Licence pro 2003-4 : biocapteurs
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1. Définition d’un biocapteur :

2. Citez deux exemples de systémes de reconnaissance moléculaire :

3. Schématisez la réaction mise en jeu avec une enzyme « deshydrogénase » :

4. Citez deux techniques analytiques utilisées dans les capteurs a gaz :

5. Une sonde « lambda » est une sonde & monoxyde de carbone implantée dans les
moteurs automobiles : vrai/ faux

6. Citez trois techniques pour préparer des capteurs 2 base de carbone :
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7. La biotine est une protéine de faible masse moléculaire : vral / faux
8. Un film de nafion est un échangeur de cations : vrai / Taux

9. Les électrodes de carbone sont bien adaptées 2 la formation de monocouches auto-
organisées (SAM’s) : vrai / faux
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10. Donner le schéma de principe du phénoméne de résonance plasmonique de
surface:

11. Les capteurs électrochimiques peuvent fonctionner avec ou sans marqueur :
vrai / faux

12. Les biocapteurs électrochimiques sont principalement ampérométriques:
vrai / faux

13. Schématisez le principe d'un biocapteur enzymatique catalysé par un médiateur de
type ferrocéne :



14. Schéma d'un biocapteur a glucose (sans médiateur):

15. L 'analyse par le BlAcore de la reconnaissance par des anticorps spécifiques
d'épitopes dénommés A, B, C et D d'une protéine, conduit au diagramme suivant (X
= pas de reconnaissance):

A |IB C D
X

X X
X X
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X

Quelle est la structure épitopique correspondante (rayer les mauvaises réponses) 7
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16. Citez deux approches pour détecter un hybride entre une sonde et une cible
(d'ADN) ainsi que deux méthodes analytiques aprés fixation sur surface d'Or:

17. Quelle est la durée de demi-vie du "*C ?

18. Dans ’ADN la base complémentaire de A est C ¢
vrai/ faux

19. Les puces 2 ADN sont des outils d’analyse des mutations (changement de base) qui
peuvent apparaitre sur un brin de cet ADN :
vrai/ faux

20. Schématisez le principe d’un immunodosage enzymatique mis en jeu en TP :
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Questions (15 points) :

1. Définition d’un biocapteur :

9. Citez deux classes de matériaux organiques pour capteurs chimiques:

3. Citez deux techniques analytiques utilisées dans les capteurs agaz

4. Dans un biocapteur a4 oxydase que détecte ~t-on 7:

5. Citez trois techniques pour préparer des capteurs a base de carbone :

6. Les anticorps constituent une classe particuliere de protéines :
vrai / faux
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_La biotine est une protéine de faible masse moléculaire : vrai / faux

3 Les électrodes de carbone sont bien adaptées a la formation de monocouches auto-
organisées (SAM’s) vrai / faux

9. Citez, deux noms de molécules d’auto-assemblage :

10. Les capteurs électrochimiques peuvent fonctionner avec ou sans médiateur :

vrai /faux
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11. Donner le schéma de principe du phénomene de résonance plasmonique de
surface:

12. Schéma du biocapteur & glucose (sans médiateur):

13. Schématisez le principe d'un biocapteur enzymatique catalysé par un médiateur de
type ferrocéne :

14. Les bases qui constituent I’ADN sont immuables quelle que soit ’origine de cet

ADN :
vrai / faux

15. Les puces & ADN sont des outils d’analyse des mutations (changement de base)

qui peuvent apparaitre sur un brin de cet ADN :
vrai/ faux




Exercice (5 points) :

I'analyse par le BIAcore de la reconnaissance par des anticorps spécifiques
d'épitopes dénommes A, B, C, D et E d'une protéine, conduit au diagramme suivant (X
= pas de reconnaissance):

A |B C D E
A X X
B X X X
C X X
D X X X
E X X X

Quelle est la structure épitopique correspondante (rayer les mauvaises réponses) ?

e
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Questions (10 points) :
1. Les anticorps constituent une classe particuliere de protéines :
vrai / faux
2. La biotine est une protéine de faible masse moléculaire :
vrai / faux

3. Citez deux types de matériaux pour capteurs chimiques:

4. Dans un biocapteur a deshydrogénase que détecte —t-on ?:
5. Citez les trois techniques de fonctionnalisation d’un capteur a base de carbone:
6. Les capteurs électrochimiques peuvent fonctionner avec ou sans médiateur :
vrai / faux

7. Schématisez le principe d'un biocapteur enzymatique catalysé par un médiateur de
type ferroceéne :

8. Schématisez un immunocapteur électrochimique :



9. Donnez le schéma de principe du phénomene de résonance plasmonique de surface:

10. Schématisez le principe de la détection d’un fragment d’ADN utilisant une sonde
de capture et une sonde de révélation marquée :

Exercice 1 (5 points) :

L'analyse par le BIAcore de la reconnaissance par des anticorps spécifiques
d'épitopes dénommés A, B, C, D, E et F d'une protéine, conduit au diagramme suivant
(X = pas de reconnaissance):

A B C D E F
A X X
B X X X
C X X X
D X X X
E X X X X
F X X X




Quelle est la structure épitopique correspondante (rayer les mauvaises réponses) ?

