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Résumé :

Le cancer de la prostate occupe le cinquieme rang des
cancers les plus meurtriers dans le monde. Une meilleure
prise en charge via un diagnostic précoce permettrait de
réduire les mortalités de facon considérable. En I'absence
d'un biomarqueur 100% spécifique, le recours a différents
biomarqueurs tumoraux permettrait d'améliorer de fagon
significative la spécificité et la sélectivité du test, et donc une
meilleure détection du cancer de la prostate. C'est dans ce
contexte que s'inscrit cette thése dont l'objectif est de
développer trois biocapteurs électrochimiques dédiés a la
détection de trois biomarqueurs du cancer de la prostate :
I'antigéne spécifique de la prostate (PSA), I'Engrailed 2 (EN2)
et le géne 3 du cancer de la prostate (PCA3). Le premier
biocapteur, fonctionnalisé avec des polyméres a empreintes
moléculaires, était dédié a la détection sélective du PSA. Les
études électrochimiques ont mis en évidence une grande
affinité entre les analytes cibles et les empreintes formées au
sein de la matrice polymérique.

Les résultats des tests de détection du PSA dans une
quarantaine de sérums humains étaient en parfaite
concordance avec ceux issus de la méthode de référence
ELISA, démontrant ainsi la robustesse du capteur réalisé. Le
deuxiéme biocapteur est un immunocapteur dédié au dosage
de I'EN2 urinaire. Les tests de sélectivité et de compétitivité
ont démontré que I'immunocapteur est capable de détecter
sélectivement EN2 et de la différencier des autres protéines
interférentes. Les tests de détection dans les urines
artificielles ont mis en évidence le fait que les performances
du capteur n'étaient pas affectées par la complexité du milieu
de détection. Le troisiéme capteur est un génocapteur
destiné a la quantification du PCA3 extrait des échantillons
urinaires. Le protocole choisi repose sur le greffage de sondes
d'ADN thiolées sur la surface en or de I'électrode de travail et
sur la reconnaissance par complémentarité du PCA3, sans
avoir recours a l'utilisation d'un couple rédox ou a un
marquage préalable des cibles. Les résultats obtenus ont
montré que le choix de la sonde, et plus particulierement la
position de la séquence retenue dans la chaine, influence la
réponse du capteur.

Title : Design of new biosensors for the specific detection of prostate cancer biomarkers

Keywords : Prostate cancer, electrochemical biosensors, PSA, Engrailed 2, PCA3

Abstract :

Prostate cancer is the fifth most lethal cancer in the world.
Better management through early diagnosis could
significantly reduce mortality. In the absence of a 100%
specific biomarker, the use of different tumour biomarkers
would significantly improve the specificity and selectivity of
the test and therefore a better detection of prostate cancer.
In this context, three electrochemical biosensors were
designed for the detection of different prostate cancer
biomarkers: prostate-specific antigen (PSA), Engrailed 2
(EN2) and prostate cancer gene 3 (PCA3). The first biosensor:
functionalized with molecularly imprinted polymers, was
dedicated to the selective detection of PSA. Electrochemical
studies showed a high affinity between the analytes and the
imprints formed within the vicinity of the polymeric matrix.
The results of the PSA detection tests in about 40 human sera
were in perfect agreement with those of the reference ELISA
method, demonstrating the robustness of the designed
sensor.

The second biosensor is an immunosensor dedicated to
the determination of urinary EN2. Selectivity and
competitiveness  tests  demonstrated  that  the
immunosensor can selectively detect EN2 and differentiate
it from other interfering proteins. Detection tests in
artificial urine showed that the performance of the sensor
was not affected by the complexity of the detection
medium. The third sensor is a genosensor for the
quantification of PCA3 extracted from urine samples. The
chosen protocol is based on the grafting of thiolated DNA
probes onto the gold surface of the working electrode and
the recognition of PCA3 by complementarity, without the
use of a redox couple or prior labelling of targets. Results
highlighted that the choice of the probe, and more
particularly the position of the sequence selected in the
chain, has a significant influence on the response of the
sensor.
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Introduction Générale

Selon des données publiées par 1’Organisation Mondiale de la Santé en 2020, le cancer est
I’'une des principales causes de mortalité dans le monde avec prés de 10 millions de déces.
Actuellement, une personne sur cing développe un cancer au cours de sa vie ; un homme sur
huit et une femme sur onze en meurent?. Chez I'nomme, le cancer de la prostate (CP) est le
cancer le plus fréquent en France (devant le cancer du poumon et le cancer colorectal) et c’est
le troisieme cancer le plus diagnostiqué en Tunisie apres le cancer du poumon et le cancer de
la vessie. Un diagnostic précoce permet d’optimiser la prise en charge du CP, et in-fine de

réduire la mortalité liée & ce cancer.

Des sociétés savantes, telles que la Société Tunisienne d’Oncologie Médicale (STOM) et
I’ Association Frangaise 1’Urologie, recommandent différents examens cliniques et biologiques
pour établir le diagnostic du CP, dont le dosage de I’antigene spécifique de la prostate (PSA),
et le toucher rectal, qui permet de repérer une grosseur suspecte de la prostate. Une biopsie est
effectuée en cas de toucher rectal suspect et/ou un taux de PSA supérieur a une valeur seuil
prédéfinie. Une technologie moins invasive et aussi robuste que ces techniques cliniques,
permettrait d’aider au diagnostic du cancer de la prostate et d’améliorer grandement la qualité
de vie des patients. Notre choix s’est donc porté sur les biocapteurs afin de relever ces nombreux
défis. Ces dispositifs visent en effet a identifier et a quantifier, in-situ et de facon rapide et
ultrasensible, divers types de biomolécules dans des milieux aussi complexes que les fluides

biologiques, comme le sérum humain ou les urines.

Cette thése s'inscrit dans le cadre d'une coopération entre deux équipes qui collaborent ensemble

depuis de nombreuses années :

- Le laboratoire des Systémes et Applications des Technologies de 1’Information et de
I’Energie (SATIE, UMR CNRS 8029, ENS Paris Saclay, Cnam Paris, Université de
Cergy Pontoise)

- Le laboratoire de Recherche LR 12SP 11 « Méthodes de Biologie Moléculaires
appliquees au diagnostic des néphropathies héréditaires, a 1’identification des facteurs

de risque génétiques des maladies cardiovasculaire et a la pharmacogénomique ».

! https://www.who.int/fr/news-room/fact-
sheets/detail/cancer#:~:text=%C3%80%201'origine%20de%20pr¥%C3%A8s,le%20cancer%20de%201a%20prostate.
2 https://www.santepubliquefrance.fr/maladies-et-traumatismes/cancers
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Cette collaboration internationale a pour but de mettre en place une nouvelle voie d’aide au
diagnostic précoce du cancer de la prostate. Pour atteindre cette finalité, nous proposons de
réaliser trois types de biocapteurs électrochimiques.

Le premier, a base de polymeére a empreintes moléculaires, est dédié a la quantification du PSA
dans le sérum humain. Malgré le fait que ce biomarqueur du CP présente plusieurs
inconvénients, dont une faible sensibilité, son dosage reste une des « techniques de routine » en
milieu clinique. 1l était donc attendu que le premier capteur a réaliser dans le cadre de ces

travaux de thése soit dédié a la détection du PSA.

Pour pallier les limitations du PSA, et améliorer in-fine la spécificité du diagnostic, nous nous
sommes intéressés a deux différents biomarqueurs urinaires du cancer de la prostate :
I’Engrailed 2 (une protéine) et le PCA3 (un ARNm non codant). Nous avons deéveloppé un
immunocapteur, dédié a la détection de I’EN2, et un capteur d’ADN pour le dosage du PCA3.

Ce manuscrit est subdivisé en cing chapitres :

Le premier chapitre est dédié a I’état de I’art. Dans sa premiére partie sont présentés les
biomarqueurs tumoraux du CP, leurs intéréts dans le diagnostic du cancer de la prostate et leur
méthodes actuelles de dosage. La deuxiéme partie est consacrée a la présentation des
biocapteurs, des bio-récepteurs et les techniques usuelles de fonctionnalisation. Une étude
bibliographique recensant les biocapteurs pour la détection des marqueurs tumoraux du CP est
présentée en fin de chapitre.

Le deuxieme chapitre s’intéresse a la description des différents protocoles et méthodes de
biologie moléculaire utilises pour le traitement des échantillons biologiques. Sont ensuite
présentés les techniques et les dispositifs expérimentaux électrochimiques pour la conception

et la caractérisation des différents biocapteurs réalisés dans le cadre de ces travaux de thése.

Le troisieme chapitre concerne le développement d’un biocapteur fonctionnalisé¢ avec un
polymere a empreintes moléculaires (MIP pour Molecularly Imprinted Polymer) pour la
détection du PSA. Y sont donc présentées les différentes étapes d’optimisation du MIP et les
caractérisations métrologiques du dispositif électrochimique. Des tests de détection a I’aveugle
ont éte faits dans 35 sérums humains et les résultats ont été correlés a ceux obtenus a partir de

la technique de référence ELISA (pour enzyme-linked immunosorbent assay).

Le quatrieme chapitre traite du développement d’un immunocapteur pour la détection de

I’Engrailed 2 (EN2). Nous avons décrit d’abord 1’optimisation de la technique de
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fonctionnalisation des surfaces des électrodes de travail. Une fois les parameétres métrologiques
du biocapteur déterminés, nous avons réalisé des tests de compétitivité avec différentes

protéines interférentes aussi bien dans un tampon physiologique que dans I’urine artificielle.

Le dernier chapitre porte sur le dosage du PCA3. La premiére partie concerne 1’extraction du
PCA3 a partir des échantillons urinaires. La seconde partie est dédiée a 1’élaboration d’un
biocapteur d’ADN pour la reconnaissance spécifique de de I’ADN cible formé d’un fragment
de 543 paires de bases qui couvrent les 4 exons du transcrit PCA3. Y sont donc présentés les
expérimentations liées au choix de la technique électrochimique de la transduction puis les

mesures de détection et de sélectivité.

Une conclusion générale et des perspectives viennent cléturer ce manuscrit.

Page | 4



Chapitre 1
Etat de L’art

Page | 5



Chapitre 1

Partie 1 : Cancer de la prostate et techniques de diagnostic
Le cancer de la prostate (CP) est la deuxieme tumeur maligne la plus fréquemment
diagnostiquée chez les hommes dans le monde et constitue la deuxiéme cause de déces liés au
cancer chez les hommes en 2020 [1]. En France, il occupe le premier rang des cancers masculins
avec une incidence de 99 cas par 100 000 habitants en 2020, et il est le troisieme cancer le plus
meurtrier avec un nombre de déces de 9 060 en 2020 [1]. C’est le troisiéme cancer de I’homme
en Tunisie aprés ceux du poumon et de la vessie (selon les données des registres du Cancer du
Nord et du Sud de la Tunisie) avec une incidence de 17 cas par 100 000 habitants en 2020 [2,
3]
La revue systématique sur I’épidémiologie et la prévention du cancer de la prostate de
Gandaglia et al. [4] a rapporté que les causes du cancer de la prostate ne sont pas encore
completement élucidées, mais les recherches ont mis en évidence plusieurs facteurs qui
pourraient augmenter le risque comme l'age, les antécedents familiaux, I'origine ethnique, le
régime alimentaire, l'obésité, etc...
Pour établir le diagnostic du cancer de la prostate, les sociétés savantes telles que la Société
Tunisienne d’Oncologie Médicale (STOM) [5] et I’ Association Francgaise I’Urologie (AFU) [6]
recommandent différents examens cliniques et biologiques que nous allons détailler dans ce
chapitre.
1. Méthodes actuelles de diagnostic du cancer de la prostate

1.1. Le toucher rectal
La zone périphérique de la prostate, d'ou proviennent la majorité des cancers, est située pres du
rectum, ce qui permet d'identifier facilement la croissance d'une tumeur gréace au toucher rectal.
Le médecin effectue une palpation de la prostate afin de déceler des modifications du volume,
de la forme et de la consistance, caractéristiques d’une anomalie de la prostate [7, 8].
Cette méthode de diagnostic permet de détecter des cancers de la prostate avec une spécificité
élevée (96% et 99%) mais la sensibilité est basse (entre 33% et 58%) [9]. Cet examen n’est pas
censé étre douloureux, mais il est tres peu accepte par les hommes, ce qui représente un obstacle
a la détection précoce du CP [10].

1.2. La biopsie de la prostate
Le diagnostic du CP est essentiellement anatomopathologique d’ou le recours a la biopsie de la
prostate. Cet examen est souvent pratiqué en chirurgie ambulatoire, sous antibioprophylaxie et
sous anesthésie locale. Plusieurs échantillons du tissu sont prélevés avec des aiguilles, sous

controle par échographie transrectale, dans différentes zones de la prostate (généralement 10 a
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12 prélevements pratiqués). La confirmation du diagnostic est obtenue a partir du score de
Gleason, un systéme de stadification établi aprés un examen microscopique de I'échantillon de
biopsie qui permet d’étudier I’architecture cellulaire et estimer la taille de la tumeur, 1'étendue
de I'atteinte des ganglions lymphatiques et des métastases, afin d'évaluer le résultat pronostique.
Ce test étant invasif, il n’est pas sans risques pour le patient : il peut provoquer des saignements
(retrouvés dans les urines, le sperme ou le rectum) et plus rarement des infections. De plus,
I'emplacement et le nombre de « carottes » de biopsie dans lesquelles les échantillons doivent
étre prélevés restent controversés, ce qui réduit la précision de cette technique [9]. Par
conséquence, des résultats de biopsies négatifs n’écartent pas totalement la possibilité d’avoir
un CP vu I’hétérogénéité du tissu tumoral. Des biopsies peuvent donc étre refaites si les
¢léments cliniques ou biologiques continuent d’indiquer un risque de CP, comme une
concentration du marqueur tumorall de référence, I’antigéne spécifique de la prostate (plus
connu sous le nom de PSA pour Prostate specific antigen :), supérieure a 10 ng/ml alors que la
biopsie est négative [6].
1.3. Dosage de I’antigéne spécifique de la prostate

1.3.1. Généralités sur le PSA
Le PSA est une sérine protéase neutre de faible poids moléculaire (33 kDa) appartenant a la

famille des kallicréines humaines produite principalement par I'épithélium prostatique et par le
revétement épithélial des acini et des canaux du tissu prostatique et elle est présente de facon
physiologique (1 mg/L) dans le liquide séminal [11-13].

Cette protéine existe également dans les spermatozoides, participe a la liquéfaction des fluides
séminaux et sa sécrétion dépend des hormones androgénes [11]. Elle peut exceptionnellement
étre détectée dans d’autres tissus tels que les rein et I'endométre a de faibles concentrations [11].
Dans le sérum, le PSA total (tPSA) se trouve sous deux formes : libre (fPSA qui représente
30% du tPSA) et complexée (cCPSA qui représente 70 du tPSA) (figure 1.1) [14]. Ces complexes
se font essentiellement a I'alphal-antichymotrypsine , I'inhibiteur I'alphal-protéase ou a I’alpha
2-macroglobulin.

Il est a noter que le test PSA sérique actuel mesure le tPSA alors que la fraction qui augmente

le plus en cas de cancer est le cPSA [14].

Lies biomarqueurs tumoraux sont des molécules biochimiques de natures variables (protéines, acides nucléiques, métabolites, ...) qui peuvent
étre exprimées et secrétées de maniére anormale par une tumeur dans un milieu biologique accessible (sang, urines, salive ou liquide

céphalorachidien).
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Chez les hommes dont la prostate est saine, la majorité du PSA libre dans le sérum refléte la
protéine mature qui a été inactivée par un clivage protéolytique interne. En revanche, en cas de
cancer de la prostate, on observe une desorganisation des cellules de la membrane basale qui
entraine la diminution de la transformation du PSA actif en PSA inactif et par la suite une
diminution relative du PSA libre et une augmentation de PSA complexe. Ainsi une diminution
du PSA libre et une augmentation du PSA complexe indiquerait la présence d’un cancer [12,
13].

Formes Précurseurs du PSA mature PSA- PSA- PSA-
tronqueécs PSA Pro PSA intact ACT APl AIM
InPSA) 1IPSA)

—— |

BPSA Nicked Formes

PSA (-7) proPSA,
(nPSA) (-5) proPSA,
(-4) proPSA,
(-2) proPSA

Figure 1.1 : Formes moléculaires du PSAZ2 [14]

Notons cependant qu’une concentration élevée de PSA sanguin peut étre le reflet de pathologies
prostatiques non cancéreuses, comme |’hypertrophie bénigne de la prostate (HBP) ou les
prostatites. En effet, le PSA est spécifique du tissu et non du cancer.
D’autres paramétres peuvent influencer les concentrations de PSA :

e Larace : les hommes sains de race noire ont tendance a avoir des taux moyens de PSA
plus élevés que ceux des hommes de race blanche, c¢’est pourquoi certains auteurs ont
proposé de définir des seuils de PSA variant par « race » [12].

e L'age : des études antérieures ont montré que la concentration de PSA sérique varie avec

1’age comme de montre les données du tableau 1.1 [15]

2 BPSA: fPSA associé a une HBP ; Pro PSA: précurseur du fPSA ; PSA-ACT : PSA lié a I'l-antichymotrypsine ; PSA-API : PSA lié a
l'inhibiteur de 'al-protéase ; PSA-A2M : PSA li¢ a I'a2-macroglobuline.
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Tableau 1.1: Valeurs moyennes de PSA en fonction de I’age [15]

Age PSA sérique
40— 49 ans 0-2,5ng/mL
50 - 59 ans 0-3,5ng/mL
60 — 69 ans 0-4,5ng/mL
70-79 ans 0-6,5ng/mL

Certains traitements médicamenteux peuvent causer une diminution des concentrations de PSA
sériques. C’est le cas des anti-inflammatoires non stéroidiens, les statines, les dérives
thiazidiques et surtout les inhibiteurs de 5-alphareductase (Finasteride et Dutasteride) qui
peuvent causer une chute des concentrations d’environ 50%, voire plus, et cette diminution
persiste tout au long du traitement.

1.3.2. Role du PSA dans le dépistage du cancer de la prostate
Les sociétés savantes tels que la Haute Autorité de Santé francaise [8], le Canadian Task Force
on Preventive Health Care [16, 17] ainsi que le ministere de la santé de la Tunisie
[18][18][18][18][18][18][18][18][18][18][18][18][18][18][18][18][18][18] se sont accordées a
ne plus le recommander comme marqueur de dépistage systématique. Cette recommandation
repose, entre autres, sur les résultats d’une campagne de dépistage réalisée par 1’ American
Urological Association [19] sur des hommes de plus de 50 ans. Les résultats de 1’étude n’ont
pas montré d’intérét manifeste du PSA pour le dépistage du CP.

1.3.3. Intérét du PSA dans le diagnostic du cancer de la prostate
Nous listons ci-aprés les valeurs « seuils » de PSA actuellement utilisées en milieu clinique :
- Pour une valeur de PSA supérieure a 4 ng/ml : la sensibilité3 du PSA est comprise entre 20%
et 75% et la spécificité4 est de 90% [9].
- A une valeur de PSA supérieure a 10 ng/mL, la valeur prédictive positive de cancer de prostate
est de 80% et elle passe a 90% pour une concentration supérieure a 20 ng/mL (Figure 1.2).
- Pour les patients ayant une concentration de PSA entre 4 et 10 ng/mL, dite « zone grise »
(figure 1.2), il existe des méthodes pour affiner I’interprétation du test PSA tels que

I’abaissement du seuil du PSA, le calcul de la vélocité et de densité du PSA mais surtout le

3 Le terme sensibilité quantifie la probabilité de déclarer des personnes comme atteintes sur une population développant
effectivement un cancer.

4 Un biomarqueur est dit spécifique s’il est détectable uniquement dans un type de tumeur et qu’il est produit par la seule
cellule cancéreuse.
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rapport PSA libre/PSA total. Ce dernier couramment utilisé en routine, a I’utilité d’améliorer la
sensibilité de la détection du cancer lorsque le PSA total est dans la gamme normale (< 4 ng/ml)
et d’augmenter la spécificité de la détection du cancer lorsque le PSA total est dans la "zone
grise” (4 a 10 ng/ml) [12].

>10 ng/ml
NORMAL SUSPECT : ZONE GRISE _
1 2 3 4 10 Va!e_ur du PSA
sérique total
9 hommes sur 10 n'ont pas 7 hommes sur 10 n'ont pas
de cancer de la prostate un cancer de la prostate

Valeur seuil discutée

Figure 1.2 : Interprétation des valeurs du PSA total sérique [9]

Plus le pourcentage de PSA libre par rapport au PSA total est faible plus il est associé a une
forme agressive de cancer de la prostate (figure 1.3) [12, 15].

Cependant, I’hétérogénéité des dosages des fractions libres et totales ne permet pas 1’adoption
d’un seuil unique de décision pour la discrimination du cancer de la prostate des autres
pathologies : les seuils fixés avec une sensibilité et une spécificité optimales peuvent varier de
14 % & 25 % [13, 15].

PSA total
Renseignements
cliniques concordants
PSAL/PSAT

g
e

Faible

risque Haut risque
PSA Annuel Echographie
Biopsie

Figure 1.3 : Intérét du rapport PSA-L/PSA-T [20]
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1.3.4. Intérét du PSA dans le pronostic et le suivi thérapeutique
Le PSA est utilisé actuellement pour le suivi de I’efficacité du traitement et la détection des
éventuelles récidives.
La récidive biologique est définie comme une ascension du PSA d'une valeur indétectable a une
valeur detectable, alors que le patient est asymptomatique. 1l faut ainsi distinguer cette récidive
des situations ou le PSA reste décelable apres chirurgie radicale, et qui témoigne d'une résection
incompléte[21].
La STOM [5] et I’AFU [22] recommandent un dosage du PSA total sérique dans les trois mois
apres le traitement. En cas de PSA détectable, il est recommandé de pratiquer un controle a trois
mois pour certifier I’anomalie et estimer le temps de dédoublement de la valeur du PSA[22].
Le seuil de PSA varie selon la thérapie [22] :
- Prostatectomie totale : concentration doit étre inférieure a 0,2 ng/mL selon la STOM [5]
- Radiothérapie externe : le nadir du PSA peut atteindre une valeur inférieure a 1 ng/ml La
valeur du nadir du PSA est corrélée a la survie sans récidive biologique. Une récidive biologique
apres radiothérapie est définie par une valeur de PSA augmentant de 2 ng ou plus au-dessus du
nadir de PSA qu’elle soit associée ou non a une hormonothérapie [22]
- Traitement hormonal : I’abaissement du PSA est observé pendant une durée moyenne de 18 a
24 mois, puis survient une ré-augmentation du taux, ce qui définit I’hormono-indépendance.
Les valeurs seuils du PSA imposant une réintroduction du traitement sont de 10 ou 20 ng/ml
chez les patients métastatiques et inférieures a 10 ng/ml chez les patients en récidive biologique
apres traitement a visée curative [22] :
A T’état actuel de ces techniques de dosage (immunologiques essentiellement), le PSA, sert
comme aide au diagnostic mais pas au diagnostic de certitude. Ainsi, il oriente vers la nécessité
ou non de biopsies. Un fort intérét s’est porté sur la recherche de nouveaux biomarqueurs, objets

du paragraphe suivant.

2. Les nouveaux biomarqueurs du cancer de la prostate

De nombreux nouveaux biomarqueurs de 1’aide au diagnostic sont étudiés dans le cadre des
applications cliniques. En fonction de leur nature moléculaire, ces biomarqueurs peuvent étre
répartis en trois grandes catégories : des ADN, des ARN et des protéines [23]. Nous avons
résumeé dans le tableau 1.2 les marqueurs tumoraux du CP récemment étudiés et qui ont montre,

grace a des études de cohortes, des résultats encourageants [24-47].
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Tableau 1.2 : Les biomargueurs tumoraux actuels du cancer de la prostate

Milieu Méthode de o , ... ... | ROledans le diagnostic s
Marqueur tumoral Nature : : Cut-off Sensibilité Spécificité g Référence

biologique dosage du CP

o Différencier le cancer
. des pathologies
Sarcosine ACI.d? Urines HPLC 17,9 P.lg./g de. . 79% 87% bénignes [24-28]
aminé créatinine urinaire o
e Prédiction des rechutes
post- chimiothérapie

Urines PCR, DNA Marqueur pronostique
Les micro ARN ARN , microarray, Northen | non défini 78.4% 66.7% ) a P q [29-31]

Sérum (métastases)

Blot
i .
(AMACR " Mormonehérapi
a-Methylacyl-CoA . , MRNA/PSA 0 0 . .
Racemase (AMACR) Enzyme Urines; serum | PCR en temps réel MRNA) x 100 = 70% 71% . _Vale”r diagnostique [32-34]
10.7 importante dans la zone
’ grise (PSA)
Microseminoproteine- . . 15 pg/mL , , Inversement proportionnel
P ; ELISA 7,5% %
Beta (MSMB) eptide Urines; serum S (sérum) 57,5%(serum) | 30%(sérum) au stade de la tumeur [35, 36]
o Stade clinique de la
i tumeur
Laf TMPRSS2: . , - .
EEF:GUSIOH SS ADN Urines PCR en temps réel - 67% 87% e Prédiction de l'extension | [37-39]
extracapsulaire de la
tumeur.
e Corrélation avec le

Engrailed 2 Protéine Urines ELISA 42,5 ng/mL 66% 88,2% volume de la tumeur [40, 41]

e Différencier le cancer

des pathologies bénignes
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Milieu Méthode de o , ... ... | Roledans le diagnostic .
Marqueur tumoral Nature : : Cut-off Sensibilité Spécificité g Référence
biologique dosage du CP
¢ Outil de décision aux
biopsies,
(PCA3 e Corrélation avec le
) MRNA/PSA volume et le degré
PCA3 ARNNON -\ jrines PCRentempsreel - oNAYx 1000 | 66,27% 80,94% d’invasion de la tumeur | [42-47]
codant Test Progensa®

varie entre 20 et
35

¢ Prédiction l'extension
extracapsulaire de la
tumeur
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Signalons a ce niveau qu’il n’existe aujourd’hui aucun marqueur tumoral idéal du cancer de la

prostate. En effet, un biomarqueur idéal doit posséder les principales caractéristiques

regroupées dans le tableau 1.3 :

Tableau 1.3 : Principales caractéristiques d’un marqueur tumoral idéal [48]

Caractéristique

Remarques

Spécifique

Sensible

Précoce
Les niveaux devraient étre
corrélés de maniere fiable

a la charge tumorale

Durée de Y vie courte

Test simple, rapide et peu
onéreux.
Préléevements facilement

obtenus

Détectable uniquement dans un type de tumeur (produit par la seule
cellule cancéreuse).

