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CAPTEURS DE NEZ OU DE LANGUE ELECTRONIQUE 

Domaine de rinvention 

La presente invention coneerne un eapteur utile pour la fabrication de nez ou de 

5 langues electroniques, et son utilisation pour analyser des eehantillons fluides, et en 

particulier des eehantillons liquides ou gazeux. 

Arriere-plan technique 

Les biocapteurs peuvent etre separes en deux families distinctes. 

10 La premiere famille implique une analyse grace a une, ou des, interaction(s) 

specifique(s). On peut citer, a titre d'exemple, le cas des biocapteurs a glucose utilisant une 

enzyme ou des systemes multiparametriques (plusieurs zones sensibles) de type puce a ADN 

ou a proteines, qui reconnaissent des ligands par liaisons specifiques et selectives (ADN/ADN 

ou antigene/proteine..,). Ces biopuces sont tres utilisees et generent une information 

15 pertinente par zone sensible composee d'un seul recepteur. 

La deuxieme famille de biocapteurs comprend des systemes dits « non-specifiques ». 

Dans ce cas, l'information generee par une seule zone sensible, portant un seul recepteur n'est 

pas interpretable car les interactions entre les composes du milieu a analyser et le recepteur ne 

sont pas connues. De plus, du fait de la faible specificite de ce type de eapteur, des reactions 

20 croisees entre les differents recepteurs peuvent egalement etre observees. On utilise done un 

ensemble de recepteurs generant chacun une information : 1'ensemble de ces informations 

genere ainsi un motif («pattern ») comparable a une empreinte digitale. Pour les besoins de 

l'analyse, ces motifs peuvent etre compares a ceux issus d'un apprentissage prealable. Cette 

similarity vis-a-vis des precedes utilises par la nature a conduit a appeler ces capteurs « nez 

25 electronique » pour ce qui concerne 1'etude de milieux gazeux ou «langue electronique » 

pour l'etude des milieux liquides. 

Ces nez ou langues electroniques sont done composes d'un ensemble de zones 

sensibles independantes, chacune portant un revetement compose d'un recepteur apte a 

interagir avec le milieu etudie. Chaque zone sensible doit done etre associee a un systeme 

30 permettant de quantifier une interaction, generalement en mesurant l'intensite d'un signal 

genere par 1'interaction. Dans tous les cas existant actuellement, chaque zone sensible genere 

une information independante de celle de son voisin. Ainsi, une matrice de n zones sensibles, 

generera n informations independantes qui construiront le motif d'interaction, souvent 
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represents par un histogramme, le numero de la zone sensible etant associee a une valeur 

d'intensite de signal mesuree sur celle-ci. 

Generalement, ces zones sensibles sont fabriquees de telle sorte qu'elles aient des 

affinites ou, plus generalement, des proprietes physico-chimiques variables vis-a-vis des 

5 milieux analyses (Turner & Magan (2004) Nature Reviews Microbiology 2:161-166). Plus 

recemment, des approches combinatoires ont vu le jour et des recepteurs peptidiques ont ete 

greffes sur les zones sensibles. Cette methode permet de generer facilement un grand nombre 

de recepteurs differents (Edwards et al. (2007) J. Am. Chem. Soc. 129:13575-13583). Chaque 

zone sensible contient un et un seul type de peptide et les informations generees restent 

10 independantes. Les representations sont d'ailleurs montrees sous forme de nuages de points. 

Dans ce type d'analyse, chaque information a done la meme valeur et une ponderation 

n'est pas facile a realiser. Ces capteurs ne fournissent done pas une reponse continue. Or, il 

s'avere que dans ces domaines de langue ou de nez electronique, la realisation des objets reste 

complexe et un defaut sur l'une des zones sensibles reste tres frequent. La reponse de ce 

15 eapteur sera done faussee et si aucune ponderation n'est possible (les zones sensibles sont 

independantes les unes des autres), le motif genere sera difficile a interpreter. 

Par ailleurs, des capteurs de type nez electronique generant des signaux continus grace 

a une lecture optique ont ete decrit par Di Natale et al. (2009) Sensors & Actuators B 

142:412-7. Ces capteurs comprennent une couche de colorants sensibles recouverte par des 

20 polymeres permeables. La reaction des colorants apres diffusion de composes gazeux a 

analyser dans le polymere est alors enregistree a l'aide d'une camera. La continuite de la 

reponse est apportee dans ce cas par les proprietes de la couche diffusante et non par les 

recepteurs eux-memes. Ce procede reste limite par la capacite de reaction des colorants en 

reponse aux composes gazeux. Le procede n'est done pas applicable a 1'analyse de molecules 

25 complexes ne pouvant pas diffuser a travers les polymeres. D'autre part, la couche de 

colorants sensibles etant emprisonnee sous une couche de diffusion, a savoir les polymeres, 

aucune interaction directe entre les recepteurs du eapteur et l'echantillon ne peut avoir lieu 

puisqu'une barriere polymere est necessaire au fonctionnement du eapteur. 