QED | |@Ry | @y ||

¢
S0 || el | @] &

Exercice 2 (5 points) :

Une puce « moyenne densité » a ét€ construite par immobilisation de différents
oligonucléotides de la maniere suivante :

L’analyse de la puce montre qu’il y a eu hybridation sur les puits 42 et 46. Quelle est la
séquence des oligonucléotides détectés (correspondant a la séquence en gras)?

* au niveau du puits 42:

* au niveau du puits 46:
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QCM (7,5 points) :

1. Citez deux familles de protéines :

2. Les immunoglobulines possédent deux sites antigéniques : vrai / faux
3. L’avidine posséde deux sites de fixation de la biotine: vrai / faux
4. Les anticorps monoclonaux sont plus « spécifiques » que les pochlonaux : vrai /faux
5. Un oligonucléotide est un enchainement d’acides aminés : vrai / faux
6. Dans ’ADN la base complémentaire de A est C: vrai / faux
7. Le carbone est bien adapté pour la réalisation de SAMs : vrai / faux

8. L’avantage de la technique d’adsorption pour fixer la couche de reconnaissance sur le carbone est

sa grande stabilité : vrai / faux
9. La résonance de plasmon de surface est basée sur les mouvements des molécules :  vrai / faux
10. Le BIAcore fonctionne sans utilisation de marqueurs : vrai / faux

11. Citez deux techniques de préparation de capteurs a base de carbone :

12. Dans un biocapteur a oxydase que détecte t-on ?
13. Citez deux types de matériaux pour capteurs chimiques:

14. Citez deux noms de molécules d’auto-assemblage pour la réalisation de SAMs :

15. Citez deux techniques d’adressage pour réaliser des puces 8 ADN :




Exercice 1. (2,5 points) : Complétez le schéma ci-aprés résumant le principe d'un biocapteur au
glucose fonctionnant avec le ferrocéne (Fc) comme médiateur :

glucose

électrode

Exercice 2 (2,5 points): Schématisez le principe d’une fibre optique fonctionnant comme
immunocapteur :

Exercice 3 (2,5 points) : schématisez le principe d’un biocapteur électrochimique 8 ADN utlhsant un
marqueur enzymatique :



Exercice 4 (5 points) : L'analyse par le BIAcore de la reconnaissance par des anticorps spécifiques
d'épitopes dénommés A, B, C, D, E, F, G, H et [ d'une protéine, conduit au diagramme suivant (X =

pas de reconnaissance):

A B C D E F G H I
A X X X X X
B X X X X X
C X X X
D X X X
E X X X X
F X X X X
G X X X X
H X X X X
| X X X

Quelle est la structure épitopique correspondante (rayer les mauvaises réponses) ?
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QCM (6 points) :

1. Les protéines possédent deux sites antigéniques : vrai / faux
2. La molécule d’alanine se fixe fortement a I’avidine : vrai / faux
3. Un oligonucléotide est constitué de plusieurs centaines de nucléotides : vrai / faux
4. Les bases de I’ADN sont immuables quelle que soit son origine : vrai / faux
5. Un capteur est par définition un systéme de mesure en continu : vrai / faux
6. Un capteur de pression peut étre assimilé a 1’organe du toucher : vrai / faux
7. Le férrocéne est un matériau employé dans les capteurs chimiques : vrai / faux

8. La réaction de diazotation peut étre mise en oeuvre pour fixer des molécules sur le carbone :

vrai / faux
9. La résonance de plasmon de surface est basée sur les mouvements des molécules :  vrai / faux
10. Le BIAcore fonctionne sans utilisation de marqueurs : vrai / faux
11. Le BIAcore est bien adapté a I’analyse quantitative : vrai / faux
12. Les puces a ADN sont bien adaptées a [’analyse des mutations dans les génes : vrai / faux

Exercice 1 (2 points) : schématisez une électrode d’OR lithographiée :




Exercice 2 (3 points) : Complétez le schéma ci-apres résumant le principe d'un biocapteur au lactate
fonctionnant avec la lactate deshydrogenase (LD) et le couple NADH / NAD+ comme médiateur :

Lactate

électrode

Exercice 3 (4 points) : Complétez le schéma suivant :

Exercice 4 (2,5 points) : schématisez le principe d’un biocapteur électrochimique a ADN utilisant
un intercalant redox (bleu de méthyléne : BM)



Exercice (2,5 points) :

L'analyse par le BIAcore de la reconnaissance par des anticorps spécifiques d'épitopes dénommés A,
B, C, D et E d'une protéine, conduit au diagramme suivant (X = pas de reconnaissance):