Non détectable dans les états physiologiques, pathologiques sans relation
avec la tumeur ou bénins

Permet la détection de la tumeur des les premiéres phases de sa genése
Pour I’évaluation pronostique et prédictive.

Permet de localiser la tumeur.

Prévoit son évolution, son extension, reflétant avec précision toute
progression ou régression tumorale.

Pour permettre une surveillance par la mesure fréquente du marqueur (5-6
demi-vie).

Applicable en tant que test de dépistage et surveillance des populations a
risque

Acceptés par la population cible.

Pour résumer, un biomarqueur idéal du cancer de la prostate aurait permis :

— De dépister la population a risque,

— De réaliser un diagnostic précoce du CP in situ,

— De détecter la dissémination métastasique,

— D’évaluer ’efficacité thérapeutique,

— Et de détecter les rechutes.

A partir de ce constat, il nous ait paru évident que le recours a d’autres biomarqueurs du cancer

de la prostate, en plus du PSA, pourrait aider a améliorer le diagnostic de cette maladie. Notre

choix s’est donc porté sur deux biomarqueurs urinaires : le PCA3 et ’EN2.

A la question, pourquoi avoir choisi 1I’urine ?, nous pourrons répondre comme suit :

Les urines ont été proposées, au cours de ces dernieres décennies, comme milieux biologiques

prometteurs pour 1’exploration de nouveaux biomarqueurs tumoraux du CP [49-51]. Elles
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possedent en effet de nombreux avantages favorisant son utilisation par rapport aux
préléevements sanguins. Elles peuvent tout d’abord étre facilement recueillies de maniere
abondante et a intervalles fréquents ce qui favorise 1’acceptabilité des tests par les hommes et
les rend propices aux procedures d'échantillonnage répétées. Elles sont aussi relativement
stables et leurs composants solides peuvent facilement étre séparés de la fraction liquide par
centrifugation a faible vitesse. [49, 52]. Elles ont également I’avantage d’étre non infectieuses
pour le VIH et moins infectieuses pour de nombreux autres agents pathogénes. Enfin, elles
permettent un acces direct aux cellules prostatiques, recueillies aprés massage prostatique ou
non, dans le premier jet d’urines, et ce contrairement au sérum qui ne permet que 1’acces aux
molécules sécrétées par la prostate [52].

Les paragraphes suivants sont dediés a la présentation des propriétés des deux biomarqueurs
urinaires que nous avions sélectionnés dans le cadre de ces travaux de these : le PCA3 et
I’Engrailed 2.

2.1. Prostate Cancer Antigen 3 (PCA3)

2.1.1. Généralités

L'antigene 3 du cancer de la prostate (nommeé auparavant géne DD3 : Differential Display clone
3) a été décrit pour la premiere fois en 1999 par Bussemakers et al. [53]. Il s'agit d'un long brin
d’ARN messager (ARNm) non codant de 3922 nucléotides.

Le gene codant pour le PCA3 est localisé sur le chromosome 9g21-22. 1l se compose de quatre
exons contenant un nombre inhabituel de codons stop. C’est pour cette raison que le PCA3 ne
code pas pour une protéine et fonctionne comme un ARN non codant [54]. La figure 1.4 décrit
la structure du PCAS3 et ses différents transcrits. Des études sur les exons du PCA3 ont montré
que I'exon 2 (présent dans seulement 5 % des transcrits) est identifié dans les tissus tumoraux

prostatiques mais pas dans des échantillons provenant des patients avec HBP [55, 56].
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Figure 1.4: Localisation du gene PCA3 et modalités de sa transcription en ARN non codant [54]

Bussemakers et al. [53] ont étudié de I’expression de ce géne dans divers tissus humains
normaux et tumoraux et ils ont démontré que PCA3 est exprimé uniquement dans les tissus
tumoraux prostatiques, par contre expression n'a été détectée dans d'autres tissus humains
normaux, ni dans des tumeurs ni dans les lignées cellulaires tumorales (sein, du col de l'utérus,
endomeétre, ovaire et du testicule ...) [53].

2.1.2. Techniques de dosage du PCA3
Le recueil des échantillons urinaires se fait apres un massage de la prostate selon un protocole
standardisé [43, 57, 58]. L’analyse s’effectue ensuite sur la totalité des urines prélevées ou sur
le sédiment urinaire aprés centrifugation.
Trois générations de tests se sont succédées pour le dosage du PCA3 [59] :
- La premiére génération est la RT-PCR quantitative : cette technique sélective et trés sensible
permet la quantification de I’ARN en temps réel en passant d’abord par une étape de
transcription reverse en ADN complémentaire par une transcriptase reverse généralement
d’origine virale.
- La deuxiéme génération repose sur 1’utilisation de la NASBA (nucleic acid sequence-based
amplification), une technique différente d’amplification de I’ARN qui évite certaines étapes de
la RT-PCR et notamment la dénaturation itérative des brins amplifiés. Ainsi il est devenu
possible d’avoir une amplification sans necessité de modifier la température a chaque cycle,
dans un seul tube. Par conséquent, cette technique offre un gain de temps appréciable, avec
rendu rapide des résultats [59]. Un kit commercial, uPM3™, basé sur cette technique a été

proposé par le laboratoire canadien DiagnoCure.

Page | 16



Chapitre 1

- La génération la plus récente utilise un test d'amplification médiée par la transcription (TMA).
Ce test a été congu en 2006 et il est commercialisé par le laboratoire Gen-Probe sous licence
avec DiagnoCure sous le nom de Progensa® [60]. La TMA implique I'amplification isotherme
de I'ARN ribosomal par transcription inverse et la génération ultérieure de nombreux transcrits
par I'ARN polymérase. Ces copies d’/ARN sont capturées par des billes magnétiques recouvertes
de séquences oligonucléotidiques complémentaires de I’ARN cible. Il en résulte I’isolement
spécifique de cet ARN d’intérét qui seul, est alors soumis a I’amplification et la quantification
simultanée[59, 61]. Ce test calcule un score quantitatif de PCA3 sous la forme d'un rapport
entre '’ARNmM du PCAS3 et celui du PSA (JARNm du PCA3 / ARNm du PSA] x 1000) [60]. Ce
score refléte I’expression de PCA3 normalisée par rapport aux cellules adjacentes normales ou
présentant une hypertrophie bénigne[62].
Le test Progensa® a été approuvé en 2006 en Europe et 6 ans plus tard par la FDA (Food and
Drug Administration) aux Etats Unis [52, 63]. Cette derniére recommande une valeur seuil du
score PCA3 de 25 au-dessous de laquelle le risque d’avoir un CP est faible, tandis qu'un score
plus élevé indiquerait une probabilité importante d'identifier un CP lors d'une biopsie[64].
2.1.3. Intéréts dans le cancer de la prostate

e Intérét dans le dépistage
Le PCA 3 ne peut pas étre utilisé pour le dépistage du cancer de la prostate en raison du codt
élevé des techniques de dosage. A titre d’information, le test Progensa® colte environ 300 €
[65] et n’est pas remboursé par la sécurité sociale en France.

e Intérét diagnostique
La premiére étude de cohorte sur le PCA3 urinaire a été publiée par Hessels et al. [66] en 2003.
Elle a inclus 108 patient adressés pour biopsie de la prostate sur la base d’une concentration de
PSA > 3 ng/mL. Les auteurs ont rapporté une sensibilité de 67%, une spécificité de 83 % et une
valeur prédictive négative de 90% en optant pour un seuil du rapport (ARNm du PCA3/ ARNm
du PSA) égal & 200x1073. De méme, ils ont constaté le PCA3 est 66 fois plus élevé dans les
cellules cancéreuses que dans les cellules bénignes adjacentes et qu’il s’agit donc plutot d’une
surexpression du gene en cas de CP.
Depuis, plus de 100 études cliniques ont été publiées explorant les applications cliniques du test
urinaire PCA3 [67]. Les résultats de ces études ne sont pas encore suffisants pour recommander
le remplacement de la biopsie de la prostate par le PCA3 comme test de référence pour le
diagnostic du CP. Cependant le recours au dosage du PCA3 a été approuvé pour apporter une
aide a la décision dans le cadre d'une biopsie répétée chez des patients de plus de 50 ans ayant

une concentration de PSA élevée mais une série anterieure de biopsies négative [67]. Ceci
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pourrait étre justifie par le fait que le score PCA3 n’est pas, contrairement au PSA sérique,
corrélé au volume prostatique, il n’augmente pas dans les pathologies prostatiques bénignes, et
son utilisation permettrait de réduire de moitié ou des deux tiers le nombre de biopsies
prostatiques inutiles [67].
Signalons finalement que diverses études ont rapporté I’association de PCA3 avec d’autres
marqueurs comme meilleures approches dans le diagnostic précoce du CP : le PSA [43], le a-
Methylacyl-CoA Racemase (AMACR) [32] ou encore le TMPRSS2: ERG [68].

e Intérét pronostique
Le PCA3 a été proposée pour le suivi de la progression clinique du CP, ce qui aiderait également
aux choix des stratégies thérapeutiques.
Le PCA3 pourrait par exemple étre utilisé dans la sélection de patients qui pourraient bénéficier
d'une surveillance active, une option de gestion conservatrice pour les hommes présentant un
CP a faible risque qui devrait réduire le sur-traitement. La majorité des protocoles de
surveillance active a I’heure actuelle nécessitent des biopsies de la prostate en série, souvent
associees a l'inconfort du patient et au risque de complications [69, 70].
Il pourrait étre aussi utilisé pour aider a I’évaluation de 1’agressivité potentielle d’une tumeur
déja objectivée. Nous pouvons citer par exemple les études de Nakanishi el al. [71], Whitmann
[72] et Durand et al. [73] qui ont démontré une valeur pronostique de PCA3 grace a une bonne
corrélation avec le volume de la tumeur. D’autres auteurs ont confirmé I’association du score

PCA3 au score de Gleason tels que Auprich et al.[45], Durand et al. [74] et van Poppel et al.[75].
2.2. La protéine Engrailed 2 (EN2)

2.2.1. Généralités
L’Engrailed 2 est une protéine codée par le géne En 2 qui est situé sur le chromosome 7 (7936.3)
et appartient a la famille Engrailed (En), une catégorie particuliére de génes homéotiques
(Homeobox genes) jouant un réle clé dans le développement du cerveau au stade embryonnaire
précoce[76]. L’EN2 a été identifié dans les cellules dorsales de la région frontiére entre le
mésencéphale et le cerveau postérieur, ou il contribue a la survie des neurones dopaminergiques
chez le feetus. L'expression a également été notée dans le noyau arqué dans 1’hypothalamus ou
elle intervient dans le contréle de l'activité cardio-respiratoire et de la pression sanguine [76].
Cette protéine reste exprimee dans ces zones peu apres la naissance puis ses niveaux diminuent
considérablement peu aprés. A I'heure actuelle, les seuls sites connus d'expression normale de
ENZ2 chez I'adulte sont les noyaux des cellules de Purkinje dans le cervelet et le cytoplasme des

cellules épithéliales tubulaires du rein. Le r6le du géne En2 dans ces organes et la cause de sa
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persistance apres la naissance restent encore inconnus [76]. Au-dela de la période périnatale,
I'expression pathologique du géne a été associé a la maladie de Parkinson a jeune age [77].
Matin et al .[78] ont découvert en 2005 son expression inhabituelle dans les cellules du cancer
de sein mais pas au niveau de 1I’épithélium mammaire sain. Trois ans apres, la protéine EN2 a
été présentée pour la premiere fois comme un biomarqueur potentiel du cancer de la prostate
par Bose et al. [79] vu qu’elle est surexprimeée dans les cellules cancéreuses de la prostate par
opposition aux cellules saines. Les auteurs ont démontré qu’elle peut contribuer au processus
d'oncogenése en favorisant la prolifération cellulaire. Ceci a été confirmé des années plus tard
par I’étude de Gomez et al. [80].

Signalons que EN2 a I’avantage d’étre stable dans les urines jusqu'a 4 jours apres le prélévement
et a température ambiante [81]. Contrairement au PCA3, un massage préalable de la prostate
n’est pas nécessaire ce qui améliore l'acceptabilité du test par les individus et réduit les coits

[40, 81, 82].

2.2.2. Technique de dosage de I’EN2

La seule technique de dosage de la protéine EN2 dans les urines est la technique
d'immunoadsorption par enzyme liée (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA). Morgan
et al. [40] ont dosé pour la premiére fois I’EN2 urinaire par ELISA chez 184 candidats répartis
en deux groupes : 102 témoins et 82 malades confirmés par biopsie. Ils ont utilisé un protocole
« maison » optimisé plutot qu’un kit commercial.

Le recours a des tests ELISA présente cependant divers inconvénients. Dans une étude parue
en 2021, Clark et al [83] ont démontré que les kits ELISA manquent de robustesse pour la

quantification de EN2 dans les urines.

2.2.3. Intérét dans le cancer de la prostate

e Intérét dans le dépistage
Killick et al. [81] ont dosé ’EN2 urinaire chez les patients a haut risque génétique porteurs de
mutations BRCAL et BRCA2 mais vu la faible taille de 1’échantillon, il n'était pas possible de
procéder a une analyse par sous-groupe en fonction du statut de porteur d'une mutation BRCA.
De fait, il semblerait que I'EN2 donne de meilleurs resultats chez les hommes porteurs d'une
mutation BRCA2 lesquels présentant le risque le plus élevé.
Actuellement on ne dispose pas de données qui appuient 1’utilité de ’EN2 comme outil de

dépistage du CP chez les patients a risque.
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e Intérét diagnostique
Morgan et al. [40] etaient les pionniers dans I’¢tude de I’intérét de I’EN2 dans le diagnostic du
CP. lls ont rapporte que la présence de EN2 dans les urines, était hautement prédictive du CP
avec une sensibilité de 66 % et une spécificité de 88,2% en utilisant un seuil de 42,5 ng/mL.
Des lors, la protéine EN2 urinaire a été introduite comme un biomarqueur prometteur pour
I’aide a la détection précoce du CP.
Ce nouveau marqueur posseéde une meilleure spécificité que le PSA et il pourrait ainsi étre
utilisé en deuxiéme ligne notamment dans le cas de la « zone grise ». Une étude dans ce sens a
été publiée par Li et al. [41] qui ont démontré que I’EN2 permet de différencier des tissus
tumoraux de ceux provenant d’une prostate hypertrophiée contrairement au PSA.

e Intérét pronostique
La valeur pronostique EN2 a été étudiée par Pandha et al. [84, 85] sur des sujets ayant subi une
prostatectomie totale a la recherche d’une éventuelle corrélation entre les marqueurs résultats
de I’examen histopathologiques des glandes prostatiques réséques et la concentration sérique
de PSA et celle de EN2 urinaire. Les résultats ont montré une corrélation entre les niveaux de
I’EN2 urinaire et le volume de la tumeur ainsi que son stade, contrairement au PSA dont les
concentrations n’étaient pas corrélées a ces paramétres. Les auteurs ont conclu que I’EN2 serait
un nouvel outil décisionnel a la biopsie de la prostate compte tenue de la variation significative
de la concentration de EN2 entre le stade T1 (non palpables découvertes en général d’une fagon
fortuite) et le stade T2 (palpables localisées a la prostate).
Quant au suivi des rechutes, aucune étude a notre connaissance ne s’est intéressée a 1’éventuelle

utilisation de I’EN2 pour cette finalité.

3.Techniques analytiques usuelles de détection des biomarqueurs du cancer de la prostate

3.1. Technique d'immunoadsorption par enzyme liée (ELISA pour enzyme-linked
immunosorbent assay)
ELISA est une technique de dosage immunologique qui permet la détection et ou la
quantification d’un antigéne ou d’un anticorps dans un échantillon biologique. Le principe de
cette technique repose sur la visualisation d’une reconnaissance antigéne-anticorps grace a une
réaction enzymatique colorimétrique.
Le dosage des marqueurs tumoraux de nature protéique est souvent réalise par la technique
ELISA « sandwich » dont le principe consiste a piéger I’antigéne d’intérét entre un « anticorps

de capture » immobilisé au fond des puits des microplaques et un « anticorps de détection »
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marqué par une enzyme. [86]. L’enzyme, couplée a I’anticorps de détection, catalyse une
réaction chimique qui transforme son substrat en composé coloré comme le montre la
figure 1.5. Un lecteur de microplaques ELISA & absorbance détecte la variation de couleur
produite lorsque I’antigéne cible est présent. Un logiciel pour lecteurs de microplagues est
utilisé pour tracer les courbes d’étalonnage et calculer les résultats [87]. Cette technique est
couramment utilisée dans I’étude des biomarqueurs tumoraux de nature protéique du CP tels

que le PSA [88-90] et I'EN2 [76, 84, 91].

Enzyme
Anticorps
secondaire ou substrat
anticorps de

détection Réaction colorée

Anticorps primaire
ou anticorps de
& capture

I ol

Figure 1.5 : Principe de la technique ELISA

3.2. Immunodosage par chimiluminescence (CLIA pour Chemiluminescent
immunoassay)
CLIA est une technique d'immunodosage proche de I’ELISA ou la reconnaissance d’une cible

se fait par un anticorps marqué par une molécule luminescente engendrant I’émission de photon

de lumiére visible (A = 300-800 nm) mesurée par un luminometre [92, 93].

La production continue de I'intermédiaire entraine I'émission constante de lumiére constituant

le signal de sortie en photons

Il existe trois catégories de systémes chimiluminescents [94-96] illustrés par la figure 1.6:
- La chimiluminescence directe : le marquage de I’anticorps se fait par une molécule
luminescente telle que I’ester d'acridinium. L’émission de la lumiére par cette molécule se fait

par oxydation en présence de peroxyde d'hydrogéne (figure 1.6a).
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- La chimiluminescence indirecte : implique le marquage de 1’anticorps de détection par
une enzyme la HRP qui catalyse la décomposition de son substrat le luminol, en présence de
peroxyde d’hydrogene, pour former un état intermédiaire excité. Une lumiére visible
(maximum a 425nm) est émise lors du retour de a 1’état fondamental (figure 1.6b).

-L’électrochimiluminescence : comme le montre la figure 1.6¢c, I’électro-oxydation
concomitante du marqueur tris(bipyridine) ruthénium 11 [Ru(bpy)s]?* et la tri-n-propylamine
(TPrA) engendre la formation de [Ru(bpy)s]** et TPrA® respectivement. Ce dernier radical
fortement réducteur réduit le [Ru(bpy)s]®* pour donner la forme excitée [Ru(bpy)s]**

Le retour a 1’état fondamental (c’est-a-dire [Ru(bpy)s]?*) est accompagné par 1’émission d’une

lumiére orange de 620 nm (figure 1.6c).
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Figure 1.6 : Les types de systémes chimiluminescents: a) la chimiluminescence directe, b) la
chimiluminescence indirecte , c) 1I’électrochimiluminence [97]

La technique CLIA se préte aisément a 1’automatisation et elle est trés répandue pour le dosage
du PSA [98-102].

3.3. LaPCR (pour Polymerase Chain Reaction)
La PCR est une technique de réplication ciblée in vitro qui consiste en une succession de
réactions de réplication d'une matrice double brin d'ADN. Chaque réaction met en ceuvre deux

amorces oligonucléotidiques choisies de facon a encadrer la séquence d’/ADN a amplifier, des
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désoxyribonucléotides : briques nécessaires a la construction de nouveaux brins d'/ADN et une
enzyme : ADN polymérase (Taq polymérase) résistante aux températures elevées qui catalyse
la réaction de polymérisation de I’ADN.

Un cycle PCR est constitué de 3 étapes illustrées dans la figure 1.7 : (i) dénaturation par
chauffage a une température de 95°C qui permet la séparation des deux brins d'ADN (ii)
hybridation des amorces sur les brins sépares a des températures plus basses (entre 50 et 70 °C),
(iii) elongation ou la Taq polymérase en présence des désoxyribonucléotides dans le milieu
réactionnel complete la synthése des brins d’ADN a partir des amorces. A la fin, une réaction
de n cycles permet d’obtenir 2" copies d’ADN.

Ainsi, a partir d’un échantillon peu abondant, cette technique donne rapidement une quantité

importante et exploitable d’un segment précis d’ADN.
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Figure 1.7 : Principe de la réaction PCR

La PCR quantitative ou la PCR en temps réel est une variante PCR qui permet de suivre en
continu (« en temps réel ») le processus d'amplification PCR en détectant la fluorescence émise
par les produits de PCR néo formés [103].

Cette technique innovante a été largement exploitée dans la recherche et la quantification des
marqueurs tumoraux du CP a base d’ADN tel que le gene de fusion TMPRSS2: ERG [37-39,
104] et ceux a base d’ARN apres une étape de transcription reverse dont nous citons les micro
ARN [31, 105-107] et le PCA3 [104, 108-110].

3.4. Spectrométrie de masse (SM)
La spectrométrie de masse est une technique d’analyse qui permet la détermination des masses
moléculaires des composés présents dans I’échantillon étudié ainsi que leur identification et

leur quantification [111]. L’analyse débute par I’ionisation du composé en especes individuelles
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enticres ou fragmentées. Le choix de la méthode d’ionisation (bombardement avec des
électrons, des atomes, des photons) dépend de 1’étude projetée, de la nature du composé et de
son état (gaz, liquide ou solide) [112]. Les ions obtenus sont alors soumis, sous un vide, a
I’action d’un champ électrique et /ou magnétique. Un ou plusieurs analyseurs de masse vont
fournir en sortie des informations sous la forme d’un spectre de masse contenant des pics
d’intensité variable, localisé€s a des positions représentant le ratio entre la masse m et la charge
z des molécules (m/z). L’interprétation de I’information portée par ce spectre peut permettre
d’identifier la ou les molécule(s) analysée(s) [112, 113]. Le principe de la SM est illustré par la
figure 1.8.

Les méthodes séparatives (électrophorese capillaire, chromatographies en phases liquide et
gazeuse) sont fréquemment couplées a la spectrométrie de masse. Elles permettent d’introduire
dans le spectrométre de masse un échantillon relativement pur et exempt de composés qui
pourraient perturber 1’ionisation des solutés d’intérét dans la source [111, 114].

Les nouvelles méthodes d'ionisation douces (causant peu ou pas de fragmentation aux
molécules analysées) notamment ['ionisation par électro nébulisation (ESI) et la
désorption/ionisation laser assistée par matrice (MALDI). sont actuellement les plus populaires
dans les analyses de différentes macromolécules biologiques, principalement les

protéines.[115]

Enceinte sous vide poussé Traitement du signal
Echantillon Source —3! Systeme dispersif Détecteur 2 - i
selon m/z i I
z h Courant ionique du aux molécules-iens qui : — i
UGS R G (S (e G frappent le détecteur converti en intensité P ———
ionisation de I'échantillon de courant électrique. T I

[{ )
Données représentées
dans un spectre de rapports m/z

(spectre de masse)

Figure 1.8 : Principe simplifié de la spectrométrie de masse [116]

Cette méthode, qui s’applique a une large gamme de molécules, convient au screening de
marqueurs tumoraux potentiels du CP [117] dans le sérum et les urines tels que les
glycoprotéines (la fibrilline 1 par exemple) [118, 119], les phospholipides [120], les composés
organiques volatils [121, 122], les acides organiques (acide citrique, acide succinique, acide
lactique, acide 2 cétoglutarique) [123] et certains métabolites de la voie de synthése des

hormones stéroidiennes [124]. De méme divers biomarqueurs protéiques ont eté étudiés par
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Larkin et al. [125] dont le PSA, la proteine sérique amyloide A, la proto-oncogeéne tyrosine-

protéine kinase (c-Src) et la cystatine C.
Partie 2: Les biocapteurs électrochimiques pour la détection des

biomarqueurs du cancer de la prostate

Le diagnostic précoce du cancer est crucial pour une meilleure prise en charge de la maladie. Il
est donc nécessaire de disposer de méthodes trés sensibles et rapides pour détecter les
marqueurs tumoraux présents a des taux faibles pendant les premiers stades de la maladie. La
technologie des biocapteurs propose des solutions analytiques qui répondent a ces exigences
[1].