II reste done a fournir des capteurs de type nez ou langue electronique d'application 

30 plus generate, notamment capables de generer une reponse continue. 

Description de 1'invention 

La presente invention decoule notamment de la mise en evidence inattendue, par les 

inventeurs, que des capteurs pour langue ou nez electronique, comprenant un support sur 
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plusieurs portions, ou zones sensibles, duquel sont fixes des melanges de deux recepteurs 

differents, en des rapports differents, presentent un profil d'emission de signaux, generes par 

1'interaction de constituants d'un echantillon mis en contact avec les recepteurs du eapteur, 

par les differentes zones sensibles, qui est non lineaire et suffisamment complexe pour etre 

5 caracteristique d'un compose donne. 

La non-linearite du signal indique que la quantite d'informations obtenue est 

superieure a celle que l'on obtiendrait a partir des zones sensibles composees des recepteurs 

purs. 

Entre outre, 1'augmentation du nombre de zones sensibles permet de tendre vers un 

10 profil d'emission de signaux essentiellement continu, ce qui permet avantageusement de 

detecter et d'eliminer d'eventuelles zones sensibles defectueuses. 

Enfln, I'utilisation de melanges d'un faible nombre de recepteurs differents permet de 

generer un grand nombre de zones sensibles differentes, ce qui est avantageux sur le plan 

economique, dans la mesure ou cela limite les couts lies au developpement de recepteurs 

15 differents. 

La presente invention concerne ainsi un eapteur pour langue ou nez electronique pour 

analyser un echantillon ou detecter au moins une cible, comprenant un support sur une surface 

duquel se trouve une pluralite de zones sensibles comprenant chacune au moins un recepteur, 

chaque zone sensible pouvant emettre un signal mesurable genere par 1'interaction d'au moins 

20 un constituant de 1'echantillon ou d'au moins une cible avec au moins un recepteur, 

caracterise en ce qu'il comprend au moins trois zones sensibles qui different entre elles par 

leurs compositions respectives en recepteur, 1'une au moins des zones sensibles comprenant 

un melange d'au moins deux recepteurs differents, ou non identiques, les deux autres zones 

sensibles comprenant chacune au moins un des deux recepteurs. 

25 Comme cela apparaitra clairement a Fhomme du metier, le eapteur selon Finvention 

est notamment utile pour mettre en oeuvre une langue electronique, en particulier dans le cadre 

de Fanalyse d'eehantillons de milieux liquide, ou un nez electronique, en particulier dans le 

cadre de Fanalyse d'echantillons de milieux gazeux. 

Ainsi, la presente invention concerne egalement Futilisation d'un eapteur tel que 

30 defini ci-dessus pour analyser un echantillon. 

La presente invention concerne egalement un procede pour analyser un echantillon, 

dans lequel: 

- on met en contact un eapteur tel que defini ci-dessus avec 1'echantillon ; 

- on mesure les signaux emis par les zones sensibles du eapteur ; 
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- on compare les signaux mesures a l'etape precedente aux signaux generes 

independamment par les zones sensibles du meme eapteur, ou d'un deuxieme eapteur 

similaire, consecutivement a une mise en contact avec au moins un autre echantillon ; 

- on qualifie 1'echantillon analyse. 

5 La presente invention concerne egalement l'utilisation d'un eapteur tel que defini ci-

dessus pour definir la composition en recepteurs d'un melange de recepteurs pour revetir une 

structure tridimensionnelle destinee a interagir ou a ne pas interagir avec au moins une cible 

La presente invention concerne egalement un procede de preparation d'une structure 

tridimensionnelle revetue d'un melange de recepteurs destinee a interagir ou a ne pas interagir 

10 avec au moins une cible, comprenant: 

- la mise en contact de la cible avec un eapteur tel que defini ci-dessus ; 

- l'identification d'une zone sensible du eapteur emettant un signal dont 1'intensite est 

indicative d'une affinite avec la cible, qui peut etre forte ou faible, similaire a l'affmite 

souhaitee de la structure tridimensionnelle revetue d'un melange de recepteurs pour la 

15 cible ; 

- eventuellement repeter ces deux etapes pour d'autres cibles si necessaire ; 

- revetir la structure tridimensionnelle avec un melange de recepteurs ayant une composition 

en recepteurs similaire a celle de la zone sensible identifiee. 

20 Recepteur 

Comme on l'entend ici, « un recepteur » est un compose, qui peut etre de tout type 

chimique, susceptible d'interagir, par lui-meme ou lorsqu'il est assemble avec un ou plusieurs 

autres recepteurs au sein d'un melange pour former un assemblage de recepteurs, avec un ou 

plusieurs constituants de 1'echantillon ou avec une cible. Comme on l'entend ici, un recepteur 

25 peut egalement etre designe « element ou determinant de reconnaissance ou de liaison avec un 

ou plusieurs constituants de 1'echantillon ou avec une cible ». 

