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RÉSUMÉ 

La dexaméthasone (DX ) e t une hormone glucocorticoïde synthétique utili­
. ée principalement comme un ag nt anti-infiammatoire, anti-allergique et immu­
nosuppresseur. Elle est largement ut ilisée comme agent stimulant la crois ance 
t le développement musculaire dans le bétails et l'élevage de animaux. Cette 

hormone est rajoutée dan. certains médicaments utilisés pour le dopage et l' amé­
lioration de la performance sportive et le gain de poids. Malgré a larg utilisation , 
les caractéristique de la dexamétha one font d 'elle un perturbateur endocrinien. 
Son interférence avec le système endocrinien peut entraîner des effets indé irables 
sur la reproduction, la croissance, le développement, le comportement et l'humeur. 

La présence de la dexaméthasone dan les eaux et les produits alimentaire avec 
d s concentrations élevées néce ite un suivi et une urveillance précoc .. La mise 
au point d 'une méthode de détection imple, rapide, ensible et sélective pour c tte 
hormone est d 'une grande importance dans la recherche médicale, les analys 
alimentaires et environnementales. Les biocapteurs constituent une alternative 
trè intéressante par rapport aux au tr s instruments classique de détection en 
raison de leur petite taille, leur facilité d 'utilisation et leur faible coüt. Ce sont des 
dispo itifs analytiques conçus pour t ransformer un phénomène biochimique en un 
signal mesurable. 

Dans le but de pallier les limite. des méthodes de détection existantes, nous 
présentons dans le cadre de ce mémoire d maîtri e un biocapteur impédimétrique 
à base d'aptamères pour la détection de la dexaméthasone dans les aux. L'ap­
tamère proposé a été développé en utilisant la sélection in vitro dans 19 cycle ·. 
L'aptamère proposé est le premier à être développé pour la détection de la dexa­
méthasone. Outre son faible coût de production et sa simplicité d 'utilisation, l'ap­
tacapteur développé offre une limite de détection très faible comparativem nt à la 
majorit ' des instruments analytiques existants . L'efficacité de cet aptacapteur est 
démontrée par une étude empirique sur différents échantillons d'eau contaminée 
par la dexaméthasone. 

Mots clés : Biosenseurs , Dexaméthasone, Aptam 'res , Perturbateurs endocri­
niens, Biocapteurs impédimétriques, Aptacapteurs. 





CHAPITRE I 

INTRODUCTION 

La pollution de l'environnem nt aquatique est une réali té très pré ente de no 

jour , et ce, sous différentes formes . Elle consiste à une dégradation phy ique, chi­

mique, biologique ou bactériologique des quali tés naturelle du milieu aquatique. 

Ces modification. ont souvent provoquées par l'être humain et ses activités . Le. 

sources de cette pollu tion ont nombreuses et leur identification demeure une tâche 

complexe. Ceci c. t d 'une part expliqué par la multitude des substances polluantes 

et d 'autre part la complexité des effets qu 'elles engendrent sur les écosystèmes 

aquatiques et les organi. me vivants. D'une manière g' nérale, la pollut ion a pour 

origines principales , l'activit ' humaine, l'industrie, l'agriculture et le déchets do­

mestiques ... etc. Ces dernier perturbent les condi tions de vie de la flore et de la 

faune aquatique, qui à son tour peut engendrer de. effet néfa te pouvant aller 

jusqu 'à l'extinction d s espèces, la destruction de l'habitat naturel et la détério­

ration de la qualité des 'cosystèmes. 

Au cours des dernières années, l'étude des effet toxique. des produits pharma­

ceutiques , un important groupe de contaminant. émergents, a attiré une attention 

croissante dans les milieux académiques et indu. triels (Gros et al., 2006; L6pez­

Serna et al. , 2013; Pérez et Barcel6, 2007). La con ommation de ces produits ne 

cesse d 'augmenter de no jour , en rai. on de la population en expansion, la dé-
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couverte de nouveaux médicaments et l'inversion de la structure cl 'âge dan. la 

population générale (Daughton, 2003). Selon l'Union européenne (UE) , environ 

3000 différents composés pharmaceutiquement actifs (PHACS) ont admis pour 

une ut ilisation médicale (da Silva et al., 2011) . Bien que le · effets des produits 

pharmaceut iques soient bien étudiés en toxicologie, l impacts environnemen­

taux potent iels de leur production et utilisation demeurent moins compris. Ceci 

explique l'intérêt croi sant qu e portent les institu tion académiques à leur inves­

tigation (da Silva et al. , 2011 ). 

Le produits pharmaceutiques sont généralement ut ilisé en médecine humaine 

et vétérinaire. Il peuvent se t rouver dan · l'environnement aquatique en tant que 

composés et métabolites ou conjugués des deux composants. Parfois, ce · composés 

ne sont pa · gérés correctement et sont rejetés dir tement dans les cours d 'eau et 

les égout . D'autre · fois, ils ne sont pas complètem nt métabolisés par le corps 

humain et sont ainsi excrétés dans l'urine et les s lles . Ainsi , l'apparition de ces 

produits pharmaceutiques dan · l'environnement soul ' ve plu ·ieurs question quant 

à leur activi té biologique sur les êtres vivant (la flore , la faune et les humain ) . 

En réali té , le comportement des ré. idus pharmaceutique· dans l'environnement 

aquatique et leur · ffets à long terme ne ont pas bien connu (L6pez-Serna et al., 

2010). Par ailleur , la combinaison de m' dicament qui partagent un mécanisme 

d 'action commun provoque généralement un effet . ynergique toxiqu . De même, 

la présence des produits pharmaceutiques dans le. eaux, et en particulier dan 

l 'eau potable et les eaux premières u tilisées en industrie, devrait êtr considérée 

comm une question importante en matière de sécuri té pour la santé humaine 

(Gros et al. , 201 2). Par conséquent , il est néce saire de détermin r et de surveiller 

les conc ntration ainsi que l'apparition de produi ts pharmaceutiques dans les 

eaux (Mompelat et al. , 2009). 
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Les substance pharmaceutiques sont considérée. comme des contaminant 

aquatiques relativement nouveaux. Les connaissances et les informations sur la 

concentration, le devenir et les effets de ces substances restent limités . P ar consé­

quent , les effets de ces substances ne sont pas encore considérés dans toutes les ré­

glementations environnementales . Toutefois, des recherches ont été effectuées dans 

la dernière décennie dans le but de détecter leur présence dans l'environnement et 

principalement dans l s mili ux aquatiques (Grujié et al., 2009; Jelic et al., 2011 ; 

L6pez-Serna et al., 2012). Les concentrations d s composés pharmaceutiques indi­

viduels dans le eaux sont typiquement dans la gamme de plu. ieur. dizaines à des 

centaines de ng/ L, alors que pour certain. composés bien spécifiques , les concen­

trations peuvent être au niveau de f.tg/ L (Kolpin et al. , 2002). Ces concent rations 

·ont généralement t rop faibles pour présenter un risque aigu pour les êtr vivant . 

Cependant , il est encore impossible de savoir si les organism s aquatiques ·ont sen­

sibles à ces ·ubstances. De nos jours, peu de cas ont été rapportés où les produi ts 

pharmaceutiques ont été détectés à des niveaux de traces dans l'eau potable (He­

berer, 2002; Stolker et al. , 2004; Hummel et al. , 2006). Ceci est principalement 

expliqué par l'élimination part ielle de ces substances au cours du t raitement d . 

eaux. En outre, l'évaluation de. ri ques environnementaux liés aux contaminants 

pharmaceutiques est souvent réalisée pour un composé pharmaceutique individuel 

(ingrédient actif) en isolation, alors que les composés pharmaceutiques sont gé­

néralement détectés dans des mélanges avec d 'autres contaminants anthropiques 

(Kolpin et al., 2002). 

1.1 Les contaminants pharmaceutiques 

Les substances pharmaceut ique ont ela sées sous différents groupes dont les 

ant idépresseurs, l s antisept iques , les pilules contracept ives, les anti-infl.ammatoires , 

les médicaments contre le cholestérol, l'hyper ten. ion, diverses hormones, produi ts 

cytostatiques utilisés en chimiothérapie, agents de contraste en imageri m' dical 
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... etc. Globalement , toutes les substances trouvées dans les pharmacies peuvent 

potentiellement se retrouver dans les eaux. P armi celles-ci figurent les hormon s 

qui causent des effets néfastes sur les organismes en raison de leur interférence 

avec le fonctionnement du système endocrinien. 

1. 2 Les composés hormonaux et la dexaméthasone 

Les composés hormonaux peuvent se tro uver dan les eaux suite à leur élimi­

nation dans les urine et le sell es des humains et de. animaux. Elles proviennent 

également des déchets des usines chimiques et des entreprises pharmaceutiques 

qui les traitent. De même, cette contamination vient des rej ets de· eaux u ée 

par les établissements de santé, contenant des résidus de médicaments et des hor­

mones non ut ilisés. ne telle contamination provient même des élevage. indu triels 

considérés comme de grands con ommateurs de produits hormonaux . Ces derniers 

produisent de très grandes quantités de matières fécales et d 'urine contaminant 

directement ou indirectement les sols par épandage. 

Parmi les compo é hormonaux, on trouve la Dexam'thasone (DX ), qui est 

une hormone synthétique appartenant au groupe de médi aments appelé cortico­

stéroïdes . C 'est une hormone glucocorticoïde dont la formule chimique, telle que 

illustrée par la fignre 1.1 est "C 22H20F05 ". Cette hormone est utili. ée principale­

ment comme un agent anti-infiammatoire, anti-allergique et immunosuppresseur. 

Elle joue le même rôle et a les mêmes effets que la corti one qui e t une hormone 

naturelle produite par les glandes surrénales (Li et al., 2010; Zhang et al., 2013). 



OH 
CH3 ~ 

f H 

0 

OH 

Figure 1.1: Structure chimique de la Dexamétha. on (DXN). 9-ftuoro-11 (3 , 

17 21-trihydroxy-16 a méthylprégna-1 ,4-diène-3,20-dione. 

1.3 L'utilisation de la dexaméthason 

5 

La DXN st gén ' ralement utilisée pour traiter une grande vari ' té de pathologies 

(Durie, 2006) . On cite principalement : 

• Quelques t roubles endocriniens dont l'hypocor ticism ou hyperplasi ur­

rénale causés par une sécrétion insuffisante des stéroïd s par les glandes 

surrénal s. 

• L'inflammation de la glande thyroïde (la thyroïdi te) . 

• L'hypercalcémie (le taux de calcium anormal ment élevé provoqué par le 

cancer). 

• Les pathologies art iculaires et rhumatismal s ou elu collagène, dont diffé­

rentes variantes d 'arthrite , de spondylarthrit ankylosante (inflammation 

des art iculations sacra-iliaques ou de la colonn vertébrale) , la sclérodermie 

et le lupus érythémateux disséminé (LED). 

• Des I roblèmes dermatologiques comme le · érythèmes, l s rougeurs, les my­

coses fongoïdes et les démangeaisons de la peau. 
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• Les maladie allergiques reliées à l'asthm , à l'eczéma, à l'hyper. ensibilité, 

aux allergies saisonnières et apériodiqu . 

• Les trouble ophtalmiques dont un certain nombre de conditions provo­

quant des rougeur , des tuméfactions et l'inflammation des yeux et du 

contour de yeux. 

• Les afrections gastro-intestinal s comme l'entérite (inflammation de l'intes­

tin grêle) et la coli te qui est une inflammation du gros intest in. 

• Les troubles respiratoires dont l'a.-thme, la bronchopneumopathie, certains 

types de pneumonie et la sarcoïdose. 

• Les t roubles hématologiques dont certain cas d 'anémie, le purpura qui 

consiste à l'extravasation de ang à l'extérieur des capillaire de la peau et la 

thrombocytopénie causée par la bais. e du nombre de plaqu ttes sanguines . 

• Le maladies néoplasiques ou 1 tumeurs y compri certains types de leu­

cémie:; , de lymphome et de myélome . 

D même, la DXN peut servir à remplacer la cortisone chez l personnes 

atteintes cl 'une insuffi ance surrénale (cl' ficientes en cor tisone) ou encore pour la 

terminaison de la grossesse chez le chien. 

La DXN est aussi largement ut ili ·ée dans l'élevage des animaux comme agents 

favorisant la croissance et le développement mu ·culaire pour un intérêt écono­

mique (Goyal t al. , 2010; Huetos et al., 1999; Wu et Lv, 2007). Cette utilisation 

est extr ~mement toxique et nocif pour la santé humaine à cause des r 'sidus des 

hormones dan la viande et d 'autres produits d 'origine animale (Reig et al. , 2006; 

Cherlet et al. , 2004). Par ailleurs, malgré on interdiction par le comité inter­

national olympiqu (CIO) et l'agence mondiale antidopage (A A), la DXN est 
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ajoutée dans certains médicaments utilisés comme agent de dopage pour améliorer 

la performance sportive et le gain de poids (Goyal et al. , 2009). 

1.4 Les eff ts de la dexaméthasone 

À cause de sa large utilisation, un grande part ie de la DXN ut ili ·ée et non 

utilisée va abou tir dans les cours d 'eau et dans les égout . Ceci engendre de · 

effets econdair s sur le fonctionnement de· éco ystèmes ainsi que sur le · ' t re vi­

vants . Dans une étude effectuée par Van der Linden et al. (2008) , l'évaluation des 

échantillons d'eau en ut ilisant le dosage biologique CAL X ( Chemical Activated 

L Ucif erase gene eXpression) a identifié des concent rations de DXN allant de 0,39 

à 1,3 ng/ L dans l'eau d surfac et de 11 à 243 ng/ L dans les effiu nt· munici­

paux, des industries, des hôpitaux et dan les eaux usées des u ine de traitement . 

Récemment , la DX T a été détecté dans l'eau de rivière recueillie en aval d 'une 

usine pharmaceutique française à une concent ration d 'environ 10 mg/ L (Benotti 

et Snyder, 2009). Malgr ' son utilité dans la médecine humaine et vétérinaire, une 

attent ion particulière a été consacrée à cette molécule en raison de ses caracté­

ristiques qui font d 'elle un perturbateur endocrinien. Sa pré ence en dessus d 'un 

certain s uil peut entraîner des effets néfastes ·ur la reproduction, la croissance et 

le développement des organism s (Diamanti-Kandarakis et al. , 2009). 

La contamination de l'eau avec la DXN peut affecter le système nerveux des 

animaux aquatiques ainsi que les espèces qui les con omment. Ceci peu t provo­

quer des changements dans les types et les quant ités d s bactéries de la flore 

microbienne intestinale. De même, elle peut inhiber la colonisation d s probio­

tiques dans les fl ores intestinales ce qui peut augmenter le risque d 'in va ion par 

les bactéries intestinales pathogènes (Yang et al., 2016) . 
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Des études précédentes ont montré que la DXN peut affecter négativement la 

fertilité. Elle peut provoquer de états pathologiqu s du cortex urrénalien tels 

que le syndrome de Cushing a ocié à un dysfonctionnement ovarien, y compris 

l'anovulation chronique et le yndrome ovarien polyky tique (Armstrong, 1986). 

Ses effets sur la fonction ovarienn peuvent s produire à l'hypothalamus en dimi­

nuant la synthèse et la libération de la GnRH, à l'anté-hypophy ·e afin d 'inhiber 

la libération stimulée par la GnRH cl l'hormone lu téini ante (LH) et l'hormone 

folliculo-stimulante (FSH) ou l'ovaire pour modul r la stéroïdogenè e et j ou l'ovo­

genèse (Fonda et al. , 1984; Rosen et al. , 1988; Li, 1993). 