A B C D E
A X X X
B X X X
C X X
D X X X
E X X X X

Rayer la/les mauvaise(s) structure(s) épitopique(s)?
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QCM (6 points) :
1. Les proteines sont de petites molécules : vrai / faux
2. Un anticorps monoclonal est un anticorps qui reconnait I’ensemble d’un antigéne : vrai/faux
3. L’avidine se lie a la biotine de maniére covalente: vrai / faux
4. La structure de I’ADN d’un individu est identique quelle que soit la cellule: vrai /faux
5. Laréaction d’hybridation ne peut avoir lieu qu’entre deux oligonucléotides: vrai / faux
6. Dans un capteur a gaz la couche de reconnaissance peut étre un matériau organique: vrai / faux
7. Le silicium est un bon matériau pour fixer des molécules de reconnaissance biologique: vrai / faux
8. Une molécule d’auto-assemblage est généralement & base d’hydrocarbure insaturé: vrai / faux

9. Sur surface de carbone la fixation de molécules de reconnaissance s’effectue préférentiellement par réaction

de diazotation: vrai / faux
10. Le ferrocene est aussi bien utilisé comme marqueur que comme mediateur : vrai / faux
11. L’onde évanescente est a I’origine du phénoméne de résonance de plasmon de surface: vrai / faux
12. L’intérét du BIAcore repose principalement sur la spécificité du signal de résonance: vrai / faux

Exercice 1 ( 5 points) :

A. schématisez le principe d’un biocapteur électrochimique enzymatique permettant la détection
d’anticorps fonctionnant avec la peroxydase de raifort (HRP) comme marqueur :



B. A partir de ce biocapteur schématisez la détection électrochimique de I’enzyme d’une part avec
I’OPD comme co-substrat et d’autre part avec 1’osmium :

Exercice 2 ( 5 points) : schématisez le principe d’un capteur électrochimique & ADN (cible) a base d’Or

fonctionnant SANS sonde de capture (donnez deux stratégies de détection):

Exercice 3 (4 points) : une puce « moyenne densité » a été construite par immobilisation de différents
oligonucléotides de la maniére suivante :

1

2

3

4

5

6

7

8

AATCCA

AATCCG

AATCCT

AATCCC

AATCAA

AATCAT

AATCAG

AATCAC

ATTATA

ATTATC

ATTATG

ATTATT

ATTGTA

ATTGTC

ATTGTG

ATTGTT

TAACTA

TAACTC

TAACTG

TAACTT

TAAGTA

TAAGTC

TAAGTG

TAAGTT

TCTATA

TCTATG

TCTATC

TCTATT

TCTACA

TCTACT

TCTACG

TCTACC

CCAATT

CCAATG

CCAAAT

CCAATC

CCAAGA

CCAGCT

CCAGCG

CCAGCC

CACATT

CACATC

CACATG

CACATA

CACAGA

CACAGT

CACAGC

CACAGG

GTGCTA

GTGCTT

GTGCTC

GTGCTG

GTGAAT

GTGAAA

GTGAAC

GTGAAG

=liallcllcii-ell-vI

GGACTG

GGACTA

GGACTT

GGACTC

GGTTAT

GGTTAA

GGTTAC

GGTTAG

L’analyse d’un oligonucleotide de 21 bases sur la puce montre qu’il y a eu hybridation en A2, A8, B7, E3, F1 et

G5. Quelle est la séquence de 1’oligonucléotide analysé ?
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QCM (6 points) :

1. La cystamine est un acide aminé : vrai / faux
2. Un antiserum polyclonal est composé d’anticorps monoclonaux: vrai/ faux

3. La biotine peut etre utilisée pour « marquer » des anticorps: vrai / faux
4. L’ADN a une structure en « double hélice »: vrai /faux

5. Un capteur est « par definition » un systeme de mesure en continu: vrai / faux
6. Les porphyrines sont utilisées comme matériaux de reconnaissance d’affinité: vrai / faux
7. Le NADH est le co-substrat de la peroxydase: vrai / faux
8. Une molécule d’auto-assemblage posséde une « ossature » hydrocarbonée : vrai / faux

9. L’utiliation d’un « bras espaceur » est indispensable pour fixer des molécules de reconnaissance

sur les surfaces des capteurs: vrai / faux
10. Un Iﬁediateur redox est généralement une molécule organique : vrai / faux
11. Les bio_cépteurs de type « QCM » nécessitent 1’ utilisation de marqueurs: vrai / faux
12. Le BIAcore est un biocapteur utilisé principalement en diagnostic medical: vrai / faux

Exercice 1 (3 points) : schématisez le principe de la détection électrochimique d’une enzyme a
deshydrogenase :




Exercice 2 ( 3 points) : schématisez le principe d’un immunocapteur électrochimique de type « sandwich »

utilisant la HRP (peroxydase) comme marqueur (precisez la détection):

Exercice 3 (4 points) : schématisez le principe d’un biocapteur 4 base de carbone utilisant une sonde de

capture oligonucléotidique biotinylée, une cible, une sonde de révélation marquée par la phosphatase alcaline et

sa détection électrochimique (précisez le substrat) :

Exercice 4 (4 points) : une puce « moyenne densité » a été construite par immobilisation de différents
oligonucléotides de la maniére suivante :