De preference, les recepteurs selon l'invention different entre eux selon aux moins une 

caracteristique physico-chimique, telle que l'hydrophilie ou l'hydrophobicite d'une part et la 

densite electronique, la polarite, ou la charge d'autre part. Par ailleurs, d'autres 

30 caracteristiques de conformation ou de configuration peuvent les differencier: ainsi les 

recepteurs peuvent differer entre eux selon la presence de structures secondaires, telles que 

des helices ou des feuillets, ou bien etre dans des relations de stereoisomerie entre eux. 
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Ainsi, sur le plan structural, les recepteurs selon I'invention peuvent etre : 

- des molecules simples, notamment de 1000 Da ou moins, telles que des ions, des 

complexes metalliques, des composes organiques, notamment des composes 

organometalliques, des acides amines, des peptides, des oses, des oligosides, des nucleotides, 

5 des oligonucleotides ; ou 

-des molecules complexes, notamment de plus de 1000 Da, telles que des 

polypeptides ou des proteines, eventuellement glycosyle, des polyosides, des lipides, des 

ADN, des ARN, ou des polymeres organiques. 

Les recepteurs selon I'invention peuvent egalement constituer des «briques» 

10 moleculaires dont 1'assemblage au sein d'un melange, notamment de type combinatoire, 

aboutit a une construction moleculaire interagissant avec un ou plusieurs constituants de 

1'echantillon ou avec une cible. Des assemblages de recepteurs de ce type sont notamment 

decrits dans Ojeda et al. (2007) Carbohydrate Research 342:448-459 ; Di Gianvincenzo et al. 

(2010) Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 20:2718-2721 ; Bresee et al. (2010) Chem. 

15 Commun. 46:7516-7518 ; Bresee et al. (2011) Small 7:2027-2031 ; ou encore Wolfenden & 

Cloninger, (2006) Bioconjugate Chem. 17:958-966. 

De preference, les recepteurs selon I'invention ont une taille inferieure a 1 000 000 Da. 

Comme on l'entend ici, les recepteurs selon I'invention peuvent etre independants 

entre eux ou bien etre relies entre eux par des liens moleculaires, notamment covalents. 

20 Lorsque les recepteurs sont relies entre eux, leur association peut former une macromolecule 

presentant differents sites d'interaction avec les constituants de 1'echantillon, ces sites 

correspondant aux recepteurs selon I'invention. 

Zone sensible 

25 Une « zone sensible » selon I'invention est une portion du support susceptible 

d'emettre un signal genere par l'interaction entre un ou plusieurs constituants de 1'echantillon 

avec les recepteurs qu'elle comprend. 

Une telle zone sensible occupe une surface ou un volume sur le support qui peut etre 

de topologie et de forme variables. Ainsi, elle peut etre plane ou en relief, c'est-a-dire que les 

30 recepteurs sont fixes directement sur le support ou occupent un volume situe au dessus de la 

surface en se repartissant ainsi dans les trois dimensions. Par ailleurs, la zone sensible selon 

I'invention peut adopter une forme quelconque, elle peut notamment etre circulaire ou 

polygonale, en particulier parallelepipedique. La zone sensible selon I'invention peut en outre 

etre separee ou accolee d'au moins une autre zone sensible. De preference, l'ensemble des 
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zones sensibles d'un eapteur ont la meme surface, la meme topologie et la meme forme. De 

maniere parti culierement preferee, les zones sensibles selon I'invention ont une topologie 

plane et une forme circulaire. De maniere preferee egalement, la surface d'une zone sensible 

selon I'invention est d'environ 0,25 fim2 a 10 mm2. En outre, de maniere preferee Pepaisseur 

5 de la zone sensible sera comprise entre 0,5 nm et 100 jj.m. 

La mise en contact d'un echantillon avec un eapteur selon I'invention provoque 

l'emission de plusieurs signaux mesurables, au moins un signal pour chacune des zones 

sensibles, formant ainsi un profil de signaux, qui est caracteristique de 1'echantillon. Comme 

l'homme du metier le comprendra bien, 1'augmentation du nombre de zones sensibles permet 

10 done d'augmenter la resolution des profils de signaux mesurables. 

Ainsi, de preference, le eapteur selon I'invention peut comprendre au moins 3, 4, 5, 6, 

7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 50, 100, 500, 1000, 10 000, 100 000, ou 1 000 000 zones sensibles 

selon I'invention. De preference egalement, le eapteur selon I'invention peut comprendre 

moins de 10 000 000, 1.000 000, 100000, 10000, 5 000, 1000, 500, 100, 50, ou 25 zones 

15 sensibles selon 1' invention. 