4. Définition d’un biocapteur

Les biocapteurs sont des dispositifs analytiques formés d’un biorécepteur, un élément
biologique capable de reconnaitre spécifiquement ou sélectivement I’analyte d’intérét, et d’un
transducteur qui transforme cette reconnaissance en un signal physique mesurable qui sera
transmis a un systeme d’analyse des données pour étre traité. Un schéma explicatif des

différentes parties d’un biocapteur est présenté sur la figure 1.9.
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Figure 1.9 : Schéma représentatif d’un biocapteur (sur la base de [126])

Ci-apres sont présentés les principaux parameétres analytiques qui caractérisent un biocapteur :
- La sensibilité analytique S : elle correspond au quotient de I'accroissement de la grandeur de

sortie AY par l'accroissement correspondant du mesurande AX (équation. 1.1).

S=— Equation 1-1
- La limite de détection : c’est la plus petite concentration qui peut étre distinguée du blanc avec

un risque de 0,13 % de les confondre (incapacite de quantification avec un niveau de confiance
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acceptable). C’est son acronyme anglais LOD (pour Limit Of Detection) qui est souvent utilisé.
Elle est estimée de différentes fagons selon les applications et la méthode retenue. On peut citer
celle basée sur le rapport signal sur bruit, celle utilisant 1’analyse des blancs, ou encore celle
basée sur la sensibilité, définie a partir de la relation :

3xS,

LOD = Equation 1-2

Sa est I'écart-type sur I'ordonnée a l'origine et b est la pente de la droite d’étalonnage. Le facteur
multiplicatif 3 correspond a un risque de 0,13 % de conclure a la présence de la substance
recherchée alors gu'elle est absente.

- Limite de quantification : c’est la plus petite valeur de concentration pouvant étre mesurée,
avec une incertitude acceptable, pour obtenir un signal de sortie non nul. Dans ce manuscrit,
nous avons retenu cette définition pour estimer les plus faibles valeurs détectées.

- La reproductibilité : c’est I’étroitesse de I’accord entre les résultats des mesures d’une méme
grandeur par différents opérateurs dans différentes conditions usuelles d’emploi de I’ instrument
ou du dispositif a des intervalles de temps assez longs par rapport a la durée d’une seule mesure.
- La répétabilité : c’est I’étroitesse de l'accord entre les résultats de mesures successives, d'un
méme mesurande, effectuées avec la méme technique et au méme laboratoire, par le méme
opérateur, avec les mémes instruments de mesure et a des intervalles de temps assez courts.

- Les grandeurs d’influence : grandeurs susceptibles de modifier les caractéristiques
métrologiques d’un biocapteur. Elles peuvent étre d’origine thermique, électrique, biologique,
chimique, etc.

- La sélectivité : c’est la capacité d'une méthode a distinguer un analyte donné des autres
substances présentes dans le milieu de détection. C’est I'un des principaux paramétres qui
caractérisent et décrivent une procédure analytique, en particulier dans le cas de lI'analyse de
traces.

- La specificité : il est assez courant de confondre la sélectivité avec la spécificité et vice versa ;
cependant, les deux termes différent de maniere significative. La spécificité décrit une situation
idéale, dans laquelle un seul et unique composé influence la réponse du dispositif de mesure.

- La stabilité : c’est la capacité d’un biocapteur a conserver ses performances métrologiques dans
le temps

- Le temps de réponse : c¢’est la durée nécessaire pour obtenir, avec une incertitude acceptable, un

signal de sortie non nul.
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Pour mettre en évidence les avantages de la technologie des biocapteurs, nous avons établi une
étude comparative résumée dans le tableau 1.4 entre cette derniére et les techniques usuelles de

dosage des biomarqueurs tumoraux.
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Tableau 1.4 : Comparaison entre les différentes techniques de dosage des biomarqueurs tumoraux

TECHNIQUE AVANTAGES LIMITATIONS CIBLES
ELISA * Sensibilité * Cout élevé Protéines
* Précision * Nécessite un incubateur, un systéme de lavage et un lecteur
spectrophotométrique de microplaques
*Réalisé en 96 puits = Inapproprié pour les tests uniques et rapides
RADIOIMMUNOASSAY | « Grande sensibilité *Nécessite d’utilisation d’hormones marquées avec des ¢léments radioactifs Antigenes
* Pas sensible aux effets du pH, | *Courte Durée de vie des radiomarqueurs
de la force ionique et des | *Génération de déchets radioactifs
inhibiteurs
PCR * Grande sensibilité * Cout élevé ADN et ARN

* Large gamme dynamique

*» Dépendant de la disponibilité des réactifs

Spectrométrie de masse

» Grande sensibilité

* Possibilité de contamination des échantillons par les précédents tests

* Limitations par 1’instrumentation (calibration, type de LASER, ...)

Protéines, métabolites,

phospholipides, acides

organiques
Biocapteurs *  Grande sensibilité * Qualité des électrodes variable selon les fournisseurs Tout type de
»  Précision * Reproductibilité non aisée des process de fonctionnalisation de surface biomolécules

«  Versatilité

» Dispositifs miniaturisables

et utilisables in-situ
*  Mesure rapide

*  Faible co(t.

Nécessité de créer de nouveaux dispositifs de lecture en vue d’une

utilisation a grande échelle.
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5. Les Biorecepteurs
Les bio-récepteurs, qui sont les éléments de reconnaissance d’un biocapteur, peuvent &tre

divisés en deux catégories [127]

5.1. Les biorécepteurs naturels
Ce sont les biomolécules les plus couramment utilisées dans la fabrication des biocapteurs. On
distingue :
- Les enzymes, qui sont des biocatalyseurs de nature protéinique synthétisés par la cellule
vivante, et spécifiques d'une réaction donnée. Elles accélérent les réactions biochimiques en
abaissant leur énergie d'activation et en agissant en quantité infime sans étre modifiées par la
réaction. Leur activité varie en fonction de certains facteurs comme la température, le pH et
leur concentration.
- Les anticorps, qui sont des protéines de la famille des immunoglobulines en forme de Y
formées de deux paires de chaines lourdes et 1égéres reliées par des ponts disulfures. Ces
molécules peuvent étre divisées en deux régions, une constante et une variable (figure 1.10).
Secrétés par les plasmocytes, les anticorps sont impliqués dans I’immunité. 1ls ont la capacité
de reconnaitre un antigene étranger (un agent infectieux par exemple) et de s’y fixer de maniére
specifique pour le neutraliser. Cette spécificité est conférée par la présence de domaines situées
aux extrémités des anticorps (dans la région variable) appelés paratopes. Ces derniers
reconnaissent un ou plusieurs sites bien définis dans 1’antigéne appelés épitopes. Quand
I’anticorps ne reconnait qu’un seul é€pitope sur un antigéne donné, on parle d’anticorps
monoclonal (polyclonal dans le cas inverse).
L’interaction entre 1’antigéne et les acides aminés du site résulte de diverses forces attractives
(liaisons hydrogene, hydrophobes, forces de Van der Waals et électrostatiques). Bien que ces
forces soient faibles de nature, leur grand nombre permet une énergie de liaison élevée
[128][127][127][127][126][125][125][125][125][124][124].
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Figure 1.10 : Structure simplifiée d'un anticorps

- Les Micro-organismes, qui sont des organismes dont la taille est généralement inférieure a
1 mm de diametre. 1ls souvent unicellulaires, et lorsqu'ils sont multicellulaires, ils n'ont pas de
tissus différenciés. Cette classe englobe une variété d’espéces différentes qu’on peut classer en
trois catégories : (i) les procaryotes dont la structure cellulaire ne comporte pas de noyaux (les
bactéries), (ii) les eucaryotes qui se caractérisent par la présence de noyau cellulaire et
d’organites cellulaires (champignons, protozoaires tels que les amibes, les algues vertes, les
planctons...) et (iii) les virus (particules biologiques formées de support génétique et d’une
enveloppe protéique) [129] .

- L’acide désoxyribonucléique (ADN) : support de I’information génétique, il comporte une
succession d’unités appelées nucléotides composés chacun de trois éléments : (i) un sucre a 5
carbones "désoxyribose", (ii) un groupement phosphate attaché au désoxyribose par I’atome de
carbone 3’ ou 5’ et (iii) une base azotée purique et pyrimidique liée a la molécule de sucre par
le carbone 1’ comme décrit dans la figure (1.11a).

Il existe 4 types de bases azotées : I'adénine (A), la thymine (T), la guanine (G) et la cytosine
(C). Pour former la structure secondaire en double hélices de I’ADN (figurel.11b), deux chaines
de polynucléotides vont se lier grace a des liaisons hydrogenes entre les différentes bases
azotées selon une complémentarité adénine/thymine et cytosine/guanine. Les unités sucre-
phosphate qui relient les bases azotées vont former alors une enveloppe extérieure et les bases

azotées sont orientées vers I’intérieur du double brin d’ADN. [130]
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Figure 1.11 : a) Structure des nucléotides formant I’ADN ; b) Représentation de la structure de I’ADN
a double hélice

5.2. Les biorécepteurs artficiels

5.2.1. L’impression moléculaire

I1 s’agit d’un procédé qui permet la synthése de récepteurs artificiels pour une molécule cible
donnée (Figure. 1.12). L’ impression moléculaire est une technique par laquelle des monomeres
fonctionnels judicieusement sélectionnés s’auto-assemblent autour de la molécule d’intérét
(template) et sont ensuite polymérisés (parfois en présence d’un agent de réticulation) par voie
chimique ou électrochimique. Une fois les templates extraits du polymeére résultant, des cavités
complémentaires en forme, en taille et en groupements chimiques fonctionnels apparaissent
dans la matrice, et fixeront ultérieurement des molécules identiques (analytes). On peut parler

ainsi d’un systéme de clé-serrure, a I’image des enzymes [131-133].
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Figure 1.12 : Principe de I’élaboration du polymére a empreintes moléculaires (sur la base de [131])

5.2.2. Les aptameres

11 s’agit de séquences d’oligonucléotides, ARN ou ADN, généralement identifiés par SELEX
(pour Systematic Evolution of Ligands by Exponantial enrichment), une méthode combinatoire
de sélection in vitro. Ils peuvent étre générés contre différents types de cibles : peptides,
protéines, acides nucléiques, et méme des petites molécules [134]. Ils ont en général des
affinités élevées vis-a-vis de leurs cibles, ce qui peut leur conférer une spécificité remarquable.
Faciles a synthétiser, ils sont de plus en plus utilisés, depuis quelques années, dans différentes
techniques de diagnostic [135].

6. Les méthodes d’immobilisation des biorécepteurs

L’adsorption physique ou chimique, la liaison covalente, I’adhésion par affinité et la réticulation
sont les méthodes les plus utilisées pour immobiliser les éléments de reconnaissance sur la
surface d’un transducteur donné [136, 137]. Le choix de la stratégie d'immobilisation repose
sur une connaissance approfondie des propriétés de 1’élément de reconnaissance.

La sensibilité, la stabilité, la spécificité et le colit d’un capteur dépendent certes de 1'élément de
bioreconnaissance, mais aussi de son accessibilité via un choix judicieux de la technique de
fonctionnalisation et de la nature de la surface de travail et du mécanisme de transduction
impliqué [137].

Dans cette partie, nous allons décrire les méthodes de fonctionnalisation fréquemment utilisées

pour la construction de biocapteurs.
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6.1. Les monocouches auto-assemblées (Self-assembled monolayers : SAMSs)

Ce sont des assemblages moléculaires ordonnés qui se forment spontanément par adsorption
chimique de molécules présentant une affinité spécifique avec un substrat donné. Leur structure
génerale, présentée dans la Figure 1.13, est constituée d’un groupement d’ancrage (ou réactif)
ayant une affinité spécifique pour la surface, d’un bras espaceur constitu¢ de chaines alcanes,
dont la longueur détermine I’épaisseur de la monocouche (de 1 a 3 nm), et d’un groupement
fonctionnel terminal (appelé également groupement de téte) qui détermine les propriétés
physicochimiques de la surface et conditionne 1’organisation moléculaire de la SAM. [138].

Les molécules d’une SAM s’auto-assemblent pour adopter une orientation commune favorisée

par les interactions de Van der Waals entre chaines alkyles.

Groupement fonctionnel

000000

Groupement espaceur

Groupement
d'ancrage
\ Substrat

Figure 1.13: Schéma d'une monocouche auto-assemblée

Plusieurs méthodes sont utilisées pour la préparation des SAMSs sur des substrats métalliques.
La plus simple consiste a immerger le substrat (ou 1’¢lectrode) dans une solution diluée de la
molécule adsorbée [137]. En raison de l'interaction spécifique entre la molécule et le substrat,
I'adsorption peut souvent étre réalisée dans une variété de solvants, polaires et non polaires, ce
qui permet une plus grande flexibilité dans la conception moléculaire et, par conséquent, la
nature et les propriétés des surfaces qui peuvent étre modifiées et controlées[139].

Dans la formation des SAM, il doit donc y avoir une evolution de I'ordre moléeculaire au fur et
a mesure que l'adsorption progresse et que la couverture de la surface augmente. D. K Schwartz
[139] a rapporté que dans les premiéres étapes, les molécules sont adsorbées de fagon isolée et
désordonnée ; elles sont donc distribuées de maniére aléatoire sur le substrat. Les molécules se

réarrangent progressivement par la suite, elles se redressent et se tiennent approximativement
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perpendiculaires au plan de la surface avec un angle d'inclinaison polaire possible d'environ
30°[140].

Différents types de composes peuvent étre utilisés dans la cas de substrat en or, principalement
a base de soufre : des organosoufrés des thiols (ou mercaptans) de formule générale R-SH, des
dérivés sulfurés, disulfurés, des xanthate, des thiocarbamates, ou encore des cycles aromatiques
porteurs d’une fonction thiol tel que le thiophénol, la mercaptopyridine, la mercaptoaniline ou

encore la mercaptoimidazole (figure 1.14) [141-144].

- S 5o S"J\S@ 5% Ts8

alcanethiol dialkylsulfure dialkyldisulfure alkylxanthate dialkylthiocarbamate
MNH,
/N.., Ry
- LN, B
N - g
SH SH SH N —}]’

thiophénol  mercaptopyridine  mercaptoaniline  mercaptoimidazole thiophéne

5
COOH
Hs™ Y Rixp Ay R3
NH2 IJE IJE
2 Ry

cystéine thiourée

Figure 1.14 : Composés organosoufrés pouvant étre utilisés pour I’élaboration de SAMSs sur un
substrat en or

Plusieurs méthodes ont été développées pour greffer les biomolécules sur des surfaces SAMs.
Elles peuvent étre classées essentiellement en deux catégories en fonction du mécanisme de
fixation : (i) greffage par interaction non covalente entre les biomolécules et les groupes de téte
de la SAM (telle que l'interaction électrostatique, hydrophile, hydrophobe ou une combinaison
de celles-ci), (ii) greffage par la formation de liaisons covalentes entre les biomolécules et les
groupements fonctionnels des SAMs [140].

Un choix judicieux de la méthode de fixation est important pour la conception d'un biocapteur,
car l'activité des biomolécules peut diminuer en raison de l'orientation aléatoire ou de la

déformation de leur structure native [140].
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6.2. Les films de polymeres conducteurs

Les polymeres conducteurs ont suscité ces derniéres années beaucoup d'intérét dans le domaine
des biocapteurs car ils ont I’avantage d’étre biocompatibles, pour une partie, et de posséder des
propriétés électroniques similaires a celles des métaux, tout en conservant les propriétes des
polymeres organiques classiques.[145]

IIs peuvent étre classés selon leurs structures en 4 familles représentées dans la figure 1.15: (i)
polyéniques, (ii) aromatiques, (iii) hétérocycliques aromatiques et (iv) systémes mixtes [146,
147].

Polyéniques Aromatiques

& o4 o)

Polyacétyléne Polyaniline polyfluoréne
poly (p-phenyléne)

Aromatiques hétérocycliques

H
S N
O TOT [
n n
polythiophéne Polypyrrole \_/
poly (3,4-éthylenedioxythiophéne)

polycarbazole

Mixtes

O]

poly( p-phenyléne-vinyléne)

Figure 1.15 : Structure chimique des polymeres conducteurs les plus courants

Leur structure commune formée d’une chaine principale conjuguée, avec une alternance de
liaisons simples et doubles, permet I’établissement d’un réseau w délocalisé responsable de leur
conductivité électronique [148].

Ils peuvent étre oxydés ou reduits, c'est-a-dire dopés sous une forme qui est conductrice de
facon relativement réversible, en méme temps un anion ou cation (dopant) s'insere dans le
polymere pour assurer la neutralité électrique. Le passage de la forme oxydée a la forme réduite
se fait soit par expulsion d’anions soit par insertion de cations dans la matrice polymérique[149,
150].

Le dép6t d’un film conducteur a la surface d’un transducteur peut étre réalisé via plusieurs

méthodes. La plus courante est la voie électrochimique qui consiste a appliquer un potentiel
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approprié a l'électrode de travail immergée dans une solution contenant le monomeére
sélectionné. On obtient ainsi un film homogeéne, reproductible et stable au cours du temps [151].
D’autres techniques sont utilisées pour la réalisation de polymeéres conducteurs dont le « dip-
coating » qui consiste a tremper 1’électrode dans une solution de polymérisation, ou le « spin-
coating », technique pendant laquelle une solution est déposée sur un substrat en rotation jusqu’a
I’évaporation du solvant et la formation du film [152]

Chacune des techniques présentées dans cette section présente des avantages et des
inconvénients (tableau 1.5). La réussite d’un biocapteur repose donc sur un choix judicieux de

la technique de fonctionnalisation selon la molécule a détecter.

Tableau 1.5 : Avantages et inconvénients des différentes techniques de fonctionnalisation

Meéthode Avantages Inconvénients
Les . ] o
- Méthode de préparation simple - Temps d’assemblage lent
monocouches o o o
- Stabilité des monocouches - Possibilité d’utilisation de solvants
auto
) formees toxiques
assemblées
- Possibilité de vieillissement du
polymere au cours du temps, ce qui
. ) . ) conduit a I’altération des
Les polymeres - Méthode de synthese rapide et
) performances du capteur
conducteurs reproductible

- Plusieurs étapes d’optimisation
sont nécessaires pour la réussite du
PC
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7. Application des biocapteurs pour la détection des marqueurs tumoraux du cancer de
la prostate

Diverses techniques de transduction ont été utilisées pour le design de capteurs dédiés a la
détection de biomarqueurs de cancer de la prostate : la gravimétrie [153-157], la colorimétrie
[158-161], et I’optique [162-167].

Notre travail étant dedié aux biocapteurs électrochimiques, nous avons donc fait le choix d’axer
cette section de 1’état de I’art sur les dispositifs a transduction électrochimique. Dans le tableau
1.6 nous avons présenté la stratégie de fonctionnalisation et les performances métrologiques

des biocapteurs développés par différentes équipes travaillant dans ce domaine.

Page | 37



Chapitre 1

Tableau 1.6 : Exemples de biocapteurs électrochimiques pour la détection des marqueurs tumoraux du cancer de la prostate

Marqueur

tumoral

Méthode

électrochimique

Stratégie de

fonctionnalisation

Domaine de

linéarité

Sensibilité

Constante
d’affinité

Limite de
détection

Références

PSA

SWV

Polymere &  empreintes

moléculaires a base de

polypyrrole synthétisé par CV

0,01 a4 ng/mL

4,8 pA/mL.ng*?

26x10%* M

2.10°ng/mL

[168]

SWV

Aptamere greffé directement

sur une électrode en or

10 pg/mL a
500 ng/mL

non déterminée

non déterminée

1,24 pg/mL

[169]

EISetCV

Anticorps greffés sur une
électrode en carbone vitreux
fonctionnalisée ~ par  un
nanocomposite (AUNPs-

ATPGO)

0,01a1pgmL

45,17 pA.
mL/ng

non déterminée

3 fg/mL

[170]

Sarcosine

EISetCV

La sarcosine oxydase greffée
sur une électrode en carbone
vitreux  dopée par un
composite :  phosphate de
manganese, 3,4-
éthylénedioxythiophéne

(EDOT) et acide indole-6-

carboxylique

1455 uM

0.014 pA/uM

non déterminée

11 puM

[171]

Ccv

Immobilisation covalente de

la sarcosine oxydase sur une

0,001 uM 4100 M

non déterminée

non déterminée

0,001 uM

[172]
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Marqueur Méthode Stratégie de Domaine de N Constante Limite de o
) o ) o o Sensibilité o Références
tumoral électrochimique fonctionnalisation linéarité d’affinité détection
électrode en or
fonctionnalisée ~ par  un
nanocomposite de chitosane
et des nanotubes de graphéne
Un anticorps de capture
primaire greffé sur la zone de 0,048 mA/mL.
détection via un film de 100 ng/mL a ng (serum) ; o
SWV . ] non déterminée | 100 pg/mL [173]
polyaniline et un anticorps de 1 ng/mL 12,9 mA/mL. ng
a-Methylacyl- détection secondaire (urines)
CoA Racemase conjugué a HRP
(AMACR) Aptamére modifié  par
(polyhistidine) greffé sur une
SWV électrode en or 1fMa10 nM non déterminée | non déterminée 1,4 fM [174]
fonctionnalisée par un film de
polypyrrole
Microseminopro-
. MIP a base d’acide caféique . ) o 6,38 YA par
teine beta EIS . 0.5 a100 ng/mL non déterminée ) 0,12 ng/mL [175]
comme monomere décade
(MSMB)
Aptameéres greffées sur des 61,033
,032a
Engrailed 2 EIS électrodes en or modifiées par 10fM a1l nM non déterminée 98.84 1M 5,62 fM [176]
,84n
des nanoparticules d'or
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Marqueur

tumoral

Méthode

électrochimique

Stratégie de

fonctionnalisation

Domaine de

linéarité

Sensibilité

Constante
d’affinité

Limite de
détection

Références

Ccv

Aptameres greffés sur une
électrode en carbone-

graphene

352a185nM

non déterminée

66 NnM

38,5nM

[177]

PCA3

EIS

ADN biotinylé greffé sur une
électrode en carbone
fonctionnalisé par  des
couches de nanoparticules en
or et de sulfate de

chondroitine

non précisée

non déterminée

non déterminée

0,12 nM

[178]

EIS

ADN thiolé pour une double
reconnaissance PSA et PCA3
greffé sur une électrode en or,
ajout du para-
aminothiophénol pour
bloquer 1’adsorption non

spécifique

102 M 2 10 uM.

non déterminée

non déterminée

83 pM

[179]

CA

Sonde d’ADN modifiée par
un groupement NH2 greffée
sur une électrode en or

fonctionnalisée  par  des

25pMa 10 nM

0.01 pA /nM

non déterminée

4,4 pM

[180]
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Marqueur Méthode Stratégie de Domaine de o Constante Limite de
) o ) o ) ] Sensibilité ) Références
tumoral électrochimique fonctionnalisation linéarité d’affinité détection
couches de chitosane et des
nanotubes de carbone
Aptameres en ARN thiole . L
EISetCV ) ’ 0,1 ng/mL a1l pg/mL | non déterminée 40 nM 0,26 pM [181]
greffé sur une électrode en or
Sonde ADN thiolé greffé
.| sur une électrode en ITO
Voltammeétrie )
o _ | dopée par du fluor et . non non
différentielle a _ . 001fMaluM . - . - 0,01 fM [182]
_ ) fonctionnalisée par des déterminée déterminée
_ impulsions
micro ARN nanotubes en carbone et
des nanoparticules en or
Sonde d’ADN  thiolé,
) ) . non non
EIS greffé sur une électrode en | 10 nM a 10 fM o o 20 fM [183]
) déterminée déterminée
carbone vitreux
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Objectif de notre travail :

Nous proposons dans ce manuscrit le développement de biocapteurs électrochimiques pour le
dosage de trois biomarqueurs du cancer de la prostate. L’idée est de poser les premiers jalons
pour une prise en compte des résultats issus de 1’ensemble des biomarqueurs plutét que de les
considérer individuellement, ce qui permettrait d’augmenter de fagon significative la spécificité
et la sélectivité du test, et par conséquent une meilleure détection du cancer de la prostate. Cela
passe bien évidemment par la mise en ceuvre de trois biocapteurs distincts et une fine
caractérisation de ces biocapteurs d’un point de vue métrologique avant de se projeter et
d’envisager leur possible utilisation simultanée pour une détection efficiente du CP. Notre choix
s’est porté naturellement sur le PSA, le biomarqueur de référence, et deux autres biomarqueurs

urinaires plus sensibles et plus spécifiques : I’Engrailed 2 (EN2) et le PCA3.
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1. Introduction

Ce chapitre est dédié a la présentation des techniques et produits utilisés dans le cadre de ces
travaux de these. Nous allons donc présenter brievement les dispositifs expérimentaux utilisés
pour les mesures électrochimiques et la microscopie a force atomique. Sera également détaillé
le protocole de traitement des échantillons urinaires et les méthodes d’amplification et

d’extraction du PCA3 urinaire.

2. La transduction électrochimique

L'électrochimie est I'étude de la réponse chimique d'un systeme a une stimulation électrique.
Cette réponse est constituée d’un ensemble de phénoménes associés a la production d’un
transfert de charge électrique a travers une interface formée par la mise en contact d’un
« conducteur » électronique (qui peut étre en métal, en céramique, en polymere ou des
allotropes du carbone) avec un conducteur ionique (solutions ioniques aqueuses ou hon
aqueuses, sels fondus ionises, ou certains solides ioniques) [1, 2]. Ce transfert de charge se fait
soit via une perte d’électrons, et donc une réaction d’oxydation, soit via un gain d’électrons, et
donc une réaction de réduction. Le dispositif expérimental utilisé dans les mesures
¢lectrochimiques est constitué d’un systéme a trois électrodes : une référence, une contre

électrode et une électrode de travail.