Dans le milieu aquatique, la dexaméthasone (DXN) peut affecter négativ ment 

le développement embryonnaire des larves de certaines espèce. de vertébrés aqua­

tique , ce qui conduit à des déformations de la progéniture. Ces déformations sont 

reconnues par l'immobilité des larves , de modèles de natation aberrants , une taille 

inhabituelle, des courbure anormales de la colonne vert· brale, des malformations 

du sac vitellin , l'œd 'me, ou tout raccourcissement du corps (LaLone et al., 201 2) . 

De même, les femell s de Vairons à grosse tête exposées à 50 JJ,g/ L de dexamé­

tha. one (DXl ) ont montré une augmentation ignificative de la. mas e de l'ovaire 

par rapport à la masse corporelle, ce qui corre pond à une légère augmentation 

du nombre d 'œufs (LaLone et al. , 2012). 

1.5 Les rn· th odes de cl· t ction des contaminants hormonaux cl ans l'eau 

La. présence de la. DXN pendant une longue durée dans les milieux aquatiques 

peut en trainer la mortalité et l' xtinction de certaine e p 'ces, ce qui nécessite 

une urveillance pré ·oce et un suivi. Par conséquent , la surveillance précise de 

la concentration des ontaminants dans les échantillons environnementaux et cli­

niques est très importante. De ce fait , l' 'laboration d'une méthode de détection 



rapide et . ensible pour la détermination de la DXN est d 'une grande importanc 

dans la recherch médicale et environnementale. 
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P lu ieurs méthodes sont actuellement utilisées pour la détection des hormones 

et des produits pharmaceutiques dans l'environnement et en particulier dan Peau. 

Les méthod d 'analyse instrumentale telles que la chromatographie en pha. e 

liquide à haute performanc (HPLC), la chromatographie en phase liquide couplée 

à la , pectrométrie de masse (LC/ lVIS) ou encore la chromatographie en phase 

gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (GC/ MS) sont t rès sensibles (Tolgyesi 

et al. , 2010; Beiraghi et al. , 2014; Reig et al. , 2006). Cependant, ces méthodes 

ont généralement ·oûteu es , prennent beaucoup de temp · d 'analys t exigent 

un personnel hautement qualifié pour les effectuer, ce qui les rend inadaptées 

pour les applications sur le terrain . 

De même, il existe des méthodes immunologiques telles que l' enzyme-linked im­

munosoTbent a ay (ELISA) et radio-immunologique (RIA) ou encore le dosage 

CAL X. Cependant, le RIA n 'cessite un équipement spécialisé et coûteux pour 

gérer et trait r les matériaux radioactifs et dangereux ce qui apporte des préoc­

cupations de prot ction de l'environnement. De même, les kit ELISA sont g' né­

ralement coûteux, prennent beaucoup de temps et nécessitent plusieurs étap s de 

préparation (Capparelli et al. , 1987; Hassan et al., 1997; Shrivastav et al. , 2010). 

Le do ag CALUX e t au si sensible, mais il requière de gêne et des cellul s 

animales ce qui peut engendrer des mutation génétiques. Il nécessite aus i des 

méthodes de référence comme GC/ MS pour la confirmation tl contrôle de qua­

lité. 
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Pour pallier aux limites des méthodes existant s, plusieurs recherches ont été 

consacrées pour le développement de nouvelles techniques de détection simples 

et plus en ibles . Les biosenseurs ont récemment suscité un intérêt considérable 

pour une variété d 'applications biomédicales et environnementales et sont apparus 

comme une alternative intéressante aux procédé. analytiques classiques . Récem­

ment , des immunocapteurs ont été proposés comme une bonne alternative aux 

méthodes analytique et immunologiques traditionnelles. À titre d 'exemple, un 

immunocapteur photoélectrochimique basé sur la stratégie concurrentielle a été 

proposé pour la détection de la DXN (Wang et al. , 201 5) . Le principe se base sur 

l'utilisation du ni trure de carbone graphitique couplé avec du sulfure de bismuth 

en tant que matrice cl déte t ian pour l'immobilisation de la DXN ur la surface de 

l'électrode. Tandi. que l dioxyde d ·ulfure de cadmium de titane fonctionnalisé 

est utilisé comme marqueurs actifs photoélectrique anti- (DXN) . En dépit de leur 

facili té cl 'utili ation , les immunocapteurs souffrent d 'une limitation majeure, à sa­

voir l'ut ilisation cl 'anticorp comme récepteur de bioreconnaissance. La production 

d'anticorps e t t rès coûteuse et n' cessite l'utilisation d'animaux de laboratoire, ce 

qni soulève d s préoccupations éthiques (Perry , 1998). Par ailleurs, des anticorps 

ciblant des molécules similaires souffrent habituellement de réactivités croi. ées et 

néce. sitent ainsi de· conditions de stockage et de manutention spéciales . 

1.6 Organisation et contribution elu mémoire 

À la lumière de ces préoccupations, et afin de pallier les limitation des tech­

niques mentionnée précédemment , nous proposons dan le cadre de ce mémoire 

une nouvell approche pour la cl ' tection de la DXN clans l'eau. L'approche pro­

posée consiste à développer une nouvelle plateforme de biocapteurs à base cl 'ap­

tamères très sensible ct hautement sélectiv à la DXN et plus performante com­

parativem nt à l'offre ommerciale actuelle en termes de sensibilité, de coût et de 

. implici té cl 'utilisation. 
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No contributions de ce travail peuv nt être résumées comme suit : 

1. Nous développons une nouvelle plateforme de biocapteurs à base d 'apta­

mère pour la détection de la DXN dans l'eau . La plateforme d' veloppée 

offre une sensibilité et électivité élevées pour cette hormone. Au meilleur 

de no connaissances, aucun aptacapteur électrochimiqu n 'a été développé 

au paravent pour la détection de la DX . La technique proposée implique 

la élection d 'un seul aptamère qui dispose de la meilleure affini té et spé­

cificité à la DXN à partir d'une grande bibliothèque aléatoire. 

2. Les aptamères ont plusieurs avantages par rapports aux autres éléments 

biorécepteurs dont la élection in vitr-o même pour des petites molécule , 

la facilité de synthèse t cl modification à faible coût ain i que la stabilité à 

différentes condition · de stockage. Les biocapteurs à base d 'aptamères sont 

des dispositifs portatifs, rapides et les mesures se font directement sur le 

terrain sans prélèvement ni échantillonnage et n nécessitent pas l'ut ili a­

tion d 'équipements avec per. onnel · qualifié . Cette simplicité d 'ut ilisation 

p rmet de distinguer l'approche propo ée des autre m 'thodes existante . 

Le reste de ce document e. t organisé comme suit : 

Le deuxième chapit re présente une générali té ·ur les biocapteurs, leur histo­

rique, les différentes classes de biocapteurs existants ainsi que leurs cliff' rentes ap­

plications. En particulier , nous mettons l'accent sur chaque classe de biocapteurs 

en discutant es avantages et inconvéni nts ainsi que leurs applications pratiques. 

Le troisième chapitr décrit la méthodologie proposée en détail . Sp 'cifique­

ment , dans ce chapitre, nou présentons la méthode d 'évolution ystématique cl 

ligands par enrichiss rn nt exponentiel (SELEX) utilisée pour isoler les bons ap­

tamères à partir d 'une grande bibliothèque aléatoire. Par la suite, nous décrivons 



12 

le. techniques de caractérisation qui permettent de déterminer l'affinité et la spé­

cificité des aptamèr s sélectionnés ainsi que le changement de leur conformation 

lors du contact avec l'analyte DXN. Finalement , la dernière par tie de ce chapitre 

sera consacrée à la détermination de la limite de détection (LOD) de l'aptacapteur 

développé t on application sur des échantillons réel. . 

Le quatrième chapitre présente une évaluation détaillée de not re méthoclologi . 

Préci ément , clans ce chapitre, nous menons des expérimentations . ur différentes 

étapes où nous di. cu ton. t interprétons les résul tats obtenus et la performance 

de l'approche utilis' . Finalement, le cinquième chapitre conclu t ce mémoire. 



CHAPITRE II 

GÉNÉRALITÉS SUR LES BIOCAPTE RS 

2.1 Défini tion d'un biocapteur 

Un biocapteur est g' n ' ralement défini comme un di po itifrécepteur- t ransducteur 

conçu pour tran former un événement de reconnaissance biologique en un signal 

mesurable (Lowe, 1984) . Ce dernier est corrélé avec la concentration du ·omposé 

dét cté. Généralement , le biocapteur peut se décomposer en plu ieurs constituants 

dont: 

1. Le biorécepteur : c'est l'élément de reconnaissance où un événement bio­

logique aura lieu suite au contact avec l'analyte donnant ainsi un signal 

mesurable. Il peut représenter un anticorps, une enzyme, des acides nu­

cléiques , des t issus cellulaires ou encor des bactéries. 

2. Un transducteur : couplé au biorécepteur , ce constit uant est choisi d 'une 

façon à c qu l'interaction du biorécepteur et l'analyte étudié entraîne 

des effets mesurable. , et ce . elon diverses formes (électriques, mécaniques , 

thermiques, chimiques, magnétiques, optiques ou radiatifs) . 

3. Un système électronique de mesure et de traitement de l'information as ·ocié 

à la plateforme de t ransduction pour lire et convertir le signal. Ce dernier 

comprend un amplificateur de signal, un proces ur et un affi cheur. 

La figure 2.1 illu tre un schéma représentatif des composant d 'un biocapteur . 
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F igure 2.1: Structure schématique et principe de fonctionnement d 'un 

biocapteur. 

Les biocapteur. constituent des éléments d 'analy. e part iculièrement avantageux 

en raison de leur caractéristiques intéressantes qui les di. t inguent cl s au tres 

instruments analytiqu s classiques. Celle -ci incluent : 

• La sélectivité ou leur aptitude à détect r l 'esp èce cibl d 'une façon spéci­

fique. 

• La sensibili té qui correspond à un seuil de détection ba.· qui permet d 'avoir 

un signal de sortie même pour un faible signal d 'ent rée. 

• La résolut ion qui correspond à la capacité de détecter de très petite va­

riation du signal mesurable. Cette propriété dépend de la . ensibilité du 

biocapteur et de sa tolérance au bruit cl mesure (Bruit de fond). 

• La. tabilité c'est-à-dire la capacité du capteur à maintenir se p erforman ces 

sans changement significatif tou t au long de la me ure. On trouve une 

stabilité à cour t terme qui jou un rôle prépondérant sur la résolu t ion elu 

capteur. E lle est généralement inhérente au bruit de mesure intrinsèque au 

système ou liée à des perturbat ion extérieures telles que 1 'inj ection des 
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fluides. La stabilité à moyen ou à long terme correspond à la dériv liée au 

vieilli sement du dispo. itif. 

• La rapidité ou la capacité à générer une réponse fiable et exacte en un 

temp. réduit compatible avec l'application. 

• La biocompatibilité qui . ignifie la capacité à conserver (ou à altérer au 

degré le moins po. sible) le. · systèmes vivants au contact du biocapteur. 

• La robu. tesse et . implicité d 'ut ilisation dont la non nécessité du personnel 

qualifié ou l pr ' l 'vement des échantillon et leur t ransport. 

En vue d 'une commerciali ation, ces paramètre ont important· à considérer 

dès le premières étap s de concept ion du biocapteur. 

2.2 Historique 

Historiquement , le premier biocapteur a été découvert par Clark en 1950 dans le 

but de mesurer la concentration en oxygène dissout dans le sang (Qlark Jr , 1956). 

En 1962 , ce biocapteur a été utilisé pour mesurer aussi la concentration du gluco e 

dans le sang. En 1967, Updike et Hick (1967) ont élabor ' les premières électrod s 

enzymatiques. Cependant ce biocapteur n 'a été commercialisé aux États ms 

qu 'en 1973 dan · le but de doser le taux de la glycémie en utilisant une détection 

ampérométrique de peroxyde d'hydrogène. 

Au cours des dernières décennie. , la technologi des biocapteurs a évolué dans 

des domaines très variés tels que la médecine, la biologie, l'agroalimentaire, l'agri­

cul ture, l'industrie et aussi le contrôle de l'environnement. Le champ d 'application 

des biocapteurs n 'a cessé de s'étendre au cours des dernières années, tout en intro­

duisant des di positifs simples et miniaturisés, parfaitement adaptés aux avancées 

technologiques modernes. Cette réussite est due au caractère multidi. ciplinaire 
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de la discipline de conception de.· biocapteurs, qui se itue entr la biologie, la 

chimie, la physique et la micro' lectronique. Le tableau 2.1 présente les différentes 

application d - biocapteur. ·. 

Tableau 2.1: Domaines d application des biocapteurs. 

Domain s 

Environnement 

Agroalimcntair / 

ontrôle d qualité 

Agricul t ure 

Sant' 

Indu trie 

• Détection de contaminants ct des substances toxiques . 

• uivi de con ·entrations des résidus médicamenteux . 

• 
• Suivi de la chaîne du froid. 

• "t\ Iaturité des fruit (mesur du taux des éléments nutritif ). 

• Détection de agent. pathog ' ne (Par ex E. coli ). 

• Dosage du glncosf' dans les viandes et les produi ts laitiers. 

• R ch rche des agents pathogènes dans la viande fraîche, la 

volaille ou les poi. sons et même les charcuteries. 

• Analy. c clinique et diagno. tique des marqueur biologiques 

(Biocapteur pour 1 'anal y e d la glycémi chez le patient 

atteints de diabète par exemple) . 

• Identification de. maladie inf ctieu e .. 

• Suivi en temps réel la concentration des molécules clans le 

sang et dans 1 'organi. me. 

• Étude de plusieurs 1 aramètres physiologique . 

• Suivi de la toxi ité de ré iclu indu triel 

• :\Iesur cl hydrate de carbone, alcool t acide , p ndant 
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Les progrès réalisés dans le domaine des biocapteurs depuis le début du 21ème 

siècle ont été possibles grâce à l'évolut ion des micro et des nanotechnologies, des 

sciences des matériaux , de la biotechnologie, de la microélectronique et de l'in­

formatique. Les chercheurs sont maintenant capable. de manipu ler et d 'isoler des 

structures, telles que l'ADN comme des biorécepteur , cl le as ocier avec des na­

notubes cl carbones ou de nanopart icules d 'or ou d 'argent. Les transducteurs sont 

par ailleurs de natures tr 's variées et de tailles de plus en plus petites . En général, 

les plateforme de détection sont donc basée sur plusieurs principe tant . ur le 

phénomène de bioreconnaissance moléculaire, que ur le mode de la transduction 

qu 'il peut êt re optique, électrique, chimique, électrochimique, électromagnétique, 

mécanique, t hermiques ou ncore piézoélectriques. De plus, il est aussi faisable 

de combiner plusieurs composants pour rn ttr au point de véritable laboratoir s 

miniaturisés tel qu 'il est le cas avec le laboratoires sur puce ou LOC ( Lab On a 

Chip) (Ferro et al., 2012) . 

Les performances et la simplicité de fonctionnement des biocapteurs ont été 

fortement améliorées au fi l elu temps et les techniques de traitement elu ignal 

cl viennent plus rapides et précises. De même, la possibilité de combiner une large 

gamme d 'ent ités biologiques et de transducteurs permet une résolu tion plus effi­

cace de différent problèmes analytiques dans le domaine de la santé, de l'agroa­

limentaire ou encore de l'environnement. Ainsi, on peut dire que les biocapteurs 

visent à développer et à optimiser des microsystèmes portatifs, autonomes et fa­

ciles qu 'on appelle aussi les microsystèm s d 'analyse totale (pTAS). 

