbes obtenues pour des mesures voltampérometriques de
I’¢lectrode d’or nue et des ¢électrodes modifices. Il est trés clair qu’aprés fonctionnalisation
des plaques d’or, les pics d’oxydoréduction de 1’espece €lectroactive sont réduits de maniére
trés significative, cette diminution traduit bien que la couche immobilisée a un caractere
bloquant et empéche les électrons du couple redox [Fe(CN)g]*”* d’atteindre la surface de 1’or,
ce qui confirme la présence d’un édifice moléculaire et que les aptameres sont bien greffés sur

la surface d’or.

o s OF NUE 7 s OF NUE
300 - s Or modifiée 600 = s Or modifiée
,,E. il avec I'aptamere 1 ,,E. i avec I'aptamere 2
E 200 - m ‘i 400 - /\
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Figure. I11.5
Voltammogrammes pour une électrode d'or nue,
modifiée par ’'aptamére 1 et aptamére 2. Vitesse de balayage 100 mV.s-'
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I1I. 4. 2. Optimisation du potentiel

Dans un premier temps, nous avons cherché la valeur de la tension de polarisation qu’il faut
imposer a notre systtme en vue d’obtenir la plus faible valeur d’impédance possible et de

minimiser le phénomene de diffusion.

Les mesures d’impédance ¢électrochimique ont été réalisées dans le tampon PBE (pH 6,4) en
présence du couple redox [Fe(CN)s]*”* dans une gamme de fréquences comprises entre 100

kHz et 100 mHz a différentes tensions de polarisation de — 400 mV a +400 mV.

Les diagrammes de Nyquist présentés sur la figure I11.6 montrent la réponse ¢lectrochimique

de I'¢lectrode d'or gréffée avec les deux aptameéres (a et b) a différents potentiels imposés.

On constate que la meilleure réponse se manifeste pour une polarisation de +200 mV avec la

plus faible valeur de résistance et une impédance de Warburg trés courte pour les deux

aptameres.
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Figure I11.6

spectres d’impédance dans le plan de Nyquist a différentes polarisations
a) pour ’aptamere 1, b) pour ['aptamere 2

Une autre représentation de I’impédance est parfois envisagée; c’est la représentation de

I’impédance selon le diagramme de Bode: le module de I'impédance z est présenté en
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fonction de la fréquence. La représentation des spectres d’impédance dans le diagramme de

Bode pour les deux "aptasensors" est montrée sur la figure I11.7.
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Figurelll.7
spectres d’impédance dans le plan de Bode a différentes polarisations
a) pour l’aptamere 1, b) pour [’aptamere 2

D’aprés les digrammes de Bode, on peut constater que : a hautes fréquences, I’allure des
courbes obtenues reste presque la méme quelque soit la polarisation; les courbes se
superposent et la polarisation n’a pas d’effet; a basses fréquences, 1’allure des courbes n’est
pas la méme, un écart important est observé entre la courbe de polarisation a +200 mV et les

autres courbes de polarisation pour les deux "aptasensors".

A +200 mV, I’'impédance de Warburg présente une petite droite c'est-a-dire le transfert de
masse qui est di aux ions au sein de la solution n’influence pas trop la réponse des
biocapteurs élaborés. Il faut noter que cette polarisation de +200 mV est trés proche du

potentiel a I’équilibre. C’est cette polarisation qui sera retenue pour la suite de notre travail.

I1I. 4. 3. Réponses des "aptasensors"

Apres I'immobilisation des aptameres et 1’élaboration des biocapteurs, la détection de la
thrombine est réalisée. Pour cela, les électrodes modifiées avec les aptameres subissent des
incubations successives pendant 30 min dans des solutions de concentrations croissantes en

thrombine.
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Apreés chaque incubation, la cellule est rincée trois fois avec du tampon d’analyse pour
enlever toute adsorption non-spécifique sur la surface du biocapteur qui peut induire des

artefacts sur la réponse.

Les mesures d’impédance ¢lectrochimiques ont été réalisées dans le tampon PBE (pH6,4) en
présence du couple redox [Fe(CN)s]*”* dans une gamme de fréquences comprises entre 100
kHz et 100 mHz a un potentiel impos¢ ¢gal +200 mV.

Ainsi les différentes réponses des deux "aptasensors" suite a I’incubation de la thrombine sont

représentées selon le plan de Nyquist et présentées sur la figure I1L.8.

0 ng/ml o.a-. —B- 0 ng/ml
1.0 - —e— 3.1 ng/ml ] —@— 3.1 ng/ml
—@— 15 ng/ml 0.7 1 ~A— 15 ng/ml
0.8 & 30 ng/ml & 1 —vy— 31 ng/ml
-~ | —x—50 ng/ml ~ ] 50 ng/ml
g ';\ —&— 100 ng/ml g 0_5: —4— 100 ng/ml
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Figure I11.8

Diagrammes d’impédance avant et apreés incubation
de différentes concentrations de thrombine

a) pour ’aptamere 1, b) pour [’aptamere 2

Les mesures d’impédances €lectrochimiques obtenues suite a 1’augmentation successive de la
concentration en thrombine montrent une diminution de la résistance de transfert de charge
(Rtc). Ce résultat semble en désaccord avec la formation du complexe aptameére-thrombine
qui forme une structure en « tétrade de G » qui normalement devrait géner le passage des
¢lectrons de la sonde redox vers la surface de I’or. Ce résultat a déja été observé dans une
étude précédente sur la détection de la lysozyme en présence de la sonde rédox [Fe(CN)]J*"*

[43].
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11 est bien connu que : a un pH inferieur au point isoélectrique (PI) des protéines, la charge de
surface (initialement négative) est inversée lorsque le complexe protéine-aptameére est formé.
Un exces de charge positive sur I’¢électrode fonctionnalisée facilite 1'approche de la sonde
redox vers la surface et diminue ainsi la résistance de transfert de charge. Dans notre cas, on
travaille a pH 6,4, la thrombine est chargée positivement puisque son PI est entre 7,0 et 7,6
[44]. Les résultats obtenus peuvent étre expliqués par cette inversion de charge de surface.
Néanmoins un grand nombre de travaux publiés relate une augmentation de la résistance de

transfert de charge lorsque la concentration de la thrombine augmente [45-50].

La plupart de ces travaux sont basés sur un systéme ¢lectrochimique a base de nanoparticules
ou de dendrim¢res [45-48] et une forte densit¢é de surface des sondes d’aptaméres
immobilisées. L’association de I’aptamere a sa cible entraine un changement conformationnel

qui influe sur le transfert électronique entre I’espece ¢lectro-active et I’¢lectrode.

I11.4.4 Modélisation des spectres d’impédance :

Une cellule électrochimique, peut étre représentée par un circuit électrique équivalent
comprenant des ¢léments simples.

Le modé¢le de Randles est le circuit €lectrique le plus couramment utilisé pour décrire une
cellule électrochimique (figure I11.9) [51-53].

Afin d’extraire un maximum d’informations sur les processus se déroulant a 1’interface
¢lectrode/électrolyte et le comportement électrique de ce systeme, les spectres d’impédance
obtenus pour les deux "aptasensors" pour les différentes concentrations de thrombine, ont été

modélisés selon le circuit de Randles simplifi¢ en utilisant Zplot / Zview schéma II1.4.

Rs

Rct Iw

Figure I11.9
Circuit Randles équivalent
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La figure III.10 montre bien que la courbe modélisée est bien superposée a la courbe

expérimentale, par conséquent le modele choisi est satisfaisant.

-100 — FitResult

ZI

FigureIl1.10
Exemple de fit basé sur le cicuit équivalent
de Randle modélisé avec Zplot/ Zview

Le circuit équivalent obtenu est composé de 4 composants :

v’ La résistance de la solution (Rs correspond a la valeur sur I’axe Zr au départ du demi-
cercle) due a la chute ohmique entre I’électrode de travail et 1’¢lectrode de référence.

v’ La résistance de transfert de charge (R se lit sur I’axe Zr et équivaut au diamétre du
demi-cercle) correspond au transfert d’électrons.

v La capacité Cq caractérisant 1’interface métal/solution qui est une zone de distribution
de charges. Le caractére non parfait de cette capacité traduit le caractere rugueux de la
surface de 1’électrode. La capacité est dite non parfaite ou CPE (Elément a Phase
Constante).

v L'impédance de Warburg qui traduit le phénoméne de diffusion di au transport de
matiere (on remarque une courte impédance de Warburg qui varie peu avec la
concentration de la thrombine).

Les parametres €lectriques suite a la modélisation des spectres d’impédances sont rapportés

sur les tableaux III.1 et I11.2.
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[Thrombin] | Rs(Q) CPE:-T CPE:-P | Wi-R | WI-T R | Chi-squared
ng/mL (uF(rad/s) ™)1 | (m) @ | Wt (kQ) 10™)
0 9,136 1.6 0,87024 | 1033 | 33,26 | 0,43929 | 146.9 7,2
3.1 8,457 1.7 0,86693 102 | 34,37 | 0,46442 | 138.3 20,7
115 9,053 1.7 0,86884 | 105,1 39,2 | 0,43228 | 127.2 16,1
31 8,922 1.7 0,86790 | 119,3 | 47,83 | 0,42921 120 18,4
50 8,807 1.7 0,86773 | 120,9 | 51,83 | 0,43028 | 115.3 19,8
100 8,791 1.7 0,87166 | 1224 | 51,61 | 0,40296 | 115.8 21,6
Tableau I11.1
Résultats de la modélisation des spectres d'impédance pour la détection de la thrombine
(aptamérel)
[Thrombin] | Rs(2) CPE-T CPE:-P | Wi-R | WI-T Ric Chi-squared
ng/mL (WF(rad/s) )19 | (n) @ | ©® WP (kQ) 10*
0 16,12 1,29 0,91388 | 100,1 17,3 0,5 153,1 16
3.1 12,59 1,34 0,90987 | 100,26 | 17,94 0,5 143,7 20
15 14,01 1,71 0,09804 | 68,04 | 9,908 0,5 111,9 29
31 15,79 1,91 0,88687 | 69,39 | 10,44 0,5 91,4 39
50 13,2 2,05 0,88319 | 71,25 | 10,65 0,5| 83,46 39
100 13,46 2,11 0,87464 | 55,14 | 8,842 0,5 73,11 41
150 12,35 2,07 0,87352 | 77,91 | 11,33 0,5 62,9 70
200 12,99 2,25 0,86437 | 75,64 12,7 0,5 60,45 75
Tableau I11.2

Résultats de la modélisation des spectres d'impédance pour la détection de la thrombine

(aptameére?2)
Les données sur les tableaux montrent que la résistance de transfert de charge apparait comme

valeur variable lors de la formation du complexe aptamere-thrombine. On a une diminution au

fur et a mesure que la concentration en thrombine augmente pour les deux aptameéres.
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I1I. 4. 5. Etude comparative des caractéristiques analytiques des deux sondes

III. 4. 5. 1. Courbe de calibration :

Afin d’extraire les caractéristiques analytiques des deux "aptasensors" congus telles que la
gamme de linéarité, la sensibilité et la limite de détection, nous avons tracé la variation de la
résistance de transfert de charge en fonction de la concentration en thrombine.