La densite surfacique des recepteurs permet de moduler l'intensite du signal 

mesurable. 

La densite surfacique d'un recepteur au sein d'une zone sensible est donnee par le 

nombre de recepteurs compris dans une zone sensible rapporte a la surface que cette meme 

20 zone sensible occupe sur le support. Lorsque plusieurs recepteurs non identiques sont presents 

dans une zone sensible, il est possible de definir les densites surfaciques respectives de 

chacun des recepteurs non identiques ainsi que la densite surfacique de 1'ensemble des 

recepteurs. La densite surfacique d'un recepteur peut etre uniforme dans l'ensemble de la zone 

sensible ou etre variable. Lorsqu'elle est variable, les recepteurs peuvent etre repartis selon 

25 des gradients de densite surfaciques, par exemple en fonction de directions dans le plan defini 

par la surface du support. De preference, la densite surfacique de l'ensemble des recepteurs au 

sein d'une zone sensible est comprise entre 10s a 1015 recepteurs/mm2. De preference, 

l'ensemble des zones sensibles du eapteur ont des densites surfaciques de l'ensemble des 

recepteurs qu'elles comprennent qui sont uniformes et essentiellement similaires. 

30 Par ailleurs, 1'augmentation du nombre de zones sensibles non identiques permet 

egalement d'augmenter la sensibilite du eapteur en multipliant les interactions possibles entre 

les constituants de 1'echantillon et les zones sensibles, cela permet egalement d'augmenter la 

diversite des profils de signaux, et done de caracteriser un plus grand nombre de constituants 

differents au sein de 1'echantillon a analyser. En outre l'augmentation du nombre de zones 
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sensibles non identiques permet d'augmenter la continuity du profil des signaux emis par les 

zones sensibles du eapteur, ce qui permet de reperer et d'eliminer les zones sensibles 

defectueuses generant des informations non pertinentes. 

De preference, le eapteur selon I'invention comprend au moins 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 

5 15, 20, 25, 50, ou 100 recepteurs differents ou non identiques, que Ton peut egalement 

qualifier de types de recepteurs differents ou de recepteurs de nature differente. De preference 

egalement, le eapteur selon I'invention comprend au plus 1000, 100, 50, 25, ou 10 recepteurs 

differents ou non identiques. Une meme zone sensible selon I'invention peut comprendre un 

seul recepteur ou entre 2 et 20 recepteurs differents ou non identiques. 

10 Comme l'homme du metier le comprendra bien chaque recepteur, ou type de 

recepteur, est de preference present en plusieurs exemplaires dans une zone sensible selon 

I'invention. Ainsi, a titre d'exemple, lorsqu'une zone sensible est dite comprendre deux 

recepteurs differents, elle comprend de preference plusieurs exemplaires de chacun des 

recepteurs differents, notamment avec les densites surfaciques defmies precedemment. De 

15 meme, lorsqu'on indique qu'une zone sensible ne comprend qu'un seul type de recepteur, cela 

signifie qu'elle peut comprendre plusieurs exemplaires d'un seul recepteur ou type de 

recepteur. 

De preference, dans le eapteur selon I'invention, l'une au moins des zones sensibles 

comprend au moins 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10 recepteurs differents ou non identiques. 

20 Par ailleurs, dans un mode de realisation prefere selon I'invention, une pluralite des 

zones sensibles du eapteur, notamment au moins 3, 5, 10 ou 100 zones sensibles, comprennent 

chacune des melanges d'au moins 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10 recepteurs differents ou non 

identiques, les recepteurs differents ou non identiques etant les memes dans chaque melange, 

et different entre elles par les proportions respectives des recepteurs differents ou non 

25 identiques qu'elles comprennent. Autrement dit, le eapteur comprend une pluralite de zones 

sensibles, notamment au moins 3, 5, 10 ou 100, qui ont chacune des proportions differentes 

d'au moins 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10 recepteurs non identiques qui sont presents dans 

chacune des zones sensibles de la pluralite de zones sensibles. 

Ainsi, dans un mode de realisation prefere de I'invention, le eapteur selon I'invention 

30 comprend n recepteurs non identiques (n nombre entier superieur a un) et les zones sensibles 

comprennent des melanges de ces n recepteurs non identiques dans des proportions variables. 

Dans le cas particulier ou n = 2, on peut par exemple avoir 6 zones sensibles 

differentes, ayant des densites surfaciques de l'ensemble des recepteurs qu'elles comprennent 

uniformes et egales entre elles, avec les proportions suivantes des deux recepteurs A et B 
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consideres : A 0% B 100% ; A 20% B 80% ; A 40% B 60% ; A 60% B 40% ; A 80% B 20% ; 

A 100% B 0%. Le pourcentage etant ici exprime comme la quantite du recepteur considere 

dans une zone sensible sur la quantite totale de recepteurs de la zone sensible. L'augmentation 

de la proportion du recepteur A, de 20% en 20%, est nommee increment. Dans ce cas 

5 1' increment est constant, mais on peut egalement envisager des increments non constants par 

exemple de 0, 10, 20, 30, 50, 70, 80, 90, 100% de A, complete a 100% par B. 