2.3 Classification des biocapteurs 

Généralement , les biocapteurs peuvent être classés selon le type d 'élément de 

bioreconnaissance et aussi la nature cl t ransducteur . Ils peuvent égalem nt être 

---------- ~-----
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nommé selon la façon dont la biodétection prend lieu. Si le biorécepteur grippe 

à l'analyte, 1 biocapteur est nommé un biocapteur d 'affinité. De même, si le 

bior ' c pteur et l'analyte provoqu nt un changement chimique pouvant être utilisé 

pour mesurer la concentration d 'un su b. trat, le biocapteur est appelé métabolique. 

Finalement , on parle de biocapteur catalytique lorsque le biorécepteur se ·ombine 

avec l'analyt pour le convert ir en un substrat auxiliaire sans pour autant entrainer 

aucun changement chimique. 

2.3.1 Classification selon 1 type du bioréc pteur (Ligand ) 

Comme pr' c' d mment discuté, le biorécept ur représente un élément très im­

portant des plateforme. d détection. Son rôle principal consiste à garantir la 

liaison entre l'analyt et l'élément de transduction. En out re, un transducteur 

ne peut pas interf rer d'une manière directe et efficace avec le milieu de détec­

tion. Ainsi, il lui faut une fonctionnali té qui lui permet d 'avoir des propriété de 

reconnaissanc · indirectes. Le rôle principal du biorécepteur est ain i la fonction­

nalisation physique ou chimiqu du tran. ducteur . L'affinité du biorécepteur aux 

analyte étudiés , ainsi que le rôle d'amplifi ·ateur qu'il joue (en rai on de sa cont ri­

bution à la ensibilité globale de la plateforme de d ' tection) font de lui un élément 

important d la plat forme de biodétection. Gén' ralement , il existe un grand choix 

de substances qui p uv nt être utilisées comme d ' lément de bioreconnai sance 

dans un biocapteur . Ces bioéléments vont interférer avec les analytes selon cer­

tains principe biochimiques et ain.- i peuvent êtr ut ilisés comme un critère de 

classification. Parmi les principale · catégories de biorécepteur on cite : 

2.3. 1.1 Le anticorp 

Les Anticorps sont des protéines produite par des lymphocytes B et plus 

précisément les plasmocytes en r ' ponse aux excitation· antigéniques tels que les 
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envahisseurs étranger ou le microb s t les virus. Ce sont des glycoprot' ines 

appartenant à la grande famill des immunoglobulines et sont aussi composé de 

plusieurs ch aines moléculaires (Binder , 1990). Les anticorps sont sou vent utilisés 

comme des biorécepteurs dans des do ages immunologiques et aussi en biologie et 

en particuli r dans les tests ELISA. Les anticorps sont g ' néralement immobili. és 

·ur la surface des transducteurs par des liaisons covalentes suite à d conjugaisons 

des groupements d 'amines, de carboxyles, d'aldéhyde. et/ ou d s sulfhydriques. En 

outre les anticorps nécessitent des conditions bien p 'cifiques, car ils sont sen ibles 

aux changements de pH, de la concentration ioniqu , des inhibiteur chimiques et 

de la température. Ils utili ent de transducteurs d 'ordre optiqu , par fluorescence 

ou les transducteur acoustiques et même électrochimiqu s (Luppa et al. , 2001 ). 

2.3.1.2 Le micro-organi. mes et les cellul s biologiques 

Les biorécepteur à base de micro-organisme , de t issus biologiqu ou même 

de cellules spéciales comme la pulp d fruits, les membranes c llulair s, les bac­

téries, les champignons ou les microalgue utilisent dans la plupart elu t emps des 

réaction enzymatiques plu stabl s et équilibrées avec les analytes . Dernièrement 

ces bioéléments à base des cellule· complètes ont attiré l'att ntion de plusieurs 

chercheurs, à cause de leur pécificité comm le montre les t ravaux men ' s par 

Gammoudi et al. (2010) sur la biodétection d ' E. coli et le groupe de Lopez sur 1 s 

virus (Lopez et al., 2011) . 

Les microbes peuvent être aussi employé en tant que biorécepteurs afin de 

mesurer plusieurs paramètres tels que la consommation d l 'oxyg ' ne (0 2) (Chang 

et al. , 2004) ou elu dioxyde de carbone (C0 2 ) (Chiappini et al. , 2010) dans l'envi­

ronnement ou même dans l'eau. Le. biocapteur à base de microb ont plu i ur 

avantages car ils sont plus tables. Cependant leur inconvénient majeur est leur 
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sélectivité t rès faibl comparativement aux autres biorécepteur . 

2.3. 1.3 Le enzymes 

Les enzymes sont d s protéines de catalyse biologiques . Ell . se ·lassent en 

plu ·ieur famill es selon le rôle qu 'elles jouent. A titre d 'exemple, on cite l'hydro­

lyse par décomposition de certaines molécules et la catalyse des r tructurations 

int ramoléculair s (isomérases) ... etc. Elles sont utilisées dans les biocapteurs à 

cau e de leur sélectivité élevée pour un substrat bien défini auqu 1 lles se fixent 

tout en produi. ant une modification catalytique. En effet , elles offr nt de nom­

breux avantages et spécifiquement la reproductibilité des groupements (Delvaux 

et Demoustier-Champagne, 2003). Cependant , leur foncti nnement est générale­

ment non stable ce qui nécessite l'intervention des cofacteurs ou plusieurs enzymes 

associées pour le même biocapteur. 

2.3. 1.4 Les aptamères 

Le aptamères sont de simples brin d 'AD (ADN. b) ou d 'ARN d p t ite taille 

(oligonucléotide d ' nviron 100 nucléotides) sélectionn'. in vitro à partir d 'une 

bibliothèque de équence aléatoires synthétiques. Il e replient en une tructure 

3D uniqu en rai ·on des interactions intramoléculair . entre les nucléotides. Ces 

structures uniques leur permettent de se lier av c une forte affinité à un analyte 

spécifique par de interactions intermoléculaires tell que des liai ons 1 'hydrogène 

ct les forces de Van der Waals (Stoltenburg et al. , 2005 , 2007). 

Dernièrement, les aptamère ont ' mergé comme une bonne alternativ aux 

autre biorécepteurs et précisément aux anticorp . Ceci e t principalement à cause 

de l ur avantages dont (Perry, 1998) : 

1. La sélection in vitro sans ut ilisation de. animaux de laboratoire. 
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2. La po .'ibilité d 'être développés cont re des compo és de faible poids molé­

culaire qui est difficilement réalisable avec de anticorps. 

3. La sélectivité à différentes parties de la molécule cible ou l'analyte étudié. 

4. La synthèse des équences d 'aptamère déjà identifiées avec une pureté et 

une reproductibilité élevée à un t rè faibl coût , contrairement aux anti­

corps qui nécessitent l'ut ilisation des animaux de laboratoire et souffrent 

d 'une reproductibilit' limitée. 

5. La modification chimiqu facile à travers divers marqueurs et groupes fonc­

tionnels afin d 'être immobilisés sur différent · supports . olides et/ ou de. 

électrodes. 

6. La stabilité élevée à différentes conditions. 

Les premiers aptamères ont été développés dans les années 90 (Tuerk et al. , 

1990; Ellington et Szostak, 1990) . Depuis , de nombreux aptam ' res ont été élec­

tionnés au cours d . deux dernières décennies contre divers analytes . Ceci inclu t 

des ions métalliques, des p tit s molécules dont les toxines, des l actéries, des virus, 

des protéines et des cellul s (Eissa et al., 201 3; Stolt nburg et al., 2007; Jo et al., 

2011 ; Kim et al. , 2007; Lee et al. , 2010; Meyer et al. , 2011; Radi et O'Sullivan, 

2006). Dans le cas des molécules à faible poids moléculaire comme les narcotiques 

et les hormones téroïdiennes , la liaison est liée au changement conformationnel 

de l'aptamère (Citartan et al. , 2012). Les signaux sont traduits par la suite grâce à 

différents mécanismes, dont la colorimétrie (Barth lm b et al. , 2011 ; Zheng et al. , 

2011) , la fluorescence (Sassolas et al. , 2011 ; Yildirim et al. , 2012) et l'électrochimie 

(Lin et al., 2012; Xue t al., 2013; Zayats et al., 2006) . À ce jour , il existe seulement 

quelques aptamères développés pour détect r les hormones, comme la t hyroxine 

(Kawazoe et al., 1998) , la vasopressine (Williams et al., 1997), la progestérone 

(Contreras Jiménez et al., 2015) et l 'estradiol (Zhu et al., 2015) . 
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Les avantages que possèdent les aptamères ont ouvert la voie à la fabrication 

d 'une nouvelle génération d biocapteurs à faibl coût avec une plus grande sta­

bilité et de simples stratégies de détection . Ces biocapteur · ont été conçus en 

utilisant différente stratégies et en part iculier le changement conformationnel de 

l'aptamère lor. de la liaison avec l'analyte . 

2.3.2 Classification selon la plateforme de détection 

La spécificité du biocapteur est 1 ortée par le bioréccpteur , alors que la sensi­

bili té par le transducteur. Le rôle du transd ucteur est d 'assurer la conver. ion en 

signal électrique le signal obt nu par le couplage entre le biorécepteur et les espèce 

à détecter, de manièr directe ou indirecte (à travers un médiateur ·himique). En 

raison de la richesse de la littérature, nous nous limiton dans cette part ie aux 

principaux type de tran ducteur et plateformes exi tantes qui e rattachent à 

notre application dan ce projet de recherche. En particulier , nous nous limi tons 

aux études p rtinentc le plus récentes , notamm nt par rapport aux techniques 

commercialisées. 

2.3.2. 1 Les plateformes pi' zoélectriq ues 

Ces biocapteur. se bas nt ·ur la mesure des oscillations cl 'un matériau sur lequel 

est immobilisé le biorécepteur. Généralement , le qu artz cristallin est le mat' riau 

le plus utilisé , car il possède la propriété de pouvoir o ciller sous l'influence cl 'un 

stimulus électrique lor. qu 'on l'émerge soit par tiellement ou complètement dans 

une solu tion . Cette cara ·téri. t ique permet de contrôler les variations d la masse 

à la surface du cri tal. Cette ·atégorie de biocapteurs offre de. réponses rapides . 

Cep nclant, leur sélectivité dépend touj ours de la couche active et peut ainsi êtr 

in ensible r lativement au système oscillant utilisé. La figure 2.2 illustre un schéma 

récapitu latif du biocapteur de cristal de quarts (Lis et al., 2002). 
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Figure 2.2: Schéma de criptif du fon ctionnement d'un biocapteur piézoélectrique 

de cristal de quarts Liss et al. (2002). 

Liss et al. (2002) ont développé un biocapteur de cristal de quarts afin de 

déterminer les conc ntrations et les paramètres d 'affinité des ligands en temps réel. 

Ils ont utilisé un système basé sur le modèle Immunoglobuline E (IgE) humaine 

et des aptamères comme ligands. 

2.3.2.2 Les plateformes manométriques 

Les biocapteurs manométriques se basent sur la mesure des modifications de 

pression d 'un gaz. Réellement, un changement de la concentration d 'un gaz dans 

un orifice provoque d 'une mani ' r indir ete un changement de la pression partielle 

du gaz. En général, cette catégorie de biocapteurs utilise les enzymes comme 

biorécepteurs. Ces dernières permettent de transformer la molécule cible en gaz. 

Ces biocapteurs sont avantageux, car ils ne rentrent jamais en contact direct avec 

l'échantillon à analyser (Jenkins et Delwiche, 2003). 
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2.3.2.3 Les plat eformes thermiques 

Les biocapteurs thermiques ou enthalpimétriques sont apparus dans les années 

1970 (\1\Teaver et al., 1976). Ils sont destinés à tn1nsformer le signal biochimique 

obtenu par la liaison de l'analyte au ligand en un signal thermique. Cette tech­

nique permet de quantifier la concentration d 'une molécule par le changement 

d 'enthalpie associé à la réaction biochimique, en se basant sur le réactions exo ou 

endothermiques. Généralement , les variations de la temp ' rature .6. T sont mesurées 

par un microcalorimètre ou une résistance th rmique et sont a soci ' es aux modifi­

cations d 'enthalpie .6.H et la capacité de chaleur du r ' acteur. Ils sont destinés pour 

les domaines pharmaceutiques et cliniques. te l qu 'il est le cas avec la détection 

de la pénicilline et du gluco e (Danielsson et Flygare , 1990; Ramanathan et al. , 

2001). Ils ut ilisent des biorécepteurs à base cl 'ant icorps TE LISA ( Thermometrie 

Enzyme-Linked Immuno or·bent Assay) dont le plus connu a 't' dédié à la me ·ure 

de l'in uline (Ramanathan et Daniels ·on , 2001). Ils ont 1 'avantage de g' nérer des 

réponses rapides de 1 à 3 min. Il · ont aussi r productif et se caract' risent par la 

tabili té des colonne . Cependant ils sont cou teux t nécescitent un pr ' traitement 

de certains échant illons . 

2.3.2.4 Les plateforme optiques 

Les biocapteurs optiques sont largement utilisés dans plusieur domaines en 

vue de leur s' lectivité et sensibilité. Plu ieurs principes et procédés de détection 

sont u tilisés dans l'élaborat ion de ces biocapteurs dont les plus courant sont 

l'absorbance, la fluorescence et la résonance pla monique de surface (SPR) ou des 

ondes évanesc ntes . 

------ ------~, 
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- B iocapteurs m esurant l 'absorbance 

Dans cette série de bio capteurs, la liaison entre le biorécepteur et 1 'analyte se 

traduit par l'apparition d 'une couleur dans le milieu réactionnel. À t itre illustratif, 

la formation du complexe immun suite à l'interaction entre un antigène et un 

anticorps, va être révélée par l'add it ion d'un anticorps secondaire marqué par une 

enzyme comme la peroxydas de raifort ou la phosphata e alcaline. En effet , l'ajout 

de ces enzyme. provoque l'apparit ion d 'une coloration détectée à une longueur 

d'onde bien détermin' e avec modification de l'absorbance (Abdullah et al. , 2007). 

- B iocapteurs m esurant la fluorescen ce : 

Le principe de ce groupe est le même que celui des biocapteurs mesurant l'ab­

·orbance, sauf que l'interaction entre le biorécepteur et l'analyte se traduit par 

une émi. sion de fluorescence. Dan e ca , la rév' lation du complexe anticorps­

antigèn t liée à un ant icorps secondaire marqué av c un onde fluorescente. 

Totant aus i que la spécificité de ce biocapteurs st accrue en utilisant des mi­

croorganisme génétiquement modifiés. 

En effet, dans une cellule, un promoteur de gêne spécifiqu e à un réactif connu 

ou à un certain analyte est introduit. Ce promoteur e t combiné à un gène codant 

permettant l 'expression d 'une protéine qui peut être détectée facilement. Parmi 

le gênes les plus connus, on t rouve le GFP responsable de la production de la 

Green Fluorescent Protéine (GFP) qui est une protéine naturellement fluorescente 

(Matz et al. , 1999). 
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La cl 't ction par flu orescence a aussi utilisé les aptamères comme éléments de 

bioreconnaissance. Elle est largement utilisée en raison de la simplicité de l'étiqu -

tage de aptamères par le molécules fluorescentes et la disponibili té de différents 

type. de fluophores. La figure 2.3 montre trois cas d 'utilisation des aptamère en 

combinaison avec des molécules fluore. cent . 

-
F 

A 

F 

Q 
E 

Pyrene monomer 

Pyrene excimer 

B c 
Figure 2.3: Combinaison cl 'aptamères avec de molécules fl uophore. · et des 

mol' cules inhibitrices (Song et al., 2008). 