Cette variation est donnée par la relation:

ARte= Rtco-RtC..ccvviniiiniiiiiiniinninans (I1L1).
Ou
Rtc0 : correspond a la valeur de résistance de transfert de charge avant ajout de la
thrombine
Rte : correspond a la valeur de résistance de transfert de charge apres chaque

incubation de la thrombine.

Afin de mieux comparer les résultats obtenus pour les deux biocapteurs nous avons

représenter la variation relative da la résistance de transfert de charge :

AR RtcO-Rtc
Rtc0 - Rtc0

....................... (I11.2).

. . ARtc .. . .
La relation entre le quotient Rieo 2VeC la variation de la concentration en thrombine pour les

deux biocapteurs est illustrée dans la figure II1.5.
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FigureIll.11

Variation relative de la résistance de transfert de charge en fonction de la concentration
en thrombine pour les deux biocapteurs

La figure III.11 représente les courbes d’étalonnage pour les deux "aptasensors". Ces deux

courbes présentent une partie linéaire comprise entre de 3,1 a 30 ng/ml pour I’aptamere 1 et

3,1 a 50 ng/ml pour Dl’aptamere 2, pour laquelle la réponse des deux capteurs est

proportionnelle a la variation de la concentration en thrombine. Au-dela de ces deux gammes

de linéarité commence la saturation des "aptasensors". La limite de détection est de 3,1 ng/

ml 80 pmol /1) pour les deux capteurs.

Les courbes de calibration ainsi obtenues pour les deux biocapteurs présentent une forme

d’isotherme de Langmuir. Il est alors possible de déduire les valeurs des constantes de

dissociation Kd pour les deux complexes aptamere-thrombine : Kd est égale a 240 pM pour

I’aptamere 1 et de 666 pM pour 1’aptamere 2. Ces valeurs de Kd sont dans la gamme de nM

en accord avec les valeurs publiées précédemment [54].
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I1I. 4. 5. 2. Reproductibilité

Pour I’étude de la reproductibilité des résultats, nous avons réalisé des essais inter capteurs sur
trois "aptasensors" €¢laborés de la méme fagon et dans les mémes conditions pour la détection
de la thrombine. Les résultats obtenus montrent un écart-type de 10% (figure II1.11) ce qui
vérifie la bonne reproductibilit¢ du systéme congu. Un signal plus stable est obtenu pour

I’aptamere 1.

I1I. 4. 5. 3. Spécificité ou Sélectivité

La sélectivité ou la spécificité est sans doute 1’une des caractéristiques la plus importante d’un
biocapteur. Donc il est nécessaire de mettre en évidence la sélectivité des capteurs élaborés.
Pour cela deux "aptasensors" ont ¢été préparés avec les deux aptameéres, dans les mémes
conditions et on a ¢tudi¢ leur sélectivité par rapport a une protéine modele 1'albumine de

sérum bovin (BSA).

Les courbes de d'étalonnage obtenues, suite a I’incubation de la BSA, dans la méme gamme
de concentration que la thrombine, sont présentées sur la figure IIl.11. On constate que la
variation de la Rtc en présence de la BSA est presque imperceptible. Ce qui montre bien la

sélectivité des capteurs étudiés dans les conditions opératoires.

Par ailleurs, nous avons calculé le rapport entre la variation relative de la résistance de
transfert de charge relative pour la thrombine et pour la BSA. Ce rapport est de 5% pour
I’aptamere 1 et 2,5% pour I’aptamere 2. Lorsque 1'on compare ce rapport a celui obtenu avec
I’aptamere marqué ferrocene pour lequel il est de 50% [55] nous pouvons conclure que la
conception des aptameres et la passivation de la surface de 1'électrode greffée permettent la
fabrication d'un "aptasensor" sélectif. Dans la référence [46], la concentration testée de BSA
a été trois fois plus élevée que la concentration de thrombine. Le Rapport du signal pour la
BSA (variation relative de Rtc) par rapport au signal de la thrombine étant de 2,5 (aptamere
2) pour une méme concentration, lorsque la concentration de la BSA est trois fois supérieure
a celle de la thrombine, la contribution du signal de la BSA sera inférieure a 7,5% du signal
de la thrombine. Toujours dans la référence [46], le signal de la BSA est de I'ordre de 6 % de
celui de la thrombine, donc I"aptasensor" préparé avec l'aptamere 2 est plus sélectif et plus

sensible.
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I1I. 4. 5. 4. Comparaison des performances analytiques de nos "aptasensors' avec les

travaux antérieurs :

Les caractéristiques analytiques des capteurs ¢laborés dans ce travail sont comparées a celles

des "aptasensors" basés sur différents transducteurs (EIS, amperometrie et SPR) et sont

rapportées dans le tableau I11.3 :

Comparaison des caractérisations analytiques de nos capteurs

Mode de transduction Mode d’immobilisation Limite de Sélectivité Référence
M) d’aptameére détection LD | BSA/thrombine

EIS sans marquage 4 Thiols 80 pmol/l 2.5-5% Ce travail

EIS sans marquage Streptavidine/biotine 5 nmol/l [41]

EIS sans marquage Dendrimere 10 pmol/I 15% [45]

EIS sans marquage Couche par couche 40 pmol/l 10% [46]

EIS sans marquage 1 Thiol/AuNPs 13 pmol/l 2.8% [48]

EIS sans marquage 1 Thiol 0.1 nmol/l [49]
Amine-aptamére/

EIS sans marquage ¢électrode de carbone 0.5 nmol/l [50]
polarisée

EIS sans marquage chimisorption 2 nmol/l [56]

EIS sans marquage 1 Thiol 30 fmol/l 50% [55]

Ampérometrie Billes magnétiques 0.45 nmol/l [38]

SPR BSA carboxylée 0.1 nmol/l 2.5% [57]

SPR 2 Thiols 25 nmol/l [58]

Tableau I11.

et les autres aptasensors développés précédemment pour la détection de la thrombine

La limite de détection obtenu (80 pmol / L) est dans la plage inférieure de limites de détection

obtenues avec des capteurs sans marquage.
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I11. 4. 5. 5. Stabilité

La stabilité des capteurs a été étudiée pendant une durée de 20 jours (figure I1112). Le capteur
est régénéré apres chaque mesure avec de I'eau UHQ a une température de 60 °C pendant 10
min et 1'¢lectrode est maintenue dans un tampon phosphate. Sur une période de 20 jours,
aucune perte de signal n’a été observée ce qui montre une bonne stabilité de notre capteur. La
stabilit¢ observée a ¢été plus ¢levé, comparativement a celle rapportée dans la référence [46]
ou I’"aptasensors" a retenu 93,1% de sa réponse initiale apres une période de stockage de 10
jours.

La bonne stabilit¢ peut étre attribuée a l'attachement ferme de la molécule aptamere avec

quatre groupes thiolates sur la surface de I'¢lectrode en or.

L]
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Rtc,

400 —

200 —

3 £ L P31 FT 21 1l 3 ITrTS FITRTRI®XT 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Nombre de jours

Figure Il1.12
Stabilité de I’"aptasensor' apreés régénération avec de I’eau a 60°C
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CONCLUSION

Dans le cadre de ce travail, nous avons développé deux
"aptasensors" pour la détection de la thrombine. Les deux
aptameres s¢lectionnés pour la détection de la thrombine ont été
directement immobilisés par une simple chimisorption sur

I'électrode en or.

Les deux "aptasensors" présentent une grande sensibilité,
spécificité et stabilit¢ pour la détection de la thrombine. La
limite de détection est de 3,1 ng ml-1 (80 pmol /1) pour les deux
aptameres, le second aptamere a montré une sensibilité¢ plus

¢levée que le premier et une meilleure sélectivité.

Ce travail, par rapport aux travaux précédents, montre le grand
intérét de la synthese directe des aptameres modifiés a l'aide de
synthons phophoramidites pour un ancrage fort des thiolates de
l'aptamére et une grande flexibilité fournie par les espaceurs

ciblés.
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CHAPITRE 1V

APPLICATION DE LA CHIMIE « CLICK » POUR
L’ELECTROADRESSAGE SUR ELECTRODE D’OR
ET LA DETECTION DE PROTEINE

IV. 1. Introduction

Dans les biocapteurs d'affinit¢, un bioélément de reconnaissance (sonde) immobilisé se lie
s¢lectivement a la substance a analyser (molécule cible). La détection de I'événement de liaison
(cible / sonde) est basée sur la variation d'un parametre électrique au niveau de l'interface ¢lectrode /

électrolyte ou un transducteur €électrochimique est utilisé.

Ces transducteurs peuvent étre de nature potentiométrique [1], ampérométrique [2],
conductimétrique [3] ou impédimétrique [4] , et il permettent la conversion des informations

biochimiques en un signal mesurable.

Les biocapteurs électrochimiques ont récemment regu une attention toute particuliere car ils
possedent un certain nombre de caractéristiques intéressantes : leur simplicité, leur faible cout, leurs
faible temps de réponse, leurs capacité de miniaturisation, ils permettent une détection sans

marquage et une production en masse...etc.

En se concentrant sur les biocapteurs impédimétriques, ils permettent la détection de cibles
biologiques sans aucune étape de marquage précédente (fluorophores, enzymes redox ...) des
biomolécules [5]. Par ailleurs, les techniques impédimétriques ont été utilisées pour caractériser la
fabrication de biocapteurs et de suivre les réactions catalysées par des enzymes ou des événements
de reconnaissance biomoléculaires des liaisons spécifiques protéines, des lectines, des récepteurs,

des acides nucléiques, des cellules entieres, des anticorps ou des substances liées a l'anticorps [6].
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L'étape cruciale dans la fabrication / conception de biocapteur reste le choix de la méthode
d'immobilisation de la matiére biologique sur I'¢lectrode. Les techniques d'immobilisation de
biomolécules les plus couramment utilisées pour la conception de biocapteurs spécifiques sont :
I’adsorption physique, le piégeage, la réticulation et le couplage covalent [7]. Parallelement a ces
techniques d'immobilisation répandues, les méthodes électrochimiques d'immobilisation et en
particulier les méthodes d'¢lectro-adressages suscitent un intérét particulier comme de nouvelles
approches pour fixer des biomolécules actives a la surface d'un matériau conducteur. L'application
d'un potentiel ¢lectrochimique de 1'¢lectrode spécifique (puce) permet I'immobilisation de
biomolécules qui devrait étre compatible avec la production de biopuces pour une multidétection.