Plusieurs stratégies électrochimiques prometteuses ont été mises en ceuvre pour la détection des
biomarqueurs du cancer dont des techniques voltammétriques (voltampérométrie cyclique, a
balayage linéaire, différentielle a impulsions ou a ondes carrées), l'ampérométrie et
I'impédimétrie [3]. Dans cette étude, nous avons utilisé trois techniques électrochimiques avec
des finalites différentes : la chronoampérométrie, pour la réalisation de 1’ensemble des films
polymériques, la voltammétrie cyclique aussi bien pour 1’électrodéposition des films
polymériques que pour la caractérisation des étapes de construction des biocapteurs et la
voltammétrie a ondes carrées pour le suivi de la détection des analytes. Seules ces trois

techniques seront donc développées dans les sections suivantes.

2.1. La chronoampérométrie (CA)

La chronoampérométrie est une technique qui consiste a appliquer un potentiel constant au systeme

d'¢lectrodes et d’enregistrer la variation temporelle du courant résultant (Figure. 2.1).
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Figure 2.1 : Allure du potentiel appliqué (a) et la réponse en courant (b)

Le flux de courant est corrélé avec la concentration de I'espece oxydée ou réduite a la surface

de I'électrode de travail par I'équation de Cottrell (équation.2.1.) :

_nF AC, D,
‘ JrxT

I est le courant au temps t, n est le nombre d'électrons, F est la constante de Faraday, A est la

I Equation 2.1

surface géométrique de I'électrode, Co est la concentration de I'espéce oxydée et Do est le

coefficient de diffusion de I'espéce oxydée[4].

Etant donné le fait que le courant détecté est régi par le processus de transfert de masse
(correspondant au transfert d'espéces de la solution a l'interface électrode-solution) et de
transfert de charge (correspondant au transfert d'électrons vers la surface de I'électrode de
travail), la technique de chronoampérométrie est souvent utilisée pour expliquer le processus

de nucléation et de croissance des polymeéres conducteurs.

Un exemple type de chronoampérogramme est présenté sur la figure 2.2 On distingue ainsi : i) une
étape de nucléation qui se traduit par une forte diminution de I’intensité du courant et qui correspond
a la formation de cations radicalaires ; ii) une étape de couplage, pendant laquelle le courant
augmente progressivement, liée a la croissance continue et graduelle du polymeére conducteur, et

iii) une étape de stabilisation liée a des reactions de transfert de masse.
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Figure 2.2 : Exemple d’un chronoampéromeétre correspondant a I’électropolymérisation du pyrrole [5]

2.2. La voltammeétrie cyclique (CV)
Cette technique repose sur un balayage triangulaire linéaire d’un potentiel E1 vers un potentiel
E> suivi par un second balayage en sens inverse (de E2 vers E1) tout en maintenant la vitesse de

balayage constante (figure 2.3a)

Potentiel E Intensité |

€] ipic (anodique) |__________________

=
Red = Ox + €

Temps t

Potentiel E

OXx + e = Red
ipic (cathodique)

Epc

Figure 2.3 : a) Principe de la voltammétrie cyclique (variation du potentiel en fonction du temps) ; et
b) exemple type d’un voltamogramme enregistré suite a une réaction d’oxydoréduction (Epa : potentiel
anodique, Epc :potentiel cathodique, i pic (anodique) intensité du courant anodique ;ipic (cathodique)

intensité du courant cathodique)

Un exemple de voltammogramme cyclique, c'est-a-dire la réponse du courant mesuré en
fonction du potentiel pour un systeme réversible, est présenté a la figure 2.3b. Le courant

enregistré est la somme de deux courants : un courant capacitif lié aux changements de charge de
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la double couche électrique lors du balayage du potentiel, la charge, et un courant faradique
associé aux processus d’oxydo-réduction. Ces deux courants ont par ailleurs tendance a
augmenter avec la vitesse de balayage. Selon I’application ou I’information recherchée, un ou

plusieurs cycles consécutifs peuvent étre réalises.

La voltammeétrie cyclique est généralement utilisée a des fins exploratoires pour étudier les
propriétés d’entités qui peuvent €tre oxydées ou réduites en échangeant des électrons avec
I'électrode de travail. Sa faible sensibilité la rend inappropriée pour les mesures quantitatives, a
cause de I'importance du courant capacitif qui peut masquer le signal utile: le courant
faradique [6]. Pour réduire au minimum la contribution du courant capacitif et donc augmenter
la sensibilité des méthodes voltampérométriques, des méthodes a impulsions de potentiel ont
été mises au point, dont la voltampérométrie a ondes carrées (ou SWV pour Square Wave

Voltammetry).

2.3. La voltammeétrie & ondes carrées (SWV)

La SWV est I'une des méthodes électrochimiques les plus rapides et les plus sensibles. Les
limites de détection peuvent étre comparées a celles des techniques chromatographiques et
spectroscopiques. Elle est basée sur la combinaison d’une modulation d’onde carrée
d’amplitude AE et d’une durée t (période) et de période 1/ f (typiquement la fréquence f = 50
a 200 Hz) avec une rampe de potentiel comme illustré dans la figure 2.4a.

(b)

Figure 2.4: Voltampérométrie a onde carrée : a) Schéma d'application des potentiels somme d'un
escalier et d'une onde carrée et (b) Représentation typique d’un voltamogramme a ondes carrées [7]
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En SWV, les courants électriques sont mesurés a la fin des impulsions directes (l1) et inverses
(I2), et le signal est obtenu a partir du courant différentiel résultant (AI), comme illustré sur la
Figure 2.4b. Les courbes courant-potentiel présentent généralement des profils bien définis et
sont généralement symeétriques. Ceci est d0 au fait que tous les courants ne sont mesurés qu'a
la fin de chaque demi-période et que les variations de la hauteur et de la largeur de I'impulsion
de potentiel sont toujours constantes pour une gamme de potentiel déterminée.

2.4. Dispositifs expérimentaux pour les mesures électrochimiques
Toutes les mesures ¢électrochimiques ont été réalisées a 1’aide d’un potentiostat CHI 650 (figure
2.5) piloté par un ordinateur et un logiciel spécifique pour I’acquisition et le traitement des

données.

Systeme
d’acquisition

CHI
Potentiostat

Figure 2.5 : Le dispositif de mesures électrochimiques CHI 650

Nous avons utilisé une cellule électrochimique conventionnelle a trois électrodes représenté par
la figure 2.6, avec une électrode de référence en Ag/AgCI/KCI (saturé) une contre électrode en

platine, et une électrode de travail en or (or évaporé sur du verre ou or massif)

Figure 2.6 : Montage électrochimique & trois électrodes
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2.5. Nettoyage de I’électrode de travail

Une des étapes clés de la réussite d’un biocapteur est un nettoyage quasi-parfait des trois
¢lectrodes, et principalement de 1’¢électrode de travail. Comme précisé ultérieurement, nous
avons utilisé deux types d’¢lectrode de travail : de I’or massif (¢lectrodes de la marque CHI) et
de I’or déposé sur verre. Nous avons donc adopté le protocole de nettoyage en fonction de la

nature de 1’électrode.

Le nettoyage des surfaces d’or déposé sur le verre a consisté a incuber les électrodes dans un
bain d’acétone pendant 5 min puis dans un bain d’éthanol pendant 5 min également. Un
mélange piranha (H2SO4 : H202, viv, 2/1) fraichement préparé est ensuite déposé sur la surface
durant 20 min (figure 2.7a). Les electrodes sont par la suite rincees avec de 1’eau ultra pure puis

avec 1’éthanol pendant 5 min et finalement séchées a température ambiante.

Ce protocole n’étant pas adapté pour les électrodes de type CHI du fait que I’or est protégé par
une gaine polymérique, nous avons donc opté pour un polissage mécanique (figure 2.7b) avec
des grains d’alumine de trois tailles différentes (1, 0,3 et 0,05 um), suivi par un ringage avec de
I’eau ultra pure puis avec I’éthanol afin d’éliminer les traces d’alumine. L’électrode est

finalement séchée a température ambiante.

b)

Figure 2.7: a) Photo d’un mélange piranha déposeé sur la surface d’électrodes en or/verre, b) un schéma
représentatif d’un polissage mécanique d’électrodes de type CHI

3. La microscopie a force atomique (AFM)

Le microscope a force atomique (AFM pour Atomic Force Microscopy) fait partie de la famille
des microscopes a sonde locale qui permettent d’étudier a 1’échelle atomique la topographie de
tout type de surfaces : organique ou minérale, céramique, composite, ou méme biologique. Les
informations sont recueillies en enregistrant les déplacements d’une sonde mécanique (pointe

a ’extrémité d’un micro-levier) en « contact » avec 1’échantillon (Figure 2.8). De plus, des
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éléments piézo-électriques facilitent le controle, et 1’asservissement de la distance sonde-
surface au cours du balayage. La plupart des AFM fonctionnent selon un principe basé sur la
déviation d’un faisceau laser réfléchi par la face arriere du levier de I’AFM, détectée par une
photodiode a quatre quadrants. Les cantilevers sont fabriqués a partir de Si ou de SisN4 avec

des rayons de courbure typiques d’une dizaine de nanomeétres.

Les forces mises en jeu entre la pointe et les atomes de la surface de I'échantillon peuvent étre
des forces attractives (les forces capillaires, électrostatiques, magnétiques et de van der Waals)

ou bien des forces répulsives (forces coulombiennes).

Miroirs
g — \ A '
Diode Laser
Photodiodes
Asservissement

de position

( Pointe
Echantillon m

Balayage
piézo-électrique

v

Figure 2.8 : Principe de la microscopie a force atomique

Trois modes peuvent étre utilisés pour réaliser une topographie de surface :

- Le mode contact : dans lequel la pointe « appuie » dans ce cas sur la surface. Le cortége
électronique des atomes de la pointe et celles de la surface provoquent des forces
répulsives (coulombiennes).

- Le mode non-contact : dans ce cas la pointe n’est pas en contact avec la surface. On fait
dans ce cas appel aux forces attractives trés faibles entre la pointe et la surface. Cela
nécessite néanmoins des conditions d’utilisation particulieres (a froid et sous vide) pour
éviter ’humidité et I’agitation thermique.

- Le mode contact intermittent (tapping) qui correspond a une combinaison des deux
modes précédents. Ce mode consiste a faire vibrer le levier a sa fréquence propre de

résonance (de l'ordre d’une centaine de kHz). Lorsque la pointe approchera de la surface
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de I’échantillon a étudier, la résonance du levier est modifiée par 1’interaction pointe-

surface, ce qui se traduit par la suite par des variations d’amplitude et de phase du levier.

Nous avons utilisé dans ce travail un microscope Nanosurf easyScan 2 Flex (en mode tapping)
piloté par un ordinateur qui permet de paramétrer, controler, visualiser le mouvement du micro-

levier et donc de la pointe (Figure 2.9).

Figure 2.9: Microscope a Force Atomique easyScan 2

4. Recueil des échantillons urinaires et extraction du PCA3

4.1. Protocole de recueil, traitement et conservation des échantillons urinaires

Nous avons eu I’autorisation du comité d’éthique du CHU Sahloul de Sousse et obtenu un
consentement écrit et signé par les patients avant tout prélevement. Notre étude a porté sur 25
patients venus aux consultations externes du service d’urologie au CHU Sahloul de Sousse pour
des biopsies prostatiques. La décision de faire une biopsie est basée sur des concentrations
sériques de PSAT supérieurs a 10 ng/mL, ou comprise entre 4 et 10 ng/mL avec un ratio
PSAL/PSAT< 10.

Nous avons suivi le protocole de collecte et de traitement des échantillons urinaires publié par
Mearini et al. [8]. Ainsi, pour faciliter la libération des cellules tumorales (si elles existent)
dans les urines, un massage prostatique avec balayage trois fois sur le lobe droit, puis trois fois
sur le lobe gauche et enfin trois fois de la base a I'apex de la prostate conformément a la méthode
de Tinzl et al.[9] a été effectué par ’'urologue . Nous avons demandé par la suite au patient

d’uriner spontanément dans un tube stérile (DNAse, RNase free), en évitant de toucher
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I’intérieur du tube (un volume entre 20 et 30 mL). Le tube a été par la suite étiqueté et

immédiatement acheminé au laboratoire dans de la glace.

Une premiére centrifugation a 4°C et a une vitesse de 700 G pendant 10 minutes a été réalisée

(centrifugeuse Hettich MIKRO 220R). Cette centrifugation a pour but de séparer 1’urine en :

- Sédiment : lavé deux fois avec PBS glacial ( par centrifugation de nouveau 700 G pendant
10 minutes ) avant d’étre stocké dans du TRIzol® a -80°C (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) [8]
pour une utilisation ultérieure. Ce réactif sert a la fois comme conservateur et comme réactif

d’extraction de la PCA3 aprées la décongélation.
- Surnageant : qui a été divisé en aliquotes et stocké a -80°C.

4.2. Extraction de ’ARN total urinaire

4.2.1. Principe de ’extraction de ’ARN a partir des prélévements biologiques

Les protocoles d'isolement de I'ARN commencent par une lyse cellulaire médiée par des
tampons qui appartiennent généralement a l'une des deux catégories suivantes: (i) ceux
constitues d'agents chaotropes durs, notamment les sels de guanidinium, le dodécylsulfate de
sodium (SDS), la N-laurylsarcosine (sarcosyl), l'urée, le phénol ou le chloroforme, qui
engendrent une destruction de la membrane plasmique et les organelles subcellulaires, et qui
inactivent simultanément la ribonucléase (RNase) et (ii) ceux qui solubilisent doucement la
membrane plasmique tout en maintenant I'intégrité nucléaire, comme les tampons de lyse
hypotoniques Nonidet P-401. Les noyaux intacts, les autres organelles et les débris cellulaires

sont ensuite eliminés par centrifugation différentielle [2].

Depuis son introduction, la méthode "one step" est largement utilisée pour isoler I'ARN total a
partir d'échantillons biologiques de différentes sources. Le principe a la base de la méthode est
qgue I'ARN est séparé de I'ADN apres extraction avec une solution acide contenant du
thiocyanate de guanidinium, de I'acétate de sodium, du phénol et du chloroforme, suivie d'une
centrifugation. Dans des conditions acides, I'ARN total reste dans la phase aqueuse supérieure,
tandis que la plupart de I'ADN et des protéines restent soit dans l'interphase, soit dans la phase
organique inférieure. L'ARN total est ensuite récupéré par précipitation avec de I'isopropanol

et peut étre utilisé pour plusieurs applications [10].

4.2.2. Protocole opératoire de I’extraction de ’ARN urinaire
L'extraction du PCAS3 a été faite avec le réactif Trizol® (contenant du phénol et du thiocyanate

de guanidine) selon le protocole du fournisseur :
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Apres décongélation a température ambiante de 1’échantillon conservé dans le Trizol, 0,2 mL
de chloroforme a été ajouté. Aprés une incubation pendant 5 minutes, une centrifugation
pendant 15 minutes a 12,000 x g a 4°C a été réalisée. La phase aqueuse contenant I’ARN a été
par la suite transférée dans un nouveau Tube et a laguelle on a ajouté 0,5 mL d’isopropanol
avant d’étre incubée pendant 10 minutes a -20°C puis centrifugée de nouveau pendant 15
minutes a 12,000 x g a 4°C. Durant cette étape I’ARN a €été récupéré par précipitation apres
avoir ¢éliminé le surnageant dissout dans de 1’éthanol a 70%. Une nouvelle centrifugation
pendant 5 minutes a 1000 x g a 4°C a été faite pour assurer sa purification. Apres élimination
du surnageant le précipité a été laissé sécher a température ambiante pendant 10 minutes. Avant
de conserver I’ARN obtenu a -80°C, un traitement par la DNase est nécessaire pour éliminer

toute trace d’ADN interférant issu de 1’échantillon biologique.

Le tableau 2.1 décrit le role de chaque substance utilisée dans 1’extraction de I’ARN

Tableau 2.1 : Rdles des réactifs utilisés pour I'extraction de I'ARN

Substance Role

Thiocyanate de Guanidine Lyse cellulaire et destruction du noyau afin
de libérer I’ADN et I’ARN.

Phénol Faire précipiter les protéines
Chloroforme Dissolution des lipides

Isopropanol Précipitation de I’ARN

Ethanol Purifier I’ARN et dissoudre les impuretés

organiques surtout le phénol qui est un

inhibiteur de I’amplification

> Dosage de ’ARN et I’étude de sa pureté

Aprés dilution au 1/70°™ de la solution mére d’ARN, un dosage par spectrophotométrie a été
réalisé a 260 nm. Sachant qu’une unité d’absorbance correspond a 40 ug/mL d’ARN simple

brin, la concentration de I’ARN génomique en pg/mL :

Ao x 40 x (1/dilution) [10]

Ao étant 1’absorbance a 260 nm.
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Aprés extraction de I’ARN, nous avons Vérifié sa pureté par lecture spectrophotométrique en
UV a 260 nm et 280 nm puis par le calcul du rapport des absorbances (R=A 260nm/A 280nm) ; le

rapport doit étre compris entre 2 et 2,2 [10].

4.3. La transcription reverse et la synthése de ’ADNc

4.3.1 Principe et intérét de la transcription reverse

La transcription reverse (ou inverse) a pour but de synthétiser de ’ADN complémentaire
(ADNC) a partir des molécules d’ARN. Vu la nature labile de I’ARN, sa conversion en ADNc
plus stable facilite le stockage & long terme de ces séquences. De plus, le passage a ’ADNc
permet de reproduire 1’échantillon a partir d’une source unique selon les besoins, notamment
du fait qu’il n’est pas possible d’amplifier directement les molécules d’ARN notamment en cas

d’échantillon a I’état de traces [11].

La synthése de ’ADNc a été réalisée par une reaction enzymatique in vitro a la réverse
transcriptase (ADN polymérase ARN dépendante) en utilisant I’ARN comme matrice (de
I’ordre de quelques microgrammes). Cette réaction nécessite que 1’échantillon soit d’une bonne
qualité [11].

La réaction commence par une dénaturation a la chaleur pour dissocier les structures
secondaires de I'ARN. Par la suite, une courte amorce poly(T), communément appelée
oligo(dT), est hybridée a la queue poly(A) de I'ARN messager (ARNm) (figure 2.10) [11].

5/ | mRNA | AAAAAAAAAAAAAAAAAA | 3’

l Anneal suitable primer

5’ | mRBNA | AAAAAAAAAAAAAAAAAA | 3’

3 |VTTTTTTTT|5
HO

Anchored oligo(dT)

Figure 2.10: Hybridation de I'amorce oligo(dT) a la queue poly A de I'ARNm[11].

Si on travaille avec de I’ARN total, le choix des amorces oligo(dT) a pour but la transcription
reverse uniquement de I’ARN messager et éliminer les autres types d’ARN [11]. En effet, la
queue poly (A) est ajoutée aux ARN pré-messager au cours de la maturation post

transcriptionnelle pour protéger I'ARN m de la digestion par les nucléases [12].
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L’enzyme requise pour la synthése de I'ADNc ADN polymérase ARN dépendante de I'ARN est
plus communément appelée transcriptase reverse, ou simplement "RT". Il existe plusieurs
variétés de transcriptase reverse dont on peut citer celles issues du virus de la myéloblastose
aviaire (AMV), du virus de la leucémie murine de Moloney (MMLV); de Thermus
thermophilus (rTth ; dépendante du Mn?*) et Enzymes RNase -H modifiées.

La transcriptase inverse de M-MLYV est préférée pour la transcription reverse des matrices
longues contrairement a I’AMV qui, elle, présente généralement des niveaux beaucoup plus

faibles d'activité RNase H. Elle n'est généralement active qu'entre 37 et 40°C [11].

4.3.2. Protocole M-MLYV de la transcription reverse
Nous avons utilisé 1’enzyme du virus Moloney de la leucémie murine (M-MLV : Moloney
Murine Leukemia Virus ; Thermo Fisher®). La transcription reverse a été realisée selon le

protocole du fournisseur.

Deux mélanges réactionnels (Mélange 1 et Mélange 2) ont été préparés comme décrit dans le
tableau 2.2. Un volume d’ARN (équivalent a une masse entre 1 ng et 5 ug) a été ajouté au
mélange 1 puis le tout a été chauffé pendant 5 minutes a 65° C et rapidement refroidi dans de
la glace. Par la suite, le mélange 2 réactionnel 2 a été ajouté avec une incubation de 37°C
pendant 2 minutes. La transcriptase réverse M-MLV est ensuite ajoutée a raison de 1 pL
(200unites) mélangeée par un léger pipetage et enfin laissée agir en incubant le mélange pendant
50 minutes a 37°C. Pour mettre fin a la réaction, I’enzyme est inactivée par incubation a 70°C

pendant 15 minutes. L’ ADNc obtenu a été conservé a -20°C.

Tableau 2.2 : Les mélanges réactionnels pour la transcription réverse

Mélanges Composants Volume
Oligo (dT)12.1s (500 pg/mL) 1uL
Mélange 1
10 mM dNTP 1uL
Eau bidistillée stérile qsp 12 uL
Composants Volume
5X First-Strand Buffer 4 uL
Mélange 2 100 mM DTT 2 uL
RNaseOUT™ (40 unités/uL) 1uL
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Dans le tableau 2.3 nous avons décrit le réle de chaque composant dans la réaction de la

transcription réverse.

Tableau 2.3 : Roles des réactifs utilisés pour la transcription reverse

Réactif Role
M-MLYV Reverse Transcriptase Une enzyme qui catalyse la synthése de I’ADNc
First-Strand Buffer Un tampon qui fournit les conditions favorables a

la transcription reverse

Dithiothréitol (DTT) Le dithiothréitol est un agent réducteur qui aide a
décompacter la structure secondaire de I'ARN et

faciliter l'initiation de la transcription.

4.4. Amplification de la PCAS3 par la réaction de polymérisation en chaine (PCR)

4.4.1. Principe de la réaction PCR
La PCR est utilisée pour amplifier une partie courte et bien définie d'un brin d'/ADN. Il peut
s'agir d'un seul gene, ou juste d’une partie d'un géne. Contrairement aux organismes vivants, le
processus de PCR ne peut copier que de courts fragments d'’ADN, généralement jusqu'a 10kb

[13]. Les composants principaux de la réaction PCR sont :
- Une matrice d'ADN, ou ADNC, qui contient la région du fragment d'’ADN a amplifier ;
- Deux amorces, qui déterminent le début et la fin de la région a amplifier ;

- Taq polymérase, une ADN polymérases thermorésistante qui synthétise I’ADN en copiant la

matrice et en allongeant I’amorce a 3°’OH libre ;

- Des désoxyribonucléotides, incorporés par la Tag polymérase selon les lois de

complémentarité pour synthétiser le nouveau brin d’ADN ;
- Un tampon, qui fournit un environnement chimique approprié pour I'’ADN-polymérase [13].

Aprés amplification, la réveélation a été effectuée par électrophorése sur un gel d’agarose
contenant du bromure d’éthidium (BET). L'électrophorese a pour but de séparer des molécules
chargées au travers du gel sous I'effet d'un champ électrique dans un tampon : Tris-Borate-

EDTA (TBE : pH=8) un marqueur de taille de pas de 100pb ou de 25 pb qui contient un nombre
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défini de fragments d’ADN connus allant respectivement de 100 a 1000pb ou de 25 a 500pb,
ce qui permet de déterminer plus facilement la taille des ADN amplifiés et vérifier la spécificité

de I’amplification.

Le BET qui s’intercale entre les deux brins d’ADN produit une fluorescence de couleur rose a
rougeatre lorsqu’il est exposé aux ultraviolets ce qui permet de les visualiser. Ainsi la révélation
consiste & Vvérifier la présence d’une bande unique a la longueur attendue (en se référant au
marqueur de taille) par une lecture qualitative : il y a ou non présence du fragment de la longueur

attendue.

L’extraction et la PCR ont été effectuées dans les salles pré-PCR alors que la révélation a été

effectuée dans la salle post-PCR

4.4.2. Dispositifs expérimentaux
La réaction PCR a été réalisée dans le thermocycleur “Proflex PCR System” (Figure 2.11) : il
s’agit d’un appareil qui chauffe et refroidit les tubes de réactions a des cycles de températures
programmables, précises, requises pour chaque étape de la réaction. 1l est muni de 3 blocs
thermiques indépendants avec 32 puits chacun, ou I’on peut insérer les tubes contenant le
mélange réactionnel de la PCR. Il est doté d’une interface a écran tactile qui permet de

programmer chaque bloc thermique et sauvegarder les différents programmes.

Figure 2.11: Thermocycleur “Proflex PCR System” (Thermo Fisher®)
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L’¢électrophorése du produit de la réaction PCR a été réalisée a I’aide d’un montage
d’électrophorése horizontale de la marque Apelex® (figure 2.12). 1l est composé d’une cuve
horizontale munie d’électrodes et remplie par le tampon de migration, et un générateur de
courant continu relié aux électrodes qui va fournir un courant créant un champ électrique pour

assurer la migration des molécules d’ADN.

a) = ,,:'-k. b)
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Figure 2.12 : a) cuve d’électrophorése horizontale Apelex® ; b) Générateur d’électrophorése Apelex®

4.4.3. Protocole expérimental ’amplification de la PCA3

a) Le contréle de la qualité de I’"ADNC : par la détection d’un géne ubiquitaire :

Afin de vérifier la qualité de I'ADNCc synthétise, des reactions de contrdle ont été réalisées en
utilisant des amorces spécifiques pour amplifier un fragment d’un géne ubiquitaire : Béta2
microglobuline (B2M). Ces génes sont capables de s’exprimer d’une fagon constante quelles
que soient les conditions expérimentales et ils sont souvent utilisés comme témoins dans les

réactions de réverse transcription PCR [14, 15].