La figure 2.3 (A) r présente une séquenc cl 'aptamère sous forme d 'un balise 

moléculaire. Cette . éqnence est m1u·q11éf' à l'Pxtrémité avP-c un fluorophore (F) ct 

un désactivateur (Q) dont l'interaction avec l'analyte a changé la conformation de 

la tige tout en .-éparant le (F) de (Q) , ce qui a condui t à l'apparit ion des signaux 

fl uoresc nts. 

La figure 2.3 (B) mont re un aptam ' r marqué par un fluorophore doublé avec 

un équence cl ' AD complémentaire marqué par un cl ' sactivateur. Ce cl é activa­

teur a été séparé apr ' s le contact de l'analyte avec l'aptamère, provoquant ainsi 

une augmentation de la fl uorescence. Dans le ca de la figure 2.3 (C) , on voit 

un aptamère marqué avec une molécule pyrène à chaque xtrémi té, cette mol ' ­

cule produit des ignaux stables et fluore cents suite à la formation du complexe 

aptamère-analyte (Song et al. , 2008). 
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- Biocapteurs à base d 'ondes évan escentes et à résonance plasmonique 

de surface (SPR) : 

Le phénomène d 'évanescence se produit lorsqu'un faisceau de lumière polarisée 

illumine une interface entre deux milieux d 'indices de réfraction différents. Cette 

lumière produit un rayon réfléchi ur l'interface et un autre réfracté à travers l'in­

terface. Néanmoin , la lumi ' r peut Atr complètem nt réfl échie dépendamment 

de l'angle d 'incidence, ce qui produit une onde électromagnétique appelée onde 

évane. cente. Cette dernièr se diffuse perpendiculairement à la surface de l'inter­

face. Londe évanescente induit un changement de l'indice de réfraction du milieu 

par son ' nergie c qui entraîne une modification de l'angle de résonance. Cette 

variation peut être mesurée par le capteur, donnant place à un phénomène appelé 

< miroir r 'sonant> (Hutchinson, 1995) . 

Les biocapteurs basés sur le principe des ondes évanescentes ont l'avantage 

de mesurer l s int ractions entre des biomolécules non étiquetées en temp. réel. 

L'interaction entre les biorécepteurs et l'analyte est mesurée en enr gi trant les 

changements de l'indice de réfraction provoqués par les molécules qui interagissent 

à proximité de la surface du capteur (Hutchin ·on, 1995). 

Les biocapteurs à résonance plasmonique de surface (SPR) . ont très commer­

cialisé. d puis la découverte de la technique SPR par Wood (1902). Ce phénomène 

est fondé sur le principe d 'onde évan scente et les lois de la mécanique quantique. 

Ils peuvent se r ' aliser selon deux méthode . La première consiste à la mesure de 

changement de l'angle de résonance qui varie proportionnellement à la concen­

tration d 'analyte immobilisé. Alors que la deuxième s'effectue par la mesure de la 

modulation de la longueur d 'onde de l'angle réfl échi suite à une excitation de la 
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surface plasmonique par un faisceau parallèle polychromatique. Le contact entre 

l'analyte et le biorécepteur cause un changement de l'indice de réfraction qui va 

provoquer à on tour un changement de la longueur d 'onde qui est proportionnelle 

à la quantité d 'analytes immobilisés. 

La technologie Biacore est con. idérée parmi les principales applications de la 

méthode SPR. Elle est très répondue dans le domaine de la biodétection et elle 

permet de mesurer l'interaction entre les biomol ' cules non marquées dans une so­

lu tion à temps r ' l d 'une façon rapide t très sensible. Le biacore est utilisé pour 

le sui vi de cinétiques cl ' interactions (associations-dissociations) entre les biomolé­

cules. Son principe est illustré clans la figure 2.4 (Gopinath, 2010). 

1 
Analyte 

Response (RU) Sample reponse 

Association Dissociation 

• • 
• 
t....------...... ---' Sensorchip 

with gold fi lm 

Polarised---+ 
light 

Prism 
~Reflected 

~ light 

/( G) Angles 1 et 2 

CD Optical 

detection 
unit 

Figure 2.4: Principe du Biacore basé sur la variation d'angle du pic d 'absorption 

(a) proport ionnel à l'indice cl réfraction elu milieu, (b) proportionnel à la 

concentration des anal y tes liés aux biorec pte urs ( Gopinath, 2010) . 
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Dans le travail de Tombelli et al. (2005) , un aptamère spécifique à la protéine 

TAT du VIH-1 a été immobilisé sur des puces SPR en utilisant le pont avidine­

biotine. La spécificité de cette réaction a été testée en utilisant la protéine de 

contrôle de type REV qui est imilaire à la TAT. 

2.3.2.5 Les plateformes ' lectrochimiques 

Ces derniers temps , les biocapteurs électrochimiques ont connu un croissance 

exponentielle à cause d leurs faibles limites de détection, la large gamme de 

réponses linéaires , la stabilité élevée, la reproductibilité et leur faible coût. Ces 

biocapteurs peuvent être appliqués à une grande variété d'échantillons (Grieshaber 

et al., 2008). Les plateformes électrochimiques sont ba ées sur la modification des 

paramètres électriques d 'une solution chimique de référence dans laquelle sont 

réalisées les mesures. Généralement , les mesure électrochimiques sont effectuée · 

à température ambiante en utilisant une configuration à trois él ctrod es . ne 

électrode de platine comme une électrode auxiliaire, une électrode Ag/ AgCl qui 

s rt comme une électrode de référence et une électrode d travail faite de platine, 

d 'or , de graphène ou de carbon . De nombreux brevets ont ét' déposés sur ce type 

de biocapteurs en ut ilisant différents type de biorécepteurs et les applications ont 

très variables selon les domaines. Dan · ce mémoire, on s' intéres e aux travaux liés 

à des biocapteurs électrochimiques en utilisant des aptamères. 

Les biocapteurs électrochimiques sont classés selon leur mode de t ran duction. 

En général, cet te dernière peut être ampérométrique (lorsque la réaction g' nère 

un courant mesurable) , potentiométrique (une accumulation de charge mesurable 

ou potentiel) et conductimétrique lorsqu 'une modification des propriét' conduc­

trices du milieu entre les électrode e produit. Actuellement , la ·pectroscopie 

d 'impédance électrochimiqu (EIS) est largement utilisée. Elle permet de contrô-
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ler la résistance et la réactance du biocapteur en même temps. Le principe des 

trois catégories électrochimiqu s est illustré dans la figure 2.5. Dans ce qui suit , 

nous pré entons une description détaill ' e sur le mécanisme de chaqu catégorie 

él ctrochimique en détail . 

Potentiométrie 

Accumulation de charge, 
potentiel 

électrode de calomel 

A 

Conductimétrie 

Migration d'ions, 
résistance 

K• : cation 
A : anion 

Ampérométrie 

Transfert des électrons, 
courant 

Figure 2.5: Le differents modes de détection électrochimique (J arrar , 2011) 

- L 'ampérométrie et la voltamétrie 

Les biocapteurs ampérométriqu et voltam ' t rique font partie des dispositifs 

les plus répandus et les plus commerciali é . Ces techniques sont caractérisées par 

l'application d 'un potentiel fixe sur l'él -ctrode de travail et l 'électrode cl référence 

afin d 'observer et me urer l 'évolut ion du courant électrique. Le courant électrique 

t raversant le système e t alors proportionnel aux concent ra tions chimiqu cl s 

constit uants de la olut ion. Le ·ourant ainsi obtenu dépend de plu ieurs élém nts : 

l'état de surface, la température des électrode , le potentiel de t ravail et la nature 

de la olut ion (Kissing r et Heineman, 1996). 
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La voltamétrie est une technique dan. laquelle le potentiel est scanné sur un 

ensemble d'intervalles de potenti l . La réponse se pré ·ente sous forme d 'un pic ou 

d 'un pla teau qui est proportionnelle à la concentration de l'analyte. Les méthodes 

voltamétriques ont divers s dont la voltamétrie à balayage linéaire, la voltamétrie 

cyclique, la voltamétrie hydrodynamique, la voltamétrie à impulsion différentielle 

(Differentiai pulse voltammetr·y) ... etc (Kissinger et Hein eman, 1996). 

Dans l'ampérométrie, les changement dans le courant générés par les réactions 

d 'oxydation ou de réduction ï ctrochimiques sont contrôlés par le temps suite à 

l'application d'un potentiel fixe sur l' ' l ctrode de travail n considérant l'électrode 

de référence (Bart lett , 2008). L'ampérométrie se distingue par 1 'absence du poten­

tiel de scanne par rapport à la voltamétrie. Elle est réalisée grâce à un potentiel 

directement appliqué à la valeur désirée afin de mesurer le courant. Elle peut 

s'effectuer aussi en gardant le potentiel à une valeur connue tout en examinant 

les échantillons traversant les électrodes. Le courant dans l'ampérométrie est pro­

port ionnel à la concentration des con t ituants éle ·troactifs dans la solu t ion. Les 

biocapteurs ampérométriqucs e ·aractéri. ent par leur sélectivité élevée à cause 

du pot ntiel d 'oxydation ou de réduction utilisé pour la détection des espèces dans 

les solu t ions (Eggins, 2008) . 

La technique ampérométrique est couramm nt utilis' e avec des biocapteurs 

biocatalytiques ou les biocapteurs d 'affinité en raison de sa simplicité et sa faible 

limite de détection (LOD) (Halsall et Heineman, 1990). Avantageusement , le po­

tent iel fixe utilisé durant la détection ampérométrique ent raîne un courant de 

charge négligeable ·e qui minimise le signal de fond qui affecte d 'une manière 

défavorable la limite de d ' t ction . 
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- L 'impédancem étrie 

La spectroscopie cl 'impédance électrochimique (SIE) a été décrite par Lorenz 

et Schulze (1975) . Elle sert à mesurer la conductance entre deux électrodes im­

mergées dans une solution grâ.ce à l'utilisation d 'un courant alternatif afin d 'éviter 

les perturbations de polarisation des électrodes . Le signal ou le courant utilisé e t 

de faible ampli tude d 'environ 2-10 mV (Suni , 2008). La technique EIS est ut ilisée 

principalement pour les biocapteurs d 'affinité où les petites variations de l'impé­

dance sont proport ionnelles à la concentration de l'analyte (Cooper et al., 2007) . 

Elle est efficace, car elle permet le tran. fert de. électrons à haute fréquence et le 

tran fert de masse à basse fréquence. 

La surface des électrodes peut être modifiée par des ' léments de biorecon­

naissance hautement spécifique à l'analyte. Au ·ours de l'étape de détection , une 

ten ·ion appliquée sur l'électrode génère un courant qui era mesuré. La résistance 

de tran fert des électrons à l'int rface entre l'électrode et la solution change légè­

rement une fois l'analyte se lie au biorécepteurs. 

Les biocapteurs électrochimiques ut ilisant l'impédance comme mode de clé­

te -tion ont également connu une grande progres ion . L'impédance à plusieurs 

avantages par rapport à l'ampérométrie, plus particulièrement les situations qui 

impliquent la présence de certains éléments clans le solut ions (tel que l'urate et 

l'ascorbate) qui peuvent contribuer clans le signal ampérométrique si le potentiel 

de détection n'est pas soigneusement bien choisi. Par ailleurs, ces biocapteur · ·e 

caractérisent par leur résistance à la plupart des perturbations de l'environnement , 

la facilité de détection, le faible coût , la rapidité cl 'analyse et le temps de réponse 

court. 
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L'utilisation des nanomatériaux tels que les nanoparticules d 'or et les nano­

t ubes de carbone ou même le graphène dans les biocapteurs impédimétriques est 

favorable en raison de la grande surface d 'électrode, l'amélioration de la conduc­

t ivité électrique de l 'interface de détection, l'accessibilité chimique de l'analyte et 

1' électrocatalyse. 

- La potentiométrie 

Les biocapteurs potent iométriques mesurent la différence de potentiel aux ex­

t rémités de deux électrodes selon la loi de Nernst. La première électrode est une 

électrode de référence à potent iel stable tandis que la deuxième est une électrode 

de t ravail à potentiel variable (Karyakin et al., 1 996). Cette différence de poten­

tiel est proportionnelle à la concent ration des analytes présents dans la solution. 

Ces biocapteurs mesurent en général les variations de pH et de concentrations 

ioniques . Cette ela se de biocapteurs peut être miniaturisée et plac ' en ré eaux 

(Tsai et al. , 2010), ce qui lui permet de s'intégrer dans un LOC incluant différents 

capteurs . De même ce. biocapteurs possèdent la propriété d 'avoir un temp. de 

réponse très court. Leur fabrication s'est développée d 'un façon importante clans 

le milieu industriel ce qui la rend préférable et mait ri able. 

- La conductimétrie : 

La conductimétrie est une technique qui permet de surveiller la modification 

de la conductivité électrique d 'un milieu. Son principe est bien la mesure de la 

conductivité d 'une solu t ion électrolytique comprenant des ions électriques mobiles 

(Jaffrezic-Renaul t et Dzyadevych , 2008). Le paramètre mesuré est la conductance 

électrique de biorécepteur fixé . ur le transducteur qui varie lorsque le processus de 

bioreconnaissance mis en œuvre à l'échelle elu capteur génère des espèces chargées . 
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Comparativement aux méthodes précédemment citées, la t ransduction conduc­

timétrique, a été peu utilisée dans le domaine des biocapteurs. Même si la spécifi­

cité de détect ion de la conductance en solution est très faible, les mesures conduc­

t im 'triques peuvent être énormément sensible. dépendamment des éléments de 

bioreconnais ·ance immobilisés . ur la surface de transducteur . 

Depuis quelques années, le dév Jappement de biocapteurs conductimétriques 

a connu un intérêt croi. ant grâce à plusieurs avantages qu 'il offrent. Parmi ces 

avantag s, on di tingue l'absence l 'électrode de r ' férence, l'utilisation de tensions 

alternatives de faible ampli tude qui permet d 'éviter les proces. us faradiques d 'élec­

trode, l'insensibilité à la lumière et les po .. ibili té de miniaturisation (Tarn et al. , 

2010). 

Depuis les année 2000, des chercheurs ont commencé à développer des bio­

capt urs conductimétrique à base cl 'acides nucléiques afin de créer de nouvelles 

techniques aus i simple et. rapide . Tarn t al. (2010) nt par exemple immobili é 

de l'ADN sur de électrodes interdigit' e pour la détection elu virus de l'herpès. 

2.4 Conclusion 

Dan ce chapitre, nou avons fait un bref survol sur le technologies fonda­

mentales et les a pects mult idisciplinaire néce saires à la mise au point cl 'une 

plateforme de détection biologique. ou pouvons constater que les biocapteurs 

ont connus une grande évolu tion depuis leur création au début des ann ' es 60. Plu­

sieurs gén 'ration · de biocapteurs sont d 'couverts à ce jour , elu premier détecteur 

de glucose aux systèmes 'volués tel que le LOC ou les ~ŒAS qui permettent 

de réaliser l s différentes tâche de cl -t ction effectuées dans les laboratoires clas­

sJque . . 
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En particulier, nous avons passé en revue les domaines d application des bio­

capteurs ain. ·i que les différents types de récepteurs et plateformes de détection. 

En particulier, nou avons discuté leur · avantag s et inconvénients afin d 'avoir 

une idée sur chaqu principe et chaque catégorie. 

Dans le prochain chapitre , nous allons présenter notr approche afin de deve­

lopper une plate forme électrochimique à ba e d 'aptamère pour la detection de la 

d xamétha oue. 