Dans cette optique, beaucoup de recherches ont été consacrées au cours des derni¢res décennies
pour I'électro-adressage des sondes sur des microréseaux. L’¢lectropolymérisation du pyrrole, par
exemple, s'est avérée étre une méthode efficace pour I’adressage de I'ADN sur des électrodes
miniaturisées [8-11]. La chimie du sel d’aryle diazonium semble prometteuse pour la réalisation de
greffage covalent sur des surfaces de carbone et d'or par ¢lectroactivation. Corgier et al ont décrit le
greffage de biomolécules d'aryle diazonium modifiées, tels que I'ADN ou des protéines, sur des
¢lectrodes de carbones [12, 13] polarisées et sur des électrodes d’or [14]. La réduction du
groupement aryle diazonium obtenu sous un potentiel négatif constitu¢ d'une liaison C-C covalente

ou C-Au liaison entre le groupe aryle et 1'électrode.

Parmi toutes ces méthodes d’¢électro-adressages existantes, la « chimie click » ou « cycloaddition de
Huisgen » a été utilisée récemment pour le greffage et I’adressage de sondes sur des surfaces solides
organiques et inorganiques. C’est a cette chimie que nous nous sommes intéressés dans le cadre de

ce travail et que nous développerons juste apres.

IV. 2. Chimie click

IV. 2. 1. Généralités

Le concept de la chimie click est un concept récent introduit par K.Barry Sharpless en 2001 [15] qui
définit un groupe de réactions d’une grande efficacité. La chimie click présente une solution pour la
conception de nouvelles méthodes d’immobilisation de biomolécules. En fait, il suffit d’intégrer aux
deux partenaires des fonctions chimiques présentant une réactivité réciproque, unique et spécifique.
En général, I’'un des deux synthons porte une fonction nucléophile et ’autre une fonction

¢lectrophile complémentaire. Ces réactions, que 1’on pourrait qualifier de « quasi parfaites »,
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répondent a une série de caractéristiques précises pour qu’une réaction puisse étre considérée
comme type « click », celle-ci doit :
» Etre modulable et doit s’appliquer a un large spectre de substrats,
Aboutir a de bons rendements et étre efficace,
Générer uniquement des sous- produits inoffensifs,

>

>

»  Etre stéréospécifique,

» S’effectuer selon un protocole simple,
>

Les techniques de purification doivent étre simples.

La diversit¢ des réactions possibles entraine différents types de liaisons chimiosélectives (Cf.
Shema IV.1). Les quatres classes de transformations sont :
v' Les cycloadditions d’especes insaturées ; particuliérement les réactions de cycloaddition
1,3-dipolaire Azoture-Alcyne (CuAAC) et de Diels-Alder.
v Les substitutions nucléophiles, particuliérement les réactions d’ouvertures d’hétérocycles
contraints comme les époxydes.
v La chimie des carbonyles non énolisables, comme la formation d’hydrazones ou la chimie
des oximes.
v Les additions sur des liaisons multiples carbone-carbone, soit les réactions d’oxydations

telles que les époxydations, et certaine additions de Michael.
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Cycloaddition
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Chimie des oximes additions de Michael

Chimie des hydrazones

Schéma 1V.1
Principales réactions de chimie « click ».

Parmi les différentes réactions click, la cycloaddition 1,3-dipolaire catalysée par du cuivre (I) entre
un azoture et un alcyne est la réaction représentant au mieux le concept de la chimie click. En raison

de sa simplicité et de son efficacité, cette cycloaddition est la réaction click par excellence [15].

IV. 2. 2. Cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen
Dans les années 1960, Huisgen met en évidence la réaction de cycloaddition d’un azoture sur un

alcyne pour donner un 1,2,3-triazole [16].

Cette réaction présente I’avantage d’étre trés permissive en terme de solvants utilisés et peu sensible
aux fonctions chimiques avoisinantes. En contrepartie, elle présente 1’inconvénient d’étre non
régiospécifique, donnant un mélange de triazoles substitués en 1,4 et 1,5 (Figure IV.1). Néanmoins,

il est possible d’orienter la régiosélectivité en utilisant des alcynes terminaux particulierement
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déficitaires en électrons ou méme d’assurer une régiospécificité dans le cas de cycloadditions

intramoléculaires conduisant a des composés bicycliques [17].

— R R
Chauffage
+ —_— p— + —

Ny N N N
N,—R’ NWN\r r” \N//

FigureIV.1.
La cycloaddition de Huisgen méne a deux régioisomeres du 1,2,3-triazole.

Outre sa non régiospécificité, cette réaction nécessite de chauffer a des températures élevées en
absence du catalyseur adéquat. Son utilisation avec des azotures de faible poids moléculaire devient
dangereuse en raison du caractere facilement explosif de ces derniers. Pour toutes ces raisons, cette

réaction a peu été utilisée dans ces conditions.

IV. 2. 2. 1. Catalyse de la cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen

En 2002, le groupe de Meldal introduit I'utilisation des sels de Cu(I) pour catalyser cette
cycloaddition [18], permettant la synthese régioselective, a température ambiante, d’un triazole
disubstitué en position 1 et 4 : la CuAAC (Cu-Catalysed Azide-Alkyne Cycloaddition) est née.
Cette réaction a été développée en parallele par le groupe de Sharpless qui propose rapidement un

premier mécanisme [19].

On retrouve dans la littérature des tentatives avec d’autre sels métalliques (NiClz, PtCl,, PdCl)
[20]. Le catalyseur a base de platine présente une activité significative par rapport a la réaction non
catalysée, mais la cinétique est 10 fois plus lente que dans le cas de CuBr. Enfin, il apparait
intéressant de noter que certains catalyseurs a base de ruthénium [21] favorisent la formation de
I’isomeére 1,5 lors de la cycloaddition, comme démontré par le groupe de Sharpless [22]. Cependant,
cette réaction ne peut €tre considérée comme « click » car elle ne se déroule pas dans 1’eau et de

plus nécessite un chauffage du milieu réactionnel.
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L’utilisation de métaux de transition a permis le développement d’une version catalysée de la
cycloaddition de Huisgen, I’utilisation de complexes de Cu(I) a permis 1’obtention spécifique du

régioisomere 1,4 [23] (Figure IV.2.).

R
[Cu], RT
R——= Ny N
N N\r
+
R
N3_ R’
[Ru], RT —
N N
7
N
Figure 1V.2.

Cycloaddition de Huisgen catalysée

La chimie «click » est réguliérement utilisée en chimie combinatoire pour le développement de
banques ou chimiotheques de composés. Celles-ci peuvent €tre préparées en solution mais le plus
souvent, pour des raisons de simplicit¢ de traitement post-réactionnel, les chimiothéques sont

développées sur support solide [24, 25].

IV. 2.2.2. Mécanisme catalytique et régiospécificité :

L’explication du phénomene catalytique li¢ a la présence du Cu(l) repose sur 1’activation de
I’alcyne (Figure IV.3). Cette activation a pour conséquence une augmentation de la vitesse de
réaction d’un facteur allant jusqu'a 107 dans certains cas. Le passage par un intermédiaire cyclique a
6 chalnons proposé par K.B.Sharpless permet 1’obtention du triazole substituél,4 et la régénération

du catalyseur.
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Figure IV.3

Figure catalytique de la CuAAC proposé en 2002 par K.B. Sharpless

La premicere ¢tape consiste en 1’addition du cuivre(I) sur ’alcyne apres élimination du proton
terminal. La régiospécificité de la CuAAC s’explique par le caractere dipolaire de 1’azoture. Celui-
ci va venir se coordonner au cuivre exclusivement via I’atome N(1) riche en électrons qui porte la
chaine alkyle. Le complexe d’acétylure de cuivre (I) formé interagit avec 1’azoture, activant ainsi
I’attaque nucléophile du carbone sur I’atome d’azote terminal afin de former un cycle avec le métal.
Il s’ensuit une contraction du cycle (¢élimination réductrice) pour former le complexe triazoture de
cuivre. Enfin, le triazole attendu est généré par le protonolyse, entrainant la libération du cuivre qui

peut rentrer dans un nouveau cycle catalytique.

IV. 2. 2. 3. Applications de la cycloaddition CuAAC :

Le concept de la chimie click fut initialement développé pour la synthése de molécules a intérét
pharmacologique et I’efficacité et I’adaptabilité de la réaction de CuAAC lui a ouvert de nombreux
autres domaines tels que la chimie supramoléculaire des dendriméres et des polymeéres ou encore la

chimie des sucres et des structures glycosylées multivalentes.

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

ligand sur un support solide, notamment pour la préparation de puces a ADN. Davaraj et al [26] ont
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développé une méthode de chimie « click » électroassistée, permettant de générer in situ le cuivre
(I). Celui-ci est obtenu par application d’un potentiel négatif menant a la réduction du cuivre (II) en
présence d’acide bis(bathophénanthroline) disulfonique. Cette électrogénération de Cuivre (I) a
I’avantage d’étre réalisée dans la région proche de 1’¢lectrode, développant ainsi une nouvelle voie

d’¢lectroadressage (figure IV.4)

Fe
Cu(ll) N (Cu(n) Cu(ll) ] N
N N N p
N N N H N
Fe
® \
SSSS SSSS SSSS SSSS
+250mV -300mV +250mV -300mV
—10pmie— | - —10pmie— |
Figure IV.4

Application de la "click" pour I’immobilisation d'une sonde ferrocéne sur de l’or

I1 est possible d’éviter toute contamination croisée dans un systeme multi-électrodes par application

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

Dans cette optique, Hansen et al [27] ont fonctionnalisé des électrodes avec un polymere
conducteur PEDOT modifié par un groupement azoture. L’application d’un potentiel négatif leur a

permis d’immobiliser sélectivement deux fluorophores distincts.

Canete et al [28] ont utilisé cette méthode pour la fabrication de puces a ADN. La sonde

immobilisée est un oligonucléotide modifi¢ par un groupement bleu de méthyléne.

Cette méthode permet la détection de la cible complémentaire par hybridation de celle-ci avec la
sonde de capture. La détection de cette hybridation est réalisée par Volammétrie impilsionnelle

différentielle (DPV). L hybridation de la cible entraine la diminution du signal DPV.
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Cette méthode d’immobilisation de biomolécules sur surface d’or semble trés prometteuse et sera

donc retenue pour la fixation de la biotine sur la surface d’or.

Une fois la biotine bien immobilisée sur la surface d’or, elle peut étre utilisée pour fixer la
streptavidine, sachant que la streptavidine est tres utilisée en biologie moléculaire pour sa tres forte
affinité avec la biotine, la constante de dissociation (Kd) du complexe biotine-streptavidine est de
l'ordre de ~ 1x107'> mol/L, se classant parmi les plus fortes interactions non-covalentes connues
dans la nature. C’est la raison pour laquelle nous allons décrire bricvement ces deux protéines et

I’internet que représente ce systéme dans la conception des biocapteurs.