Pour I’amplification d’une séquence du témoin B2M, nous avons choisi le couple d’amorces

publié par Robinson et al. [16] :

e Amorce sens : 5’-AGGCTATCCAGCGTACTCCA -3'
e Amorce anti-sens : 5'-ATGGATGAAACCCAGACACA -3.

Ce couple se situe sur deux exons différents pour s’assurer de 1’amplification de I’ADNCc et non
de I’ADN total génomique. Il a été testé sur le site : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/, la taille attendue du fragment amplifié est de 102 paires de bases qui s’étend sur I’exon

1 et I’exon 2 du gene.
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Le mélange réactionnel utilisé pour toutes les réactions PCR de ce travail est présenté par le

tableau 2.4.

Tableau 2.4: Composition du mélange réactionnel des réactions PCR

Composants Quantité en concentration

volume finale

Amorces sens (10pM) 0,5puL 0,2 uM

Amorces anti-sens (10uM) | 0,5 pL 0,2 uM

dNTP (10mM) 0,5 L 0,2 mM

Taq polymérase 0,5 puL 25U

Tampon (10X) 5uL 1X

Eau bidistillée stérile 48 pL QSP 50 pL

Un témoin négatif composé du mélange réactionnel exempté de ’ADN, a été utilisé dans
chaque série de PCR. Ce témoin a permis la vérification de l'absence d'une éventuelle
contamination. Nous avons programmé le thermocycleur en utilisant les parametres présentés

dans le tableau 2.5.

Tableau 2.5: Programme du thermocycleur pour I'amplification d’un fragment du géne B2M

Etape

Durée et température

Etape 1 : Dénaturation

initiale

5 minutes a 95°C

Etape 2 : Amplification

Etape 3 : Extension finale

30 secondes a 95°C (dénaturation)
45 secondes a 60°C (hybridation) (35 cycles)
45 secondes a 72°C (extension)

5 minutes a 72°C
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b) Amplification du PCA3

Nous avons choisi de travailler selon le protocole décrit par Bussemakers et al. [17] . Les

amorces utilisées par ces derniers sont les suivantes :

e Amorce sens :5-AGATTT GTG TGG CTG CAG CC-3
e Amorce antisens: 5'-TCC TGC CCATCC TTT AAG G-3'

L’ une est située sur I’exon 1 et I’autre sur I’exon 4. Nous avons de méme testé ce couple sur le
site : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/, la taille attendue du fragment amplifié
est de 543 paires de bases couvrant les 4 exons du PCA3. Le principe de 1’amplification de ce
fragment est illustré par la figure 2.13 et les paramétres du thermocycleur sont présentés dans

le tableau 2.6.
PCA3 obtenu aprés transcription reverse
I I I
Exon 1 | Exon2 |  Exon3 I Exon 4
5’ 1 1 1 3
€ —anti-sens
<«— Extension
sens Extension ——»
3 — B 5

5 e— 3 Eragment PCA3 amplifié : 543 pb

Figure 2.13 : Localisation des amorces pour I’amplification du fragment du PCA3

Tableau 2.6 : Programme du thermocycleur pour I'amplification d’un fragment du PCA3

Etape Durée et température

Etape 1 : Dénaturation initiale = 1 minute a 95°C
Etape 2 : Amplification 30 secondes a 95°C (dénaturation)
30 secondes & 60°C (hybridation (35cycles)

30 secondes a 72°C (extension)

Etape 3 : Extension finale 10 minutes a 72°C
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4.4.4. La révélation de ’ADN amplifié sur gel d’agarose par électrophorése
L’ADN amplifié obtenu est révélé par électrophorése sur gel d’agarose & 2% contenant du
bromure d’éthidium (BET) avec visualisation sous lumiere UV. Nous avons Vérifié la taille des

fragments d'ADN obtenu en déposant en paralléle un marqueur de taille de 100 paires de base

4.5. Extraction et purification de la PCA3

Aprés amplification de la seéquence spécifique de PCA3 et vérification de la conformité de sa
taille par électrophorése en présence du marqueur de taille, une extraction de la bande
correspondante a été nécessaire afin de s’assurer de I’utilisation de cette séquence spécifique
amplifiée pour la conception du biocapteur sans interférences de séquences non spécifiques ou

d’exces d’amorce.

4.5.1. Buts et principes de I’extraction et la purification de ’ADN
Cette méthode implique généralement un ADN issu d’une réaction PCR suivie par une
électrophorese sur gel d'agarose pour séparer les mélanges des différents fragments suivie
ensuite de I'extraction du fragment d'intérét du gel [18]. Pour réaliser I’extraction, différent kits
commerciaux existent sur le marché dont on peut citer « Wizard Genomic DNA Purification
Kit » de la marque Promega®, « MinElute Gel Extraction » (QIAGEN®) « Zymoclean™ Gel
DNA Recovery » (Zymo Research®) GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE
healthcare) [19, 20]. Ces kits ont 1’avantage d’étre faciles a utiliser et permettent d’obtenir de
I’ ADN de bonne qualité avec un bon rendement d’extraction mais ils sont plus couteux que les

méthodes « maison » ou « artisanales » [21]. La plupart utilisent la technologie a base de silice.

Cette technologie consiste a I’adsorption de I’ADN sur des membranes, particules ou
nanosphéres de silice incorporées dans des colonnes de centrifugation en présence de sels
chaotropiques (tels que 1’urée, le perchlorate de lithium et les sels de guanidine) a un pH défini.
Ces sels sont inclus dans les tampons des Kits pour faciliter la dénaturation du gel d’agarose et
I'extraction de I'ADN. Par la suite, les différents contaminants sont éliminés par des étapes de

lavage. L'ADN est en fin élué dans un tampon a faible teneur en sel ou tampon d'élution [19].

4.5.2 Protocole de I’extraction de la bande PCA3 a partir du gel d’agarose
L’extraction a été effectuée par le kit “The Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System”[20] qui se base sur la technique d’absorption de I’ADN a des membranes de silice en

présence d’un sel de I’isothiocyanate de Guanidine.
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Apres électrophorése du produit PCR sur le gel d’agarose, la bande correspondant a 1’amplicon
du ADNCc de PCA3 (taille 543pb) visualisée par rayons UV est découpée par une lame propre

nettoyée avec de 1’éthanol.

Nous avons ajouté 10 pl de tampon (solution d’acétate de potassium a 0,5 M et isothiocyanate
de Guanidine a 4,5 M a un pH de 5) pour 10mg de gel découpé et nous 1’avons incubé au bain
marie a une température de 65°C jusqu’a fusion totale du gel. Le liquide obtenu est versé dans
la colonne de silice insérée dans un tube collecteur stérile. Une incubation a 1’air ambiant

pendant une minute permet I’adhésion de I’ADN a la membrane de silice.

Une centrifugation a 16 000 g pendant une minute permet d’éliminer le mélange de gel et de
tampon. Par la suite les impuretés sont éliminées dans un premier temps par 700u L d’une
solution de lavage qui est constituée par 10mM d’acétate de potassium (pH 5,0) et 16,7 uM
EDTA (pH 8,0) avec de I’éthanol a 80%. Apres une centrifugation a 16000 g pendant 1 minute
un deuxiéme lavage est fait ave 500 pl de la méme solution et une centrifugation a la méme

vitesse pendant 5 minutes.

Enfin la colonne en silice est transférée dans un nouveau tube de 1,5 mL et une élution de
I’ ADN par 50 uL d’eau stérile « DNase free » est réalisée par centrifugation pendant 1 minute
a16 000 g.

5. Conclusion
Dans ce chapitre nous avons décrit les techniques de caractérisation morphologique ainsi que

des techniques et des dispositifs expérimentaux électrochimiques pour la conception et la
caractérisation des différents biocapteurs électrochimiques (biocapteur a base de MIP,
immunocapteur et génocapteur). Les chapitres suivants seront consacrés aux protocoles de
conception de ces derniers ainsi que I’interprétation et la discussion des différents résultats

expérimentaux.

Nous avons aussi détaillé le protocole et les méthodes d’amplification et d’extraction de PCA3
urinaire qui sera par la suite utilisé comme échantillon réel pour tester les performances du

génocapteur.
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Biocapteur électrochimique a empreintes

moléculaires pour la détection du PSA
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1. Introduction

Comme mentionné dans le chapitre 1, le cancer de la prostate (CP) est parmi les cancers
masculins les plus diagnostiqués aussi bien en France qu’en Tunisie. Son diagnostic et le suivi
de I'évolution de traitements de cette pathologie repose, entre autres, sur le dosage de 1’ Antigéne
Spécifique de la Prostate (PSA pour Prostate Specific Antigen). Malgré le fait que ce test
présente plusieurs inconvenients dont le probléme de la standardisation des méthodes de dosage
et une faible sensibilité [1], le dosage du PSA reste une des « techniques de routine » les plus
utilisees en milieu clinique. 1l était donc « trivial » que le premier capteur a réaliser dans le
cadre de ces travaux de thése soit dédié a la détection du PSA.

Les chercheurs des laboratoires SATIE et LIMA (Faculté de Médecine de Monastir) et du CHU
Sahloul (Tunisie) avaient déja réalisé des immunocapteurs pour le dosage du PSA [2], nous
avons donc fait le choix de développer, dans le cadre de cette thése, un biocapteur
électrochimique fonctionnalisé avec un polymére a empreintes moléculaires (MIP) de PSA.
Dans la premiére partie de ce chapitre, nous présenterons les différentes étapes d’optimisations
nécessaires a la réalisation du MIP-PSA ainsi que les différentes caractérisations
morphologiques par microscopie a force atomique. La seconde partie est dédiée a la
détermination des paramétres métrologiques du capteur électrochimique et aux tests de
détection dans un milieu tampon puis dans des sérums humains. Ces derniers résultats seront
confrontés a ceux issus de la technique ELISA, considérée comme la « golden standard » en
milieu clinique.

2. Optimisation des paramétres de réalisation d’un MIP-PSA

2.1. Choix du monomeére fonctionnel

La réussite de la conception d'un MIP dépend de plusieurs parametres, dont un choix judicieux
d’un monomeére fonctionnel. En raison de sa stabilité chimique, sa biocompatibilité et sa haute
conductivité, le pyrrole (figure 3.1) a été largement utilisé dans la conception de biocapteurs en

général et pour I’impression des protéines en particulier.

pyrrole polypyrrole

Figure 3.1 : Structures chimiques du pyrrole et du polypyrrole
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Les pyrroles (PPy) peuvent en effet étre électropolymerisés a partir de milieux aqueux a pH
neutre ce qui permet l'incorporation d'une large gamme de contre-ions dans les polymeres
résultants, et ce contrairement a d’autres monomeres fonctionnels comme I'aniline (soluble
uniquement dans les milieux acides) et le thiophene (soluble dans les solvants organiques). Les
polypyrroles sont par ailleurs intrinsequement conducteurs, ce qui permet leur utilisation
comme des matériaux d'électrode, et donc de détecter les processus conventionnels de transfert
de charges [3].

Des MIPs a matrice polymérique en PPy ont été développees pour la détection de différentes
protéines dont le SARS-CoV-2 spike glycoprotéine [4], la protéine gp51 du virus de la leucémie
bovine [5] , I'antigene carcinoembryonnaire (CEA) et I'alpha-foetoprotéine (AFP), considérés
tous les deux comme biomarqueurs du cancer du poumon [6], I’interleukine 6 [7] ou encore

I’antigéne du cancer du sein (CA 15-3) [8].

2.2. Choix de la technique de polymérisation du pyrrole

Différentes méthodes peuvent étre utilisées pour la réalisation d’un polymeére conducteur en
polypyrrole : (i) la polymérisation chimique initiée par des oxydants tels que FeClz ou H20»,
[9] (ii) la polymérisation enzymatique [10] et (iii) la polymérisation électrochimique [11]. C’est
cette derniere voie qui est le plus souvent utilisée pour la fonctionnalisation des capteurs
chimiques et biologiques [5].

De nombreuses méthodes électrochimiques ont été mises a profit pour former les matrices
polymériques en PPy des MIPs, dont la voltammeétrie cyclique (CV) et la chronoamérométrie
(CA). La CV est probablement la technique la plus populaire en raison de sa disponibilité dans
la quasi-totalité des dispositifs électrochimiques commerciaux. Au cours de ce processus
d’¢électropolymérisation, le monomére de Py est exposé a des variations cycliques sur la surface
de I'électrode de travail (passage d'un mode oxydatif a un mode réducteur). Il en résulte la
formation d'un film polymére qui peut « alterner » entre une phase non conductrice (PPy non
dopé) et conductrice (PPy dopé) selon la direction du balayage cyclique [12]. L'épaisseur du
film formé dépend, quant a elle, du nombre de cycles effectués. Cependant, la CV peut entrainer
une hétérogénéité significative de la couche de PPy formée [5].

La chronoampérométrie (CA) est la technique de choix pour I'électrodéposition de polymeéres
électroactifs dont les potentiels de suroxydation sont proches du potentiel d'oxydation du
monomere, comme dans le cas du PANI et du PPy [13]. Elle consiste a appliquer un potentiel
constant entre 1’¢lectrode de travail et 1’¢électrode de référence pendant un temps bien défini, et
de suivre la variation temporelle du courant, qui sont en lien direct avec I'augmentation ou a la

diminution de I'épaisseur de la couche diffuse a la surface de I'électrode de travail. Notre choix
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s’est donc porté sur cette technique pour la réalisation de polymeéres a empreintes moléculaires

de PSA.

2.3. Choix du sel de fond de polymérisation

Le choix de la nature du sel de fond revét une importance particuliére en électrochimie,
puisqu’il doit étre a la fois stable au potentiel d'oxydation de monomeére et fournir un milieu
conducteur. Par ailleurs, la vitesse de croissance du polymere, la morphologie et les propriétés
des films polymeres déposés sur I'électrode de travail sont fortement influencés par la nature de
I'électrolyte de support [14]. C’est donc un parameétre important qui doit étre pris en compte et
optimisé lors de la conception d’un polymeére conducteur en général, et d’un polymére a
empreintes moléculaires en particulier.

De nombreuses études ont identifié les milieux aqueux comme idéal pour I'électrosynthése de
polymeres conducteurs en raison de leur faible pollution et de leur aptitude a des applications a
grande échelle [12]. Dans cette étude, nous avons synthétisé trois films de PSA-PPy dans un
tampon phosphate salin PBS (pour Phosphate Buffer Solution, avec une force ionique de
0,16 M et un pH de 7.4) en présence de pyrrole & une concentration de 102 M et du template
PSA a une concentration de 3.10® M. La seule différence entre eux est liée a la nature du sel de
fond, vu que nous en avions testé trois: NaCl, KCI et LiClOs. Les voltamogrammes
correspondants sont présentés dans la Figure 3.4.

Il en ressort que le pic d'oxydation du PSA du film préparé dans NaCl/PBS est le plus intense
des trois mais il est cependant moins résolu que celui préparé dans le LiCIO4/PBS. L’intensité
de ce dernier est par ailleurs supérieure a celle du film réalisé dans le KCI/PBS. Ces résultats
peuvent étre expliqués par le fait que les anions de grande taille, tel que ClO4", conférent au film
synthétisé une plus grande conductivité [15-17].

Signalons que pour toutes les mesures réalisées par volammeétrie a ondes carrées (SWV) nous
avons utilisé les parametres suivants: incrément = 5mV, amplitude = 25mV,

fréquence = 25 Hz, temps de repos = 5 s et sensibilité = 10 A.
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Figure 3.2 : Caractérisation par voltammétrie a onde carrée de trois films de PSA-PPy avec trois sels
de fond différents : LiClO4/ PBS, KCI / PBS, et NaCl / PBS. La caractérisation a été faite dans une
solution aqueuse de LiClO4 0,1M

Pour mieux comprendre 1’effet des anions C1” et ClO47, nous avons réalisé des caractérisations

morphologiques par microscopie a force atomique des trois films de PSA-PPy. Les images

AFM correspondantes sont présentées dans la figure 3.5.
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Figure 3.3 : Images AFM correspondant aux films de PSA-PPy réalisés dans des solutions de PBS

contenant les électrolytes support suivants : a) NaCl, b) KCl et c) LiClO4

Les figures 3.4a et 3.4b montrent que les deux films réalisés dans du KCI et du NaCl présentent

des structures en anneaux avec des diamétres moyens de 3,5 um pour le premier et 4,9 um pour

le second. Le film réalisé dans du LiClO4 (Figure 3.4c) présente, quant a lui, une structure

granulaire uniforme confirmant ainsi le fait que plus la taille d’anion est grande, plus le film

Page | 83



Chapitre 3

formé est uniforme [15]. Notre choix s’est donc porté sur le LiClO4, comme sel de fond pour

I’élaboration des polyméres a empreintes moléculaires de PSA [16].

2.4. Optimisation de la durée d’électropolymérisation

2.4.1 : Electropolymérisation de la couche protectrice

La couche protectrice a pour role d’éviter une éventuelle complexation de I’analyte d’intérét
sur la surface de 1’électrode de travail [17, 18]. Les paramétres de son dépot ont été optimisés
lors de travaux antérieurs realisés au sein des Laboratoires SATIE et LIMA. Concretement,
nous procédons a une ¢électropolymérisation par CA d’un fin film de polypyrrole a un potentiel
imposé de 1.05 V/ECS (qui correspond au potentiel d’oxydation du pyrrole), durant 2 s et en
présence de LiClOs 0,1 M. Le chronoampérogramme correspondant est présenté dans la
Figure 5.3.

2.4.2. Optimisation de la durée du dép6t par chronoampréométrie de la matrice
polymeérique en PPy

Differents films de PSA-PPy ont été réalisés dans les mémes conditions, mais avec une seule
variable : la durée de 1’électropolymérisation par chronoampérométrie.

Nous avons, dans un premier temps, incubé durant une durée optimisée de 20 minutes [17] une
solution aqueuse contenant 0,1M de LiClOs, 102 M de pyrrole et 3.108M de PSA
préalablement dissout dans le PBS (0,16 M a pH = 7,4). Cette étape est en effet nécessaire pour
former le complexe de pré-polymérisation. L’étape suivante a consisté a électropolymériser le
précomplexe formé pendant une durée bien déterminée (3, 5, 7, 10, 15 ou 20 secondes) par CA
a un potentiel imposé de 1,05 V/ECS.

Sur la Figure 3.5, nous avons représenté deux courbes chrono-ampérométriques obtenues suite
a 1’électrodéposition de la couche protectrice en PPy et d’un film de PSA-PPy dont la durée
d’¢lectropolymérisation est égale a 7s. L’allure générale des deux courbes est quasi-
comparable : une chute de I’intensité du courant, due a 1’oxydation du pyrrole qui s’adsorbe a
la surface de 1’électrode d’or selon le processus de diffusion, suivie par une augmentation du
signal provoquée par une croissance progressive de la couche conductrice du polypyrrole,

limitée par le transfert de masse [18].
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Figure 3.4 : Chronoampérogrammes de I’électropolymeérisation de la couche protectrice (pendant 2 s)
et d’un film de PSA-PPy (pendant 7 s) .

Des mesures par SWV ont été ensuite réalisées pour caractériser chacun des films de PSA-PPy
(Figure 3.53).
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Figure 3.5 : a) Caractérisation par SWV des différents films de PSA-PPy (dans 0,1M de LiClOy) ;

b) Variations des intensités des pics d’oxydation du PSA en fonction de la durée

d’électropolymérisation par CA

Sur la Figure 3.5b, nous avons représenté les variations des intensités du pic d’oxydation de

PSA en fonction de la durée d’électropolymérisation. Le maximum était atteint pour une durée

de 7s. L’ensemble des films développés dans le cadre de ces travaux de thése ont été donc

réalisés par CA a un potentiel de 1,05 V/ECS et pendant une durée de 7 s.
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2.6. Choix de I’agent extracteur

L’extraction est 1’étape ultime pour 1’élaboration d’un polymére a empreintes moléculaires.
L’agent d’extraction doit en effet assurer une extraction compléte de la protéine, en préservant
les structures des cavités imprimées et de la matrice polymérique. Sur la Figure 3.6 sont
représentées de facon schématique les problemes qui peuvent étre rencontrees lors de

I’extraction d’un template donné, ce qui rend impossible une détection sélective des analytes.

Distortion of
the binding

Collapse of
the cavity

after remoE?

Incomplete
removal

>

the cavity
during
removal

J

Figure 3.6 : Représentation schématique des différentes problémes qui peuvent étre rencontrées lors

de I’étape d’extraction [19]

Différentes stratégies d’extraction de protéines ont ¢té rapportées dans la littérature : i)
I'utilisation de solvants qui peuvent interagir avec le polymeére ce qui conduit a son gonflement,
et donc la libération de la protéine [20, 21], ii) la modification du pH du milieu afin de perturber
les interactions électrostatiques entre la protéine et la matrice polymérique [19], et iii)
I'extraction « physique » notamment par ultrasons ou micro-ondes.

Dans le Tableau 3.2 sont présentés, a titre indicatif, des données sur I’extraction de protéines

d’une matrice polymérique en PPy.
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Tableau 3.1 : Etude comparative des méthodes d’extraction des protéines d’une matrice polymérique

en PPy

Analyte Méthode d’extraction Temps Référence

d’extraction

Troponine | - Immersion des électrodes dans une solution | 10 h a 4°C [22]
d’acide oxalique d’une concentration de
5 mmol/L

Ovalbumine = -Immersion des électrodes modifiées dansun ' 1,5 h [23]
mélange d’acide acétique a 5% et une
solution SDS a 10% sous agitation
magnétique

PSA - Immersion des électrodes dans une solution | une nuit [24]
d’acide oxalique d’une concentration de
5 mmol/L

PSA -Immersion dans une solution de sel NaCl | 33 minutes notre travail
sursaturé

-Ringage avec 1’eau ultrapure

Dans ce travail, nous avons opté pour une stratégie « moins agressive » et « plus verte » :
I’immersion de 1’électrode de travail, fonctionnalisé avec un film de PSA-PPy, dans une
solution sursaturée en NaCl. En effet, les fortes concentrations d'électrolytes peuvent affecter
la stabilite physique des protéines en modifiant leurs conformations et en modulant la force des
interactions électrostatiques en leur sein [25]. Cela peut entrainer le « dépliement » des
protéines, et donc leur extraction de la matrice polymérique en PPy.

Différentes expérimentations ont été menées afin d’optimiser aussi bien la durée d’immersion
dans la solution de NaCl sursaturée que la durée de rincage. Les résultats, rassemblés dans le
Tableau 3.3, montrent qu’un temps d’immersion de 3 minutes, suivi par un ringage a 1’eau

ultrapure pendant 30 minutes, conduisent au meilleur taux d’extraction, estimé a 99%.
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Tableau 3.2 : Parameétres des différents tests menés pour I’extraction du PSA

Durée d’immersion dans une solution de 1 min 3 min 5 min

NaCl sursaturée

Durée de rincage a ’eau ultrapure (min) 15 20 | 30 | 15| 20 | 30 15 20 30

Pourcentage d’extraction du PSA (%) 19 25 |96 | 76 | 80 | 99 20 74 98

Afin de s’assurer de I’efficacité de I’extraction, nous avons synthétisé un polymere non imprimé
(NIP pour Non imprinted Polymer), synthétisé dans les mémes conditions que le PSA-PPy,
mais en I’absence de la protéine d’intérét. Nous avons caractérisé par la suite, par voltammeétrie
cyclique, les réponses des capteurs fonctionnalisés avec un film de PSA-PPy et un NIP avant et
apres immersion dans la solution de NaCl.

Le voltammogramme du capteur fonctionnalisé avec un film de PSA-PPy, présenté dans la
Figure 3.7 montre un pic d'oxydation a 0,29 V qui est lié a la présence de la protéine PSA. L'absence
de ce pic caractéristique pour les capteurs fonctionnalisés avec un MIP et un NIP, avant et apres
son immersion dans la solution de NaCl sursaturée, confirme : i) que la voie d’extraction que nous
avons adoptée permet I’¢élimination quasi-totale du PSA de la matrice en PPy, et iii) l'absence de

sites de liaison spécifiques pour le capteur fonctionnalisé avec un NIP.

—— PSA-PPy
—NIP

2004 —— PSA-MIP
—— NIP immergé dans la solution d'extraction

100

Courant (HA)

-100 A

-200 A

— 7T - T T T T T T T T T T 1T T 1T T 1
-0,4 -0,3 -0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Potentiel (V)

Figure 3.7 : Voltammogrammes cycliques des capteurs fonctionnalisés avec un film de PSA-PPy avant
(courbe noire) et aprés (courbe bleue) I'extraction du PSA, un NIP avant (courbe rouge) et aprés
(courbe verte) I’'immersion dans la solution de NaCl sursaturé. La caractérisation a été faite dans une

solution aqueuse de LiClO4 0,1M.
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Pour confirmer ces résultats, nous avons caractérisé la morphologie des films de PSA-PPy et le
NIP, avant et aprés immersion dans la solution d’extraction, par microscopie a force atomique.
Les images, présentées dans la Figure 3.8, montrent que la morphologie du film de PSA-PPy
change considérablement apres immersion dans le NaCl sursaturé alors que celle du NIP reste

quasi inchangée.