CHAPITRE III 

PARTIE EXPÉRIMENTALE 

Ce chapitre est consacré à la partie ex1 érimentale, qui décri t les t chniques 

et le. dispositifs mis au point au développement d 'un aptamère spécifique à une 

substance particulière dans le cadre de nos t ravaux. Dans un premier temps , nous 

décriron. en détailla méthode d 'évolution systématique de ligands par enrichisse­

ment exponentiel (SELEX) ut ilisée pour choisir et trier les aptamères spécifiques 

à partir d 'une grande bibliothèque aléatoire d 'AD lsb. Ensui te , nous présenterons 

le protocole du clonage adopté pour la séparation des séquence du même lot , leur 

identification et leur séquençage. Nous cont inu rons avec l s méthodes de carac­

térisation d s aptamères sélectionnés pour déterminer leur spécifi ·ité, leur affinité 

et leur sélectivité à la DX afin de choisir la meilleure équenc . Pour terminer ce 

chapitre, nou · décriron le procédé d'immobilisation de l'aptamère spécifique sur 

les électrode · d 'or (Au) pour effectuer les mesure électrochimiques t déterminer 

la limite de détection de notre aptacapteur. 

3.1 Sélection de aptam ' res 

Pour la ' lection des aptamères pécifiques à la DXN , nou · avons adopté la 

méthode SELEX. Dans ce qui sui t, nous introduisons cette méthode. 
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3.1.1 Sélection in vitro des aptamères par SELEX 

SELEX est une méthode très puis ante pour déterminer les séquences d 'ADJ 

ou cl ' ARN. Cette technique a été décrite la premièr fois en 1990 par Ellington 

et Szostak (1990). Dans l'approche SELEX, on part d 'une grande bibliothèqu e 

d 'oligonucléotides randomisée dont les équences sont aléatoir s. Cela veut dire 

qu 'on y trouve toutes les séquences possibles incluant le s' qucnce · reconnues 

par notre analyte , ainsi qu 'une énorme majorité de séquences non reconnues. Elle 

vise le développement cl 'aptamères (cl s oligonucléotid s AR 1 ou ADN simple ou 

doubl • brin) en e liant à leur cible avec une haute .'électivité en raison de leur 

forme tridimensionnelle (Abelson, 1996). 

Le pro ces us SELEX est effectué sur plusieurs cycles rép' té. de manière itéra­

tive autant qu nécessaire, afin cl 'enrichir 1 . ·équences spécifiques de la molécule 

cible (Stoltenburg et al. , 2007). Chaque cycle entraîne une augmentation de l'enri­

chi. ement des séquences spécifiques à l'analyte. Il existe de nombreuses stratégies 

SELEX, mais elles comptent toute ur la capacit ' cl 'i ol r le aptamère lié. à 

partir de ceux non liés . 

Le processus commence par l'incubation d 'une banque campo. 'e de 10 13 - 10 15 

séquences cl ' ADN impie brin (ADN b) aléatoires avec la molécule cible qui e t 

immobilisée . ur un substrat olicle tel qu 'il e. t le cas de bille. cl ' agaro e ou de 

. épharose (Stoltenburg et al. , 2007) . Chaque cycle de SELEX es t campo é de cinq 

étapes consécutive · telles qu 'illustrées clans la figure 3.1. Ce étapes p uvent êt re 

résumées comme sui t : 
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1. L'incubation d la bibliothèque d 'ADNsb à l'analyte DX , 

2. La ·éparation des aptamère non liés à partir de l'analyte par lavage , 

3. L'élution d séqu nees liées à l'analyte, 

4. Élimination des sels et l'amplification par réaction en chaîne par polymérase 

(PCR) des aptam ' res élués. 

5. La dénaturation de l'ADN double brins à partir des produit de PCR par 

le gel de polyacrylamide 12o/c . 

- Bead 

1 - Linker 

Initial ssDNA library 
( 10 15 sequences) 

60 nucleotides 

Aptamer 
-3" 

1 0 to 20 cycles 
ofSELEX 

.Cioning 

.Sequencing 

.Alignment 

Last SELEX 
round 

Figure 3. 1: Schéma de diagramme général de la technique SELEX. 

Dans ce qui sui t, nou · allons décrire en d' tail· chacun des étapes du processus 

SELEX adopté pour la sélection de aptamères spécifiques à la DX T. 
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3.1.1.1 Incubation des aptam ' res avec les perles de DXN sépharose 6/3 

La liaison entre la DXN et les aptamères est effectuée grâce à un tampon 

de liaison (Binding Buffer ou BB) constitué respectivement d laCl (150 mM); 

TRIS-HCl (50 mM) dont le pH est de 7,4 et de MgC12 (2 mM). 

Figure 3.2: Schéma de la structure des perles de DXN épharose 6/3 . 

Dans le premier cycle, nous avons utilisé une bibliothèque de 1,794 nmol équi­

valent à 1, 08 x 1015 de séquences aléatoires où chaque séquence se compose d'en­

viron 60 nucléotides. Une solution de 250 p,L de cette banque de séquences a été 

préparée dans le tampon BB et incubée avec 50 p,L d 'analyte DXN aprè · avoir 

été lavé à son tour cinq fois avec le tampon BB et centrifugé après chaque lavage 

(à 1,2 rpm ; 2 min). L'ADNsb a subi t un prétraitement avant de l'incuber avec le · 

perl s de DXN . Ce dernier consiste à chauffer l'ADNsb à 90°C pendant 5 minu tes , 

ensui te le mettre à 4°C p ndant 10 minu tes et enfin à un temp 'rature ambiante 

pend ant 5 minu tes. Après avoir transférer la solut ion d 'ADNsb dans les tube 

fil tres contenant la DXN , on les laisse incuber pendant deux heures sou. agitation 

à températur ambiante. 
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3.1.1.2 Lavage 

Après les deux heures l' incubation , on rajoute un volume 250 J.LL de tampon 

BB pour lav r les perles contenant la DXN. L'obj ect if st d'' liminer 1 s séquences 

d 'ADNsb non liée . Ce lavage e ·t effect ué à plusieurs reprises pour se débarrasser 

de équence faiblement liée . Après chaque lavage, on mesure la concentration 

cl 'ADNsb dan le fi ltrat obtenu par fluorescence à l'aide d 'un Ther-mo Scienti.fic 

NanoDrop 3300 .fiuorospectrometer- jusqu 'à l'obtention d 'un valeur avoisinant le 

zéro. 

3.1.1.3 É lu t ion 

Après le lavage, l'AD sb fortement lié à la DX est ' lué en ut ilisant un tampon 

cl 'élution (EB) compo é de 7 rea clans le tampon BB. À chaque élution , on 

utilise un volum de 250 J.LL de tampon EB t on chauffe les t ubes pendant 10 

minu tes à 90°C. Le bu t est de permettre à l'ADNsb d 'avoir une structure linéaire 

et faciliter ainsi son détachement de l'analyte . On refait l'élut ion environ six fois, 

où on centrifuge et on me ure la concentration jusqu 'à c qu 'aucune séquence ne 

oit détecté par les mesure de flu orescence. L ensembl des ' luions est ensuite 

ut ilisé pour calculer le rapport final d 'ADNsb pour chaque cycle cl SELEX. 

3.1.1.4 É limination des sels et amplification par P CR de l'ADNsb élué 

Après l'élut ion , on procède à la collecte et la concent ration des fi lt rat· obtenu 

pour éliminer les tampons de lavage et d 'élut ion. La technique consiste à rajouter 

à chaque fois l'eau ult rapure pour se débarrasser des sel de tampons ut ilisés. Le 

lavage est effectué ur s pt fois avec l'eau ultrapure et une cent rifugation pendant 

environ six minu tes est effectuée pour les six premier lavages exclusivement pour 

le sept ième lavag , l'échantillon est centrifugé pendant 20 minu tes . 
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Une fois la concentration et le lavage terminé , on procède à l'amplification 

en utili ant la technique PCR. Cette technique e t basée sur le mécanisme de 

la réplication de l'ADN in vivo : l'ADN bicaténaire est déroulé en ADN mono­

caténaire, ensui te dupliqué et réenroulé. L mélange PCR est préparé en utili­

sant 125 pL de Taq buff r (10X), 100 pL de MgCb (25 nNI), 25 pL de dNTPS 

(10 nM) , 15 p,L d 'enzyme Taq polymérase , 50 pL d 'amorce vers l'avant (For­

ward primer ou FWD-Flu) qui est comp o. é de 18 nucléotid es et marqué par 

fluorescéine (5 '-fl.uor scein- ATATCATATGCTCCAATT-3') et 50 pL d 'amorce 

inverse ou (REV-polyA ) constitué de 18 nucléotides avec 20 adénines consécut ives 

(Poly-dA20) (5 '-Poly-d 20-HEGL18- ATATTACACTTGCG TCT-3') , HEGL18 

st utili é pour bloquer l'exten. ion cl l'enzyme polymérase. Aprè avoir mélan­

ger le · constituant. de mélange P CR, un volume de 78 pL d 'eau ultrapure est 

rajouté, ensui te le contenu e t agité à l'aide cl 'une mini centrifugeuse. Le mélange 

PCR st reparti ur 20 tubes de P CR sans oublier les deux contrôles positif et 

négatif avant de les placer dans l 'appareil de P CR. 

La PCR comprend plusieurs cycles répétitif (Sambrook et al. , 1989). Dans ce 

projet , la P CR a 'té ffectuée sous les condit ions suivantes : 

• 5 minutes à 94°C pour l'activation de l'enzyme polymérase et la dénatura­

tion de l'ADN. 

• 26 cycles cl : 

1 minut à 94°C pour la dénaturation de la matric 

1 minute à 47°C pour l'hybridation des amorce. ; 

1 minute à 72°C pour l'élongation et l'extension de amorces. 

• 10 minute. à 72°C pour une ' longation finale. 

• Temp indéterminé à 4°C pour maintenir le produit de la PCR à une basse 

temp'ratur (refroidi ement). 
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Dénaturation de l'ADN double brin à part ir de produits cl P CR par 
le gel de polyacry lam id 

Les produits de P CR sont ensuite récoltés des tubes P CR dans des tubes 

eppendorf de 1,5 mL, ils ont concentrés par un peedVac. n volume cl (50 :50) 

d 'eau ultrapure et de formamid e est rajouté cl ans chaque t ul e eppendorf avant de 

les chauffer à 50°C pendant 5 minute . 

Le brin d 'AD marqué par la fluorescéine est séparé à partir du produit de 

PCR double brins par le gel de polyacrylamicle 12% (PAGE 12%)composé de : 3 g 

ci 'Urea; 2,25 mL cl 'acrylamide/ bis-acrylamide (40 10) ; 1,41 mL de TBE (5X); 1,31 

mL H20 , 3,2 p,L TEMED et 42,5 p,L persulfate d'ammonium (APS, 10%). La sé­

paration de deux brins d ' ADl a été réalisée grâce à la technique d 'électrophorèse 

en utilisant le TBE lX comme tampon d 'immigration. 

À la fin , l'ADN est extrait du gel suite à son observation avec un détecteur 

UV, Le brin fluorescent e t ensuite élué clans le tampon TE (lX) et prétraité (10 

minutes à -80°C, 5 minutes à 55°C et 5 minute à 90°C) pour qu 'il soit incub ' 

pendant 10-12 heures à 37°C. 

Après l'incubation , l'ADNsb dans le TE (lX) st concentré et lavé sept foi 

pour éliminer les sels par ult rafil tration, en uite quantifié avec UV n utilisant l 

spectrophotomètre (NanoPhotometer P330) pour l'utiliser clans le prochain cycle. 

Deux cycles de contre sélection ont été effectués en utilisant des perles de 

sépharose vierges sans DXN. Cependant, dans ce cas , l'ADN i su cl lavage est 

récupéré, prétraité et amplifié pour l'utiliser dans les prochains cycles en utilisant 

les mêmes étapes décrites précédemment. 
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3. 1.2 Clonage 

Après l'obtention du plateau d 'enrichissement d 'ADNsb. La dernière série 

d'ADN sb issu du dernier cycle de SELEX est clonée en utilisant le kit de TOPO 

TA (Invitrogen) avec pCR2.1-TOPO vecteur. Dans la première étape, l'ADNsb 

est amplifié par PCR en utili ant cl s amorces non marquées. Après la PCR, on 

t ransfère 4 p,L du produit PCR avec 1 p,L de MgCb et 1 {tL de vecteur , le mélange 

est incubé à température ambiante pendant huit minutes. Un volume de 2 p,L est 

prélevé du mélange et tran féré ensuite dans des tubes contenants les cellules 

comp 'tentes et plus précisément des E. Coli (DH5AT1R et NEB10 (3 ). Ces tubes 

sont mis à 4°C 1 endant 30 minutes et ensuite agités manuellement soigneusement 

avant d 'être incubés encore une autr foi à 4°C pendant 30 secondes. 

Les bactéries contenant les plasmides sont ensuite cultivées sur un milieu de 

gélose (LB) enrichi avec 200 p,L d 'ampicilline (20 mg/ mL) et 100 p,L d'IPTG­

X-GAL. Le boites p ' tri sont incubées à 37°C pendant plus de 10 heures. La 

formation de colonie blanche et bleues après l'incubation indique la réus it du 

clonage. Les colonie blanches qui sont posit ives et contiennent une seule séquence 

d 'ADNsb inséré dans leur plasmide ont récoltées de boites de pétri à l 'aide de· 

embouts de pipette pour ensuite cultivées dans de. tubes contenant le liquide LB 

et incubés à 37°C pendant 10 heures. Après l'incubation et la croissance, une partie 

du plasmide sera amplifiée par PCR. Cette partie du pla mide est d 'environ 300 

nucléotides de taille et cont ient la séquence d 'aptamère ADNsb que nou désirons 

amplifier. 

ne fois l'amplification faite , on effectue une électrophorèse ur gel d 'agarose 

pour déterminer la présence et la taille des produits de la P CR. Si le te t est 

positif, on procède à la purificat ion des produits de la PCR. Cependant , dan ce 
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projet , nou. avons procédé à l' isolation des séquences amplifiées en ut ilisant le 

gel native PAGE 6% composé de 1,5 mL d 'acrylamide/ bis-acrylamide ( 40%) ; 4,5 

mL de TBE (5X) ; 4 mL H20 , 5 pL de TEMED et 56 pL persulfat d 'ammonium 

(APS , lO fa ). On récupère les séqu nees dont la taille est aux alentours de 300 

paire de base (300 bp) et on procède à la purification de.· équences en utilisant 

un ki t de purification (ki t de purification QIAquick PCR) . La fi gure 3.3 représente 

1 s différentes étapes du clonage. 

A DN db 

Purification ct 
séquençage 

Bactéries E.Coli 

Élcctrophorcsc sur 
gel d'agarosc 

Amplification pa r PCR 
des co lon ies blanche 

Figure 3.3: Differentes étapes de clonage des aptamères. 

3.1.3 P urification t S' quençage 

La purification a été réalisée avec le kit de purification P CR ( QIAquick PCR) . 

Ce kit ·ontient trois tampons dont un tampon de liaison (PB) , un tampon de 

lavage (PE) et un tampon d 'élut ion (EB) qui sont utilisés dans t roi étapes : 

• Étape 01 : consiste au lavage avec le tampon PB en ajoutant cinq fois le 

volume du produit P CR et ensui te centrifuger à 1,3 rpm pendant 30-60 

secondes. On jette le filtrat et on pas e au deuxième lavage. 
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• Étape 02 : on rajoute 750 p,L de t ampon PE dans les t ub s et on centrifuge 

ent re 30-60 secondes à raison de 1,3 rpm. Après la centrifugation, le fil t rat 

est jeté et les tube sont remis encore une autre fois à la microcentrifugeu e 

pendant une minute. 