IV. 3. Description de ’interaction entre la biotine et la streptavidine :

IV. 3. 1. La biotine

La biotine [29] ou la vitamine H est une molécule hydrosoluble de masse molaire 244 Da. Sa
structure chimique est présentée dans la figure IV. Elle est constituée d’un cycle
tétrahydrothiophene porteur d’une chaine latérale a cinq atomes de carbone. Elle posséde un centre
de chiralit¢, déterminant pour la reconnaissance de la streptavidine. Une des premieres fonctions
¢tudiées de la biotine est son implication dans le métabolisme des acides gras insaturés, des acides
aminés (et notamment la synthése de 1’aspartate) et des sucres. Elle est le cofacteur des
carboxylases qui catalysent 1’addition d’un groupe CO- a différents substrats [30-32]. La biotine
joue un rdle clef dans le métabolisme des protéines, des graisses et des glucides. La biotine se fixe
avec une trés grande affinité a I’avidine (Ka =10'> M), glycoprotéine que I’on trouve dans le blanc
d’ceuf [33]. Cette affinité ne baisse pas de fagon significative quand le groupement carboxylique de
la biotine est fonctionnalisé [34]. L affinité entre la biotine et I’avidine et son homologue bactérien,
la streptavidine (Ka=10'2 M) est considérée comme 1’affinité protéine-ligand naturelle la plus forte
[35]. Ce fait est a la base de 1’'ingénierie développée autour du systeme (strept) avidine biotine

depuis une trentaine d’années[33].
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Figure IV.5
Structure de la biotine

IV. 3. 2. La Streptavidine

La streptavidine [36] est 1’équivalent bactérien de 1’avidine [37] et elle est produite naturellement
par Streptomyces avidinii. Comme ’avidine, il s’agit d’une protéine homotétramérique tétravalente
a quatre unités de biotine. La masse molaire de la streptavidine est d’environ 60000 Da et son point
isoélectrique est au pH 6,4. Contrairement a 1’avidine, elle n’est pas glycosylée et ne posséde pas de

pont disulfure. Le gene de la streptavidine a été cloné et séquencé en 1986 [38].

IV. 3. 3. Systéme biotine/streptavidine

La biotine peut se fixer a la streptavidine beaucoup plus fortement qu’un anticorps a son antigene.
L’affinité exceptionnellement élevée entre ces deux molécules est décrite par une constante de
dissociation de 107" [35, 39]. Cette caractéristique explique pourquoi ces deux molécules ont été
tres étudiées en tant que modele théorique d’interaction impliquant une protéine et un ligand [35,
40], et utilisées a grande échelle en biologie moléculaire pour former des liaisons spécifiques et
quasiment irréversibles entre des macromolécules biologiques [41]. La biotine et la streptavidine

sont également plus faciles a produire et donc moins cheres que des anticorps.

La streptavidine dispose de 4 sous-unités peptidiques, et elle peut donc interagir avec 4 molécules
de biotine simultanément. La biotine est maintenue dans le site récepteur de la streptavidine par un
tres grand nombre de liaisons hydrogene qui, collectivement, produisent un lien extrémement stable
[41]. Le site de fixation de la biotine est constitué d’acides aminés polaires et aromatiques. Avant
I’interaction, la cavité formée par des boucles polypeptidiques est ouverte. Les acides aminés
impliqués dans I’immobilisation sont situés en surface de la molécule, en contact avec le solvant.
Le site récepteur de la biotine est alors occupé par plusieurs molécules d’eau. La formation du

complexe biotine-streptavidine implique le déplacement des molécules d’eau, 1’agencement de
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multiples liaisons hydrogene entre les acides aminés et la biotine, et enfin le repliement des boucles

polypeptidiques pour enfermer la biotine dans la streptavidine [41].

L’affinité streptavidine/biotine occupe une place remarquable dans le classement d’affinité entre
des combinaisons protéines-ligands : cette reconnaissance spécifique est, a titre d’exemple, 100 fois
plus importante que la reconnaissance anticorps-antigéne (Ka de 1’ordre de 107-10'! M). Les études
cristallographiques en présence de biotine ou de peptides [42] ont permis de visualiser le complexe

Biotine/streptavidine.

Le mode¢le de reconnaissance biologique a connu un tres fort développement grace a la grande
stabilit¢ de la streptavidine et le large nombre de possibilit¢ de modifications chimiques du motif

carboxylate de la biotine, sans altérer les proprié¢tés de reconnaissance.

Les applications de ce systeme touchent des domaines variés : le criblage de principes actifs, la
mise au point de systeme d’analyse, et la catalyse ¢énanatiosé¢lective par des métalloenzymes

artificielles [43-46].

Dans le cadre de ce travail, nous avons développé une stratégie d’¢lectro-adressage sur surface d’or
compatible avec la production de biopuces pour multi-détection. Cette électro-fonctionnalisation est
réalisée via une cycloaddition dipolaire 1,3 de type Huisgen, déja prédéfini « Click Chemistry ».
Cet adressage est dirigé par le Bis(DTPA) hexynyl constitué¢ de deux groupements dithiol phosphate
et d’un groupement hexynyle. Ce composé a été synthétisé par synthese supportée, a partir d’un
réactif dithiol phosphoramidite (DTPA) et d’un hexynyl phosphoramidite. Le Bis(DTPA) hexynyl
est ensuite greffé sur une surface d’or, par la suite, nous avons fixé un oligonucléotide (N3-PEG3-
Biotine) sur la surface d’or déja modifiée par électro-adressage par chrono-coulométrie. Le controle
du greffage a été fait par spectroscopie d’impédance montrant la variation d’impédance lors de
I’électro-adressage a -300 mV. Ces électrodes modifiées ont été utilisées pour la fixation de la
streptavidine. Le controle négatif est effectué¢ par mesure d’impédance. Cette approche permet une

immobilisation contrélée et compatible avec tout type de bio-sondes.
Des nanoparticules Rhodamine recouvertes de streptavidine fluorescentes ont été également

greftées de facon spécifique sur la surface d’or biotinylé afin de confirmer la réaction de « click »

en utilisant la microscopie a fluorescence.
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La plate-forme de streptavidine obtenue a été utilisée pour détecter 1’albumine sérique humaine
(HSA). Les concentrations minimales détectables sont de 10 pg/ml et la saturation de la surface est

obtenue avec des concentrations supérieures a 100 ng/ml.

1V. 4. Matériels et méthodes

IV. 4. 1. Solutions et réactifs :

Le conjugu¢ Azide-PEG3-biotine a ¢été acheté auprés de Jena Science (Saint-Martin-d’Heres,

France), sa structure est la suivante :

o)
~NH )
W N
7 N+
N

Figure IV.6
Structure du composé azide-PEG3-Biotine.

H

Tris(((1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl))amine (TBTA), Tris(2-carboxyethyl) phosphine
hydrochloride (TCEP, HCI), streptavidine, 1’albumine sérique bovine(BSA), ainsi que tous les
autres réactif chimiques ont été obtenus aupres de Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France).
Les nanoparticules de silice a cceur rhodamine fonctionnalisées a la streptavidine ont été achetées
chez Nano-H (Saint Quentin Fallavier, France). La protéine d’albumine sérique humaine biotinylée
(HSA) a été obtenus aupres de Abacam (Paris, France). La Dithiol phosphoramidite (DTPA) et
toutes les phosphoramidites ont été achetées chez Glen Research (Sterling, Virginie, USA).

Le dérivé du Bis (DTPA) hexynyl a été synthétisé en utilisant un synthétiseur 394 ARN / ADN
(Applied Biosystems, Foster City, USA) en utilisant un protocole décrit dans un précédent article

[47].

Toutes les solutions aqueuses ont été préparées a partir d’eau déionisée par un systeme Milli-Q

(Millipore, Belford, MA).
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IV.4.2. Equipement

Une cellule électrochimique conventionnelle en plexiglas a trois électrodes de volume 5 ml (Verre
Equipements, Collonges au Mont d’Or, France), a été utilisée dans une cage de Faraday. La contre-
électrode est une plaque de platine (aire de 0,54 cm?) et I'électrode de travail est une électrode en or

(aire de surface 0,19 cm?).

Pour la réalisation des mesures relatives a la spectroscopie d’impédance ¢électrochimique (SIE),
I'¢lectrode de référence utilisée est une ¢lectrode au calomel saturé (SCE), tandis qu'un fil de platine
a ¢t¢ utilis¢ pour la réalisation de la réaction click. Toutes les analyses pour la réalisation de la
chimie click ont ¢té réalisées dans un tampon phosphate (PBE : 20 mM phosphate de sodium et 250
mM de perchlorate de sodium pH= 6,4 ).

Toutes les mesures ¢lectrochimiques ont ét¢ effectuées en utilisant un potentiostat-Galvanostat PGZ

402-voltalab 80 assisté par un logiciel volta Master 4.

Toutes les mesures de la spectroscopie d’impédance ¢lectrochimique ont été réalisées en présence
du couple redox [Fe (CN) 6]*”* dans un tampon phosphate salin (PBS) (10 mM de phosphate de
sodium, 2,7 mM de chlorure de potassium et 137 mM chlorure de sodium, pH 7,4). Les mesures ont
¢été effectuées dans une gamme de fréquences de 100 kHz & 100 MHz, a un potentiel appliqué de -
200 mV avec une amplitude de 10 mV. Toutes les solutions ont été désoxygénées par un flux

d’argon avant utilisation.

IV. 4. 3. Autres techniques de caractérisation

Les images de microscopie optique de fluoresence sont prises sur un appareil Zeiss Axioplan 2
Imaging, équipé de lentilles de grossissement X10 et X 40 et d’une caméra monochromatique.

Les analyses TEM ont été réalisées avec un Philips CM120 fonctionnant a 80 kV (Centre de
microscopie de I’Université Lyonl).

IV. 4. 4. Synthése supporté des dérivés bis (DTPA) :

Cette partie de synthése a été effectuée par Micaé€l Ripert thésard a I'ISA qui a effectué toute la
synthese et la caractérisation du dérivé Bis (DTPA) hexynyl.

Le dérivé bis (DTPA)héxynyle est constitué de deux groupementsl,2-dithiane-4-ol-5-phosphate et
d’un groupement héxynyle. Une colonne DTPA-CPG (lumol) a été utilisée de I’héxynyle
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phosphoramidite a été réalisée. Le composé est ensuite décroché de la CPG par un traitement a
I’ammoniaque (30% massique) durant 12h a 60°C. La phase aqueuse est ensuite séchée sous vide
puis le produit recueilli et caractéris¢ par ESI-MS, puis directement utilis¢ comme ¢élément
d’ancrage. SM (ESI-): 525,0 ([M-H]). Formule brute: Ci4sH2309P2S4.. Masse calculée 525,5,

masse trouvée 525.0.