NG

Figure 3.8 : Images AFM de (2x2) um? des surfaces de : PSA-PPy (a), MIP-PSA (b) NIP avant (c) et
apres (d) I’immersion dans la solution d’extraction

Pour mieux comprendre la différence morphologique entre ces différents films, nous avons
considéré trois parametres statistiques représentatifs de la rugosité des surfaces : la hauteur
quadratique moyenne, Sq, la hauteur maximale du pic de surface, Sp, et la profondeur maximale
de la vallée de surface, Sv. Estimés dans la plage de fréquences spatiales de 0,5 a 512 pm™, les
valeurs de Sq, Sp et Sv du film de PSA-PPy étaient de I'ordre de 32,6 nm, 93,4 nm et 102,5 nm
respectivement. Ces valeurs diminuent significativement, aprés le processus d'extraction, et
donc la formation du MIP, pour atteindre les valeurs de 4,0 nm, 31,6 nm et 15,0 nm (pour les
valeurs Sq, Sp et Sv respectivement).

Dans le cas du NIP, les valeurs de Sq, Sp et Sv étaient respectivement de I'ordre de 3,1 nm,
11,4 nm et 26,1 nm. Ces paramétres restaient quasi constants apres I’immersion dans la solution
de NaCl sursaturee (de I'ordre de 2,8 nm, 23,4 nm et 14,9 nm respectivement pour les valeurs
Sq, Sp et Sv).
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Ces résultats confirment ceux obtenus par voltammétrie cyclique (Figure. 3.7) et prouvent que
la procédure d'extraction n'a aucun effet sur les films non imprimés alors qu'elle élimine

efficacement les templates de PSA de la matrice polymérique en PPy.

3. Performances analytiques du biocapteur MIP-PSA

3.1. Détection du PSA
La voltampérométrie a onde carrée a été utilisée dans cette partie pour suivre la réponse du
capteur électrochimique fonctionnalisé avec un polymére a empreintes de PSA a des
concentrations croissantes de PSA, allant de 3x10® ng/mL & 300 ng/mL. Les voltamogrammes

correspondants sont présentés dans la Figure 3.9.

—— PSA-PPy
—— 300 ng/ml
100 + 30 ng/ml

3 ng/ml
3x10 ng/ml
3x102 ng/ml
3x107 ng/ml
3x10* ng/ml
3x10°° ng/ml
3x10° ng/ml
3x107 ng/ml
3x10°® ng/ml
— MIP-PSA

80

[PSA]

60

Courant (HA)

40 -

20

Potentiel (V)

Figure 3.9 : Voltammogrammes de détection des différentes concentrations de PSA. La caractérisation
a été faite dans une solution aqueuse de LiClO4 0,1M.

La figure 3.9 montre une augmentation de I’intensité de courant en fonction de la concentration
de PSA, suggérant la reconnaissance de la protéine par ses empreintes.

Nous avons relevé par la suite les variations des pics de courant en fonction des concentrations
cumulatives du PSA (figure 3.10) et tracé la courbe d’étalonnage en moyennant trois relevés

experimentaux.
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Afin de mieux évaluer les performances du capteur électrochimique, nous avons réalisé des
tests de détection avec le NIP, et porté sa courbe d’étalonnage (moyenne de trois courbes
expérimentales) sur la Figure 3.10. Il en ressort que la valeur d’intensité du courant du NIP est
quasi-constante pour toute la gamme de concentration de PSA. De plus, cette valeur est
beaucoup moins importante que celle enregistrée pour un MIP incubé dans une concentration

de PSA de 3.10® ng/mL. Ces résultats confirment donc que I'adsorption non spécifique est

négligeable.
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Figure 3.10 : Courbes d’étalonnage des capteurs fonctionnalisés avec un MIP et un NIP et incubés

dans des concentrations croissantes de PSA. L’insert correspond & la représentation en semi-log.

A partir de la courbe d’étalonnage du capteur fonctionnalisé avec un MIP nous pouvons acceder
a plusieurs parameétres, dont la sensibilité, la limite de détection et la constante de dissociation
Kd qui renseigne sur I’affinité entre le PSA et les cavités formées au sein de la matrice
polymérique.

La sensibilité du capteur a été estimée a partir de la pente a 1’origine. La valeur trouvée, de

’ordre de (8.19 + 0.30) uA/ng.mL?, est comparable a celle de I’équipe Yazdani et al. [24] qui
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a réalisé un biocapteur électrochimique fonctionnalise avec un MIP pour la détection sélective
de PSA.

La valeur de constante de dissociation Kq a été estimée a partir d’un ajustement de la courbe
d’étalonnage representée dans le figure 3.10. Nous avons retenu le modele Hill couramment

utilisé par les biologistes pour étudier les interactions ligand-récepteur (équation 3.1) :

I(C) = AxCT Equation 3-1
Ky +C”

| est I’intensité du courant pour une concentration C de PSA, Kq est la constante de dissociation,
A est une constante empirique (égale a la valeur maximale de I’intensit¢ de courant a la
saturation), et « est le coefficient de Hill.
La valeur de Kg, estimée a (1,02 +0,54) x101* M, est inférieure a celles rapportées dans d'autres
études concernant la détection de PSA avec des capteurs fonctionnalisés avec des MIPs [24,
26], des aptameres [27], ou des anticorps anti-PSA [2].
La limite de détection de ce capteur, définie dans ce travail comme étant la plus faible
concentration détectée, était de 1’ordre de 3x1078 ng/mL.

Afin de situer notre travail par rapport aux travaux préceédents nous présentons dans le tableau

3.4 une revue bibliographique des biocapteurs réalisés pour la détection du PSA.
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Tableau 3.3 : Revue bibliographique des biocapteurs pour la détection du PSA

Type de
biocapteur

Meéthode de
transduction

Méthode de
fonctionnalisation

K

Limite de détection

Sensibilité

Référence

Biocapteurs a base

de MIP

Voltammeétrie a

ondes carrées

Electroplymérisation par
chronoampéromeétrie

Monomere : Pyrrole

(1.02 £ 0.54)x10% M

3x10® ng/mL

(8,19 + 0,30) pA/ ng.mL!

Notre travail

Spectroscopie

Polymérisation chimique sur

des nanoparticules en Fe304

Raman Exaltée de . ) ) Non déterminée 9x10* ng/mL 76,49 mL.ng* [28]
Monomére : acide tannique
Surface ) L
Réticulant : diéthylénetriamine
o Electroplymérisation par
Voltammétrie & . .
voltammétrie cyclique 26x10% M 2x10°% ng/mL (8,40 + 0,14) pA/ ng mL? [24]
ondes carrées
Monomére : Pyrrole
Polymérisation UV
Résonance de Monomére : acide
plasmons de methacrylique (MAA) Non déterminée 91x10°ng/mL 1,23 mL.ng™* [29]
surface Réticulant:  Dimethacrylate

d’éthylene glycol (EGDMA)
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Type de Méthode de Méthode de o o o o
) ) ) o K Limite de détection Sensibilité Référence
biocapteur transduction fonctionnalisation
Monomeére fonctionnel : Bleu
de Toluidine électrodéposé par
Voltampérométrie | voltammérie cyclique sur une
différentielle électrode en or  pré- Non déterminé 1x10° ng/mL 0,13 pA/ng.mL* [30]
pulsée fonctionnalisée  par  deux
monoméres glutaraldehyde et
cysteamine
Biocapteurs a base
de MIP
Electrode en or fonctionnalisée
avec des SAM mixtes : bis[2-
(2-bromoisobutyryloxy)
) undecyl] disulfide et
Raisonnance des )
hydrochloryre de 11-amino- ) .
plasmons de _ 10°M 5,4 ng/mL non déterminée [26]
PEG6- undecanethiol.
surface ]
PSA greffé sur la surface et le
MIP préparé par
polymérisation radicalaire par
transfert d’atome de 1’acide 4-
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Type de

biocapteur

Méthode de

transduction

Méthode de

fonctionnalisation

carboxy-3-
fluorophénylboronique.
Protection les sites de
reconnaissance non spécifique
du MIP par le polyéthylene
glycol

Limite de détection

Sensibilité

Référence

Biocapteur a base
de MIP

Spectroscopie

d’impédance

Electrode en or fonctionnalisée
avec une SAM (acide 3,3'-
dithiodipropionique di(ester de
N-hydroxysuccinimide.

PSA greffée par liaison
covalente sur les SAMs

Reconnaissance de la cible
faite par ajout d’un

nanocomposite

3,55x1009 M

54x107 ng/mL

355,42 Q/ ng. mL1

[31]
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Type de

biocapteur

Immunocapteur

Méthode de

transduction

Voltampérométrie
différentielle

pulsee

Méthode de

fonctionnalisation

Electrode en carbone vitreux
fonctionnalisée  avec  des
nanoparticules en or puis
greffage des anticorps anti
PSA primaires

Détection mise en évidence par
des anticorps secondaires
marqués par des particules

MOF-235

Non déterminée

Limite de détection

3x1073 ng/mL

Sensibilité

0,14 yA/ng.mL?

Référence

[32]

Immunocapteur

Voltammétie a

ondes carrées

Deux techniques de
fonctionnalisations pour
greffer les anticorps anti PSA :
1-monocouches auto-
assemblées (avec GPTMS : 3-
glycidypxypropyltriméthoxysi
lane)

2- nanoparticules d'oxyde de
fer modifiées avec de 'APTES
(3-

minopropyltriéthoxysilane).

Technigue 1:
(6.1 +0.9) x10°M

(1.8 £0.2) x10° M

10x10 ng/mL pour les
deux techniques

Technique 1 :
0,04pA/fg. mL™.

0,13uA/ fg.mL?

[2]
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Type de Méthode de Méthode de o o o o
) ) ) o K Limite de détection Sensibilité Référence
biocapteur transduction fonctionnalisation
\oltammeétrie Anticorps anti PSA greffés sur
cyclique et une électrode en carbone ) .
Immunocapteurs . ] o Non déterminée 1x10° ng/mL 3,23 pA/ng.mL? [33]
spectroscopie fonctionnalisée par des
d’impédance nanoparticules en or
Anticorps anti PSA greffés sur
une électrode en graphéne
fonctionnalisée avec un film de
Voltampérométrie | paraaminophénol et  des
Immunocapteur différentielle nanoparticules en or. Non déterminée 3x10® ng/mL 54,17 pA/pg.mL? [34]
pulsée Détection mise en évidence par
des anticorps secondaires
marqués par un composite
MXene+ nanoparticules en or
Spectroscopie Une électrode en carbone
d’impédance fonctionnalisée  avec  des
R électrochimique nanotubes en carbone, une 0,5 pg/mL par EIS
Capteurs a ] o 1246,9 Q/f pg. mL™* (EIS)
. (EIS) et couche de chitosane/fullererne Non déterminée [35]
aptaméres o ) ) 30,42 YA/ pg.mL1(DPV)
Voltampérométrie | 60 puis des nanoparticules en 1,5 pg/mL par DPV
différentielle or. Sur ces derniéres sont
pulsée (DPV) greffés les aptameres.
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Type de Méthode de Méthode de o o o o
) ) ) o K Limite de détection Sensibilité Référence
biocapteur transduction fonctionnalisation
Voltammétrie Aptaméres greffés sur une
cyclique et électrodes en ITO o
] ) . (46.28 £5.63) nM 8,47x10° ng/mL non déterminée [27]
spectroscopie fonctionnalisée par des SAMs
d’impédance en carboxyethyl silanetriol.
Capteur a
aptaméres . _ :
Aptameéres d’origine virale
Voltampérométrie | greffés sur une électrodes en or
différentielle fonctionnalisée avec SAMSs non déterminée 3x10°ng/mL 2x10°mL/ng [36]
pulsée thiolées (acide
mercaptopropionique)
Electrodes en or
. fonctionnalisées  avec  un
Capteurs a Spectroscopie R . . L ) .
] polymére a base de dopamine non déterminée 1 x103ng /mL non déterminée [37]
aptameére +MIP d’impédance ]
capable de reconnaitre le
complexe aptamere PSA .
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3.4. Test de sélectivité

Afin d’évaluer la capacité du capteur réalisé a discriminer la protéine PSA des autres especes
interférentes, nous avons étudié la réponse du MIP & 3 protéines différentes : I’albumine de
sérum bovin (BSA, analogue a I’albumine humaine), I’immunoglobuline M (IgM) et
I’ommunoglobuline G (I1gG).

Trois capteurs fonctionnalisés avec des MIPs ont donc été préparés, puis incubés separément,
pendant 20 min, dans une solution 10® M de chaque analyte d'intérét (600 ng/mL de BSA,
1,5 ng/mL d’IgG etl0 pg/mL d’IgM). Ces capteurs ont été par la suite caractérisés par SWV
(résultats non montrés ici) et nous avons relevé les valeurs de pic de courant pour chaque
protéine (Figure 3.11). Il en ressort que la réponse en courant du capteur vis-a-vis du PSA était
environ un ordre de grandeur plus élevé que celle du BSA, de I'lgG et de I'lgM. De plus, les
réponses électrochimiques de ces trois interférents étaient du méme ordre de grandeur que celle

obtenue en incubant un NIP dans une solution de PSA.

120 ~
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100 ~

80
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40
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PSA BSA 19G IgM
PSA et protéines interférantes

Figure 3.11 : Valeurs des pics de courant de capteurs fonctionnalisés avec un polymere a empreintes
moléculaires de PSA incubé dans des solutions contenant du PSA, du BSA, de I’IgG ou de I’IgM, a
une méme concentration de 10 M. La ligne pointillée horizontale correspond a la réponse du capteur
fonctionnalisé avec un NIP vis-a-vis du PSA a 10% M.

Le capteur réalisé est donc suffisamment sélectif pour que son signal de sortie soit considéré
comme un parameétre pertinent pour quantifier la concentration de PSA dans n'importe quel

milieu.
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4. Application : détection a I’aveugle du PSA dans des sérums humains

Afin d’évaluer la fiabilité du capteur réalisé, nous avons réalisé des tests a 1’aveugle pour
déterminer la concentration de PSA dans 35 sérums de patients. La concentration de PSA de
chaque échantillon a été estimée a partir de la courbe semi-logarithmique d’étalonnage du
capteur (Figure 3.10). L’inversion de la courbe | = f ([PSA]) en [PSA] = f(I) permet d’obtenir
directement la concentration en PSA a partir de la mesure du courant. Les résultats obtenus ont
été confrontés a ceux issus de la technique de référence des cliniciens : ’ELISA (pour Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay).

Sur la Figure 3.12 sont portées les valeurs de concentrations de PSA obtenues a partir du capteur
¢lectrochimique fonctionnalisé avec un MIP (axe des abscisses) et a partir d’ELISA (axe des
ordonnées). Les résultats obtenus a partir des deux techniques de mesure sont en parfaite

concordance : la pente de la droite « de concordance » étant égale a 0.990 £ 0.017.
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Figure 3.12:Comparaison entre les valeurs sériques obtenues avec le biocapteur et celles avec la
technique ELISA

Ces résultats trés encourageants ouvrent la voie vers une nouvelle méthode fiable qui utilise des
polyméres a empreintes moléculaires comme récepteurs artificiels. La robustesse, la fiabilité et
la relative facilité d'utilisation de ces capteurs biomimétiques en font des outils adaptés au

diagnostic précoce du cancer de la prostate.
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5. Conclusion

Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés a la conception d’un capteur électrochimique
fonctionnalisé avec un polymere & empreintes moléculaires pour la détection du PSA, un
biomarqueur sérique du cancer de la prostate.

Differents paramétres ont été optimisés (conditions d'électropolymérisation, nature de
I'extracteur, durée d'élution...) pour répondre aux exigences du domaine analytique. Le capteur
congu présente de nombreux avantages, dont une faible limite de détection, une haute
sélectivité, une mise en ceuvre simple, et un colt de fabrication plus faible que celui des
immunocapteurs.

Le capteur développé dans le cadre de cette étude a été utilisé avec succes pour la détermination
a I’aveugle de concentrations de PSA dans des échantillons de sérums humains. Les résultats
obtenus étaient en parfaite concordance avec ceux issus de la méthode standard ELISA.

In fine, le biocapteur développé, basé sur le MIP, peut étre considéré comme un candidat
attractif pour la détection de protéines a I'état de traces et fournir des informations précieuses
pour le diagnostic clinique précoce.

Etant donné gue le PSA présente plusieurs limitations en termes de sensibilité et de spécificité,
nous présenterons dans les deux chapitres a suivre des capteurs pour la détection de deux

biomarqueurs urinaires du cancer de la prostate : I’Engrailed 2 et le PCA3.
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Immunocapteur électrochimique
pour la détection de la proteine

Engrailed 2 dans les urines
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1. Introduction

Depuis la decouverte de la protéine engrailed 2 (EN2) comme marqueur tumoral du cancer de
la prostate, seule la technique ELISA est utilisée dans les études de cohorte pour son dosage
dans les urines des patients [1, 2]. Cette technique qui est amplement utilisée dans la pratique
courante, a des avantages indéniables dont la spécificité puisqu’elle repose sur la
reconnaissance antigene-anticorps. En contrepartie, cette méthode est laborieuse puisqu’elle
fait appel, entre autres, a de nombreuses étapes de lavage. S’ajoute a ceci le colt élevé de
certains kits commerciaux et la nécessité d’un volume d’échantillon relativement important
(environ 200 pL) [3-5]. Cette méthode a par ailleurs une limite de détection de 1’ordre du nano
molaire, une valeur qui peut étre considérée comme « peu satisfaisante » pour la détection des

protéines a un stade précoce de plusieurs maladies [4].

L alternative aux techniques immuno-enzymatiques classiques est 1’avenement des biocapteurs
en général et des immunocapteurs électrochimiques en particulier. Ces dispositifs offrent en
effet de nombreux avantages en termes de grande sensibilité et de faibles limites de détection,
et pourraient donc étre envisagés pour la détection de biomarqueurs de cancer a 1’état de trace
[6]. Ces capteurs ont gardé 1’approche de couplage antigene-anticorps mais ce couplage est
révélé par des techniques électrochimiques au lieu de la colorimétrie. Gréce a cette technologie
moderne et évolutive, les immunocapteurs électrochimiques sont devenus des candidats
attrayants pour de larges applications dans le domaine médical [7]. Idéalement, un
immunocapteur est congu pour assurer les taches suivantes : (i) une formation spontanée de
I’immunocomplexe sans besoin de réactifs supplémentaires ou de marquage préalable (ii) une
détection rapide et spécifique des antigénes d’intérét dans les milieux réels (iii) la génération

de résultats fiables et reproductibles [7].

Tenant compte de ces exigences, nous présentons dans ce chapitre le protocole d’élaboration
d’un immunocapteur électrochimique dédié a la détection sensible et sélective de la protéine
EN2, un biomarqueur urinaire du cancer de la prostate. A notre connaissance, seules deux
études ont rapporté la conception de biocapteurs pour la détection de EN2 en faisant appel a
des aptameéres immobilisés sur des électrodes en or [8] ou en graphéne [9].
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2. Optimisation des parameétres d’élaboration de I’'immunocapteur pour la détection de
PEN2

2.1. Choix de la méthode de fonctionnalisation des surfaces des électrodes de travail
L’étape clé de I’élaboration d’un immunocapteur est la fonctionnalisation de la surface de
I’électrode de travail en or massif. Le choix de la méthode est primordial afin de garantir la
stabilité du capteur ainsi que sa fiabilité. Nous avons opté pour 1’électrodéposition d’un

polymére a base d’acide para aminobenzoique (4-ABA) (Figure 4.1).

N

NH
-
NH NH
H0004<j>—w2 & on /@:ﬂ\oa
NH T H

Figure 4.1 : Structure de l'acide para amino benzoique (a gauche) et du PABA : poly (acide para-
amino-benzoique)

Les films de PABA peuvent en effet étre aisément électrodéposés sur différent types
d’¢électrodes notamment en or [10-13] en graphéne [14-17] ou en carbone[18-20]. Ils présentent
par ailleurs une bonne stabilité chimique et mécanique et offrent de nombreux groupements
carboxyles réactifs qui peuvent étre mis a profit pour une immobilisation stable et irréversible

de divers types de biomolécules [21-23].

Les films de PABA ont ainsi €té utilisés pour la fonctionnalisation de divers immunocapteurs
dédiés a la détection de I’interleukine 6, un marqueur du cancer colorectal [17], de I’interféron
vy, un marqueur des pathologies rhumatologiques [24], la TGF-$, un biomarqueur de la fibrose
du foie et de cancer de la vessie [11], du peptide YY chez les personnes obeses [23], de
I’aflatoxine B1(une toxine cancérigéne) [25], et du RANKL, Ligand du récepteur activateur du

facteur nucléaire kappa B, un biomarqueur des métastases osseuses [19].

Wan et al. [20] ont, quant a eux, utilisé le PABA pour réaliser un génocapteur dédié a la

détection des génes de résistances bactériennes aux antibiotiques.
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Le 4-ABA a été utilisé également comme monomere fonctionnel pour 1’élaboration de
polymeéres & empreintes moléculaires destinés a des applications médicales, dont le dosage de
la thyronamine dérivée des hormones thyroidiennes [18], de la naloxone chez les toxicomanes
en cours du sevrage [26], et la trazdone, un antidépresseur pour le suivi thérapeutique des
patients [27].

Cette grande variété d’applications dans le domaine médical nous a conforté dans le choix du

PABA pour la fonctionnalisation d’immunocapteurs dédiés a la détection de ’EN2.

2.2. Choix de la technique de polymérisation du PABA
Comme mentionné dans le chapitre précédent, la voltammeétrie cyclique est I’une des techniques
les plus populaires pour 1’éléctropolymérisation de films conducteurs. C’est d’ailleurs la
méthode la plus courante pour la fonctionnalisation des électrodes de travail avec des films de
PABA en vue de I’élaboration d’immunocapteurs [22, 23, 28-30].

L’étude de Ferreira et al. [21] pourrait expliquer le choix de cette technique. Les auteurs ont
testé deux méthodes d’électropolymérisation du 4-ABA sur des électrodes en graphite, la
chronoampérométrie (CA) et la voltammétrie cyclique (CV), et ont suivi la qualité du greffage
des bases puriques adénine et guanine sur la surface fonctionnalisée. Leurs résultats indiquent
que les biomolécules greffées sur des films synthétisés par CV avaient un meilleur signal
électrochimique que celles greffées sur des films synthétisés par CA.

Nous avons ainsi choisi la voltammeétrie cycligue comme technique électrochimique pour
I’¢électrogreffage des films de PABA sur des surfaces en or et nous avons effectué des balayages
entre -0,8 et 0,9V a une vitesse de 50 mV/s. Ces valeurs ont été choisies sur la base de

nombreuses études bibliographiques dont celles de Liu et al. [28] et Da Cruz Santos et al.[31].

Les tracés des densités de courant, rapports entre les valeurs de courant et la surface active de
I’électrode de travail, en fonction du potentiel sont représentés dans la Figure 4.2a. Ces
voltammogrammes sont comparables a ceux rapportés par Liu et al. [28], Florea et al. [32] et
Wou et al. [33]. On observe tout d’abord un pic irreversible 40,86 V qui est attribué a 1’oxydation
du PABA et la formation d’un cation radicalaire [34, 35] (étape 1 de la figure 4.2b). Cette étape
est suivie par ’appartition d’un pic cathodique a 0,26 V et d’un pic anodique a 0,21 V qui sont
associées a la formation d’un dimere par un couplage en position ortho soit avec un deuxiéme

radical cationique ou avec un monomere non oxydé (étape 2 de la figure 4.2b) [31, 34, 35].
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Au cours de la polymérisation nous avons constaté une diminution de 1’intensité du courant qui
s’explique par la formation progressive d'un film homogeéne a la surface de 1'¢lectrode en or
[34, 35] (étape 3 de la figure 4.2b).
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Figure 4.2 a) Voltammogrammes cycliques enregistrés au cours de I'électropolymérisation du film
PABA sur des électrodes de travail en or, b) Proposition d’un mécanisme d'électropolymérisation du
PABA

2.3. Optimisation de I’épaisseur du film de PABA
L’optimisation de I’épaisseur du film est une étape clé dont va dépendre la stabilité du capteur.
Pour ce faire, nous avons varié le nombre de cycles, réalises par CV, de 1 a 10
(Figure 4.3a). Les caractérisations électrochimiques ont été effectuées en présence d’un couple
rédox [Fe(CN)s]*’* & 5 mM dans un tampon PBS 0,1 M et a pH 7,3.

Sur la Figure 4.3b, nous avons reporté les variations des valeurs moyennes de densité de courant
du pic d’oxydation du film PABA (issues de trois mesures) en fonction du nombre de cycles de
polymérisation.

Cette derniére montre que l'augmentation du nombre de cycles conduit a une diminution de la
densité de courant qui témoigne de la formation d’un film bloquant jusqu’a la valeur optimale
de 6 cycles au-dela de laquelle la valeur de densité de courant du pic d’oxydation du film est

pratiquement constante.
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Figure 4.3: a) Voltammogrammes cycliques apreés I'électropolymérisation de 1, 3,5, 6, 7, 8 et 10
cycles de 4-ABA ; b) Variation de la densité de courant (du pic d'oxydation) en fonction du nombre de

cycles.

2.4. Choix du sel de fond de polymérisation
Un deuxiéme parameétre important pour la polymérisation électrochimique est le choix du sel
de fond. Nous avons testé trois solutions pour lesquelles nous avons varié la composition et la
concentration en sels du milieu réactionnel, ce qui revient a en varier la force ionique (tableau
4.1). Pour chaque solution, 1’électrodéposition a été effectuée sur trois électrodes afin de vérifier
la reproductibilité.