Plus generalement, on peut envisager selon I'invention k zones sensibles au sein 

desquels la proportion en pourcentage d'un premier recepteur dans un melange de deux 

recepteurs evolue par increment de 100/(k-l), la densite surfacique de l'ensemble des 

10 recepteurs etant de preference identique pour chaque zone sensible. 

Ainsi, dans le mode de realisation prefere de I'invention, selon lequel le eapteur selon 

I'invention comprend n recepteurs non identiques (n nombre entier superieur a un) et les 

zones sensibles comprennent des melanges de ces n recepteurs non identiques dans des 

proportions variables, un nombre (k) prefere de zones sensibles a prevoir en fonction de 

15 l'increment i (exprime en pourcentage) est k = ((100/i)+n-l)!/((n-l)!(100/i)!) lorsque 100/i est 

un entier et n<(100/i)+l, et k = nA( 100/i)/(100/i)! lorsque n>(100/i)+l. 

La diminution de la valeur de l'increment augmente la continuite et la resolution du 

profil de signaux. En outre, cela permet d'obtenir des signaux tres proches les uns des autres, 

voire partiellement redondant, de ce fait de corriger, ou de ponderer, les eventuelles zones 

20 sensibles defectueuses. De preference, l'increment sera de 50%, 33%, 20%, 10%, 5%, 

4 %,3 %, 2 %, 1 %, 0,5 %, 0,4 %, 0,3 %, 0,2 % ou 0,1 %. 

La detection de zones sensibles defectueuses est possible, notamment par comparaison 

des signaux emis par une zone sensible dont on souhaite evaluer la fonctionnalite avec ceux 

emis par des zones sensibles proches en composition. Ainsi, dans un mode de realisation 

25 particulier des precedes selon I'invention, ces precedes comprennent en outre une etape de 

verification de la fonctionnalite des zones sensibles du eapteur, e'est-a-dire de leur non 

defectuosite, par comparaison du signal emis par une zone sensible avec celui emis par au 

moins deux autres zones sensibles, notamment des zones sensibles proches en composition de 

celle dont on souhaite verifier la fonctionnalite. Atitre d'exemple, les zones sensibles proches 

30 en composition au sens de I'invention d'une zone sensible dont on souhaite evaluer la 

fonctionnalite seront celles dont les pourcentages respectifs des quantites des differents 

recepteurs presents par zone sensible rapporte a la quantite totale des recepteurs de la zone 

sensible, different de preference de moins de 50 %, 33 %, 20 %, 10 %, 5 %, 2 %, 1 %, 0,5 %, 

0,2 % ou 0,1 % de ceux de la zone sensible dont on souhaite evaluer la fonctionnalite. De 
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preference, une zone sensible 1 sera consideree defectueuse si le signal R1 emis par cette zone 

sensible differe sensiblement des signaux R2 et R3 emis par deux zones sensibles proches en 

composition. Par exemple, la zone sera consideree defectueuse si la difference en valeur 

absolue minimum de (|R1-R2|,|R1-R3|) est superieure d'au moins 50, 20, 10, 5, 4, 3 ou 2 fois 

5 la difference |R2 -R3| entre les deux signaux R2 et R3. Dans un autre exemple, il sera possible 

d'utiliser la difference relative : dans ce cas, la zone sensible 1 sera consideree defectueuse si 

le minimum de (2|R1-R2|/(R1+R2),2|R1-R3|/(R1+R3)) est superieure d'au moins 50, 20, 10, 

5, 4, 3, 2 fois la difference relative 2|R2-R3j/(R2+R3). D'autres definitions de zones sensibles 

defectueuses peuvent etre aisement envisagees par l'homme du metier. 

10 Les signaux obtenus a partir de zones sensibles comprenant de melanges de recepteurs 

non identiques permettent d'obtenir davantage d'informations non redondantes sur les 

constituants d'un echantillon que les signaux obtenus a partir de zones sensibles ne 

comprenant chacune que des recepteurs identiques. Avantageusement, cette non linearite des 

signaux obtenu a l'aide des capteurs selon I'invention peut etre atteinte a 1'aide d'un nombre 

15 limite de recepteurs differents, ce qui est source d'economie. 

Dans un autre mode de realisation prefere, le eapteur selon I'invention comprend au 

moins autant de zones sensibles comprenant un seul type de recepteur, qu'il y a de recepteurs 

differents dans le eapteur, chacun des recepteurs differents du eapteur etant respectivement 

compris dans chacune des zones sensibles comprenant un seul type de recepteur. 