Pour estimer le rendement de synthése du bis(DTPA)héxynyle, un composé similaire, le bis
(DTPA)-thymidine-héxynyle a été synthétisé. Un protocole identique a ét¢ mené, avec 1’insertion
d’une thymidine phosphoramidite avant le groupement héxynyle. L’ajout de cette thymidine a
permis de quantifier le bis(DTPA)héxynyle décroch¢ de la CPG par spectrophotométric UV.
(quantification a 260 nm, &0 = 8700L'mol".cm™). Un rendement global de synthése de 80% été
estimé de cette fagon. SM (ESI-) : 829,00 ([M*+2H]"). Formule brute : C24H36N2016P3S4". Masse

calculée 829,7, masse trouvée 829,0.

IV. 4. 5. Nettoyage et activation de la surface I’or :

Le nettoyage de 1’¢lectrode d’or se fait par une premicre étape de sonication dans une solution
d’acétone pendant 15 min. Elle est ensuite plongée dans une solution de piranha (H>SO4/H20>
70 :30 v/v) durant 5 minutes, rincée a 1’eau ultra pure puis placé dans la cellule de mesure. La
cellule est reliée au potentiostat, la surface d’or est alors activée en milieu basique [48] en imposant
une série de balayages en potentiels (de -500mV a -1500m V), ce qui permet de produire de
I’hydrogene a la surface par 1’¢lectrolyse de 1’eau dans la soude (0.5M). L’or change d’état de
surface et devient sous sa forme réduite Au(0). La stabilisation des pics de réduction indique la fin

du nettoyage et que toute les impuretés sont désorbées figure IV.7.
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Figure IV.7 Nettoyage de I’or dans la soude (0,5 M).

IV. 4. 6. Fonctionnalisation de la surface d’or par le bis(DTPA)héxynyle

Avant la chimisorption du bis(DTPA)héxynyle sur la surface d’or, il est nécessaire de réduire les
alkylthiols. La reduction est effectuée en utilisant 1yl de chlorhydride de tris(2-carboxyéthyl)
phosphine (TCEP/ HCL, 160 mM dans I’eau) et 5 pl de bis(DTPA)héxynyle (0.8 mM dans
I’eau) [49].

Apres 2 h de réduction, le milieu réactionnel est repris dans du tampon dit de greffage (tampon
phosphate 100 mM, pH=8) de maniere a obtenir 96 ul d’une solution constituée de
bis(DTPA)héxynyle (40 uM) et TCEP/ HCl, 1,6 mM au tampon contr6lé par le tampon de greffage,
selon un protocole decrit par Ricci et al [50]. La solution est mise directement en contact avec 1’or
fraichement activée. La chimisorption est obtenue sur une période de 3 jours. Au terme de cette
période, 1’¢lectrode est rincée avec de 1’eau distillée, puis la passivation de la plaque est effectuée
en laissant tremper la plaque d’or dans 150 pl d’une solution de mercaptopropanol a 1 mM,

pendant 1 heure a température ambiante.
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Figure IV.8
IV. 4. 7. Stratégie de « click » du dérivé biotinylé et reconnaissance de la streptavidine

H H H

Electrode d’or fonctionnalisée avec du bis (DTPA)-hexynyle et passivée
avec du mercaptopropanol.

IV. 4.7. 1. Greffage du dérivé biotinylé par la réaction « click » :

Apres 3 jours de greffage du bis(DTPA)héxynyle sur I’électrode d’or, cette derniere est
immeédiatement utilisée pour réaliser la réaction « click » avec 1’azide-PEG-3Biotine. Le dérivé
Azide-PEG3-biotine a été fixé sur la terminaison alcyne pour donner le substitué 1,2,3-triazole. La
procédure est similaire a ce qui a été decrit par Devaraj et al [51] et Ripert et al [52]. L’¢lectrode
modifiée est rincée puis incubée dans 4 mL d’une solution de 10 uM de TBTA, 10uM de CuSO4 et
10 uM de biotine azide dans un mélange de DMSO/PBE (50 :50 v/v). L’expérience se focalise sur
la formation in situ de I’espéce active de Cu(I), par la réduction de sulfate de cuivre, pour catalyser
la réaction « click » avec le dérivé biotine. Il a été décidé, alors, d’utiliser la chronocoulometrie
pour appliquer le potentiel adéquat pour la réduction du CuSOQOys in situ. Pour ce faire, un potentiel de
— 300 mV vs. Ag/AgCl a été appliqué a ’¢lectrode de travail durant 3 h a fin de permettre la
réduction de Cu(Il) en Cu(I) en présence de TBTA. Le test négatif est quant a lui conduit dans des
conditions similaires, excepté le potentiel qui est alors égal a +300 mV vs. Ag/AgClI. Les mesures

par spectrométrie d’impédance électrochimique (SIE) sont conduites a la fin de cette réaction.

IV.4.7.2.Interaction Streptavidine / biotine sur une surface d'or fonctionnalisée :
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L'interaction entre la molécule biotine et la protéine streptavidine est souvent utilisée pour
l'immobilisation de biomolécules. En effet, la forte affinité entre ces deux composés (Kd ~ 101> M)
génere une liaison quasiment irréversible, de stabilité presque comparable a celle d'une liaison
covalente, qui n'est affectée ni par les valeurs de pH et de température, ni par les solvants
organiques, enzymes protéolytiques ou autres agents dénaturants. C’est dans cette optique que la
straptavidine a ¢t¢ utilisée pour voir I’efficacit¢ de I’immobilisation de la biotine. Une fois la
réaction de click achevée, les ¢lectrodes d’or fonctionnalisées par la biotine sont rincées puis 100 pl
de 1 mg/ml de solution de streptavidine ont ét¢ incubées pendant 30 mn a température ambiante. La

spectroscopie d'impédance a ¢été utilisée pour suivre I'évolution de la résistance de transfert de

charge apres la formation du complexe biotine-streptavidine.
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Figure IV.9 Stratégie de greffage de biotine sur or, suivi de la reconnaissance de la streptavidine.
IV. 4. 8. Etude de la reconnaissance biotine/Nanoparticules fonctionnalisées a la

strepatavidine par microscopie a fluorescence :
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Cette étude a été réalisée afin de valider 1’électro-adressage via la réaction de « click ». En effet
apres ’étape d’immobilisation de 1’azide-PEG3-biotine sur surface d’or, cette derni¢re est mise en
contact avec 100 pl d’un mélange de BSA et de Tween (100 mM NaPOs4, 1% massique de BSA et
0.1% massique de tween), une demi-heure a température ambiante pour éviter tout phénomene
d’adsorption non spécifique sur or [53]. L’¢lectrode est ensuite lavée a 1’eau distillée. 100 pl de
nanoparticules de silice & cceur rhodamine fonctionnalisées a la streptavidine (0,15 10'° NP/ml) ont
¢té déposées sur 1’¢lectrode pendant 30 min. Les ¢lectrodes sont ensuite soigneusement rincées et

séchées sous flux d'azote pour étre ensuite observées par microscopie a fluorescence.

Les échantillons ont été observés en lumicre de fluorescence rhodamine a une longueur d'onde
d'excitation de 550 (£ 25) nm a travers un filtre passe-bande. La Fluorescence des ¢chantillons a

¢té observée a travers un filtre passe-bande 605 (+ 70) nm.

Par ailleurs, les NPs particules ont ¢été caractérisées avant d’étre utilisées par microscopie
¢lectronique en transmission (TEM) en utilisant un microscope électronique Philips CM120 opérant
a 80 Kv. Une goutte de solution de NPs a été placée sur une grille de cuivre et séchée & température
ambiante avant l'analyse par TEM. Les clichés obtenus sont représentées sur la figure IV.10. Ces
clichés ont ¢été faits au centre technologique des microfluidiques, plateforme de I'université¢ Claude
Bernard Lyonl. Les images TEM montre bien que les nanoparticules sont bien dispersées et non

agrégées. La taille moyenne est estimée a 121,1 nm + 5nm.

Figure 1V.10
Clichés TEM des NPs fonctionnalisées a la streptavidine
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Le potentiel Zeta est ensuite mesuré a l'aide d'un Zétasizer NanoZS, il a été estimé a -23.7 mV
témoignant d’une charge globale de surface négative des nanoparticules en solution. La taille

moyenne de NP a été estimée a 121,1 nm + 5 nm, en accord avec les observations de TEM.

Zeta Potential Distribution
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Record 109 : Np STREPTAVIDINE NADIR 1

FigureIV.11
Distribution du potentiel Zeta des NP fonctionnalisées a la streptavidine.

IV. 4. 9. Immobilisation de la HSA biotinylée

Apres immobilisation de la streptavidine sur la surface d’or, il est décidé d’utiliser cet édifice
moléculaire pour la détection d’une protéine marquée biotine, sachant que la streptavidine dispose
de 4 sites peptidiques, donc, elle peut interagir avec 4 molécules de biotine simultanément. Notre

choix s’est porté sur I’albumine sérique humaine (HSA) biotinylée.
Les mesures d'impédance électrochimique faradiques permettent la détection directe de la HSA

dans la plage de concentration de 108-10* mg/ml, dans du PBS 10 mM. Le temps d'incubation

pour chaque concentration était de 30 min.
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IV.5. RESULTATS ET DISCUSSIONS

IV. 5. 1. Caractérisation électrochimique de la surface d’or nu :

Un des intéréts de la spectroscopie d’impédance électrochimique (SIE) est la modélisation des
diagrammes de Nyquist en circuit ¢lectrique équivalent. La décomposition des courbes en plusieurs
composants ¢lectriques (résistance, capacité) permet d’expliquer les phénomenes de transferts de

masse, de transfert d’¢électron ou de diffusion a la surface des ¢lectrodes modifiées.

La mesure d’impédance a ¢t¢ obtenue a un potentiel égal a -200 mV avec une faible amplitude de
10 mV et dans une gamme de fréquences varie de 100 KHz a 50 KHz. L’¢lectrolyte utilis¢ est un
tampon constitué¢ de 10 mM [Fe(CN)s *’#, 10 mM de phosphate de sodium, 2,7 mM de chlorure de
potassium et 137 mM de chlorure de sodium, a un pH de 7,4.