Tableau 4.1 : Composition des solutions de sel de fond de polymérisation testés dans cette étude

Solution testée Composition et teneur en sels
Solution 1 KCI1M+PBS 0,1 M
Solution 2 KCI1M +PBS 0,06 M
Solution 3 KCI0,1 M

Les films obtenus ont été par la suite caractérisés par SWV (Figure 4-6). Nous avons utilisé les
parameétres suivants pour les caractérisations par SWV : incrément =5 mV, amplitude =25 mV,

fréquence = 25 Hz, temps de repos = 5 s et sensibilité = 10* A.
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Figure 4.4: Voltammogrammes de caractérisation par SWV des films obtenuspour les différentes
solutions (E1 : électrode 1, E2 : électrode 2, E3 : électrode 3)

En comparant les différents voltammogrammes correspondant a chaque solution, nous avons
constaté que seule la solution 3 (contenant uniquement du KCI a 0,1 M) a permis 1’obtention
de trois films reproductibles parfaitement homogeénes et bloquants (figure 4.4c). C’est donc ce

sel de fond qui a été retenu pour la suite de 1’étude.

2.5. Greffage des anticorps sur la surface

Afin de greffer les anticorps de maniére covalente au film de PABA, nous avons eu recours a
une étape d’activation des groupements carboxyliques par le couple 1-éthyl-3-(3-
diméthylaminopropyl) carbodiimide (EDC) et le N hydroysuccinimide (NHS) (0,15 M/0,75 M
dans PBS a pH=7,3) pendant 20 minutes a 4°C. Ces paramétres ont été optimisés dans des

études antérieures réalisées au sein du SATIE.

10 uL d’une solution d’anticorps anti-EN2 & une concentration de 10 pug/mL ont été par la suite
déposes sur la surface et laissés réagir pendant une durée de 45 minute a 4°C. Enfin, un rincage

avec du PBS est réalisé pour éliminer les anticorps en exces n’ayant pas été greffés.
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Le recouvrement total de la surface avec les anticorps n’étant pas garanti, les groupements
carboxyliques libres poseraient un probléme d’adsorption non spécifique de la protéine a doser.
Ce phénomene qui affecte considérablement les performances des immunocapteurs a été
largement étudié [36] et diverses molécules bloquantes ont été employées dont la I’albumine
bovine, BSA, [30, 37, 38] et I’éthanolamine [39-41]. Grace a son groupement amine, cette
derniére a été utilisée dans le développement d’immunocapteurs a base de PABA [22, 29] car

il est possible de le greffer d’une maniére covalente aux groupement carboxyliques.

Dans ce travail, nous avons testé différentes molécules bloquantes : BSA, éthanolamine,
propylamine et histamine (figure 4.5a). Les résultats de caractérisations électrochimiques par
voltammeétrie a onde carrée, illustrés dans la figure 4.5b, indiquent que 1’histamine permet un
meilleur transfert de charges, comparée aux autres molécules. Sur la base de ces résultats, nous

avons choisi d'utiliser I'nistamine comme molécule bloquante.
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Figure 4.5: Optimisation du choix de la molécule de blocage : (a) structure des molécules bloquantes
étudiées (b), Caractérisation électrochimique par voltammeétrie a ondes carrées

La protéine EN2 étudiée dans ce travail posséde une particularité qui la distingue des autres
protéines : un point isoélectrique de I’ordre de 9,1 [42, 43] ce qui la rend chargée positivement
a pH physiologique. L’idée proposée est d’ajuster le pH de I’histamine a 5 pour que les deux
groupements amines soient charges positivement (tableau 4.2) et donc empécher 1’adsorption

de I’analyte a la surface par répulsion électrostatique [44, 45].
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Tableau 4.2: Variation des charges de I'histamine en fonction du pH

pH 5 6-8 11

Charges de | HN N N
I’histamine k;\/\ NH5* 43\/\ NHs* 4 \ NH,
N N

H H

H

Aprés chaque étape de fonctionnalisation, une caractérisation électrochimique a été réalisée afin

de suivre I’évolution de 1’état de surface comme le montre la figure 4.6.
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Figure 4.6: Caractérisation électrochimique des étapes de I'élaboration du capteur par (a) voltammeétrie
cycligue (b) voltammeétrie a ondes carrées

La caractérisation de 1’électrode nue par voltammétrie cyclique a révélé un rapport égal a 1
entre la valeur du pic de courant cathodique et celle du pic de courant anodique, montrant un
processus électrochimique réversible [46] et indiquant une surface bien propre. Le dépét du
film PABA a la surface a engendré une diminution de la densité de courant. Ceci peut étre
attribué a la charge négative des groupements carboxyliques (COQO") a pH=7,3, qui minimise le
transfert de charge vers la surface en or [47, 48]. En revanche, la densité de courant a augmenté
de 63% aprés l'immobilisation des anticorps anti-EN2 par une liaison covalente aux
groupements carboxyliques. Cela peut étre lié a la charge positive a pH 7,3 des groupes amines
(NH3™) de ces derniers. Enfin, le blocage du reste des acides carboxyliques avec les molécules
d’histamine conduit a une augmentation supplémentaire de la densité de courant de 20 % en

raison, la aussi, de leur charge positive.
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Pour conclure cette partie, nous présentons dans la figure 4.7 un schéma simplifié qui résume

les différentes étapes de 1’élaboration de I’immunocapteur EN2.

COOH

COOH  COOH
HOOC | COOH| /COOH
i S s e

[ NHz [ S
— ——
Electropolymérisation du PABA 1) EDC /NHS

2) Anticorps anti-EN2

Signal
Electrochimique
Quantification de
EN2

Figure 4.7 : Schéma simplifié des différentes étapes de I'élaboration de I'immunocapteur

3. Les performances analytiques de I’'immunocapteur

3.1. Etalonnage du capteur
Nous avons testé la réponse du capteur congu par SWV a des concentrations croissantes de EN2
dans du PBS (pH=7,3) allant de 10°ng/mL & 1 pg/mL.

A I’image du protocole du biocapteur a empreintes moléculaire, celui-Cci n'a pas néecessité
l'utilisation de sondes redox puisque I’EN2 est une molécule électroactive. Les mesures
électrochimiques ont éte faites dans un milieu aqueux contenant un tampon PBS. La Figure 4.8
montre clairement un pic d'oxydation caractéristique de la protéine a 0,1 V.
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Figure 4.8: Détection par SWV de concentrations croissantes en EN2 dans PBS

Au cours du dosage cumulatif de la gamme étalon, nous avons remarqué une diminution de
I'intensité du courant avec l'augmentation des concentrations de EN2. Ceci peut étre attribué a
une réduction progressive du transfert de charges vers la surface de I’électrode. De plus, la
formation du « complexe EN2/anti-EN2 » peut masquer les entités électroactives des anticorps

ce qui contribue a la diminution du signal.

La courbe d’étalonnage a été ensuite tracée en relevant la réponse du capteur en fonction des
concentrations cumulatives de EN2 (Figure 4.9). Nous avons choisi d’exprimer cette réponse
en variation relative de I’intensité du courant (Io-1)/lo, oU lo est le courant mesuré aprés le
greffage des anticorps et | est la valeur du courant obtenue aprés incubation de chaque
concentration de EN2.

La valeur de la sensibilité, calculée a partir de la pente a I’origine, a été estimée a (29 + 2) uL/ng.
La limite de détection est égale & 10° ng/mL (0,32 fM). Cette derniére est largement inférieure
a celles rapportées dans les travaux précédents des équipes de Settu (38,5 nM) [9] et Lee (5,62
fM) [8]. Notons que la valeur du cut-off de la protéine EN2 dans les urines est de 42,5 ng/mL,
une valeur largement supérieure a la limite de détection du capteur ce qui rendrait possible la

détection de la protéine dans les urines a des stades précoces du cancer de la prostate.

La constante de dissociation Kq a éte estimée a partir de la modeélisation des données

expérimentales avec un modele de Hill (équation 4.1) :
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S(C) = AxC Equation 4-1
Ko + C”

ou S est le signal de sortie du capteur exprimé en variation de courant normalisée lo-1/lo pour

une concentration C d’EN2, Kq est la constante de dissociation, A est une constante empirique

(égale a la valeur maximale du signal< a la saturation), et « est le coefficient de Hill.
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Figure 4.9 : Courbe d’étalonnage de I’immunocapteur EN2

La valeur du coefficient de Hill a été estimée &4 0,010 + 3.10° et la constante de dissociation Kg
s’est révélée de l'ordre de (3,15 + 0,70) x10™! mg/mL ou (0,9+ 0,2) fM. Gréce a cette valeur,
nous pouvons conclure que I’affinité de cet immunocapteur dépasse nettement celle des

capteurs a aptameres dont les valeurs des constantes d’affinité rapportées dans la littérature

variaient entre 66 et 98,84 nM [8, 9].

Pour valider notre choix de I’histamine comme molécule bloquante, nous avons étudié son effet
sur la sensibilité du capteur. Pour cela, nous avons testé la méme gamme de concentrations de
EN2 sur un capteur fabriqué sans ajout d’histamine et nous avons tracé la courbe d’étalonnage,
en la superposant a celle avec 1’histamine tel que décrit dans la figure 4.10. Nous avons noté
que ces deux courbes se prétent a I’ajustement par le modéle de Hill. Ce qui est remarquable en
revanche c’est que le blocage par I’histamine a contribué a une augmentation de 100 fois
environs de ’affinité exprimée par la constante Kq ce qui montre de fagon indéniable la

contribution de 1’histamine a la réduction de 1’adsorption non spécifique. La diminution des
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barres d’incertitudes en présence de la molécule bloquante est un autre point en faveur de son

utilisation, en vue de I’amélioration des performances du capteur.

Figure 4.10: Représentation semi-Log des courbes de détections de la protéine EN2 avec un capteur

¢élaboré sans dépot d’histamine (courbe noire) et avec dépdt d’histamine (courbe rouge)

3.2. Test de sélectivité

Pour évaluer la sélectivité de I’immunocapteur congu, NOus avons testé trois protéines
interférentes : 1’albumine humaine (HSA), PSA et IgG. Pour chacune, nous avons étudié¢ la
réponse du capteur sur une gamme de concentration allant de 10°ng / mL a 1 pug / mL. Les
courbes de détection correspondantes, représentées dans la figure 4.11, indiquent que la
réponse électrochimique de EN2 se détache clairement des autres réponses non spécifiques. Ce
qui est primordial a noter est que la réponse obtenue pour une concentration de EN2 de
0,1 pg/mL seulement, est supérieure a celle obtenue pour une concentration de molécules
interférentes aussi €levée que 1 pg/mL ce qui est en faveur de notre nouvelle technique

permettant de disposer d’un capteur sélectif présentant une limite de détection trés basse.

0,50 B EN2
® HSA

0,45 - A |gG % +
v PSA i

0,40 + +

0,35 .

10° 10* 10°® 10% 10" 10° 10 10* 10° 10°
Log de la concentration en protéines (ng/mL)

Figure 4.11 : Courbes de détection des protéines interférantes comparées a celle de la détection de

EN2, en représentation semi-Log.
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3.3. Test de compétitivité
Les études de compétitivité viennent compléter ceux de sélectivité en évaluant la capacité de
détecter EN2 dans un mélange de protéines. Nous avons donc suivi la réponse électrochimique
de EN2 qui coexiste a différentes concentrations avec les 3 protéines considérées auparavant :
le PSA a 300 ng/mL, le HSA a 50 pg/mL et I’'IgG a 50 pg/mL. Ces concentrations ont été
choisies pour correspondre aux ordres de grandeur de celles trouvées dans I'urine de patients
atteints de diverses maladies auto-immunes, inflammatoires et/ou cancéreuses. Nous avons
constaté d’apres les courbes de détection représentées dans la figure 4.12 que la réponse dans
le melange de protéines est similaire a celle enregistrée dans le tampon PBS, dans la limite des
incertitudes, confirmant ainsi la capacité du capteur concu a détecter sélectivement la protéine

ENZ2 dans des milieux complexes comme simples.
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Figure 4.12 : Test de compétitivité de I’immunocapteur (courbe semi-Log)

4, L’applicabilité du capteur : détection dans les urines artificielles
Etant donné que les urines sont des milieux biologiques tres complexes, il est important de
tester la fiabilité et la précision du biocapteur dans les conditions réelles du dosage, ou du moins

s’en approcher.

A cette fin, nous avons opté pour des essais dans des solutions d’urines artificielles, préparées
selon la formule de Chutipongtanate et al.[49]. La force ionique a été ajustée a 0,18 M, pour la

ramener a une valeur proche de celle du PBS (0,16 M). La détection de concentrations
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croissantes de la protéine EN2 a été réalisée dans les urines artificielles, selon le méme procédé

que pour la détection dans le PBS, et les résultats obtenus sont rassemblés dans la Figure 4.13.

Il est remarquable de noter que la courbe d’étalonnage obtenue dans les urines artificielles est
relativement proche de celle réalisée dans une solution de PBS. De méme, dans les deux cas,
les données expérimentales sont ajustables par le méme modeéle de Hill avec des constantes de
dissociation Kg trés proches. En effet, la différence relative entre les deux valeurs de Kg est de

6%, ce qui est négligeable, au regard des différentes incertitudes, dont celle de la modélisation.

Ces résultats sont trés encourageants car ils mettent en évidence le fait que la réponse de

I'immunocapteur n'est pas influencée par la complexité du milieu.
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Figure 4.13 : Courbe d’étalonnage dans les urines artificielles et le milieux tamponné PBS
(en semi-Log)

En contrepartie, cette complexité semble encore étre un obstacle pour la technique standard
ELISA ce qui a été démontré par 1’équipe de Chatziharalambous et al [50]. En effet, ces
chercheurs ont testé 11 kits ELISA commercialisés pour la détection des biomarqueurs

tumoraux urinaires et ils ont constaté que seuls 3 ont franchi les seuils de précision pour étre
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validés comme outil de dépistage ou de diagnostic. Ces résultats refletent les difficultés a

développer des tests ELISA robustes pour la quantification des biomarqueurs urinaires.

Pour conclure, nous avons mis en évidence les principaux avantages de notre travail par rapport
aux publications précédentes, en résumant dans le tableau 4.3 les performances analytiques

ainsi que les conditions opératoires des différents tests.

Tableau 4.3 : Comparaison synthétique entre notre travail et des travaux précédents

Performance
analytique et conditions Lee et al [8] Settu et al [9] Ce travail
de tests
Durée de conception du
22 h 4 h 2h
capteur
Limite de detection
5,62 fM 38,5nM 0,32 fM
(LOD)
Constante de dissociation
61,03 a 98,84 nM 66 nM 09+0,2fM
(Ka)
Réalisé pour une seule Réalisé pour toute la
Test de sélectivité concentration donnée non effectué gamme de concentration
de EN2 de EN2
Réalisé pour une seule Réalisé pour toute la
Test de compétitivité concentration donnée non effectué gamme de concentration
de EN2 de EN2
Test d’applicabilité dans . )
) o ) ) Validé dans les urines
des urines artificielles ou non effectué non effectué o
) artificielles
réelles

L’innovation rapportée ici est par rapports aux tests de sélectivité et de compétitivité qui ont été
menees sur toute la gamme de concentration de EN2 afin de mieux mettre en évidence la
capacité du capteur congu a détecter la protéine quelle que soit la nature du milieu de détection
et la différencier des autres protéines interférentes, méme si elles sont présentes a de tres fortes
concentrations. Les tests réalisés dans le cadre de ce travail, que nous sommes les seuls a avoir

mené dans 1’urine artificielle, confirment ces résultats.
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5. Conclusion

Nous avons congu un immunocapteur électrochimique pour la détection sélective de la protéine
ENZ2 dans un milieu simple (tampon PBS) et complexe (urines artificielles). Cet immunocapteur
présente des performances analytiques améliorées par rapports aux biocapteurs a aptameres
précédemment rapportés notamment de trés faibles valeurs de limite de détection et de
constante de dissociation a I'équilibre. Les tests de sélectivité et de compétitivité ont été réalisés
avec trois protéines urinaires interférentes, PSA, HSA et 1gG, qui peuvent étre trouvées en forte
concentration, dans le cas de maladies graves. Les résultats obtenus indiquent clairement que
I'immunocapteur congu peut distinguer la réponse de EN2 de celles des autres protéines, méme
dans les cas les plus défavorables ou la molécule d’intérét peut se retrouver en défaut par rapport
aux interférents. Les tests dans l'urine artificielle montrent que les constantes de dissociation
sont tout a fait comparables a celles obtenues dans le PBS, montrant la pertinence de ce
paramétre dans I’identification et la quantification de ce biomarqueur. Ces résultats
encourageants permettent d’envisager comme prochaine étape, d'utiliser cet immunocapteur

pour la détection fiable des concentrations de EN2 dans les urines des patients.

Notre étude constitue donc une réelle avancée, non seulement en termes de performances mais
aussi en termes de facilité et de reproductibilité de mise en ceuvre des capteurs. Ces derniers
permettent de suivre un biomarqueur du cancer de la prostate plus spécifique que le PSA, méme
a tres faible concentration. La mise a disposition d'un tel outil analytique simple, fiable et
robuste, pourrait ouvrir la voie a l'utilisation clinique de EN2 comme biomarqueur du cancer

de la prostate.
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1. Introduction

Au cours de la derniére décennie, nous avons assisté a des progres considérables dans le
développement de biocapteurs électrochimiques & base d'acides nucléiques ou
« génocapteurs ». Ces dispositifs présentent un grand intérét en raison de leur potentiel a fournir
des informations spécifiques a la séquence étudiée de maniere plus rapide, plus simple et moins
colteuse que les tests conventionnels (PCR ou RT-PCR). A notre connaissance, seuls 4
génocapteurs électrochimiques dédiés au diagnostic du cancer de la prostate, via I’identification
et la quantification du marqueur PCAS3, ont éte rapportés dans la littérature [1-4]. Ces capteurs
sont basés sur le marquage avec des molécules électroactives (ferrocéne) ou des enzymes
(biotine- streptavidine) [2-4] ou encore des nanomatériaux comme ¢léments d’amplification du
signal [1] ; ce qui augmente la complexité et le codt de la conception. En outre, le processus de
marquage demande du temps et des efforts supplémentaires, du fait de la nécessaire mise en

ceuvre des étapes de fonctionnalisation intermédiaires.

Aujourd'hui, la demande accrue et urgente de tests efficaces et portables sur le lieu de soins
pose de nouveaux défis aux chercheurs et ingénieurs qui développent les biocapteurs
électrochimiques. Par conséquent, la stratégie sans marquage (label free) représente une

alternative intéressante pour la fabrication de biocapteurs électrochimiques a base d'’ADN [5].

L'utilisation de méthodes d'auto-assemblage a base d’ADN greff¢ sur la surface a I’aide d’une
chaine alcanethiol, s'est avérée particulierement intéressante pour fabriquer des surfaces
modifiées par des sondes ayant une activité d'hybridation élevée vis-a-vis de brins ADN de
séquence complémentaire. Dans ce but, le brin ADN sonde est généralement immobilisé sur

I'or en formant des monocouches capables de reconnaitre par complémentarité la cible.

Ainsi, nous proposons dans ce chapitre une méthode simple de détection du PCA3 urinaire. La
procedure illustrée dans la figure 5.1 est basée sur le greffage de sondes d’ADN thiolé qui vont
reconnaitre par complémentarité la PCA3. La transduction du signal de détection du marqueur

est réalisée par électrochimie.

La premiére partie de ce chapitre sera dédiée a la présentation de la méthode de I’extraction du
PCA3 a partir des urines de patients. La seconde partie est dédiée a 1’élaboration du génocapteur

et a la détermination de ses parametres métrologiques.
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|
III.-—— — III.-.—» —_— lll.-——
Modification de la Hybridation
surface avec des
sondes d’ADN
thiolé

Figure 5.1 : Le principe schématique de I'élaboration et le fonctionnement du génocapteur

électrochimique

2. Extraction du PCA3 a partir des échantillons urinaires

2.1. Controle de la qualité de ’ADNc par la détection du géne B2M ubiquitaire
Apres une premiere amplification du fragment du gene B2M par la réaction PCR selon le
protocole de Robinson et al. [6] 1a révélation n’a montré aucune bande pour tous les échantillons

d’ADN. Ceci pourrait étre expliqué par la faible quantité d’ADNc de départ.

Pour augmenter le rendement de cette PCR nous avons opté pour une deuxieme PCR dans les
méme conditions en partant d’un volume de 1 pL du produit de la premiére amplification, dilué
au 1/10°™. Aprés cette deuxiéme amplification, nous avons réalisé de nouveau une
¢lectrophorése et une révélation sous lumiere UV et nous avons observé 1’ apparition de la bande
attendue (102pb) avec des intensités variables selon les échantillons comme le montre la figure
5.2.

MT 100  Numéros des échantillons :

‘. 2 3

1000pb

ws 500pb
400pb
300pb

200pb

100pb

Fragments attendus =~ 102pb

Figure 5.2 : Profil de migration électrophorétique des fragments amplifies du gene B2M
aprés une deuxiéme PCR (MT : marqueur de taille, TN : témoin négatif)
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Le géne de B2M étant ubiquitaire, I’absence d’amplification du fragment dans le cas des
échantillons, 1, 4, 5 et 10 pourrait étre attribuée a une (ou & une combinaison) des raisons
suivantes :

- Un mauvais préléevement (massage prostatique inefficace),

- Des conditions d’acheminement ou d’extraction d’ARN urinaire inadéquates, malgré

une veille a un acheminement dans la glace et un traitement immédiats,
- Un échec de transcription reverse donnant une mauvaise qualité d’ADNc,
- Un échec de la PCR.

Nous avons donc décidé d’écarter ces échantillons de 1’étude.

2.2. Amplification et extraction de la PCA3
L’équipe de Bussemakers et al. [7] a rapporté pour la premiére fois le PCA3 comme un long
ARN non codant surexprimé dans les cellules tumorales prostatiques et absent dans les autres
types de cellules tumorales étudiées (foie, muscles, ovaire, placenta, endométre etc...). Nous
avons donc choisi son protocole pour amplifier un fragment du PCA3 en nous assurant que le
couple d’amorce utilisé s’étend sur deux exons différents, évitant ainsi une contamination par
de I’ADN urinaire.

Tout comme la B2M, la révélation de la réaction PCR n’a montré aucune bande, ce qui nous a
incité a essayer une variante de la réaction PCR : la PCR nichée (nested PCR). Cette derniére
consiste en une réaction en deux étapes successives, en utilisant des couples d’amorces
différents, le deuxiéme couple d’amorces encadrant une séquence incluse dans celle qui est
amplifiée par le premier couple d’amorces. Cette technique permet d’augmenter a la fois la
spécificité et le rendement de I’amplification. Elle est particulierement souhaitée lorsque la
quantité d’ADN de départ est faible [8] tel est le cas de notre travail ot nous avons de I’ADNc
issu d'un ARNm présent en tres faible abondance dans les échantillons urinaires tel que 1’a

montré I’amplification de B2M.

La figure 5.3, décrit la localisation des deux couples d’amorces couple 2 et couple 3 en plus du

couple 1 décrit précédemment. :

e Couple 2 : décrit par Wang et al [9]
o Amorce sens : 5’- ACA CAG GAA GCA CAA AAG G-3°
o Amorce anti-sens 5'- GAT GAC CCA AGA TGG CGG C-3°
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Qui amplifie un fragment de 154 pb de la sequence amplifiée par le couple 1 (Figure 5.3). Pour
multiplier les chances de réussite de I’amplification nous avons également testé un autre couple
d’amorces pour une PCR semi-nichée (couple3) constitué par 1’amorce anti-sens du couple et

I’amorce sens du couple 2.

e Couple3:
o Amorce sens : 5’- ACA CAG GAA GCA CAA AAG G-3’ (Wang et al [9])
o Amorce anti-sens 5-TCC TGC CCA TCC TTT AAG G-3' (décrite par

Bussemarkers et al. [7])

Ces deux amorces amplifient un fragment de 64 pb également inclus dans les 543pb amplifiés

par le couple 1 (Figure 5.3)

PCAS3 obtenu aprés transcription reverse

Exon 1 | Exon2 | Exon 3 | Exon 4
5 | | ) ; 3
|- W |anti-sens
ECR ll g ; <+— Extension ‘*
=5 | sens Extension —— |
3 | — >‘ 2
5 —— 3 Fragment PCA3 amplifié : 543 pb
3 5
PCR2
Couple 3 Couple 2
| 1 | 1 1
Exon1| Exon2 |  Exon3 | Exon4 Exonl| Exon2 |  Exon3 | Exon4
; 1 | 7 v ’
5 3 5 3
= | —
" |
! | :
PCR semi-nichée | <— Extension ! PCR nichée :<— Extension
I ¢ |
Extension — ‘ |Extension —»-
' | |
[ —— 7 I —
3 sssssssss————— 5’ N ——
5 3 PCA3 : 154 pb 5 e— 3 PCAS: 68pb
3’ ——— 5’ 3’ e— 5’

Figure 5.2 : Principe de I'amplification du PCA3 par la PCR nichée
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Ainsi un volume de 1 uL du produit de la premiére amplification, dilué au 1/10éme, a été ajouté
a un volume final de 50 pl de mélange réactionnel pour la deuxiéme amplification soit par le
couple 2 ou le couple 3 pour tester le plus efficace. Un deuxieme programme a été optimisé
pour les deux PCR nichées (Tableau 5.1).