1

2

3

4

5

6

7

8

AATCCA

AATCCG

AATCCT

AATCCC

AATCAA

AATCAT

AATCAG

AATCAC

ATTATA

ATTATC

ATTATG

ATTATT

ATTGTA

ATTGTC

ATTGTG

ATTGTT

TAACTA

TAACTC

TAACTG

TAACTT

TAAGTA

TAAGTC

TAAGTG

TAAGTT

TCTATA

TCTATG

TCTATC

TCTATT

TCTACA

TCTACT

TCTACG

TCTACC

CCAATT

CCAATG

CCAAAT

CCAATC

CCAAGA

CCAGCT

CCAGCG

CCAGCC

CACATT

CACATC

CACATG

CACATA

CACAGA

CACAGT

CACAGC

CACAGG

GTGCTA

GTGCTT

GTGCTC

GTGCTG

GTGAAT

GTGAAA

GTGAAC

GTGAAG

==lalloHoli-loll--1H=

GGACTG

GGACTA

GGACTT

GGACTC

GGTTAT

GGTTAA

GGTTAC

GGTTAG

L’analyse d’un oligonucleotide de 24 bases sur la puce montre qﬁ’il y a eu hybridation en A1, A8, C7, E3, F1,

G5 et H6. Quelle est la séquence de 1’oligonucléotide analysé ?
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1. Cochez |a bonne réponse. (5 points)

Proposition Vraie Fausse

- Les anticorps sont des protéines

- La réaction d’hybridation ne peut avoir lieu qu’entre deux oligonucléotides

- Dans un capteur de gaz, la couche de reconnaissance peut étre un matériau

organique

- Dans 'ADN, la base complémentaire de la thymine est I'alanine

- Une molécule impliquée dans un mécanisme de chimisorption possede
obligatoirement un atome de soufre

- Un capteur potentiométrique peut étre une électrode spécifique d’ions

- Les biocapteurs de type massique nécessitent I'utilisation de marqueurs

- La biotine peut étre utilisée pour marquer des anticorps

- Le BlAcore est un biocapteur bien adapté a I'analyse quantitative

- L’hystérésis est une propriété qui doit étre obligatoirement évaluée pour des capteurs

a usage unique

2. Schématisez un capteur sérigraphié en précisant la nature des matériaux qui le constituent. (2 points)




3. Le controle qualité d’une série de capteurs produits par sérigraphie est réalisé par voltammétrie
cycligue avec un systéme rédox réversible monoélectronique {dérivé du ferrocéne). A partir des résultats
rassemblés dans le tableau ci-dessous, conclure sur les propriétés de ce lot de capteurs. (3 points)

N° Capteur Epox (mV) Eprea (MV) AE, (mV) Ip ox (nA)
1 261 91 347
2 270 91 369
3 261 91 345
4 262 91 341
5 270 92 352
6 261 90 358
7 265 91 359
8 262 90 362

4. Citez et définissez 2 criteres qui permettent d’évaluer la qualité d’un capteur. (2 points)




5. Schématisez le mécanisme catalytique d’'une oxydo-réductase de votre choix. (2 points)




6. Schématisez le principe d’un _immunocapteur ampérométrique de type sandwich reposant sur
l'utilisation d’un_marqueur enzymatique. Aprés avoir choisi le matériau qui constitue le transducteur,
proposez une méthode de fixation de la couche de reconnaissance biologique. (3 points)

7. Etude de I'effet des radicaux hydroxyles sur I’activité de I'acétylcholinestérase a I'aide d’un biocapteur

enzymatique. (3 points)

L'acétylcholinestérase (AchE) est une enzyme qui hydrolyse I'acétylcholine en choline et en acide
acétique. L’AchE joue un réle fondamental dans la transmission neuromusculaire et la maladie
d’Alzheimer. L'effet des radicaux hydroxyles sur le mécanisme catalytique de I'AchE a été évalué en
utilisant des biocapteurs enzymatiques. L’'activité de I'AchE a été mesurée en présence de deux
concentrations en OH" et les résultats sont rassemblés dans le tableau ci-dessous :

[OH ] mM Keat (™) K (MM) Keat/Km (s™-.mM™)
0 3150 14 225
2 3200 14 228
4 3220 14 230




a. Quelles informations nous donnent k.., K, et le rapport kcat/Km ?

b. Conclure sur I’effet des radicaux OH’ sur I'activité de I’AchE.



a. Quelles informations nous donnent k..;, K, et le rapport keat/Km ?

b. Conclure sur I’effet des radicaux OH" sur I'activité de I’AchE.
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1. Cochez la bonne réponse. (4 points)

Proposition Vraie Fausse

- Les immunoglobulines sont des anticorps

- La réaction d’hybridation implique deux doubles brins d’ADN

- Les polymeéres a empreintes moléculaires sont utilisés comme marqueurs

- Une molécule impliqguée dans un mécanisme de chimisorption posséde
obligatoirement un atome de soufre

- Un capteur ampérométrique peut étre une électrode spécifique d’ions

- La sérigraphie permet de produire des capteurs ampérométriques

- La biotine posséde quatre sites de reconnaissance pour l'avidine

- Les hapténes possédent un seul épitope

2. Schématisez le mécanisme catalytique d’une oxydo-réductase de votre choix. (2 points)




3. A laide d’un schéma, indiquez quels sont les parameétres voltammétrigues qui permettent de
controler la qualité d’une série de capteurs sérigraphiés ? (3 points)

4. Dosage du potassium sanguin (4 points)

4.1. Le potassium d’un sérum sanguin peut-étre dosé par émission de flamme en utilisant une
méthode d’ajouts dosés. A cette fin, deux solutions identiques sont préparées: 0,5 mL de sérum sont
ajoutés a 4,5 mL d’eau distillée. Dans I'une des solutions sont ajoutés 10 pL de KCl 0,2 M. Les valeurs lues
sur le photometre sont respectivement 32,1 et 58,6.