>+ est représenté

Le diagramme d'impédance de Nyquist de 1’or nu obtenu en présence [Fe(CN)s
sur la figure IV.12. La courbe montre un demi-cercle mal défini (Rct faible) associé¢ une droite qui
correspond a I'impédance de Warburg, peut étre facilement modélisé avec le circuit équivalent de
Randles en utilisant Zplot / Zview (cf figurelV.13). Le demi-cercle correspond au transfert de
charge et la droite représente le transfert de masse. La valeur de la Rct égale a 1,03 KOhm.cm™

calculée avec un écart type relatif de 1%.
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Figure IV.12
Diagramme de Nyquist pour I’or nu
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Rs

Rct Iw

Figure IV.13 :
Circuit équivalent pour I’or nu

IV. 5. 2. Caracterisation par impédance des surfaces fonctionnalisées par la biotine

et reconnaissance de la streptavidine

Apres la fonctionnalisation par le greffage du bis(DTPA)héxynyle, le diametre du demi-cercle du
diagramme d’impédance augmente de maniere trés significative (cf figure 1V.14b) et la droite de
Warburg n’est plus observée. La valeur de Ret passe alors de 1.03 KOhm.cm™ pour ’or nu a 32.2
KOhm.cm™ montrant une baisse significative du transfert de charge électronique due a la densité

des monocouches alkylthiol immobilisées sur la surface.
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Figure 1V.14
Diagramme de Nyquist d’une électrode d’or

a) non fonctionnalisée
b) fonctionnalisée par le Bis(DTPA)héxynyle et le mercaptopropanol
c) apres réaction « click » avec 1’azide-PEG3-Biotine

d) apres incubation de la streptavidine

Ensuite les expériences ont ét¢é menées sur la formation in situ de Cu(l) des especes active de
CuSO4 pour catalyser la réaction click. La réduction du sulfate de cuivre a été obtenue par
chronocoulométrie en présence du TBTA [54] et en appliquant un potentiel égale a -300 mV par
rapport a 1’électrode de référence Ag/AgCl. Le diagramme de Nyquist obtenus aprés la réaction
«click » électrocatalysée sur surface d’or est montré sur la figure IV.14c. On observe une
augmentation considérable de la résistance de transfert de charges : 47,0 KOhm.cm™ soit 49 % de

croissance.
Cette augmentation de 1’épaisseur de la monocouche témoigne ainsi du succes de la réaction de

« click » ce qui est en accord avec les résultats obtenus par M. Ripert qui a déterminé un rendement

de 94,7%, dans ces conditions expérimentales [52].
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Le test négatif a été réalisée par l'application d'un potentiel positif a +300 mV dans les mémes
conditions de la réaction «click ». Le diagramme de Nyquist obtenu est présenté sur la Figure
IV.15 c. Il montre une légere augmentation de la valeur de la résistance de transfert de charge (6%).
Cette variation peut étre considérée comme négligeable. Ce premier controle, nous permet de
conclure que la réaction «click» se réalise seulement a potentiel appliqué de -300 mV [52] et que
la chimie « click » est bien compatible pour 1’electro-addressage de biomolécules sur surface d’or
pour la fabrication de biopuce en appliquant le bon potentiel sur 1’¢lectrode qu’on souhaite

fonctionnaliser et on protégeant les autres ¢lectrodes en appliquant un potentiel de signe opposé.
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Figure IV.15
Diagramme de Nyquist d’une électrode d’or

a) non fonctionnalisée
b) fonctionnalisée par le Bis(DTPA)héxynyle et le mercaptopropanol
c) apres click a + 300 mV de I’azide-PEG3-Biotine

Apres I’incubation de la streptavidine pendant 30 min et formation du complexe de reconnaissance
sur la surface d’or, une augmentation importante du demi-cercle du diagramme du Nyquist qui
témoigne d’une augmentation de la résistance de transfert de charge Rei= 61.1 Kohm.cm™ soit 30 %
de croissance Figure IV.14 d. Cet accroissement de 1’épaisseur de la couche confirme la formation

du complexe streptavidine/biotine sur la surface d’or.
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Toutefois 1’évolution de la résistance enregistrée n’est pas a la hauteur de I’augmentation de la
couche de surface, la taille de la streptavidine étant de 50 A°. Cette observation peut étre

potentiellement liée aux propriétés conductrices de cette proteine.

IV. 5. 3. Visualisation de la réaction « click » par microscopie a fluorescence :

L’approche d’¢lectroadressage via cette méthode est mis en ¢évidence par I’immobilisation de
nanoparticules fluorescentes fonctionnalisées par la streptavidine. Apres 1’étape d’immobilisation
de I’azide-PEG3-biotine sur surface d’or, cette derni¢re est mise en contact avec 100 pl d’un
mélange de BSA et de Tween (100 Mm NaPOs, 1% massique BSA et 0.1% massique de tween) une
demi-heure a température ambiante pour ¢viter tout phénomene d’adsorption non spécifique sur or
[53]. L’¢lectrode est ensuite lavée a 1’eau distillée, les nanoparticules sont déposées sur 1’¢lectrode
afin de former le complexe biotine/streptavidine sur la surface. La rhodamine est excitée par une
longueur d’onde d’excitation adéquate. Les ¢chantillons sont observés sur la bordure de la surface
fonctionnalisée des ¢lectrodes d’or afin de vérifier 1’efficacité de la réaction de « click » par

¢lectrocatalyse FigurelV.16.

Figure IV.16.
Electrodes d’or observées par fluorescence au microscope optique apres la réaction
de « click » et reconnaissance des nanoparticules fluorescentes de streptavidine.L.a réaction de
« click » est électrocatalysée a un potentiel de : (a)-300 mV (b) +300mV
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Deux régions distinctes sont clairement visibles sur la figure. IV.16a : la premiére ou 1’on peut voir
la fluorescence des nanoparticules rhodamine-streptavidine immobilisées sur les électrodes
fonctionnalisées par la biotine et la zone « éteinte » en dehors du cercle. L expérience témoin, ou un
potentiel de + 300 mV est appliqué lors de la réaction de « click » de la biotine, est représentée par
les clichés de microscopie optique de la figure.IV. 16b. Apres application de la longueur d’onde
d’excitation de la rhodamine, on ne constate aucune zone €clairée par fluorescence de désexcitation.
Ces résultats sont donc en accord avec les observations qui ont été effectuées par 1’analyse de la
surface en impédance ¢lectrochimique. Ce résultat visuel est donc, une fois encore, tres

encourageant pour la mise en place d’un systeme électroadressable.

IV.5.4. Caractérisation par SIE de ’'immobilisation de HSA :

Les mesures d’impédance pour différentes concentrations en HSA, allant de 10® a 10 mg.mL !
sont donnés sur la Figure.IV.17. Les mesures ont ¢té réalisées en appliquant un potentiel ¢gal a -200
mV dans une gamme de fréquence 100 kHz-100 mHz dans une solution de 10 mM de PBS en

présence du couple redox [Fe(CN)s J*7* .

-m— 0
—-eo— 10°
- il o 7
o 107
= ‘ —w— 10
20 4—/ 10°

18 / "~ \ \—4— 10°
- // S — \\ -

- Zi (Kohm.cm?)
o3
.\

[

2T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Zr (Kohm.cm™)

Figure lV.17
Diagramme de Nyquist a différentes concentrations de HSA.
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La variation de résistance de transfert de charge ARtc est définie comme ARtc= Rtco-Rte, ou Rteo
représente la valeur de la résistance de transfert de charge aprés interaction avec la streptavidine, et
Rtc étant la valeur prise apres I’immobilisation de la HSA. La variation de la valeur absolue de
ARtc s’accroit linéairement avec 1’augmentation de la concentration en HSA (Figure.IV.18.). Cette
linéarité est obtenue dans une gamme de 10°mg.mL"' a 10°mg.mL"". Les données expérimentales
correspondent a 1’équation de droite Rtc = 1.17+4,309 log [HSA]. La limite de détection est de 10

pg.mL!. La saturation de la surface est obtenue avec des concentrations supérieures a 100 pg.mL™".
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Figure IV.18
Variations de la Rtc en fonction de [HSA]
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CONCLUSION

Dans ce chapitre nous avons développé une stratégic d’¢lectro-adressage de
biomolécules sur surface d’or. Cette ¢lectrofonctionnalisation est réalisée via
une cycloaddition dipolaire 1, 3 de type Huisgen entre un alcyne immobilisé

sur la surface et un dérivé azoture.

L’¢lectrocatalyse se produit en appliquant un potentiel adéquat pour générer
I’espece Cu(I) responsable de la catalyse. La production de cette espéce est
obtenue en réduisant du sulfate de cuivre en présence d’un ligan TBTA.

Nous avons démontré par des mesures d’impédance que la réaction de

« click » ne se produit que lorsque le potentiel appliqué est égal a — 300 mV.

Nous avons également confirmé D’efficacit¢é de la chimie " click " par

visualisation en utilisant la microscopie a fluorescence.

Cette méthode est bien compatible pour la fabrication de biopuce, elle permet
permet 1’electro-addressage d’une sonde spécifique sur une seule électrode
d’une part et d’éviter 1’adressage non spécifique en maintenant les autres

¢lectrodes sous un potentiel positif (+300 mV).

Les structures obtenues ont permis la détection du sérum albumine humaine

biotinylé a partir d’'une concentration de 10 pg/ml.
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V. Utilisation de protéines de phages pour la détection de bactérie

V.1 Introduction

La détection des pathogenes bactériens représente le premier maillon dans les stratégies
préventives et thérapeutiques. L’espece humaine abrite un microbiote estimé a quelques
dizaines de milliards, qui représentent généralement la flore commensale, responsable méme
d’une ligne défensive primordiale soutenant les autres modalités de la réponse immunitaire.
Cependant, certains agents bactériens présentent de vraies menaces a la santé humaine et
animale. Leurs voies de transmission ainsi que leurs potentiels pathogenes sont diversifiés.
Leur petite taille ainsi que leur pouvoir adaptatif et résistif aux agressions de 1’environnement

en font un danger répandu qui peut s’exprimer une fois que les conditions sont favorables.

L'espece bactérienne E. coli fait partie des bactéries commensales qui colonisent le tractus
intestinal humain, ceci ne I'empéche pas d'étre responsable d'une large gamme de maladies
qui affectent les especes humaines et animales. Actuellement, E.coli pathogéne compte six
pathotypes intestinaux et deux pathotypes extra-intestinaux reconnus par la communauté
scientifique [1-3]. Ces différents pathotypes E.coli conduisent a un large éventail de maladies
essentiellement digestives et urinaires. Les infections a E.coli représentent des impacts

économiques et épidémiologiques de grande ampleur.

De nos jours des normes rigoureuses de la sécurité bactérienne sont imposées comme solution
préventive pour réduire les menaces de contamination. De nombreuses méthodes sont

utilisées pour la détection bactérienne, la non-cultivabilité de plusieurs espéces bactériennes,
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et la nécessité d'identifier exactement le pathotype, définissent le choix de ces méthodes. La
polymérisation en chaine PCR reste 1'outil le plus sophistiqué pour la détection des pathotypes
spécifiques, méthode qui n'est pas applicable dans les laboratoires de routine. La culture
bactérienne et le comptage de colonies ont été plus largement utilisés, et nécessitent 24 h
avant de donner des résultats pour I'espeéce E. coli et peut nécessiter jusqu'a 7 jours pour d'

autres souches bactériennes [4].

Les biocapteurs ont récemment ¢t¢ considérés comme des alternatives attrayantes pour les
plates-formes de détection de pathogeénes conventionnels existants. Ils permettent une
détection hautement sensible, spécifique et en temps réel.