20 Les recepteurs sont fixes sur le support selon I'invention par toute technique adaptee. 

On peut en particulier envisager une simple adsorption, des interactions electrostatiques, ou 

un greffage covalent. A titre d'exemple, lorsque le support solide est du verre, on preferera 

utiliser des recepteurs ou des precurseurs de recepteur de type silane qui permettent de realiser 

un greffage sur la surface du verre ; lorsque le support solide est en or ou comprend une partie 

25 en or, on preferera employer des precurseurs de recepteurs ou des recepteurs comportant des 

fonctions thiol qui se lieront aisement au metal. II est egalement possible d'immobiliser les 

recepteurs dans des matrices polymeres disposees sur la surface du support. 

De preference, la fixation des recepteurs sur le support est realisee a partir de 

precurseurs de recepteurs, dont la structure ne differe sensiblement pas du recepteur (la 

30 fonction permettant l'interaction peut notamment etre protegee pour les besoins de la 

fabrication), ou des recepteurs eux-memes, si leur nature le permet. 
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Signal 

Par signal on entend, au sens de I'invention, un phenomene physique. Le signal est dit 

mesurable lorsqu'on peut determiner sa presence ou son absence, et/ou le quantifier. 

Le signal selon I'invention est genere suite a la mise en contact de 1'echantillon avec 

5 au moins une zone sensible du eapteur, il a pour origine I'interaction entre au moins un 

recepteur present au sein de cette zone sensible et au moins un constituant de 1'echantillon. 

L'interaction correspond generalement a la formation d'une liaison entre au moins un 

recepteur et au moins un constituant de 1'echantillon, la liaison pouvant etre forte ou faible et 

sa reversibilite possible. Selon I'invention, on mesure un signal emis pour chaque zone 

10 sensible dans son ensemble. Toutefois, si necessaire, dans un mode de realisation prefere de 

I'invention, on mesure les signaux emis par l'ensemble des zones sensibles. 

Le signal est mesurable en point final ou en temps reel. 

De preference, le signal selon I'invention est mesurable en temps reel. L'expression en 

« temps reel » signifie que le signal est produit et mesure essentiellement au moment ou 

15 I'interaction entre le recepteur et le constituant de 1'echantillon a lieu. Avantageusement, la 

mesure en temps reel du signal fourni est un parametre additionnel, qui augmente encore 

1'information fournie par le eapteur selon I'invention en ajoutant une dimension temporelle et 

non lineaire aux signaux. 

De preference egalement, le signal mesurable est de type massique, mecanique, 

20 acoustique, electrique ou optique. Selon la nature du signal selon I'invention, on pourra 

notamment le mesurer par microscopie optique, par microscopie a fluorescence, par 

microscopie confocale, par resonance plasmonique de surface, par miroir resonnant, par 

mesure d'impedance, par microbalance a quartz, par poutre flexible, ou par mesure 

d'absorption de lumiere. 

25 De preference le eapteur permettra de detecter directement le signal. Ainsi par 

exemple lorsque le signal est mesurable par resonance plasmonique de surface, un moyen de 

detection adapte correspond aux systemes de lecteur optique de resonance de plasmons de 

surface. Ces systemes sont connus, ils combinent generalement une source lumineuse, par 

exemple de type LED, afin de provoquer une excitation plasmonique et une camera CCD 

30 pour enregistrer le signal produit par la resonance plasmonique. A ce titre, on prefere tout 

particulierement que le signal selon I'invention soit suivi en mode imagerie. Comme l'homme 

du metier le sait bien, le mode imagerie consiste a suivre les variations de signal de tous les 

pixels constituant Fimage de la camera CCD utilisee, alors que le mode multipoint consiste lui 
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a definir, ou a predefinir, des regions de l'image, c'est-a-dire un ensemble de pixels, dont la 

moyenne des signaux obtenus reflete un signal moyen de la region de l'image choisie. 

Support 

5 Le support selon I'invention est constitue d'un materiau adapte a la mesure du signal. 

De preference, dans le eapteur selon I'invention, les recepteurs sont fixes sur un 

support transduisant le signal genere par I'interaction d'un constituant du milieu avec une 

zone sensible, c'est-a-dire relayant le signal genere par un signal d'une autre nature qui est 

representatif de celui-ci. 

10 Lorsque le eapteur est destine a une analyse de l'echantillon par resonance 

plasmonique de surface, le support solide est approprie a une excitation plasmonique et a la 

propagation d'une onde evanescente a sa surface. Avantageusement le support sera un 

materiau transparent, par exemple du verre, recouvert d'une couche metallique, notamment 

d'or, en particulier d'epaisseur 10 a 100 nm, et plus particulierement d'epaisseur 50 nm. 