• Étape 03 : consiste à éluer le séquences d 'ADNsb avec 50 ~LL de tampon 

EB ou de l'eau ul trapure (pH 7,0-8,5) et à transf' rer l'élu tion dans des 

nouveaux tubes afin de mesurer la pureté des ADNsb. 

Finalement , une concentration de 2 ng/ fLL dans un volume de 10 ~L a été 

préparé pour toutes le. séquences obtenues de clonage. Ces échantillons ont été 

envoyés pour le séquençage à l' niversité de Laval (Québec, QC, Canada) pour 

qu 'en suite soi nt analys'e. par le logiciel Sequence scanner ct aligner à l'aide du 

logiciel DIALIGN 2.2. 1 ALGORI THM B iB iSer·v {B ielef eld University B ioinfor­

matics serveT) (Simossis et al., 2005). 

3.2 Caractérisation des aptamères obtenus 

3.2.1 Détermination le l'affini té des aptamère._ et leur constante de dissocia­
tion 

La constante de dissociation (Kd) est une constante d 'équilibre cl la di o­

ciation cl 'un complexe en se composants. Cette constante est largement utili ée 

dans le domaine de chimie, biochimie ainsi qu'en pharmacologie pour me urer la 

tendance d'un objet de se dissocier à l'inverse en éléments fins ou d 'un complexe 

de se séparer en ses mol' cules constit utives tel qu 'il est le cas de sel qu i se di. -

ocient en ions. Dans ce projet , nous 'tudions la for e cl 'affini té des liaisons des 

aptamères sélectionnés à la DXN dans un complex . Cette con tante de dissocia­

t ion est l'inver e de la constante d 'association. La con. tante de dissociation (Kd) 
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peut être exprimée par l'équation non lin ' air suivante : 

Où : 

[R] + [L] ~ [LR] 

[LR] = Bmax x [L] 
Kd+ [L] 

LR : représente la liaison spécifique entre l'aptamère et l'analyte. 

Bmax : c'est le nombre maximal de sites de liai on. 

L : c'est la concentration de ligand libre. 

R : c'est la concentration de récepteurs. 

Kd : c'est la constante de dis ociation à l'équilibre. Sa valeur est la concen­

tration en ligand libre lor que le 50% de. · sites de liaison sont occupé . 

La concentration [LR] pourrait être déterminée expérimentalement par plu­

sieur procédés , dont la spectroscopie d'impédance électrochimique ou la fiuo­

resc nee. Cette dernière est la méthode utilisée dans ce proj et. Les séquences 

d 'ADN b ont amplifiées par PCR en ut ilisant les mêmes conditions de protocole 

de SELEX et les mêmes amorce ·. Le. simples brins d 'ADN sont ensuite dénatur 's 

par PAGE et électrophorèse afin d 'être quantifiés par le spectrophotomètre. 

De concentrations comprises entre 50 nM t 500 nM des différent aptamères 

ont été prétraitées et incubé s avec 20 f.I,L d perles DXN dans le tampon BB 

pendant deux heures à température ambiante. Les mélanges sont lavés avec le 

tampon BB et ensuite élués pour séparer les bons aptamères des analytes (DXN) et 

à la fin quant ifiés en utilisant le fiuorimètr . Un ·ourbe de saturation a été obtenue 

pour chaque séquence, et les val urs de K d ont été respectivement calculées en 

utilisant la régression non linéaire. 
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3.2.2 Étude de la réactivité croisée par F luorescence 

A) Dexaméthasone epharose 68 
0 

s~o 
' "

110 11 1 

.. .. ,, ,,,,, 0 11 

0 

8 ) orcthi stcrone Sepharose 68 

1c 0 11 7 11 

... •''~Avo 

() 

) · stradiol Sepharose 68 

110 

D) Progestérone DADPA-Agaro c 
() 

F igure 3.4: Différentes tru ·ture de. · analytes utili és pour déterminer la 

réact ivité croi ·ée de aptamères . 

La réactiYi té roi ée a pour bu t la détermination de la spécificité des aptamères 

à la DX T. Cette technique fait référence à la capacité d 'un aptamère à réagir avec 
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plusieur analyte ou hormones dont la structure chimique est similaire à la DXN. 

Parmi ces hormones, la progestérone (P4), la nor 'thistérone (NET) t l'e tradiol 

(E2) ont été utilisées dans cette étude comme analogues à la DXN (figure 3.4) . 

Après l'amplification de. aptamère par P CR, une concentration de 150 n 1[ ou 

15 pmole de ces aptamerès a été incubée avec 20 pL d perles de P4 qui ont un 

apacité de charge de 4,4 nmol/mL et 5 pL de billes de NET , E2 et DXN qui ont 

une capacité de charge de ligands de 6 à 14 pmol/ mL. Le pourc ntage d liai. on 

d chaque hormone avec les aptamères a été déterminé en mesurant à chaque fois 

la concentration d l élution à l'aide de fluoro pectrom 'tre NanoDrop 3300 . 

3.2 .3 Étude du changement conformationnel des aptamères avant et après la 
liaison à la DXN 

Le changement conformationn l est mesuré par le dichroï. me circulaire (CD), 

qui est une technique spectroscopiqu . C tte t chnique est basée sur la capacité 

d 'une molécule chirale en solu tion (ou placée dans un environnement asymétrique) 

d 'absorber différemment et selon sa t ructure un fai ceau lumineux polarisé cir­

culairem nt à droite et un faisc au lumineux polarisé circulairement à gauche à 

travers un milieu optiquernent actif (Middaugh et al., 1998). En ff t , le spectr 

obtenu, au.'si nommé spectre dichroïque, orrespond à la différence d 'ab orbance 

entre ces d ux type de lumière (6 c =cG-cD ), en fonction de la longueur d 'ond 

de la radiation . L'expression 6 c est aussi appelé absorp tion dichroïque. 

Ce spectre dichroïque est approprié pour juger l'état de repliement et la stabili té 

de la structur des aptamères face aux changements environnementaux. Dan c 

cas, le dichroïsme circulaire va servir à déterminer le chang ment de conformation 

des aptamères avant et après la liaison à l'analyte DX (figure 3.5) . 

-------------------------- - -
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(A) 

(B) 

Figure 3.5 : Changement de conformation d 'un aptamère avant la liaison avec 

l'analyte (A) et après la liaison (B) (Bishop et al. , 2007). 

Dans un premier temps, des solutions de 3 f.d\II dans 2 mL de chaque aptamère 

(DEX 01 , DEX 03 , DEX 04 , DEX 05, DEX 06 et DEX 10) ont été préparées avec 

le tampon BB, et une solu tion de DXN de 1 ,ug/ mL a été aussi préparée. u ne 

solut10n d ·un volume de :LmL (1 :1 ) contenant 0 ,ulVl de chaque aptamères et ::! ,0 

~LL de DXN avec une concentration de 1 ,ug/ mL a été incubée pendant 90 minutes 

afin de mesurer la conformation après la liaison. Toutes les mesures de CD ont 

été efFectuées dans une longueur d 'onde de 200 à 320 nm et analysées à l'aide de 

l'instrument Jasco-815 CD spectropolarimètre. 
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3.3 Application électrochimique de l'aptamère sélectionné à la DXN 

3.3 .1 Préparation des électrodes t immobilisation des aptamères 

Dans un premier temps, les él ctrodes de l'or (Au) de diamètr de 2 mm ont été 

nettoyées avec 1, 0,3 et 0,05 ~tm de suspension d 'alumine granulométrique (Al 20 3 ) 

afin de bien nettoyer les électrodes (Au). Ces dernières ont été ensui te lavée · et 

oniquées pendant 2 minu tes dan de l 'eau ultrapure. Les électrodes ( u) ont 

'té par la suite immergées dan une solution piranha (con. titué de 3 :1 H 2S04 

concent ré et 30% H20 2 ) pendant 1 minu te (pour éviter la gravure et l 'oxydation de 

l'or (Fischer et al. , 2009)), pui lavé s encore une autre fois avec cl l'eau ultrapure 

et soniquées pendant 2 minu tes dans l'éthanol (100%) . Ensui te, les électrodes (Au) 

ont été nettoyées par voie électrochimique à t ravers la voltamétrie ·yclique (CV) 

en utilisant une olution d 'acide ulfurique (H2S04 ) à raison de 0,5 M. La CV est 

réalisée en appliquant un potentiel entre 0 à 1,6 V et 15 balayages complets à une 

vi tes. e de 100 mV / s jusqu 'à l'obtent ion d 'un voltammograme stable. Ensuite, les 

électrodes ont été lavée encore une fois avec de l'eau ul trapure et echée avec l'air 

ou l'azote. Juste a1 rès , Les électrodes (Au) ont été incubées dans une solution de 

1 MM de DEX 04 modifié avec un thiol (HO-C6-S-S-C6-DEX 04) dan le tampon 

BB pendant 24 heures à 25°C. Le bu t est de procéder à une immobilisation des 

aptamères sur la surface de l'électrode propre par auto-assemblage (SA ) . 

Subséquemment, les électrodes ont subi un lavage avec le t ampon BB afin 

cl 'éliminer les aptamères non liés , et nsuite immergées dans 1 MlVI 6-mercapto-1-

hexanol (MCH) dans 10 mM PBS (pH 7,4) pendant 30 minu te afin de bloqu r 

d 'une part les surface d 'électrodes non couvertes et d 'autre part réduire la den­

. ité des couches d 'aptamères par déplacement des aptamères non pécifiquement 

adsorbés. 
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Figure 3.6: Mécanisme de la plateforme électrochimique pour la biodétection de 

la DXN. 

À la fin , Les électrodes modifiées ont été lavée · à fond avec lu tampon BB et 

une solution de NaCl (1 1) afin d 'être immédiatement utilisées pour la détection 

d la DXN 1 ar d m sure électrochimique (CV ct SIE). Pour des utilisations 

ul térieures , les électrodes modifiP.e. ont P.tr maintenue dans le tampon BB à 4 °C. 

3.3 .2 Incubation de la DXN 

Pour effectuer la détection de la DXN, les électrodes " u 11 modifiées avec HO­

C6-S-S-C6-DEX 04 sont incubées à différentes concentrations de DX dans un 

tampon BB allant de 0 nM à 400 nM pendant 100 à 120 minutes. Ensuite Les 

électrodes ont été bien lavées avec le tampon BB pour retirer la DXN libre non liée 

afin de soumettre des mesures relative de CV t SIE. Une courbe d 'étalonnage a 

été obtenu n traçant le pourcentag de Yariation de la résistance de transfert de 

charge en fon ction de la concentration de DXN. La figure 3.6 montre un schéma 

illustratif de toutes le étapes de fabri ·ation d 'un aptacapteur. 
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3.3.3 Optimisation du temps d'incubation de DEX04 et DXN 

La performance de l'aptacapteur pourrait être affectée par l temps d'incuba­

tion de l aptamère avec l'analyte . Dans le but d 'apporter un éclairage sur l'in­

fluence du temps d 'incubation ·ur l'affini té de l'aptamère DEX 04 et d 'optimi. er 

les condi tions de liaison, nous avons incubé les électrodes modifiées à HO-C6-S-S­

C6-DEX 04 avec 50 nl\11 de DXN pendant différentes durées allant de 10 minu tes 

jusqu'à 200 minu tes. Les complexes obtenus ont été ensuite analysés par les deux 

technique électrochimiques CV et EIS. 

3.3 .4 Instrumentation et mesures électrochimiques 

Les technique · ' l ctrochimiques utilisées (SIE et CV) ont été effectuées à tem­

pérature ambiante en utilisant un configuration à t rois électrode. : ne électrode 

de platine comme une électrode auxiliaire, une électrode Ag/ AgCl qui sert comme 

un électrode de référence et finalement une électrode d 'or (Au) de 2 mm de dia­

mètre comme électrode de t ravail. Toutes les expériences ont été effectuées dans 

une cellule en verre de 5 mL n utilisant les instruments PGS TA T 302N Autolab 

potentiostat j galvanostat (EcoChemie, The Netherlands) et SP-300 potentiostat 

( Bio-Logie Science InstTument, Fm nee ) . 

Pour les expériences d CV, une vitesse de balayage de 100 mV / sa été utilisée. 

Les résultat SIE sont enregistrés sur une plage de fréquences comprise entre 

100 kHz et 50 mHz en ut ilisant une tension alternative avec une ampli tude de 

10 mV, superposée à un potentiel en courant continu de 0,21 V (par rapport à 

l'él ctrod d référence Ag/ AgCI) . Les données d 'impédance sont représentées par 

de parcelles de Nyquist , qui sont ajustées en utilisant les logiciel A UT OLAB , 

Nova 1,9 et EC-Lab. Toutes les mesures ont été effectuées dans du tampon PBS 

10 ml\11 , pH 7,4 en pr ' enc d F rricyanure JFe(C )6]4-/3- comme couple redox. 
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3.4 Conclusion 

Dans ce chapit re, nous avons présenté l'approche ut ilisée pour développer notre 

aptamère afin de l'intégrer par la sui te dans une plateforme électrochimique dons 

le but de détecter la DXN dans l'eau. Notre approche proposée est fondée sur 

t rois étapes essentielles dont la sélection des aptamères par la technique SELEX, 

leur caractérisation et fin alement l'application électrochimique pour la détermina­

t ion de la limite de détection de l'aptacapteur , ainsi le potentiel d 'emploi de cet 

aptacapteur pour des analyses environnementales. 



CHAPITRE IV 

RÉSULTATS ET DISCUSSION 

Ce chapitre est consacré à l'analys et à l'évaluation des résul tats obtenus pour 

l'aptacapteur développé. Dan un premier temps , nous commenc rans par la pré­

. entation des résultats du SELEX, elu clonage et du séquençage le. aptamères 

électionnés. Par la suite, nou déterminerons leur affinité et leur spécificité. En­

fin , nous étudierons le changement d leur conformation avant et après la liaison 

à la DXN dans le but de chai ir le bon aptamère pour l 'application électrochi­

mique. Pour terminer c chapit re, nous déterminerons la limite de détection de 

l'aptacapteur développé et l'optimisation du temp d 'incubation . Nous vérifierons 

également sa spécificité par rapport aux autres analogue et nou effectuerons 

de même des tests sur différents échantillons d 'eau afin de valider l'utilisation et 

l'emploi de cet aptacapteur dans des analyses environnementale· réelle ·. 

4. 1 Sélection des aptamères 

4. 1.1 Sélection in vitr·o des aptamères par SELEX 

Afin de réaliser les cycles de SELEX pour des petites molécules , il faut que 

l'analyte soit immobilisé sur un support solide. Dans ce projet , nous avons utilisé 

les molécules de DXN couplées à cl perles de sépharose (3.2). L'immobilisation 

e t faite d 'une manière simple afin de garder tou les groupes fonctionnels de la 
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molécule de DXN disponibles pour toutes possibilités de liaison avec les aptamères. 

La sélection des aptamères a été réalisée à traver 19 cycles de sélection in vitro 

et deux cycles de sélection négative. Les cycles ont été ef!:"ectués selon le processus 

illustré dans la figure 3.1. Dans le premier cycle, une grande bibliothèque aléatoire 

d 'aptamères comprenant 1,08 x 10 15 séquences aléatoires a été incubée avec 50 {tL 

de perle DXN. Par la suite, les séquences liées et celles non liées ont été séparées 

par lavage avec le tampon de liaison. Chaque cycle de sélection a été contrôlé en 

suivant le pourcentage des aptamères liés à l'analyte par rapport à la concentration 

init iale des aptamères avant la liai ·on quantifiée auparavant 1 ar flu orescence. 