Dans ce contexte, nous décrivons un biocapteur ¢lectrochimique de type impédimétrique
innovant et spécifique pour la détection de pathogénes bas¢ sur 1'utilisation de protéines de

queue de phage comme biorécepteur de reconnaissance.

Les bactériophages (phages) représentent I'une des entités biologiques les plus abondantes
dans la nature et sont reconnus depuis longtemps pour leur utilisation potentielle comme
agents thérapeutiques [5]. Ces virus bactériens peuvent entrer dans la bactérie, s'y multiplier
en exploitant ses processus synthétiques et métaboliques, puis en sortir en provoquant sa lyse.
Tous ces virus contiennent un seul type d'acide nucléique : ARN ou ADN, protégé par une
capside protéique dont le role est aussi la fixation sur les récepteurs bactériens [6-8].

Les bactériophages reconnaissent les récepteurs bactériens par leurs protéines de pointe de la
queue. Cette bio-reconnaissance est hautement spécifique et a été¢ employée pour le typage de
bactéries. Ce niveau ¢levé de spécificité et de sélectivité ouvre des pistes pour le
développement de technologies de détection de pathogenes spécifiques et pour la création de
plates-formes de biocapteurs. La fixation des phages par des liaisons chimiques sur la surface
de transducteur est pertinente pour le développement d'un systéme de détection cohérent et

stable.

Dans le cadre de ce travail, nous utilisons une protéine de phage recombinante comme
¢lément de bio-reconnaissance pour la détection d'un sérotype particulier d’Escherichia coli
,E.coli O157:H7. Nous proposons d'immobiliser cette protéine a la surface de 1'électrode d'or
par un lien covalent en utilisant le systéme monocouche auto-assemblée puis nous utilisons la
spectroscopie d'impédance comme technique de détection. Dans le paragraphe suivant, nous

ferons le point sur la modification de la surface d'or par des monocouches auto-assemblées.

— 146 —



CHAPITRE V Utilisation de protéines de phages pour la détection de bactéries

V.2. Modification de I’or par des monocouches —auto-assemblées (SAMS) :

L’or est I'un des matériaux conducteurs les plus utilisés de par sa résistance a 1’oxydation [9]
et de par ses capacités a réagir avec un grand nombre de molécules. C’est notamment le cas des
thiols (ou mercaptans), des composés a base de soufre (formule générale R-SH), pour lesquels il
présente une grande affinit¢é [10]. Ces interactions sont a la base des méthodes de
fonctionnalisation et modification de surface sur le principe de monocouches auto-assemblées (ou
SAMs pour « self assembly monolayers »). On notera que les SAMs ne sont pas spécifiques aux
surfaces d’or puisqu’elles peuvent se former sur d’autres surfaces métalliques tels que 1’argent

[11], le cuivre [12], le palladium [13] ou encore le platine [14].

L’autre avantage des surfaces d’or, c’est qu’elles se caractérisent aisément par des méthodes
optiques notamment (ellipsométrie, spectroscopie infrarouge, mesure d’angle de contact...) et la
résonance de plasmons de surface, ce qui permet de suivre les modifications apportées en surface
de maniere précise. C’est pour cela que le couple support d’or SAM est souvent & la base de
I’¢laboration de biocapteurs. En effet les SAMs peuvent étre congues et modifiées pour lier de
I’ADN, des protéines, ou encore des cellules [15]. D’un point de vue chimique, les premicres
structures étudiées ont été les n-alcanethiols : HS-(CH2)n-1CH3 [16]. Par la suite, ce composé est
resté la structure d’étude de référence méme si des terminaisons trés variées ont été introduites
(dithiol, alcool, acide carboxylique, noyau benzénique), du fait de leurs nombreuses propriétés et
applications potentielles. En effet, les alcanethiols sont facilement adsorbés a partir d’une solution

ou en phase vapeur afin de réaliser la monocouche auto-assemblée.

La formation de SAMs par immersion de la surface d’or dans une solution d’alcanethiol est la
méthode la plus utilisée car trés facile a mettre en oeuvre. Le thiol est alors généralement mis en
solution dans de I’éthanol ou un mélange eau-¢éthanol a des concentrations comprises entre 1 et 10
mM pendant 12 heures a 48 heures, pour atteindre une bonne organisation moléculaire. Les temps
longs d’assemblage tendent a donner des structures cristallines compactes. Cette couche,
lorsqu’elle est saturée, est composée de chaines de quelques nanometres a quelques dizaines de
nanométres de longueur, séparées d’environ 5 A et inclinées d’un angle de 30 degrés par rapport a

la normale a la surface (figure V.1) .

~ 147 -



CHAPITRE V Utilisation de protéines de phages pour la détection de bactéries

Figure V.1
Représentation schématique d’une molécule d’alcanethiol auto-assemblée
montrant ’angle d’inclinaison de la chaine alcane par rapport a la surface d’or (d’apres [17])

Il est aussi important de minimiser 1’exposition du substrat a I’oxygeéne, durant le processus
d’assemblage, afin de limiter 1’oxydation des thiols en sulfures ou en autres especes oxygénées.
Les SAMs sont réputées étre stables au contact de ’air et de 1’éthanol, mais elles se désorbent a
des températures supérieures a 60°C ou quand elles sont irradiées par une source de lumiére en
présence d’oxygeéne. D’une manicre générale, les réactions chimiques réalisées une fois la
monocouche construite sont possibles tant qu’elles ne détruisent pas celle-ci et qu’il n’y a pas de
géne stérique au niveau de ses groupements fonctionnels. La géne stérique peut-&tre réduite en
utilisant une monocouche mixte : les groupes chimiques seront portés par une chaine thiolée plus
longue ce qui la placera au-dessus de la couche sous-jacente. Les monocouches mixtes peuvent
étre avantageuses puisqu’elles permettent d’espacer les groupes réactifs et ainsi facilitent les

nouvelles réactions et I’immobilisation de molécules.
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V.3 Matériel et méthodes
V.3.1 Matériel

Les deux bactéries E.coli 0157 :H7, E.coli 7308009, ont ¢été fournies par la societé
bioMérieux France. La proteine de phage ECO-Bpl est fournie par Hyglos (Allemagne).
Cette protéine de phage est spécifique a E.COLI 0157 :H7 et la bactérie E.COLI 7308009 va

servir comme test négatif (spécificité).

L’acide 16-mercaptohexadecanoique (MHA), le tampon phosphate salin (PBS), le N- (3-
diméthylaminopropyl)-N'-éthylcarbodiimide (EDC), le N-hydroxysuccinimide (NHS), le
ferrocyanure de potassium (K4Fe(CN)6), le ferricyanure de potassium (K3Fe(CN)6),
I'¢thanolamine, l'acide sulfurique et le peroxyde d'hydrogeéne (30%) ont ¢t¢ achetés chez

Sigma Aldrich, (France). L'éthanol a été obtenu chez Fluka (pureté> 99%).

V.3.2 Protocole de nettoyage

Toutes les manipulations ont été menées dans des conditions d’asepsie afin d’empécher la
contamination du milieu par des microorganismes (parasite, bactéries). Le matériel utilisé a
été bien lavé puis autoclavé dans un autoclave a 100 °C. Le milieu de travail a toujours été

nettoyé avec de I’eau de javel avant et apres manipulation.

Nous avons utilisé les mémes électrodes d’or fournie par le LAAS (Toulouse). Ces électrodes
d'or ont été nettoyées et activées en suivant le protocole décrit dans le chapitre III section, III.

3. 4. Nettoyage et activation de la surface I’or

V.3.3 Cultures bactériennes.

Les deux souches de bactéries ont été fournies conservées dans un gel de gélose. Un
repiquage des bactéries a été nécessaire afin d’obtenir un nombre correct pour les analyses et
récupérer les bactéries en forme active. Le repiquage des bactéries a été fait par la culture des
bactéries dans un milieu nutritif (LB milieu riche) a 37° sous agitation douce pendant 24 H.
Par la suite, on a prélevé un volume de chaque culture bactérienne pour étre centrifugé

pendant 20 min a 5000 r/tpm. Les culots ont ensuite été récupérés dans 1 ml de PBS.

Le dénombrement des bactéries a été fait dans un milieu de culture solide.
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Le milieu de culture constitué d’agar solide dilué dans I’eau physiologique a été coulé a chaud
sur le fond des boites de pétri. Ce milieu apporte aux micro-organismes toutes les substances
nécessaires a leur développement. Une fois le milieu refroidi, différentes dilutions de
bactéries ont été préparées préalablement, pour étre placées par la suite dans des boites de
Pétri. Les boites de Pétri sont ensuite placées a 37° pendant 24 heures. Cette température est
favorable au développement des bactéries, celles-ci formant des colonies, ce qui va nous

permettre de les dénombrer.

V.3.4 Elaboration du biocapteur

Apres nettoyage et activation de I’¢lectrode d’or, celle-ci a été rincée avec de 1’éthanol puis
incubée dans une solution d’acide 16-mercaptohexadecanoique (MHA) a 10 mM dissous dans
de I’¢thanol pendant une nuit, a une température de 4 °C afin de former la couche auto-
assemblée. Les monocouches résultantes ayant des fonctions carboxyliques, ces dernieres ont
¢té activées par un mélange [EDC/NHS]| de concentration 0,1M/0,1M dans de 1'éthanol
pendant une heure a température ambiante. L’¢lectrode modifiée a ensuite été rincée avec du
PBS. Puis on a déposé¢ 100 ul de solution de protéines de phage de concentration 30 pg/ml
toujours a température ambiante pendant une heure et demie. A la fin, on a procédé a la
désactivation des fonctions carboxyliques qui n’ont pas réagi, avec de I’éthanolamine pendant
30 min figure(V.2) , I’électrode a été rincée avec du PBS pour étre utilisée par la suite pour la

détection de £.Coli E157:H7 a différentes concentrations.
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étapes d’élaboration du biocapteur

V.4 RESULTATS ET DISCUSSION
V.4.1 Caracterisation par voltamétrie cyclique

La voltamétrie cyclique a été largement utilisée pour caractériser les monocouches et
bicouches auto-assemblées sur les surfaces de supports solides. Ces études ont montré que la
réaction ¢€lectrochimique impliquant des ions redox dissous peut étre fortement atténuée voire
méme supprimée par la présence de couches organiques [18-20].

Cette technique consiste a soumettre 1’¢lectrode de travail a une rampe de potentiel (balayage
triangulaire) et a mesurer le courant résultant. Le potentiel appliqué varie entre deux valeurs
E1l et E2 avec une vitesse de balayage v.

La figure V.3 montre des mesures de CV pour 1’¢lectrode d’or nu (figure V.3 a), de I’or
modifié par une monocouche de MHA (figure V.3 b), et de I’or modifié par une premicre
couche de MHA suivi d’un dépot de protéines de phage et une saturation avec du thiolamine

(figure V.3 c).
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Les voltammogrammes cycliques enregistrés pour le couple redox [Fe(CNe)]*”* dissous dans
du tampon PBS a 10 mM, pour les différentes étapes de fonctionnalisation, ont été réalisés en
effectuant un balayage de potentiel entre -0,6 et 0,6 V (par rapport a I’électrode de référence)

avec une vitesse de balayage de I’ordre de 100 mV/s .