Calculez la concentration en potassium dans le sérum. (2 points)



4.2. Le potassium peut également étre dosé avec une électrode sélective d’ions.

a. Comment classe-t-on les capteurs ? (1 point)

b. A quelle famille de capteurs appartiennent les électrodes sélectives d’ions ? (1 point)



5. Citez et définissez 4 critéres qui permettent d’évaluer la qualité d’un capteur. (2 points)

6. Schématisez et commentez le principe de la PCR en temps réel de type Tagman® (2 points)




7. Etude d’une interaction entre une protéine (Ag) avec un anticorps a I'aide du Biacore®(3 points)

7.1. A quelle famille de capteurs appartient le Biacore® ? (1 point)

7.2. Schématisez le transducteur avec la couche de reconnaissance biologique en proposant une
méthode d’immobilisation de cette derniére. (1 point)



7.3. Schématisez I'évolution du signal lorsqu’il y a interaction entre la protéine et I'anticorps. (1
point)



y
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1. Cochir la bonne réponse. (5 points)

Proposition Vraie Fausse

- Les anticorps possedent deux épitopes

- La réaction d’hybridation implique des liaisons de type hydrogéne

- Dans un capteur de gaz, la couche de reconnaissance peut étre un matériau

organicue

- Un aptamére est une protéine

- Le procéde de chimiserption est largement utilisé pour fonctionnaliser des surfaces de

carbone

- Uélectrode de verre est un capteur potentiométrique

- Les biocapteurs de type massique nécessitent |'utilisation de marqueurs

- La biotine posséde quatre sites de reconnaissance pour l'avidine

- Le BlAcore est un biocapteur bien adapté a I'analyse qualitative

- La constante de Michaelis K, correspond au nombre de cycles catalytiques d’une

enzyme (turn-over)

2. Schématiser un capteur sérigraphié et indiquer quels sont les matériaux utilisables pour I'électrode de

travail. (2 points)




3. Le controle qualité d’une série de capteurs produits par sérigraphie est réalisé par voltammaétrie
cycligut avec un systéme rédox réversible monoélectronique (dérivé du ferrocéne). A partir des résultats
rassemblés dans le tableau ci-dessous, conclure sur les propriétés (conductivité, reproductibilité) de ce

lot de capteurs. (2 points)

N° Capteur Epox (mV) Epred (MV) AE, (mV) Ip ox (NA)
1 161 91 347
2 170 91 369
3 161 91 345
4 162 91 341
5 170 92 352
6 161 90 358
7 165 91 359
8 162 S0 362




4. Définr 2 critéres qui permettent d’évaluer la qualité d’un capteur. (2 points)

5. Schématiser le mécanisme catalytique d’une oxydo-réductase de votre choix. (1 point)




6. DosZke du potassium. (3 points)

Ine solution inconnue contenant du potassium (S) est dosée par la méthode des ajouts dosés. Pour ce faire,
on pré?¥e les solutions suivantes :

r/‘/\olume de solution . T ' Indication du
. Volume de solution d'ajout a .
{ inconnue S Eau photométre
500 mg.mL™ K*(mL o
(mL) 8 ) | (Unité Arbitraire)

T 25mL 0 gsp50mL 16
25 mL 1mL gsp 50 mL 32
25mL ' 2mL gsp 50 mL 51

a. Calculer la concentration en potassium de la solution S en mg.mL‘l, mol.L? (Mg =39,1 g.mol'l).

b. Avec quel type de capteur peut-on également réaliser le dosage du potassium ? Schématiser le
dispositif de mesure.



7. Im#Flunodosage de type sandwich réalisé dans des micropuits et impliquant 1a phosphatase alcaline
comntmarqueur. (3 points)

1. Schématiser les principales étapes mises en ceuvre pendant le dosage.

b. Tracer le profil de la courbe d’étalonnage pour un antigéne donné.

¢. Proposer deux méthodes de fixation de I’anticorps de capture sur le support.