15 Le support selon I'invention peut notamment etre constitue de verre ; de silicium ; de 

materiau polymere organique, en particulier de type acrylate, PDMS, COC, PEEK, nitro­

cellulose ; de materiau metallique, en particulier en argent, en or, ou en platine ; de materiau 

conducteur carbone, en particulier de type carbone vitreux, graphite, graphene, nanostructure 

carbonee, ou diamant; ou d'une combinaison d'au moins deux de ces materiaux. 

20 

Echantillon 

L'echantillon selon I'invention peut etre de tout type. De preference, il s'agit d'un 

fluide et plus preferablement d'un echantillon de milieu liquide ou de milieu gazeux. 

II peut s'agir en particulier : 

25 - d'un echantillon biologique, comme par exemple un echantillon de sang, de plasma, 

de serum, de liquide cephalorachidien, d'urine, de selles, de liquide synovial, de sperme, de 

secretions vaginales, de secretions buccales, de prelevements respiratoires, provenant en 

particulier des poumons, du nez, ou de la gorge, de pus, de liquides d'ascite, ou de 

prelevements de serosites cutanees ou conjonctivales ; 

30 - d'un echantillon alimentaire, eventuellement mis en suspension, provenant 

notamment d'aliments, qui peuvent etre crus, cuits ou cuisines, d'ingredients alimentaires, 

d'epices, de plats cuisines, ou de boissons ; 

- d'un echantillon d'eau, par exemple issu d'installations de traitement ou de 

distribution de l'eau ; 
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- d'un echantillon de sol; 

- d'un echantillon de gaz, d'air, comme par exemple un echantillon d'air ambiant ou 

issu d'un systeme de climatisation ou d'air expire. 

L'echantillon peut avoir subi au moins un traitement prealable. Le traitement peut etre 

5 physique, chimique ou biologique, il peut notamment s'agir d'une extraction, d'une filtration, 

d'une dilution, ou d'une concentration, il peut egalement s'agir d'une solubilisation, d'un 

broyage, d'une vaporisation ou d'une mise en suspension notamment dans le cas d'un 

echantillon initialement solide. Le traitement peut egalement correspondre a l'ajout d'au 

moins un marqueur de signal dans le prelevement, c'est a dire un compose emettant un signal 

10 additionnel ou susceptible de permettre, de favoriser ou d'exalter la production d'un signal 

par les zones sensibles. Le marqueur de signal peut se lier aux constituants de l'echantillon, il 

peut s'agir par exemple d'une molecule fluorescente, luminescente, ou radioactive. 

Le traitement peut egalement correspondre a l'ajout d'un temoin interne, c'est a dire 

un compose dont on connait la concentration et/ou la constitution, dans l'echantillon. 

15 Selon l'utilisation et le procede tel que defini ci-dessus, les signaux emis par la ou les 

zones sensibles, mises au contact de l'echantillon, sont preferentiellement mesures ou 

enregistre, notamment en fonction du temps de contact entre l'echantillon et le eapteur selon 

I'invention. 

20 Cible 

La cible selon I'invention peut etre de tout type. De preference il peut s'agir d'une 

bacterie, d'une cellule eucaryote, d'un virus, d'une proteine, d'un lipide, d'un sucre, d'un 

acide nucleique, de molecules organiques volatiles ou non, ou de composes inorganiques, tels 

des metaux. Sur le plan fonctionnel, la cible peut notamment etre un medicament, une 

25 hormone, une cytokine, ou encore un recepteur cellulaire. 

L'affinite, que l'on considerera ici synonyme d'avidite, de la zone sensible pour la 

cible est evaluee a partir du signal emis par la zone sensible. Par exemple, dans le cas ou 

l'intensite du signal est fonction de l'affinite de la zone sensible pour la cible, un signal fort 

sera indicatif d'une forte affmite tandis qu'un signal faible sera indicatif d'une faible affmite, 

30 ce qui constitue les deux principales affmites recherchees. 

En effet, on pourra rechercher des structures tridimensionnelles ayant une forte affmite 

pour au moins une premiere cible tout en ne se liant pas a au moins une deuxieme cible. 
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Analyse 

L'analyse selon I'invention peut notamment viser a detecter et/ou quantifier un ou 

plusieurs constituants de l'echantillon. Par ailleurs, l'analyse selon I'invention peut egalement 

viser a qualifier, a categoriser ou a classer les eehantillons selon deux ou plusieurs classes 

5 predefmies, par exemple classer un echantillon d'origine biologique comme etant sain ou 

malin, ou encore selon le type de pathologie, telle qu'un cancer, qu'il represente, un 

echantillon d'origine alimentaire comme etant conforme ou non conforme. Dans ce cadre, on 

pourra proceder par comparaison a partir d'eehantillons temoins, qui comprendront par 

exemple un constituant a l'etat pur, ou qui seront representatifs des classes a defmir. 