Tableau 5.1: Programme de la deuxiéme PCR pour I’amplification de fragments de PCA3

Etape Durée et température

Etape 1 : Dénaturation 5 minutes & 95°C

initiale

Etape 2 : Amplification 30 secondes a 95°C (dénaturation)
30 secondes a 60°C (hybridation) (35 cycles)
45 secondes a 72°C (extension)

Etape 3 : Extension finale = 5 minutes a 72°C

Afin de tester ces deux PCR nichées, nous avons choisi de travailler avec I’échantillon 3 obtenu
a partir d’un échantillon urinaire prélevé d’un patient avec un CP confirmé par une biopsie de
la prostate et un score de Gleason calculé a 9 ainsi qu’une métastase osseuse découverte lors
d’un examen IRM et qui a donné une bande intense lors de I’amplification de B2M (figure 5.2).
La figure 5.4 représente le profil électrophorétique de I’amplification de PCA3 a la fin des deux

PCR nichées sur I’amplicon de 1’échantillon n°3 obtenu par la premiére PCR.

MT 25pb Couple2 Blanc Couple3 Blanc

Figure 5.3 : Profil de migration électrophorétique des fragments amplifiés du PCA3 aprés les deux
PCR nichées (fragments attendus : 68 pb par le couple 2 et 154pb par le couple 3)
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La réveélation par UV a permis de visualiser avec succes les deux fragments attendus (68 pb et
154 pb) par le couple 2 et le couple 3 d’amorces. Cependant I’intensité pour le couple 3 (PCR
semi nichée donnant 154pb) était meilleure, ¢’est pourquoi nous 1’avons choisi pour la suite de

notre travail.

En appliquant la PCR1 suivie de la PCR semi-nichée utilisant le couple 3 d’autre échantillons

d’ADNc, nous avons obtenu le profil électrophorétique représenté dans la figure 5.5.

Numéro échantillon

Figure 5.4: Révélation de produits d’amplification des fragments de PCA3 provenant de divers
échantillons d’ADNc

Nous avons constaté qu’en plus du fragment de 154 pb attendu pour cette PCR semi nichée le
fragment de 543pb est apparu dans tous les échantillons testés et avec une meilleure intensité

que la bande 154 pb.

Ceci pourrait étre expliqué par un excés d’amorces du couple 1 provenant du produit de la
premiére amplification qui a permis une deuxiéme amplification du méme fragment avec une
intensité meilleure que la PCR semi-nichée. Nous avons donc décidé de faire deux réactions

PCR successives avec le méme couple 1 au lieux d’une PCR nichée ou semi-nichée (figure 5.6).

Page | 134



Chapitre 5

Numéro d'échantillon:

MT25 20 21 22 23

Y — S s S

300pb
200pb
175pb
150pb
125pb
100pb
75pb

50pb

25pb

Figure 5.5 : Révélation de produits d’amplification des fragments de PCA3 par deux PCR successives
en utilisant le méme couple d’amorces (couple 1)

Enfin, ces fragments PCAS3 de taille 543 pb ont été extraits a partir du gel d’électrophorése
(figure 5.7) par le kit et la concentration en ADN des différents échantillons a été déterminée

par spectrophotométrie UV a 260 nm. Nous avons obtenu des concentrations d’ADNc de PCA3

amplifié de I’ordre de 1pg/mL.

Figure 5.6 : Photo de I'extraction du fragment PCA3 a partir du gel d'électrophorese
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3. Optimisation des parameétres d’élaboration du génocapteur

3.1. Choix des sondes thiolées

La cible d’ADN « réel » utilisée dans cette partie est un fragment de 543 paires de bases
(MM = 168,4 kD) qui couvrent les 4 exons du transcrit PCA3.

Nous avons fait le choix de travailler avec 2 sondes thiolées (sonde 1 et sonde 2) de 40 bases
de taille, afin d’étudier les deux positions ou I’hybridation aura lieu. Les détails des séquences

sont présentes ci-apres :

— Sonde 1 :H-S-(CH2)s- 5> AGA TCT TCC TGG TCT CCC TCG GCT GCA GCC ACA
CAA ATCT -3 : elle s’hybride a la cible et couvre les 40 premieres bases.

— Sonde 2: (H-S-(CH2)s-5’-GGG AAG GAC CTG ATG ATA CAG AGG AAT TAC
AAC ACA TAT A 3’) : elle s’hybride de la position 47 a la position 86 de la séquence
PCAS3 en question.

3.2. Méthode de greffage des sondes ADN thiolées sur I’or

Les sondes thiolées ont été tout d’abord diluées a une concentration de 20 pg/mL (1,6 uM) dans
une solution de NaCl &4 0,3 M.

La fonctionnalisation de la surface consiste a greffer les sondes thiolées sur la surface en or. Ce
greffage est possible grace a I’affinité naturelle entre ’or et le souffre. Nous avons déposé 10 pL
d’une des deux sondes sur une électrode de fagon a recouvrir entierement la surface nettoyée
au préalable et incuber a température ambiante pendant 1 h. L’opération est menée a I’identique
pour I’autre sonde. Par la suite, les électrodes ont été rincées avec un tampon physiologique
(tampon phosphate salin : PBS). L’ensemble de ces parameétres a été choisi en bénéficiant de

I’expertise de notre équipe dans 1’élaboration de biocapteurs a ADN [10-14].

3.3. Choix de la technique électrochimique de transduction

3.3.1. Etude de la réponse électrochimique de I’ADN thiolée

Généralement, la réponse électrochimique des ADN est enregistrée, en utilisant des couples
redox tels que le complexe anionique hexacyanoferrate (111/11), [Fe(CN)s]*"*, (qui est repoussé
de la surface modifiée par I'ADN) ou le complexe cationique [Ru(NH3)s]**?* (qui est attiré par
les hybrides chargés négativement) [15]. Ces indicateurs rédox sont trés fréeqguemment utilisés,
a cause de I’idée répandue de 1’absence d’électroactivité de I’ADN. Cette idee a été soutenue
par des publications depuis 1957 rapportant les difficultés a obtenir un pic d'oxydation

voltammeétrique des résidus G de I'ADN sur les électrodes en or et par les problémes rencontrés
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avec les électrodes en carbone [16]. Par contre, les premiéres études oscillopolarographiques
sur les bases puriques et pyrimidiques menées par Palecek en 1958, ont montré la possibilité de
I’oxydation de bases A et G et la réduction de A, C, et G, allant dans le sens d’une électroactivité
de I’ADN [16]. Pour lever cette ambiguité concernant 1’électroactivité (ou pas) des brins
d’ADN, nous avons cherché a relever leur réponse électrochimique dans une solution de NaCl
(0,3 M) sans utiliser de sondes redox, contrairement & ce qui est couramment rapporté dans la
littérature. La caractérisation par CV a été réalisée en appliquant un cycle de balayage de -0,6 V
a 0,6 V a une vitesse de 100 mV/s. Quant a la SWV, les mesures sont faites en oxydation par
balayage de -0,6 VV a 0,8 V et en réduction en allant en sens inverse de 0,6 V a -0,6 V. Les

différents voltammogrames de cette étude électrochimique ont été regroupés dans la figure 5.8.
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Figure 5.7 : Réponse électrochimique des sondes thiolées par (a)) voltammétrie a ondes carrées en
réduction, (b) voltammétrie a ondes carrées en oxydation (c) voltammétrie cyclique

Ces tracés confirment que les acides nucléiques présentent une réponse électrochimique bien
identifiée avec un potentiel d’oxydation/réduction a 0,28 /0,28 V en SWV et a 0,3 /0,19 V
en CV. Notons que les pics sont plus résolus dans le cas de la voltammétrie a onde carré, une

particularité qui revient a sa sensibilité, comme décrit précédemment dans le premier chapitre.

3.3.2. Etude électrochimique de la détection de PCA3

Nous avons préparé une gamme étalon allant de 0,1 pg /mL a 10 pg/mL de PCAS3 réel extrait
des urines et converti en ADNs selon le protocole détaillé dans la premiére partie de ce chapitre.
La dilution est réalisée dans une solution d’hybridation : une solution aqueuse de 0,3 M de NaCl
dans un tampon HEPES a 0,05 M ajusté a un pH7,2. Etant donné que cet ADN a étudier est

sous la forme double brin, il doit étre prétraité par chauffage a 95°C puis par refroidissement
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rapide dans un bain de glace afin de le dénaturer en « simple brin » et faciliter son hybridation

a la sonde.

La surface du transducteur, modifiée préalablement par la sonde thiolée a été incubée

successivement par les différentes concentrations du PCA3, de la moins & la plus concentrée,

en relevant la réponse électrochimique aprés chaque incubation (figure 5.9).

Les

voltammogrames en CV et en SWV présentés sur la figure 5.9, montrent une diminution du

signal en augmentant la concentration du PCA3. Cette variation pourrait étre expliquée par le

fait qu’une reconnaissance entre brin ADN sondes et cibles fait appel aux liaisons hydrogéne

ainsi qu’un enroulement en hélice qui change de fagon conséquente la distribution des charges

aux interfaces, variant ainsi leur densité et par conséquent la densité de courant mise en jeu [16,

17].
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Figure 5.8 : Etude de I’hybridation des sondes par des concentrations cumulatives en PCA3 par :(a) voltammétrie

cyclique (b) voltammétrie a ondes carrées en réduction (c) voltammétrie a ondes carrées en oxydation
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Pour chaque mode de mesure, nous avons relevé I’intensité des pics (d’oxydation et de
réduction) puis tracé les courbes du signal normalisé (lo-1)/lo en fonction de la concentration,

regroupées dans la figure 5.10. I est I’intensité du pic d’oxydation (réduction) pour une

concentration C donnée de PCA3 et lp I’intensité du pic correspondant de la sonde thiolée.
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Figure 5.9:Courbes d’étalonnage signal en fonction de la concentration (a) par CV en oxydation, (b)
par CV en réduction, (c) par SWV en oxydation et (d) par SWV en déduction

Sur la base de ces résultats, nous avons choisi pour le reste de ce travail la SWV en réduction
comme mode de mesure, étant donné que c’est celui qui présente la meilleure sensibilité,
associee a une faible dispersion des résultats, comme le montrent les faibles barres

d’incertitudes (figure 5.10d).

4. Détection du PCA3 urinaire

4.1. Etude de I’effet de la nature de la sonde sur la détection par hybridation

Nous avons congu deux capteurs qui different par la séquence de la sonde thiolée (sonde 1 et
sonde 2) et nous avons testé I’hybridation du PCA3 par ces deux sondes avec une gamme de

concentration de 0,1 pg/mL a 10 pg/mL.
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Les courbes d’étalonnage signal normalisé (lo-1)/lo en fonction de la concentration en PCA3 ont

éte tracées pour les deux sondes (figure 5.11).

W Hybridation sonde 1

0,7 B Hybridation sonde 2
0,6 1
0,5+
0,4 . .
Modé¢le de Langmuir—Freundlich :
S x KxC"
§(C) = Dmax = T
0.3 ©=" ke
02- —
. =
0,1
T y T y T y T y T
0 5 10 15 20

Concentration du PCA3 en pg/mL

Figure 5.10 : Courbes d’étalonnage du génocapteur (rouge sonde 1, bleu sonde 2)

Ces deux courbes présentent une allure similaire, et se prétent toutes les deux, par ailleurs, a

I’ajustement avec le modele mathématique de Langmuir—Freundlich représenté par 1’équation

5.1. [18] :

S(C) = S X KxC Equation 5.1
1+ K xC"

Avec S le signal de sortie normalisé du capteur, Smax le signal maximal correspondant a la

saturation du capteur et hybridation compléte de toutes les sondes greffées a la surface, K une

constante et n indexe d’hétérogénéité.

Ce choix a été fait sur la base de nombreuses études bibliographiques qui ont rapporté que ce

modéle est adéquat & 1’ajustement les courbes d’étalonnage de divers aptameres et les

génocapteurs -[2, 4, 19-21]. Il est valable pour une adsorption monocouche sur une surface

contenant un nombre fini de sites identiques tels que les sondes d’ADN thiolées [18].
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Comme le montre le tableau 5.2, la détection avec les deux sondes est comparable de point de
vue affinité en tenant compte des incertitudes liées a la modélisation. La constante n est
inférieure a 1 pour les deux sondes ce qui s’explique par le fait que celles-ci une fois greffées a
la surface forment une couche assimilée a une surface hétérogéne et cette hétérogénéité aurait
comme origine les conformations différentes de I'ADN thiolé greffé dues a des interactions

entre les sondes et/ou avec la surface de 1’¢électrode [22, 23].

Tableau 5.2 : Performances analytiques des deux sondes étudiées

Sonde greffée K (ug/mL)"/ n Sensibilité (mL/ug) Limite de
(nM)™ détection
(Hg/mL)/(nM)
Sonde 1 (1,36 0,2)/ 0,57 £ 0,05 0,160 + 0,008 0,1/0,59
(7,7£1,1)
Sonde 2 (1,13+0,12)/ 0,69+0,04 0,22+ 0,01
(6,7 0,7)

A ce stade, nous pouvons revenir sur le modele mathématique choisi pour voir la possibilité
d’en proposer un autre équivalent, ou figurerait la constante de dissociation, un parametre plus
facile a appréhender du fait que son unité est celle de la concentration, et plus facile également
a interpréter en termes d’affinité sonde-cible. En divisant les numérateur et dénominateur du

second membre de 1’équation 1 par K, on obtient :

S(C) = = —_ Equation 5.2

1" :
En posant K, = (Rj , ’équation 2 devient :

S(C) = —Smix XCn
Ky +C

Equation 5.3

On retrouve ainsi une expression s’apparentant au modele de Hill, ce qui montre 1’équivalence
mathématique entre les deux modeéles. La constante de dissociation Kq dans ce cas est trouvée
de I’ordre de 0,57 pg/mL pour la sonde 1 et son brin complémentaire, et de 1’ordre de

0,83 pg/mL pour la sonde 2 et son brin complémentaire. Méme si ces valeurs sont trouveées
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dans un méme ordre de grandeur, la différence suggere une certaine dépendance de 1’affinité

de reconnaissance avec la position de la séquence sur le PCA3.

Pour nous situer par rapport a d’autres travaux, nous avons fait une étude bibliographique sur
les génocapteurs congus pour la détection de PCA3 urinaire au cours des 5 dernieres années
résumée dans le tableau 5.3.

Page | 142



Chapitre 5

Tableau 5.3 : Etude comparative des génocapteurs pour la détection du PCA3

Transduction

Meéthode conception du capteur ) o Amplification du signal de détection K LOD Références
électrochimique
0,57 a
Sondes d’ADN thiolées greffées sur une Sans marquage .
) SWV . 0,83 pg/mL 0,59 nM notre travail
électrode en or Détection dans NaCl (0,3 M) .
3,84a4,9nM
ADN biotinylé greffé sur une électrode en Sonde marqguée par la biotine
carbone fonctionnalisé par des couches de EIS Utilisation  d’un  couple  rédox | non déterminée 0,12 nM [1]
nanoparticules en or et de sulfate de chondraoitine |Fe(CN)g]*"*
o ) Technique sandwich deux hybridations
ADN thiolé pour une double reconnaissance PSA )
) ) ) successives :
et PCAS3 greffé sur une électrode en or ;ajout du ] ) o
_ ) _ EIS 1. Sonde d’ADN thiolée greffée non déterminée 83 pM [2]
para-aminothiophénol pour bloquer 1’adsorption R )
o 2. Une deuxiéme sonde marquée par
non spécifique N
une enzyme (fluorescéine)
Sonde d’ADN modifiée par un groupement NH2
greffée sur une électrode en or fonctionnalisée par ) - L
) CA Couple rédox [Fe(CN)g]>"* non déterminée 4,4 pM [3]
des couches de chitosane et des nanotubes de
carbone
Aptameéres en ARN thiolé greffé sur une électrode .
CV et EIS Marquage des sondes par ferrocene 40 nM 0,26 pM [4]

enor
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4.2. Test de sélectivité

Ce test a pour objectif d’étudier la capacité du capteur & discriminer une complémentarité
parfaite d’une non-complémentarité. Pour cela nous avons congu deux séquences d’ADN

artificiel non complémentaires (NC) :

— Séquence NC1: 5°-GTA ATT CCT CTG TAT CAT CAG GTC CTT CCC-3’ pour
tester la sonde thiolée 1.

— Séquence NC2 : 5>-AGA TTT GTG TGG CTG CAG CCG AGG GAG ACC AGG
AAG ATC T-3’ pour tester la sonde thiolée 2.

Pour chaque sonde nous avons superposé la courbe de la détection du PCA3 avec celle de

I’hybridation avec la séquence NC correspondante.

Comme illustré dans la figure 5.12, nous avons remarqué, aussi bien pour la sonde 1 que pour
la sonde 2, que le signal diminue de la moiti¢ environ lors de I’hybridation avec des séquences
non complémentaires en le comparant a celui de I’hybridation avec la PCA3. Mais ce n’est pas
ce seul paramétre qui permettra de discriminer de facon univoque les brins complémentaires de
ceux présentant une non-complémentarité au niveau d’une ou plusieurs bases. Il est donc plus
judicieux de modéliser I’ensemble des mesures présentées sur les deux graphiques de la figure

5.12, avec un méme modeéle.

a) = Sonde 1+PCA3 b) = Sonde 2+ PCA3
= Sonde 1+NC = Sonde 2+ NC
0,60 1 0701
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Figure 5.11 : Test de sélectivité avec des brins non-complémentaires (NC) (sonde 1 (a); sonde 2 (b))

Pour accéder a la constante de dissociation, nous avons opté pour le modeéle de Hill. Si le modele
décrit parfaitement la reconnaissance entre les sondes et leurs cibles complémentaires (avec un
coefficient de corrélation proche de 1), il approche moins bien les points expérimentaux dans

le cas d’une non-complémentarité. Dans le cas de la sonde 2 par exemple, le calcul ne pouvait
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converger qu’apres avoir fixé I’exposant n. Ce choix était basé sur le fait que ce parametre
variait tres peu selon la complémentarité ou non de la cible avec la sonde. Les résultats obtenus

sont rassemblés dans le tableau 5.4.

Tableau 5.4 : Paramétres de modélisation comparés pour les deux génocapteurs en cas de
complémentarité totale ou partielle entre sondes et cibles

Sonde 1 Sonde 2
Cible Cible Non- Cible Cible Non-
Complémentaire complémentaire Complémentaire complémentaire
Vmax 0,62 +£0,03 0,48 £ 0,16 0,72 £ 0,02 0,38 0,12
Ka (Mg/mL) 0,57+0,12 23,6 £34,8 0,83+0,13 46,0 £ 31,7
n 0,56 £ 0,07 0,56 £ 0,07 0,69 +0,05 0,67 £ ---
R? 0,9972 0,9660 0,9986 0,784

En examinant le tableau 5.4, nous remarquons dans le cas des deux capteurs que le parametre
qui est le plus sensible a la notion de complémentarité est bien la constante de dissociation,
comme nous 1’avons supposé en proposant le modele de Hill. Ce paramétre diminue d’un
facteur compris entre 41 et 54 lorsqu’on interchange les cibles complémentaires et non-

complémentaires.

5. Conclusion

Nous avons présenté dans la premiere partie de ce chapitre le protocole d’extraction du PCA3
a partir des échantillons d’urine. L’ ADN urinaire a été extrait pour étre converti en ADNc par
transcription reverse. Par la suite deux PCR successives ont été réalisées afin d’amplifier un
fragment du PCA3 de taille 543pb. Ce fragment a été enfin extrait a partir du gel

d’¢lectrophorese.

Un protocole simple et reproductible a été ensuite établi pour 1’élaboration d’un géenocapteur
destiné a la quantification du PCA3 urinaire. L’avantage de ce protocole est la mise a profit de
I’électroactivité de I’ ADN, ce qui nous a epargné I’utilisation d’un couple rédox ou de méthodes
de marquage moléculaire souvent onéreuses. La limite de détection de ce capteur était estimée

0,59 nM et la constante d’affinité des sondes thiolées envers la cible était entre 3,84 et 4,9 nM.
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Si nous avons montré la faisabilité d’un capteur de PCA3, il n’en demeure pas moins que les
efforts sont & poursuivre pour parvenir a I’utiliser de fagon directe et sans passer par une phase

intermédiaire.

Dans le but de I’utiliser pour des applications cliniques, des optimisations sont a envisager afin
d’améliorer les performances analytiques de ce génocapteur. L’idéal aurait d’apporter des
modifications pour avoir de la détection simultanée de I’ARN du PSA et PCA3 permettant de

calculer le score PCA3 nécessaire pour la stratification du stade de CP.
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L’objectif de ces travaux de recherche était de développer trois biocapteurs ¢électrochimiques
dédies a la détection de trois biomarqueurs du cancer de la prostate : I’antigeéne spécifique de la
prostate (PSA), I’Engrailed 2 (EN2) et le prostate cancer antigen (PCA3). Le choix de la
technique de fonctionnalisation de chaque capteur a été adapté selon le biomarqueur & détecter.

La premiere partie de ces travaux a été consacrée a la réalisation d’un biocapteur fonctionnalisé
avec des polymeres a empreintes moléculaires (MIPs) pour la détection sélective du PSA.
Plusieurs parametres ont été optimisés afin de garantir la reproductibilité et la fiabilité des
polymeres imprimés : le choix du monomeére fonctionnel, I’épaisseur du film, le sel de fond, la
technique de polymérisation ainsi que la nature du solvant extracteur. Le capteur réalisé
présentait une faible limite de détection de 1’ordre de 3.108 ng/mL, une valeur de sensibilité de
(8.19 + 0.30) pA/ng.mL™, et une constante de dissociation Kg égale & (1.02 + 0.54) x1014 M,
inferieure a celles obtenues dans la littérature concernant la détection de la protéine PSA. Au-
dela de ces performances, des tests réalisés a I’aveugle dans le sérum humain d’une quarantaine
de patients, ont permis de mettre en évidence la parfaite concordance entre les valeurs fournies

par le biocapteur électrochimique que nous avons développé, et celles issues la méthode ELISA.

La deuxieme partie est menée dans I’objectif de développer un immunocapteur électrochimique
pour la détection sélective de I’EN2 dans du PBS et des urines artificielles. A notre
connaissance, c’est le premier immunocapteur dédié a la détection de ce biomarqueur du cancer
de la prostate. L’ensemble des résultats électrochimiques ont montré que I’immunocapteur
congu présentait les meilleures performances métrologiques par rapport a d’autres travaux
portant sur la conception de biocapteurs pour la détection de EN2: i) une trés faible limite de
détection de I’ordre de 10° ng/mL (0,32 fM) ainsi que ii) une valeur de constante de dissociation,
de I’ordre de (3,15 +0,70) x10™*t mg/mL, soit (0,9 + 0,2) fM, largement inférieure (plusieurs
ordres de grandeur) a celles rapportées dans la littérature, signe de la trés grande affinité anti-

EN2/EN2 et de I’intérét des immunocapteurs comparés aux autres modes de reconnaissance.

Des tests de sélectivité et de compétitivité ont été réalisés et ont mis en évidence la capacité de
cet immunocapteur congu a détecter ’EN2 et a la différencier des autres protéines interférentes,
méme lorsqu’elles sont présentes a de trés fortes concentrations. Nous avons également
démontré que les performances du capteur évaluees dans un milieu simple (tampon PBS),

n’étaient absolument pas affecté par la nature du milieu, méme aussi complexe que les urines
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artificielles. Cela démontre la robustesse de I’immunocapteur congu, que nous envisageons

d’utiliser prochainement pour détecter et quantifier EN2 dans les urines réelles de patients.

Dans la derniére partie de ces travaux de thése, nous nous sommes intéressés a 1’¢laboration
d’un génocapteur destiné a la quantification du PCA3 urinaire. Plusieurs étapes nécessaires ont
¢été tout d’abord réalisées pour I’extraction du PCA3 a partir des échantillons d’urine : la
séparation du sédiment urinaire par centrifugation, I’extraction de I’ARN total, la transcription
réverse en ADN, I’amplification du fragment de PCA3 par une réaction PCR et I’extraction du

fragment amplifié a partir du gel d’¢lectrophorése.

Une fois I’extraction de PCA3 assurée, deux sondes d’ADN thiolées, qui s’hybrident au PCA3
dans deux positions différentes, ont été envisagées pour la réalisation du génocapteur. Les
résultats obtenus ont montré que le choix de la sonde, et plus particuliérement la position de la
séquence retenue dans la chaine totale, influence la réponse du capteur. Si ces résultats sont
suffisamment intéressants pour nous encourager a persévérer dans cette voie, il reste toutefois
encore du travail a accomplir afin d’améliorer les performances du capteur, notamment en

termes de limite de détection.

A I’issue de nos travaux et sur la base de ’ensemble des résultats obtenus, deux perspectives

se dessinent assez naturellement

- La premiére concerne le développement d’une plateforme pour la détection simultanée, rapide
et fiable de plusieurs marqueurs urinaires du cancer de la prostate dont ’EN2, le PCA3 et le
PSA. Des tests en milieu réel permettraient de statuer sur la pertinence du choix de ces
biomarqueurs et de la possibilit¢ d’envisager ’utilisation d’une telle plateforme pour une

application clinique.

- La seconde se rapporte a I’exploration de nouveaux biomarqueurs : ADN et ARN circulants
(biopsies liquides) qui pourront contribuer a la détection précoce de la maladie et la prédiction

de profil d'agressivité et de résistance de la tumeur pour une meilleure prise en charge.
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