8. En v%s aidant d’un schéma, décrire le principe de la PCR. (2 points)
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1. Cocher la bonne réponse. (5 points)

Proposition Vraie Fausse

- Les enzymes changent de couleur en présence de leur substrat

- Tous les antigénes possédent plusieurs paratopes

- Un hapténe est un anticorps

- Les dosages par hybridation sont spécifiques

- Les polyméres a empreinte moléculaire peuvent étre utilisés pour
fonctionnaliser la surface de capteurs chimiques

- L’électrode de verre est un capteur ampérométrique

- Un capteur est constitué d’un récepteur ou d’un transducteur

- L'avidine posséde quatre sites de reconnaissance pour la biotine

- Le BIAcore est un biocapteur bien adapté a I'analyse qualitative

- La PCR est une méthode d’amplification des protéines




!, Schématiser les principales étapes d’un immunodosage de type sandwich impliquant la -

leroxydase de Raifort comme marqueur. (2 points)

3. A laide d’'un schéma (voltammogramme), indiquer quels sont les paramétres

voltammétriques qui permettent de contrdler la qualité d’une série de capteurs
sérigraphiés ? (2 points)



4. Autour du lecteur de glycémie (3 points)

a. A l'aide d’un schéma, donner la définition d’un biocapteur.

b. Indiquer les principaux éléments qui constituent le biocapteur utilisé avec le
lecteur de glycémie.

c. Schématiser le mécanisme catalytique de la glucose oxydase.



-

{. Dosage du plomb (3 points)

Une solution inconnue contenant du plomb (S) est dosée en spectroscopie d’absorption
itomque par la méthode des ajouts dosés. Pour ce faire, on prépare les solutions suivantes :

Volume de solution . . . : .
’ Volume de solution d'ajout a Signal
inconnue S : Eau i
100 mg.mL™ Pb%(mL) | (Unité Arbitraire)
(mL) :
25 mL , 0 | aspsOmL 16
25 mL : 1mL qsp 50 mL 32
[ 2smL 2 mL qsp 50mL | 51

a. Calculer la concentration en plomb de la solution S en mg.mL™, mol.L™ (MPb = 207
g.mol'l).

b. Le dosage des ions Pb*" peut également étre réalisé par ampérométrie avec des
capteurs sérigraphiés. Schématiser un capteur sérigraphié et indiquer quels sont les
matériaux utilisables pour le support, I'électrode de travail et I'électrode de référence.



6. Citer deux familles de récepteurs qui peuvent étre utilisés pour construire des capteurs
chimiques. (2 points)

7. Tout en justifiant vos réponses, indiquer si les propositions concernant le Biacore sont
vraies ou fausses. (3 points)

a. Les anticorps sont fixés sur des puces en verre.



b. La détection de la réaction de reconnaissance « Antigene-Anticorps » est réalisée par
fluorescence.

c. Le BIACORE permet de déterminer des constantes d’affinité.
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1. Cochez la bonne réponse. (4 points)

Proposition Vraie Fausse

- Les anticorps possédent un paratope

- La réaction d’hybridation implique des liaisons covalentes

- Un aptamere est un antigéne non immunogéne

- Le procédé de chimisorption est largement utilisé pour fonctionnaliser des surfaces
d’or

- L’électrode de verre est un capteur ampérométrique

- Les biocapteurs de type massique nécessitent I'utilisation de marqueurs

- La biotine est une glycoprotéine

- Le BIAcore est un biocapteur bien adapté a I'analyse qualitative

2. Schématisez un capteur ampéromeétrique sérigraphié et indiquez quels sont les matériaux utilisables

pour le support et les trois électrodes (2 points)




3. Le controle qualité d’une série de capteurs produits par sérigraphie est réalisé par voltammétrie
cycligue avec un systeme rédox réversible monoélectronique (dérivé du ferrocéne). A partir des résultats
rassemblés dans le tableau ci-dessous, concluez sur les propriétés (conductivité, reproductibilité) de ce
lot de capteurs. (2 points)

N° Capteur Epox (MV) Epred (MV) AE, (mV) Ip ox (NA)
1 161 91 347
2 170 91 369
3 161 91 345
4 162 91 341
5 170 92 352
6 161 90 358
7 165 91 359
8 162 90 362




4. La résolution, la sélectivité et I'hystérésis sont des propriétés qui permettent de caractériser un
capteur. Définissez ces trois propriétés. (3 points)

5. Schématisez le mécanisme catalytigue qui se produit sur les biocapteurs utilisés avec le lecteur de
glycémie (1 point)




6. Dosage du sodium. (3 points)

Une solution inconnue contenant du sodium (S) est dosée en photométrie de flamme par la méthode des
ajouts dosés. Pour ce faire, on prépare les solutions suivantes :

Volume de solution . . . Indication du
. Volume de solution d'ajout a .
inconnue S Eau photometre
100 mg.mL™* Na*(mL
(mL) & (mt) (Unité Arbitraire)
25 mL 0 qsp 50 mL 16
25 mL ImL qsp 50 mL 32
25 mL 2mL qsp 50 mL 51

a. Calculez la concentration en sodium de la solution S en mg.mL™?, mol.L™ (M = 23 g.mol™).

b. Avec quel type de capteur peut-on également réaliser le dosage du sodium ? Schématisez le
dispositif de mesure.