Comme le montre la figur 4.1 , un t rès faible pourcentage de rendement a été 

obtenu pendant les premiers cycles. Cela a pu être causé par la qualité des analytes 

utilisés ou par le pour ·entage plus faible d s aptamères liés spécifiquement aux 

analyte . Un bon pour ·entage de récupération d'ADNsb a été observé dans le 

septi 'me cycle dû à l'enrichis ement de l'ADNsb lié à la DX à ce stade. On a 

supposé que ce taux de récupération élevé a été attribué à la sélection négative 

ef!:"ectuée avant le sixième cycle avec les perles de sépharos vierges. Cette sélection 

a aussi permis d 'éliminer les séquences liées non spécifiquement à la DXN. 

Une deuxième sélection négative a été effectuée avant le dixième cycle. Un blo­

cage des perles et une diminution significative de la récupération ont été par la 

suite observées. Une grande par tie d'AD sb a été retenue ur les perles vierges, 

tandis qu 'un faibl pourcentage d 'ADNsb a été jugé spécifique à l'analyte DXN. 

Cette étape nous a confirmé le rôle crucial de la sélection négative dans l'élimi­

nation des séquenc s qui se lient aux perles de sépharose. On a ob ·ervé après une 

augmentation progressive de l'ADNsb récupéré dans le 11 ème et 12 ème cycles. 
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Une diminution significative dans le 13 ' me cycle est traduite par la diminution de 

la quantité des analytes DXI ut ilisé· . Cette diminution p rmet cl bien ' lection­

ner les aptamères hautement spécifiques à la DX . Cependant , une augmentation 

remarquable du pourcentage de récupération de l'ADN a été observée à nouveau 

dans les cycles qui suivent jusqu'à l' btention d 'un plateau et l'enrichissement 

de notre bibliothèque. Cette augmentation démontre la spécificité de cette faible 

proportion d 'ADNsb à la DXJ . 
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Figure 4. 1: Enrichissement cl s aptamères spécifiques à la DXN par SELEX. 
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Au 19 ème cycle de SELEX, nou avons constaté que le pourcentage de récu­

pération d 'ADNsb est prat iquement . table. Ainsi , nous avons arrêté le processus 

de selection et les séquences d 'ADl sb obt nues ont été clonées et ·équencée. pui 

identifiées , alignées , et regroupées en catégories selon les groupements et le motif 

en commun qu 'elles contiennent. 

4.1. 2 Clonage et séquençage 

Les aptamères du demi ~r cycle de SELEX ont été amplifiés avec des amorces 

inconnue et clonés en utilisant le vecteur pCR2.1-TOPO et suivant le protocol 

TOPO TA. Deux catégories de colonie. ont été trouvées : bleue ct blanche (figure 

3.3). Dix ·olonies blanches ont été obtenues , ces dernières qui ont des bactéries 

avec une eule séquence insérée dan. leur plasmide, ont été récupérées et cult ivée · 

directement dan le liquide LB à 37°C sous agitation douce pendant une nui t . 

Ensuite , une aliquote a été prélevée d chaque tube afin d 'amplifier la séquence 

insérée dans la région du plasmide par PCR Les fragments d 'ADN résultants ont 

été confirmés par une électrophorèse sur gel d 'agarose à un niveau de 300 paires de 

bases (300 pb). Tous les clone. ont été séquencés et alignés afin d '~ tre regroupés 

selon leur similitudes. 

Les · ' quences ou le aptamères obtenu ont 't' pré traitées en utili ·ant le logiciel 

S quence scanner, puis regroupé en fonction de leurs similitudes , grâc au logiciel 

DI ALI GN2.2.l ALGORIT H !VI BiBiServ. Parmi les dix colonies , seulement . ix 

s' quences ont été identifiées et regroupées en trois grands groupes. Le tableau 

4.1 pr'sente la compo ition des séqu ne s et les groupes de même similari té. Les 

équences ont été nommées respectivement DEX 01 , DEX 03 DEX 04, DEX 05, 

DEX 06 , DEX 10. Elles ne pré entent pas de grandes parties de r emblance , 

seulement dans quelques régions ou le nucléotides sont similaires. Cependant , elles 
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sont toutes composées de 60 nucléotides sauf la séquence DEX 04 qui contient 59 

nucléotides. 

Tableau 4. 1: Les séquences d ' aptamère sélectionnées contre la DXN. 

Catégories Nom Séquences 

ACACCCCACGTAGTGTCACAGCACGCTTATAGTAA 
DEX 01 

A GTGAAGTGACGGGTTGCTGATGTG 

ACGCGTAGGGATGTGTAAGGTCTGTACACCTCGGT 
DEX 03 

TTACTCTATGCTTCGCATATTGTCG 

ACACGACGAGGGACGAGGAGTACTTGCCAACGAT 
DEX 04 

B AACGTCGTTGGATCTGTCTGTGCCC 

GGACAGCTGGCCGCGAAGCGAGACACGTATAAGG 
DEX 10 

TACTATACGGCTGGCATATGTATCTG 

ACAGGCTTGGATTAGTGTATCCAACTAGTATCGTGT 
DEX 05 

c ATACTAGGCCCTTGCTACCCTGTG 

ACACACGAAACACAAGCAGTGAGACTGCCTACGT 
DEX 06 

CCGTAGTTGTGTTGAGTTTGCTCTCC 

4. 1.3 Structure secondaire de. séquences qui ont montré une bonne affinité à 
la DX 

Afin d 'étudier les aptamères issus de la technique SELEX, il est nécessaire 

de connaître leur structure secondaire, pour bien contrôler leurs propriétés. La 

structure secondaire nous renseigne toujours sur l'enchainement et la classification 

des bases. Cet ensemble d 'appar:iements induit des courbures importantes dans la 

molécule qui permettent la formation d 'une topologie particulière, constit uée de 

région en hélice (tiges) et de régions non-appariées (boucles) , permettant la liaison 

avec la DXN. 
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La figure 4.2 illustre les structures secondaires des six séquences obtenues. On 

remarque également qu 'il y a une similarité dans la forme des séquences DEX 03, 

DEX 04 et DEX 10 par rapport aux autres vu qu 'elles contiennent une boucle 

interne ou multiple, des t iges et de. boucles terminales situées à l'extrémité des 

tiges. On observe aussi les régions ou les nucléotides sont semblables clans chaque 

catégorie. Ces six séquences ont été par la suite caractérisées en déterminant leur 

affin ité et spécificité par flu orescence et leur changement conformationnel par CD. 

' (A) DlôX 01 

Figur 4.2: Représentation schématique des structures ·econdaires des six 

aptamères sélectionnés contre la DXN. 



61 

4.2 Caractérisation des aptamères obtenus 

4.2.1 D 'termination de la constante de dissociation kd et l'affinité des a.pta­
mères par flu orescence 

Après le équença.ge et l'identification des séquences, la. ca.ractéri. a.tion con t i­

tue une étape aussi importante afin d 'en choisir le meilleur aptamèr . Déterminer 

la. constante de dissociation nous permet de ela. er aussi les apta.mères ·elon leur 

affinité. En premier , les perles de DXN ont 'té incubées avec différentes concen-

tra.tions d 'apta.mères DEX 01 , DEX 03 , DEX 04, DEX 10, DEX 05, DEX 06 allant 

de 50 nM à 500 nM. Les résultats obtenu sont repré ·entés dans la figure 4.3 et 1 

tableau 4.2. Les courbe de aturation ainsi que les valeur de K d ont été traitée 

et détermin ' es par le logiciel GTaphpadPri ·rn5. 

Dissociation constants (Kd) 

200 
DEX OI 

DEX 03 
::::J._ -- 150 
.2 DEX 04 
0::: .._.... -- DEX 05 x 
w 100 
0 DEX 06 

1 

~ z DEX 10 
0 
en 50 en 

0~----------.-----------.-----------. 

0 200 400 600 
Concentration [nM] 

Figure 4.3: Détermination de la constante d 'affini té K d de la liaison des 

aptamères avec la. DXN par fluorescence. 
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Tableau 4.2: Valeurs de la constante de dissociation K d des ·ix séquence· . 

Séquence Kd (n II) Bmax (RFU) 

DEX 01 15,71 ± 7,88 62,22 ± 3,71 

DEX 03 72,83 ± 26 ,82 50,36 ± 5,79 

DEX 04 18,3- ± 4,54 160,5 ± 5,19 

DEX 05 ambiguë ambiguë 

DEX 06 ambigu·· ambiguë 

DEX 10 715 ± 383. 421 ± 154,5 

Les séquence DEX 01 , DEX 04 et DEX 03 ont montré une grande affini t' 

avec une faible valeur de J{ d (15, 71 nM , 18,35 nM ct 72,83 nl\II) resp ctivcment. 

Cependant , les valeurs ambiguës des équ ence · DEX 05 et DEX 06 repré entent 

une liai on non .'pécifique le ces dernière à l anal:vte. Ceci indique une liai on 

avec les perle d épharo .. La. équence DEX 10 a une valeur de Kd 1 715 ni\I , 

qui est plu élevée comparatiY men aux autres équence . 

Les séquence qu i ont montré une affini té élevée contre la DXN ont ét' utilisé -s 

afin de déterminer leur pé ·ificité et leur changement conformationn el avant et 

après la liaison à la DXN. Le but était d 'identifi er la séquenc la plus appropriée 

pour la DXN. 

4.2.2 Détermination de la spécifi ·i té et de la réa t ivité croisée de aptamères 

Un aptamère ayant une bonne affinité nver la DX T ne signifie pas qu 'il est 

spécifique à celle-ci. En effet il peut aYoir une réactivi té croi ée avec d 'au tr · an a­

lytes analogue . Pour étudier la . pécificité des aptamères, une série d 'exp' rien · 

ont été réalisées en incubant les séquence DEX 01 , DEX 03, DEX 04 et DEX 
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10 avec la DXN, la progestérone (P4) , la noréthistérone (NET) et l'estradiol (E2) 

qui sont des analytes analogue à la DXN. Les séquences DEX 05 et DEX 06 ont 

été exclues vu qu 'elles présentent une liaison non spécifique à la DXN. 
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Figure 4.4: Étude de la réactivité croisée des séquence DEX 01 , DEX 03 , DEX 

04 et DEX 10 par flu orescence. 

L'expérience a confirmé que l 'aptamère DEX01 , malgré qu 'il a une bonn af­

finité envers la DX , n 'est pas spécifique à cet analyte. La figure 4.4 (A) montre 

que le pourcentage de liaison aux autres analogues est supérieur au pourcentage 

de liai on à la DXN. De mArne, l'aptamère DEX 10 montre une sp' cificité à la P4 

au lieu de la DXN (figure 4.4 (D)). 
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La séquence DEX04 prés nte une bonn spécificité à la DXN avec un pour­

centag de liaison de 1210 qui est supérieur par rapport aux pourc ntages des 

autres hormones. Cela peut être expliqué par les différents groupement fon ction­

nels similaires entre les différent s honnon s mais aussi par la capacité de charge 

des ligands de chaque hormone. En revanche, l'aptamère DEX 03 a montré une 

légère spécificité à la DXN avec un pourcentage de liaison qui n 'est pas trop élevé 

comparativement à l'aptamère DEX 04 (figure 4.4). On conclu t que le test de 

pécificité nous a montré que ·eulement les aptamères DEX 03 et DEX 04 ont une 

bonne affinité et spécificité à la DX i par rapport aux autres hormones analogue, 

utilisées dans cctt étude. 

4.2.3 Changement conformationn 1 des aptamères avant et après la liaison 

Les aptamère sont d s macromolécules souvent fl exibles. Leur structure 3D 

peut changer de conformation suite à la modification de plusieurs paramètr -s, 

comme la température , le pH, la tension, la concent ration en ions ct la liai. on 

d 'un ligand . Parce que notr obj ectif était d 'appliquer l'un des aptamère · sé­

lectionnés dans une plat -forme de détection sans étiquette il 'tait impor tant 

d 'étudier le changement conformationn l de tous les aptamèr obtenu avant et 

après la liaison à la DXN avec la pectroscopie de dichroï me circulaire. 

La figure 4.5 montre d ux. pe tres de CD pour chaque aptamèrcs. Un pcctre 

avant la liaison et l'autre aprè la liaison avec la DXN. Tous les spectres sont com­

posés de deux pics , dont un uégatif et un posit if. On remarque pour les équences 

DEX 01 , DEX 03, DEX 05, DEX 06 t DEX 10 qu 'il y a eu un changement lég r 

avant et après la liaison. En revanche, pour les séquences DEX 05 et DEX 06 un 

changement non significatif a été obs rvé , ce qui peut confirmer la non spécificité 

et la faible affinité de ces d ux aptamère · à l'analyte DX r. Le spectre d la sé-
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quence DEX 04 par contre présente à son tour un changement remarquable après 

la liai on à la DXN. 

25 - DEX01+BB {A) 20 - DEX03+BB {B) 

- DEX01+DXN - DEX03+DXN 
20 15 
15 

10 
10 

~ ~ 
~ 5 
fil' 
]_ o 

0 0 

-5 -5 

-10 -10 
-15 

-15 
200 220 240 260 280 300 320 200 220 240 260 280 300 320 

Wavlength Î. (nm) Wavlength À. {nm) 

30 - DEX04+BB {C) 20 - DEX 10+BB {D) 

- DEX04+DXN - DEX10+DXN 
15 

20 
10 

10 5 

"§' o ~ ~ .]. Cl:> 
0 -10 -10 

-15 
-20 -20 

200 220 240 260 280 300 320 200 220 240 260 280 300 320 
Wavlength ), (nm) Wavlength ), (nm) 

15 
- DEX05+BB {E) 

40 - DEX06+BB {F) 
- DEX05+DXN - DEX06+DXN 

10 
30 

20 
5 

l o 
,10 

<D o;- o 
-5 -10 

-10 -20 

200 220 240 260 280 300 320 200 220 240 260 280 300 320 

Wavlength À. (nm) Wavlength ), (nm) 

Figure 4.5: Spectres de dichroï me circulaire de DEX 01 (A) , DEX 03 (B) , DEX 

04 (C) , DEX 10 (D) , DEX 05 (E) et DEX 06 (F) avant et après liaison à la DX T. 
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Le spectre de CD de l'aptamère DEX 04 libre a montré un pic positif à 271 

nm et un pic négatif à 244,5 nm, qui est une caractéristique de type (3 duplex 

(Peter. en et al., 2002) . Suite à la liaison et la biore ·onnais."ance de l'aptamère 

DEX04 à la DXN, une diminution ignificative et un petit passage de l'ellipticité à 

271 et 245 ,5 nm a été observé. Ceci ind ique le pliage de l'aptamère dans différentes 

conformations suite à son contact à la molécule de DXN, qui contient des atomes 

chiraux et pourrai nt dévier la lumière polari ée circulairement . 

4.3 Application électrochimique de l'aptamère développé pour la biodétection 
de la DXN 

Pour l'aptacapteur de DX ·, la séquence DEX 04 (HO-C6-S-S-C6-5'-ACA CGA 

CGA GGG ACG AGG AGT ACT TGC CAA CG T A CGT CGT TGG ATC 

TGT CTG TGC CC-3 '), a été choisie pour la conception d 'un aptacapteur ans 

étiquette basé sur la spectroscopie d 'impédance éle ·tro ·himique comme mode de 

détection. Ceci est en rai on de sa grande affini té et sp- cificité, ain i a montré un 

changement de conformation important dans le CD. 