La courbe de I’¢lectrode d’or nu est typique dun procédé d’oxydo-réduction réversible
controlée par la diffusion de I’espéce ¢lectroactive au sein de la solution. Les pics
d’oxydoréduction (0,277 V, 0,089V) sont relativement grands en raison du fort taux

d’échange avec 1’¢lectrode d’or nu.

La modification de 1'¢lectrode d'or avec 1’acide 16-mercaptohexadecanoique entraine une
forte diminution de la réponse ampérométrique caractérisée par la disparition des pics
d’oxydoréduction, ce qui confirme la formation d’une monocouche de MHA bloquante au

transfert de charge.
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Figure V. 3

voltamogramme d’une électrode d’or nue (a), modifiée avec du MHA(b),
modifiée avec du MHA+ protéine de phage+ thiolamine(c).
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V.4.2 Réponse du biocapteur :

La figure V.4 représente la réponse de capteur ¢élaboré en vue de la détection de la bactérie
E.coli 0157 :H7.

Les mesures d’impédance ¢électrochimiques sont obtenues a 0 mV avec un potentiel sinusoidal
surimpos¢ de faible amplitude (10 mV) et dans une gamme de fréquence allant de 100 kHz a
50 mHz. L’électrolyte utilis¢ est un tampon constitué de [Fe(CN)s ]** 10 mM, de phosphate
de sodium 10 mM, de chlorure de potassium 2,7 mM et de chlorure de sodium 137 mM, a un
pH de 7,4.

La premicre courbe correspond a la mesure de I’impédance avant incubation des bactéries.
Ensuite, le biocapteur a été incubé dans une solution de PBS contenant 10 UFC/mL pendant
30 min. Apres ce temps d’incubation, le biocapteur est bien lavé avec du PBS, puis on
procede a la premiere mesure de I’'impédance électrochimique. Cette opération est répétée
pour les différentes concentrations, la gamme de concentration ¢tudi¢e allant de 10 UFC/mL
jusqu'a 10 UFC/mL dans 1’ordre croissant.

Les mesures d’impédance montrent bien que la résistance de transfert de charge (Rtc)
augmente avec l’augmentation de la concentration en bactéries. Cette augmentation est
certainement due a 1’adsorption spécifique des bactéries sur les protéines des phages ce qui

induit une augmentation de I’impédance ¢lectrochimique.
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Figure V.4

Diagrammes de Nyquist avant et apreés incubation de E.coli 0157 :H7.

- 153 -



CHAPITRE V Utilisation de protéines de phages pour la détection de bactéries

Le comportement électrique de ce systéme électrochimique, les modifications apportées a
I’interface électrode/électrolyte, peut étre modélisé par un circuit électrique équivalent

(figure V.5).

Rs

Rct Iw

Figure V.5
Circuit électrique équivalent de type Randles

La figure V.6 montre bien que la courbe modélisée est bien superposée sur la courbe

expérimentale, par conséquent le modele choisi est bien satisfaisant.

FitResult

-300000

-200000
N Ok

-100000

L 1 1 1 1 J
0 100000 200000 300000

Zl

Figure V.6
Exemple de fit basé sur le cicuit équivalent
de Randle modélisé avec Zplot/ Zview
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V.4.3 Courbe de calibration :

La variation de la résistance de transfert de charge en fonction de la concentration en bactéries

est obtenue selon la relation :

ARte= Rtco-RtC...covvinnriiiinriiennnnnns (1).
Ou
Rtc0 : correspond a la valeur de résistance de transfert de charge avant ajout de la
E.coli 0157 :H157.
Rte : correspond a la valeur de résistance de transfert de charge aprés chaque

incubation de E.coli 0157 :H157.

Le trac¢ de cette variation (figure V.7) montre que la réponse impédimetrique du biocapteur
¢laboré¢ est une relation lin€aire entre la variation de Rtc et les valeurs logarithmiques des
concentrations de E.coli 0157 :H7. Cette linéarité est obtenue dans une gamme de 10 a 10*
UFC/mL avec un coefficient de corrélation de 0,96. La limite de détection est de 10 UFC/mL
avec une sensibilité égale a 7,244 Q.ufc'mL. La droite de linéarit¢é Y= 2,397+ 7,244 log
[E0157 :H7].

40 -

25 /
30:

B ¥
20 - //
.

10 +

ARtc
\

1 2 3 4 5 6
logC (ufc/ml)

Figure V.7
Courbe de calibration du biocapteur impédimétrique

— 155 -



CHAPITRE V Utilisation de protéines de phages pour la détection de bactéries

V.4.4 Etude de la spécificité du biocapteur :

Afin d’¢étudier la spécificité de ce biocapteur, nous avons utilisé une autre bactérie (E.coli

7308009) comme témoin.

De la méme fagon que précédemment, nous avons immobilis¢ les protéines de phages sur
I’¢lectrode d’or via une monocouche de MHA suivi d’une saturation de la surface avec du
thiolamine. Puis on a ¢étudi¢ de maniére semblable 1’interaction entre les protéines de phage et

la bactérie E.coli 7308009.

La figure V.8 montre la réponse du biocapteur avec les deux souches de bactérie. On
remarque que la variation de la résistance de transfert de charge est plus importante et trés
significative dans le cas de E.coli 0157 :H7. Dans le cas de E.coli 7308009, aucune variation
de la Rtc n’a été observée au cours des différentes incubations des différentes concentrations.
Ceci est dii certainement a la grande spécificité des protéines de phages vis-a-vis d’une seule

souche de bactérie.
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Figure V.8

Courbes de calibration du biocapteur pour les souches
E.coli 0157 :H7 et E.coli 7308009.

Ces résultats montrent bien que le biocapteur élaboré en utilisant des protéines de phages est
sensible et spécifique a la souche de bactérie E.coli 0157:H7.

— 156 —



CHAPITRE V

Utilisation de protéines de phages pour la détection de bactéries

CONCLUSION

Tout au long de cette ¢tude, nous avons mis 'accent sur 1'utilité
d'utiliser les protéines de phages comme ¢lément de bio-
reconnaissance de bactéries pathogénes.

Cette protéine a ¢ét¢ immobilisée a la surface du transducteur en
or via une monocouche auto-assemblée d'acide 16-
mercaptohexadecanoique (MHA). Ce biocapteur présente une
trés bonne sensibilité, spécificité et une bonne reproductibilité.
La limite de détection est de 10 UFC/mL dans une gamme
linéaire de 10 a 10* UFC/mL avec un coefficient de corrélation
de 0,96.

Le test de spécificité (témoin) a été réalisé en injectant plusieurs
concentrations d'espéces non spécifiques. Les résultats obtenus
montrent bien la spécificité des phages pour un seul type de
souche de bactérie et I'intérét apporté ces derniers années a ces

entités biologiques.
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CONCLUSION GENERALE

Les biocapteurs font 1’objet d’une activit¢ intense sur le plan de la
recherche académique et la recherche industrielle. Les besoins sont
énormes dans de nombreux domaines (santé, environnement, sécurité,
diagnostic médical, contréle de process dans I’industrie agroalimentaire)

et le marché est trés prometteur.

L’objectif général de ce travail était d’étudier différents biocapteurs
impédimétriques en utilisant différents biorécepteurs et différentes

techniques d’immobilisation.

Dans un premier temps, nous sous sommes intéressés a une nouvelle
classe de biorécepteur a savoir les aptameres. Ces aptameres ont été
utilisés en diagnostic in vivo que in vitro. Leur potentiel en tant que
nouvel outil diagnostique, rivalisant et complétant celui apporté par les
anticorps, est en constante évolution. Notre choix s’est porté sur deux
aptameres spécifiques pour la thrombine le 20-mer et le 29-mer. Ces
deux aptameres ont ét¢ immobilisés a la surface de 1’électrode d’or par
simple chimisorption par 1’intermédiaire des 4 fonctions thiol ancrées a
leurs extrémités. Les deux aptasensors présentent une grande sensibilité,
spécificité et stabilité pour la détection de la thrombine. La limite de
détection est de 3,1 ng/ml (80 pmol/l) pour les deux aptameres, le second

aptamere (29-mer) a montré une sensibilité plus élevée que le premier.
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La deuxiéme partie de ce travail a été consacrée a la modification de la
surface de 1’électrode en or en utilisant une méthode de chimie de surface
trés originale, la chimie «click». La mise en ceuvre de la cycloaddition
dipolaire 1, 3 de type Huisgen entre un alcyne immobilis¢ sur la surface
et un dérivé azoture, catalysée par le cuivre (I) permet d’immobiliser la
molécule d’intérét (biotine) de maniére covalente. Nous avons démontré,
par des mesures d’impédance, que la réaction de " click " ne se produit
que lorsque le potentiel appliqué est égal a — 300 mV. Nous avons
¢galement confirmé I’efficacité de la chimie " click " par visualisation en
utilisant la microscopie a fluorescence.

Cette méthode est bien adaptée pour la fabrication de biopuce, clle
permet D’electro-addressage d’une sonde spécifique sur une secule
¢lectrode et d’¢viter I’adressage non spécifique en maintenant les autres
¢lectrodes sous un potentiel positif (+300mV).

Les structures obtenues nous ont permis la détection de l'albumine du

sérum humain biotinylée a partir d’'une concentration de 10 pg/ml.

Enfin, dans la derniére partie de ce travail, nous nous sommes intéressés
au développement d'un biocapteur impédimétrique pour la détermination
de bactéries (E. coli 0157:H7). Ce biocapteur utilise des protéines de
phage comme ¢élément biologique de reconnaissance. Ces protéines ont
été immobilisées a la surface de 1’¢lectrode d’or par I’intermédiaire d’une
monocouche auto assemblée (SAM) d’alcanethiol. Les résultats trouvés
montrent une bonne sensibilité du biocapteur élaboré avec une limite de

détection de 10 UFC/mL.
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PERSPECTIVES

Au-dela des résultats présentés dans le cadre de ce travail, différentes
perspectives méritent d’étre envisagées. Des études par spectroscopie
infrarouge a transformée de Fourier SNIFTIRS (Subtractively
Normalized Interfacial Fourier Transform Infrared spectroscopy) ou PM-
IRRAS (Polarization Modulation Infrared Reflection-Absorption
Spectroscopy) permettraient une caractérisation plus avancée de la

structure et de la morphologie des biocapteurs élaborés.

Il serait tres important de miniaturiser le systeme d’analyse utilisé tout au

long de ce travail et de travailler dans un systéme microfluidique.

Il serait intéressant de poursuivre ce travail par 1’é¢tude des performances

de ces capteurs en utilisant des ¢chantillons réels.
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