7. Immunodosage compétitif réalisé dans des micropuits et impliquant la phosphatase alcaline comme
margqueur. (2 points)

a. Schématisez les principales étapes mises en ceuvre pendant le dosage.

b. Tracez le profil de la courbe d’étalonnage pour un antigéne donné.



8. Immobilisation de biomolécules: citez un exemple de fixation par physisorption et de fixation
covalente avec 1) une molécule intermédiaire bifonctionnalisée et 2) via un couplage électrochimique (3
points)
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1. En illustrant votre réponse a I'aide d’un schéma, donnez la définition d’un capteur
chimique.

2. Donnez un exemple de capteur chimique et un exemple de capteur biologique en
précisant le type de transduction pour chacun d’entre eux.



3. Définissez les notions de « sensibilité » et de « sélectivité » d’un capteur.

4. A partir des informations fournies dans le résumé ci-dessous, indiquez de quel type de
capteur il s’agit et précisez sa surface de reconnaissance ainsi que ses performances

analytiques.

Abstract

PV C-based membrane of 1.5-diphenylthiocarbazone reveals a Nernstian potentiometric response with the slope of
295+ 1 mV per decade for Ni** over a wide concentration range (5.0 107°% to 1.0 107? mol/dm™%), the
response time of the electrode is quite short and was used for a period of 2 months with a good reproducibility. The
detection limit of this electrde was 2.8 x 10™* M. The proposed electrode revealed very high selectivity for Ni** in
the presence of a wide variety of metal ions such as Zn**, Pb?*, Ag™, Cd**, Cu?*, Co*, Ba®*, Mg?*, TI*, Hg?*
and Fe’* at concentrations < 1 107* M. & 2001 Elsevier Science B.V. All rights reserved.



5. Le dosage du sodium dans un échantillon est réalisé par potentiométrie.

Pour ce faire, 5 mL d’échantillon sont dilués dans de I’eau dans une fiole jaugée de 100 mL.
Puis, 10 mL de la solution d’échantillon dilué et 5 mL d’une solution tampon sont pipetés
dans 5 vases de mesure nommés Vo, V1, V2, V3, Va. Enfin, 0, 50, 100, 150 et 200 uL d’une
solution standard de NaCl sont respectivement introduits dans Vo, V1, V2, V3, Va. A l'issue des
mesures, lionomeétre indique que la concentration en Na* dans Vo est égale a 3 x 103 M.

a. Schématisez le dispositif de mesure utilisé pour réaliser ce dosage.

b. Calculez la concentration en Na* (mmol.L!) dans I’échantillon.



6. Donnez la définition d’une enzyme et citez un exemple d’enzyme accompagné de son
mécanisme.

7. Schématisez le principe d’'un immunodosage de type sandwich.



8. A l'aide d’un schéma, indiquez quels sont les parameétres voltammeétriques qui
permettent de controler la qualité d’une série de capteurs sérigraphiés ?

9. Quels sont les inconvénients d’'une méthode de fixation par adsorption pour préparer
un immunocapteur ?
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1. En illustrant votre réponse a I'aide d’un schéma, donnez la définition d’un capteur
biologique.

2. A quelle famille de capteurs appartient la technologie BIAcore™ ? Précisez le type de
transduction ainsi que la nature (matériau) du capteur.



3. Définissez les notions de « fidélité » et d’« hystéréris» d’un capteur.

4. A partir des informations fournies dans le résumé ci-dessous, indiquez le type de
capteur qui a été développé et précisez la surface de reconnaissance, le mécanisme
catalytique mis en jeu ainsi que ses performances analytiques.

ABSTRACT

A new biosensor for monitoring glucose levels in beverages is presented. The measurements are performed using
potentiometric detection. Working electrodes are made using platinised paper as support and a biocompatible
polymeric membrane made of a mixture of polyvinyl alcohol and chitosan containing glucose oxidase as the
recognition layer. The system is based on the detection of the hydrogen peroxide generated by an enzymatic
reaction performed in a highly sensitive, selective and simple way. The biosensors display suitable analytical
performance (sensitivity —119.6 = 6.4mV/dec in the 0.03-1.0mM range with a limit of detection of
0.02 mM). Determination of glucose in commercial orange juices is presented. These results were validated
against conventional standard methods, showing good accuracy and fast analytical response. The methodology
presented herein does not require complex samples treatment, offering an alternative to conventional methods,
particularly for determinations performed with minimal expertise and without a laboratory infrastructure.



5. Le dosage du sodium dans un échantillon est réalisé par potentiométrie.

Pour ce faire, 5 mL d’échantillon sont dilués dans de I’eau dans une fiole jaugée de 100 mL.
Puis, 10 mL de la solution d’échantillon dilué et 5 mL d’une solution tampon sont pipetés
dans 5 vases de mesure nommés Vo, V1, V2, V3, Va. Enfin, 0, 50, 100, 150 et 200 uL d’une
solution standard de NaCl sont respectivement introduits dans Vo, V1, V2, V3, V4. A l'issue des
mesures, lionomeétre indique que la concentration en Na* dans Vo est égale a 5 x 103 M.

a. Schématisez le dispositif de mesure utilisé pour réaliser ce dosage.



b. Calculez la concentration en Na* (mmol.L) dans I’échantillon.