Tout d 'abord, l'aptacapteur a été fabriqué par l'immobilisation de l'aptamère 

modifié avec un thiol sur une ."urface d 'or par l'ad ·orption chimique. Puis, nous 

avons utili é le m rcaptohéxanol (MCH) afin de minimiser l'adsorption non spé­

cifique d s aptamère ur l'électrode d 'or , et ce en d 'plaçant les aptamères de la 

urfac (Au) afin de garder seulement les aptamères qui ont ét' liés par liaison 

covalente à l'intermédiaire de ses groupements thiol .Cet te conformation permet 

de renforcer la formation de la structure secondaire de l'aptamèr afin de facili t r 

le phénomène de bioreconnaissance de son ligand. Pour connaître les condit ions 

préliminaire de la détection, les aptamères (HO-C6-S-S-C6-DEX 04) immobili és 

sur les électrodes d'or ont été incubés avec 50 nM et 100 nM de DXN en pre­

mier temps pendant 100 min. Après rinçage avec le tampon BB (pour retirer la 
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DXN non ·p 'cifiquement lié), les électrodes ont soumis directement des mesures 

d 'impédanc . 

Dans le but de clarifier les propriétés électrochimiques el u l'aptacapteur r' sul­

tant le processus de fabrication de cet aptacapteur après chaqu étape de modi­

fication est étudié par CV et EIS. Comme le montre la Figure 4.6 les caractéris­

tiques cl s pics cl 'oxydoréduction de ferricyanure obtenu avec cl . éle t rodes cl 'or 

(Au) non traitées sont diminuées progressivement après l'exposition au IICH, à 

l'aptamère (HO-C6-S-S-C6-DEX 04) et à l'aptamère aprè la liaison avec la DXN. 

Pour l'él ctrocle (Au) non fon ·tionnalisée (nue), un voltamogramme quasiréver­

sible caractérist ique elu couple cl 'oxydoréduct ion elu cyan ur ferrique est obtenu 

avec un pic de séparation de 6Ep de 120 mV. Ce dernier est repré. enté sur la 

figure 4. 6 (la courbe noire) . 

Après la modification par MCH, la réaction électrochimique e. t bloquée à l'élec­

trode (Au), ce qui a engendré une augmentation de la séparation des 1 ics et une 

diminu tion considérable du courant de -rête (la ·ourbe rouge). Lorsque l'électrode 

(Au) a 't' incubée dans 1p,M de (HO-C6-S-S-C6-DEX 04) et suivie d 'une couche 

de blocage de MCH (courbe bleue), l'inhibition du t ransfert d 'électron du couple 

d 'oxydoréduction augmente. Cela pourrait être dû à la génération d 'une interface 

chargée négativement cl l'o satur de phosphate de l'ADN qui repousse les anions 

[Fe(C 1) 6]4-/3- t retarde la cinétique interfaciale elu couple d 'oxydoréduction à 

l'interface de l'électrode (Au). En outre , le pic de courant refl ète une diminution 

addit ionnelle du taux de transfert d 'électrons après le rajout de 100 nM de DXN 

(courbe verte) , ce qui confirme le succès de la liaison de la DXN à la surface cl 

1' aptacapteur. 
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l'électrode. En outre, le circuit comprend la résistance de la solut ion entre les 

électrodes de travail et de référence Rs, l'impédance Warburg ZW qui résulte 

de la diffusion des ions à l'interface de la masse de l'électrolyte et l'élément de 

phase constante QDL (variante de la capacité double couche, Cdl) , qui . e rapporte 

directement à la rugosité de la surface de l'électrode. 
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Figure 4. 7: Parcelles de Nyquist pour les mesures d 'EIS en utilisant les même 

paramètres que dans la CV. 

Tel que demontré par la figure 4.7, les résultats de la spectroscopie d 'impé­

dance obtenus confirment les résultat · précédents obtenus par CV. Un tran. fert 

d'électrons rapide et une diffusion des processus de limitation ont été enregistrés 

sur l'électrode non fonctionnalisée, ce qui est traduit par un faible diamètre de 

demicercle (courbe noire) . Par la suite, la réaction électrochimique a été bloquée 
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à l'électrode (Au) après a modification avec le MCH. Ce blocage est t raduit par 

une augmentation de la résistance de transfert de charge (Ret) · Après l'immobilisa­

tion de l'aptamère suivie de blocage MCH, la résistance de transfert de charge du 

couple redox à l'électrode d'or serr ' e a augmenté. Ceci est provoqué par l'assem­

blage d 'un disulfure chargé négativement sur la surface de l'électrode (Au). Une 

nouvelle augmentation significative de Ret (7810 D) a été remarquée après l 'ajout 

de 50 nM de DXN. Ceci peut provenir du changement de la conformation de 

l'aptamère sui te à . a liaison av c la DX r, ce qui à son tour réduit l'accessibi­

lité du couple redox à la surface de l'électrode. Lorsque nous avons augmenté la 

concentration de DXN à 100 nM , nous avons observé une légère augmentation 

upplémentaire de Ret. Les résul tats des deux techniques CV et SIE , confirment 

qu l'in terface de détection est réalisée avec succès. 
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Figure 4.8: Courbe d 'étalonnage correspondant à (Ret - Ra )/ Ra%. par rapport à 

la concentration de DXN ( n 11). 
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L'aptacapteur a été ut ili. é pour enregistrer les réponses impédimétrique pour 

diverses concent rations de DX dans des condi t ions optimales . En augmentant la 

concent ration de DXN, l'aptacapteur enregistre une augmentation de la résistance 

interfaciale de transfert d 'électrons, Ret. Ainsi, le paramètre Ret a été utilis ' 

comme signal de lecture afin de quant ifier 1 taux cl s analytes r connus sur la 

surface de l'aptacapteur , tel qu 'illustré par la figur 4.8. 
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Figure 4.9 : Courbe de calibra tion pour déterminer la limite de détection d 

l'aptacapteur envers la DXN. 

La figure 4.9 montre la courbe de calibration obtenue avec la méthode de 

régression linéaire. ne bonne corrélation linéaire (R= 0,99) existe ent re la valeur 

de réponse du capteur [Rei- Ra] / Ra% et la concent ration de DXN sur une plage de 

2,5 nM à 100 nM. Les points de la courbe d étalonnage représentent un moyenne 
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de trois me ures indépendantes avec un écart-type relatif de 0,97o/c à 9,4%, ce 

qui est représenté sous forme de barres d 'erreur sur la courbe. La barre d'erreur 

e t le RSD de la moyenne de ces troi mesures. Selon la recommandation IUPAC 

de 1994 (Buck et Lindner, 1994) , nou. avons estimé que la limite de détection 

(LOD) de notr aptacapteur pour la DXN est de 2,17 nM ce qui est équivalent 

à 0,85 ng/ mL. Notons que cette concentration est acceptable puisque elle est 

inférieure à la concentration minimale qui peut causer des cHets néfa te. ur les 

organi. mes vivant soit de 50 ~tg/L (LaLone et al., 2012). Comparativement aux 

limites obtenues avec les autres techniques, telle que celle de l'immunocapteur 

photoélectrochimique basé sur la stratégi concurrentielle qui a été estimée à 2 

pg/ mL dans des échantillons de lait (Wang et al. , 2015) et celle obtenue avec le 

closag CAL X qui est de l'ordr de 0,39 à 1,3 ng/ L cl ans les eaux de surface et 

de 11 à 243 ng/ L dans les efflu ents municipaux. Cependant ces deux méthodes 

son généralement cou teu es et réalisée in vivo ce qui implique la née ·ité des 

animaux pour leur réalisation. En effet , le do age CALUX, non seulement il utilise 

des gênes et de cellule. animales, mai aussi des techniqu cinématographiques 

rif' référf'nCf' pom la confirmation et. le eontrôle de qualité. Bi n que la limite 

cl cl et ction de notre approche soit un peu élevée par rapport aux techniques 

précédentes , elle reste touj our compétitive en raison de la simplicité, la rapidité, 

le faible coût qu 'offre notre aptacapteur. Notons aussi que l'aptacapteur développé 

est écologique car il ne représent aucun danger sur l' nvironnement et les êtr s 

vivants. 

4.4 Optimisation de temp d 'incubation sur l'aptacapteur 

Les performances de l'aptacapteur pourraient être affect' e par le temp d 'in­

cubation de l'aptamère DEX 04 avec l'analyte DX T. La figure 4. 10 mont re les 

réponses de l'aptacapteur avec -o nM de DXN à différents temps d 'incubation 

allant de 10 à 240 minu tes . 
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Figure 4.10: Effet de temps d 'incubation de DXN . ur la réponse de l'aptacapteur 

envers 50 nl\II DXN dans 10 mM IFe(CN) 6]4- / 3- , 10 mM PBS (pH 7,4). 

La réponse de l'aptacapteur [(Ro - R)/ Ro Yc ], qui repré ente la variation en 

pourcentage dans le Ret avant R0 et aprè · la liaison à la DXN à divers temp. (Rt), 

a été utilisée pour évaluer la r'pons de l'aptacapteur (figure 4.10). Ces dernière 

augmentent progressivement entre 10 et 100 minutes , suivie par un plateau t un 

changement non significatif entre 120 à 240 minutes indiquant la saturation et la 

liaison de tou le aptamères DEX 04 avec la DXN. Par con équ nt , une durée de 

120 min a été utili ée en tant que temps d 'incubation optimal dan.· le. expériences 

qui suivent. 

4. Étude de la spécificité de l'aptacapteur à la DXN 

Pour de application pratiques, il est nécessaire de tester la él ctivité et la 

spécificité de l'aptacapteur contre la DXN en présence d 'autre interférence . Pour 
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ce faire, l'aptacapteur a été testé avec 20 mM de progestérone (P4), 17 ,8-estradiol 

(E2) et de noréthistéron (NET) qui sont des hormones pouvant se présenter dan 

les mêmes échantillons environnementaux et ont une structure chimique similaire 

à la DXN. 

L'histogramme des réponses des capteurs de [(Ro - R)/ R0 "fo] est représenté 

dan la fi gure 4.11. Les changements de la réponse d'impédance de l'aptamère sont 

approximativement les mêmes pour le tampon BB que pour les autres hormones 

(P4, ET et E2). Cependant, ces changements sont largement inférieur au signal 

de LOD. 
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Figure 4.11: La réponse de l'aptacapteur !:;-,. R/ Ro o/c contre le tampon BB, 20 nM 

de DXN, P4, NET, E2 et le mélange des DX r avec les composés interférent . 
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4.6 Analyse des échantillons réels 

Les performance de l'aptacapteur pour l'application de la DXN sur des échan­

t illons réels ont été testées en préparant des concentrations de 0 nM, 50 nM t 

100 nM de DXN dans l'eau du robinet de laboratoire, l 'eau de fontaine potable et 

l'eau ult rapure. L s ré ultat sont résumés dans le tableau 4.3 . 

Tableau 4.3: Pourcentage de récup -ration de DX dans des échantillons d 'eau. 

Échant illons IDX ] (nM) [Ret-ROJ/RO (%) Récupération (%) RSD (%) 

0 7,1 ± 2,3 2,26 
Eau de 

50 46,0 ± 2,5 103,29 6,93 
robinet 

100 73,6 ± 1,6 90 ,68 2,1 9 

0 14,3 ± 4,7 4,67 
Eau 

50 38,3 ± 2,3 81,55 6,45 
potable 

100 77,7 ± 8,2 96,19 11 ,57 

0 10,6 ± 2,4 2,39 
Eau 

50 30,5 ± 3,3 88,03 8,13 
ult rapure 

100 76,5 ± 3,6 94,54 5,05 

De bons pourcentag s de récupération ont été obtenus dans l'échelle de 81,5 à 

103,2o/c indiquant l'interférence non significative des composants de l'eau sur le 

mécanisme de détection de l'aptacapteur. Les écart rela tifs . ont compris ent re 

2,2% t 11 ,5%. Une reprise ace ptable s lon une étude analytiqu dan. les niveaux 

de ng/ mL est de 40-1 20% et celle de RSD est de 30-45o/c (Taverniers et al. , 2004). 

Donc, on peut conclure que les recouvrem nts pour toutes les concentrations de 

DX dans les échantillons étudi' s ont acceptable . Finalement , ces résultats ap­

prouvent l'application réelle et l'u tilisation d l'ap tacapteur imp ' dimétrique dan 

des analyses environnementales. 



76 

4. 7 Conclu. ion 

À part ir des résul tats obtenus, nous avons atteint nos objectifs en termes 

d 'affini té et spécificité qu 'offre l'aptacapteur développe à la DXN. Un set de 10 

aptamères a été isolé après 19 cycles de SELEX contre la DXN. les aptamères 

él ctionné aptamères ont été clonés et seulement six d 'entre eux ont 'té séquencés 

et alignés a fin de subir des tests de caractérisation. Seulement l'aptamère DEX 

04 a mont ré une bonne affinité avec kd = 1 , 35 ± 4, 5 nM et une sp 'cificité élev' e 

à la DXN par rapport aux autres aptamères obtenues . 

Par ailleurs, l'utilisation d 'une plateforme électrochimique et plus précisément 

impédimétrique est également un avantage important , notamment en termes de 

seuil de détection et le temps de réponse le plus court. L'aptacapteur développé a 

une limite de d ' t ction de 0,85 ng/ mL et offre aussi un bon rendement pour des 

applications environnementales. 



CHAPITRE V 

CONCLUSIO r ET PERSPECTIVES 

Les progrès récents dans la nanobiotechnologie dont les biocapteurs et leur 

intégration dans divers disciplines , ont conduit au développement de nouvelles 

plateformes de détection avec des performances très améliorées. Le t ravail présenté 

dans ce rn ' moir représente un autre pas dan cette direction. Étant le principal 

objectif de notre mémoire, le développement d'une nouvelle et première plateforme 

électrochimique basée sur le. aptamère comme éléments de bioreconnaissance 

pour la dexaméthasone représente une alternative avantageuse en raison de sa 

haute sensibili té, sélectivité , et faible coût. 

Dans le cadre de ce proj et, nous avons réussi à sélectionner et caractériser le 

premier aptamère ayant une grande affini té et spécificité à la dexaméthasone, une 

substance largement utilisée de petit poids moléculaire (392,46 Da). Cet apta­

mère a démontré un changement significatif dans a conformation avant et après 

la liaison à l 'analyte comme démontré par la spectroscopie de dichroïsme circu­

laire. Comparativ ment aux autres méthodes de détection , l'aptacapteur proposé 

présente une limite de détection relativement basse de l'ordre de 0,85 ng/ mL t 

un bon rendement de l'ordre de 81 ,5 à 103,2% tel que démontré par l'application 

réalisée sur différents échant illons d 'eau. 
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Dans les perspectives de nos travaux, nous envisageons cl 'effectuer une recherche 

plus approfondie sur la structure de cet aptamère, et ce en étudiant les différentes 

séries de sa structure secondaire. Le but e t de déterminer la partie essentielle pour 

la liaison avec la clexaméthasone et réduire ainsi la taille de la séquence à moins 

de nucléotides . Un autre axe de recherche possible est l'amélioration de la limite 

de detection de l'aptacapteur en utilisant des électrodes à base des matériaux 

ayant une conductivité élevée tels que le graphène ou le carbone afin d 'augmenter 

la sensibili té de la plateforme. De même, nous comptons étudier la po sibili té 

d 'application de l'aptacapteur développé dans des échant illons cliniques comme 

application pour le diagnostic et le , uivi médical. Par ailleurs, l'ut ilisation de cet 

aptacapteur pour le contrôle de la qualité des produits consommables d 'origine 

animale tels que la viande et le laite tune piste importante d'application en raison 

de l'utili ation de la clexaméthasone dans le dopage des animaux. En terminant , 

il convient de noter que la plateforme développée est plus performante que l'offre 

commerciale actuelle en termes de sensibilité, coût ct simplicité cl 'utilisation. 
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