6. Quelles sont les bases qui composent ’ADN ?

7- Quel est le but de la PCR et quelles sont les trois étapes impliquées dans un cycle de
PCR?



8. Les résultats d’un controéle qualité d’une série de capteurs produits par sérigraphie ont
été obtenus par voltammétrie cycligue avec un systéme rédox réversible
monoélectronique (dérivé du ferrocéne). A partir des résultats rassemblés dans le tableau
ci-dessous, concluez sur les propriétés (conductivité, reproductibilité) de ce lot de

capteurs.
Id Date Time Height Height Units Width Width Units
D51-FoOH1-mesure 1 11/09/2018 15:53:18 340 nA 135 mV
D51-FeOH1-mesure 2 11082018 15:55:06 950 nA 135 mv
D51-FeOH1-mesure 3 11/08/2018 15:56:45 980 nA 135 my
D51-FeOH1-mesure 3 11/09/2018 15:58:35 900 nA 135 mV
D51-FoOH1-mesure 3" 11/09/2018 15:59:54 260 nA 135 mV
D51-FoOH1-mesure 4 11/09/2018 16:01:28 970 nA 135 mV
D51-FoOH1-mesure 5 11/09/2018 16:02:05 990 nA 130mV
DS51-FoOH1-mesure & 11082018 16:04:55 1000 n& 135 mv
D51-FcOH1-mesure 7 11/09/2018 16:06:18 940 nA 135 mV
D51-FeOH1-mesure 8 11/09/2018 16:07:34 970 nA 135 mV
D51-FoOH1-mesure 9 11/09/2018 16:08:51 980 nA 135 mV
D51-FoOH1-mesure 10 11/09/2018 16:09:56 960 nA 135 mV
D51-FeOH1-mesure 11 11082018 16:11:47 950 nA 130 mv
D51-FeOH1-mesure 12 11/08/2018 16:13:14 850 nA 130 my
D51-FeOH1-mesure 12 11/09/2018 16:14:25 980 nA 135 mV
D51-FoOH1-mesure 14 11/09/2018 16:16:41 950 nA 135 mV
D51-FoOH1-mesure 15 11/09/2018 161742 970 nA 135 mV

Height = intensité du pic d’oxydation
Width = AEp



9. Citez un exemple d’application des immunodosages
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1. Répondre par VRAI ou FAUX aux affirmations suivantes.

Proposition VRAI FAUX

La biotine est une protéine.

L’ADN a une structure en double hélice.

Les protéines possédent deux épitopes.

La thymine se fixe sur I'avidine.

Le Biacore™ est un capteur massique.

Une enzyme est un catalyseur.

L’hystérésis est une propriété souhaitée pour les
électrodes sélectives d’ions.

Le ruthénium peut étre utilisé comme marqueur
électrochimiluminescent.

Les bandelettes utilisées avec les lecteurs de glycémie
sont des biocapteurs optiques.

Les électrodes sélectives d’ions sont des capteurs
potentiométriques.




2. Définir la notion de « capteur biologique » a I'aide d’une phrase puis d’'un schéma.

3. Quels sont les avantages des capteurs par rapport aux instruments d’analyse classique ?



4. A quelle sous-famille des capteurs électrochimiques appartient I'électrode de Clark ?
Quelle est sa principale utilisation ?

5. Concernant les capteurs sérigraphiés :

a. Quels sont les éléments conducteurs qui peuvent étre retrouvés dans l'encre
utilisée pour imprimer I’électrode de travail (ou de mesure).

b. Quel paramétre doit étre mesuré pour évaluer leur reproductibilité ? Proposer une
démarche expérimentale.



6. Le dosage du potassium dans un échantillon est réalisé par potentiométrie.

Pour ce faire, 10 mL d’échantillon sont dilués dans de I'’eau dans une fiole jaugée de 100 mL.
Puis, 10 mL de la solution d’échantillon dilué et 10 mL d’une solution tampon sont pipetés
dans 5 vases de mesure nommés Vo, V1, V2, V3, Va. Enfin, 0, 50, 100, 150 et 200 pL d’une
solution standard de KCl sont respectivement introduits dans Vo, Vi, V2, V3, V4. A l'issue des
mesures, lionométre indique que la concentration en K* dans Vo est égale a 4 x 103 M.

a. Schématiser le dispositif expérimental utilisé pour réaliser les mesures
potentiométriques.

b. Calculer la concentration en K* (mmol.L) dans I’échantillon.



7. Les immunodosages sont utilisés pour rechercher la présence d’anticorps anti-SARS CoV-2
dans le sérum des patients. A I'aide d’'un schéma, détailler les différentes étapes du dosage
dans le cas ou la peroxydase de raifort est utilisée comme marqueur.

8. Proposer deux méthodes pour immobiliser des anticorps sur la surface d’un capteur.



9. Le test de dépistage de la Covid 19 repose sur une PCR en temps réel. Apres avoir expliqué
le principe de la PCR, indiquer les avantages de la PCR en temps réel.
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