10 Ainsi, dans un mode de realisation prefere du procede selon Pinvention : 

- on met en contact un eapteur tel que defini ci-dessus avec l'echantillon ; 

- on mesure les signaux emis par les zones sensibles du eapteur ; 

- on compare les signaux mesures a l'etape precedente aux signaux generes 

independamment par les zones sensibles du meme eapteur, ou d'un deuxieme eapteur 

15 similaire, consecutivement a une mise en contact avec au moins un echantillon temoin ; 

- on qualifie l'echantillon analyse par rapport a au moins un echantillon temoin. 

En outre, l'analyse selon I'invention peut egalement viser a qualifier, a categoriser ou 

a classer des eehantillons selon deux ou plusieurs classes non-predefinies. Ainsi, dans un autre 

mode de realisation prefere du procede selon I'invention : 

20 - on met en contact un eapteur tel que defini ci-dessus, ou une pluralite de capteurs 

similaires tels que defmis ci-dessus, avec une pluralite d'echantillons ; 

- on mesure les signaux emis par les zones sensibles du ou des capteurs pour chaque 

echantillon; 

- on compare entre eux les signaux mesures pour chaque echantillon ; 

25 - on categorise chaque echantillon par rapport a l'ensemble des eehantillons analyses. 

Les etapes de comparaison puis de qualification definies ci-dessus peuvent necessiter 

une etape d'apprentissage supervisee ou non supervise. Cet apprentissage peut etre aisement 

mis en oeuvre par l'homme du metier du domaine des langues et des nez electroniques, qui 

peut notamment s'appuyer sur des techniques classiques telles que notamment decrite par Jain 

30 et al. (2000) IEEE Transactions on Pattern Analysis and Machine Intelligence 22. 4-37. A 

titre d'exemple, on peut citer la decomposition en composantes principales (PCA, Principal 

Component Analysis), les reseaux de neurones artificiels (Turner & Magan, op. cit.), ou la 

separation par machines a vecteurs supports (SVM, Support Vector Machines), notamment 

decrite par Cortes & Vapnik (1995) Machine Learning 20:273-297) et qui a ete recemment 
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utilisee avec succes pour les puces a ADN, comme cela est decrit par Brown et al. (2000) 

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:262-267. 

Structure tridimensionnelle 

5 Comme on l'entend ici, une « structure tridimensionnelle » selon I'invention est en 

particulier une particule, plus particulierement une nanoparticule, c'est-a-dire une particule 

ayant au moins une dimension nanometrique, notamment de 1 nm a 999 nm, ou une 

microparticule, c'est-a-dire une particule ayant au moins une dimension micrometrique, 

notamment de 1 (am a 999 urn. Une structure tridimensionnelle selon I'invention peut 

10 notamment etre un nanotube de carbone, du graphene, un dendrimere, une vesicule, une 

micelle, un liposome, un polymere, un nanocristal, un nanofil, des particules magnetiques ou 

encore des particules poreuses. De telles structures tridimensionnelles, bien connues de 

rhomme du metier, sont notamment utiles a titre de medicament, par exemple pour se lier a 

des cibles pathologiques. 

15 La structure tridimmensionnelle est revetue de recepteurs selon I'invention de maniere 

a pouvoir interagir avec au moins une cible. De preference, la structure tridimensionnelle 

selon I'invention est revetue d'un melange de recepteurs dont l'assemblage, notamment de 

type combinatoire, aboutit a une construction moleculaire qui interagit avec la cible, tels que 

ceux decrits dans Ojeda et al. (2007) Carbohydrate Research 342:448-459 ; Di Gianvincenzo 

20 et al. (2010) Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 20:2718-2721 ; Bresee et al. (2010) 

Chem. Commun. 46:7516-7518; Bresee et al. (2011) Small 7:2027-2031; ou encore 

Wolfenden & Cloninger, (2006) Bioconjugate Chem. 17:958-966. 

L'invention sera davantage explicitee a l'aide des figures et des exemples, non 

limitatifs, qui suivent. 

25 

Description des figures 

Figure 1 

La figure 1 decrit l'obtention et Futilisation d'un eapteur selon I'invention. Brievement, des 

30 depots de neuf melanges de lactose (BB 1) et de lactose sulfate (BB 2) dans des proportions 

differentes (0, 10, 20, 30, 50, 70, 80, 90 et 100% de BB 1) sont realises sur des portions d'un 

support constitue d'un prisme recouvert d'or pour former des zones sensibles. Le eapteur ainsi 

constitue est place dans une cellule permettant de faire circuler differentes solutions a mettre 

en contact avec le eapteur. La reflectivite du eapteur est mesuree sous forme de sensogrammes 
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obtenus par imagerie en resonance plasmonique de surface (SPRi) a l'aide d'une diode 

emettrice et d'une camera CCD. 

Figure 2 

5 La figure 2 represente 1'evolution de la reflectivite du eapteur de I'invention (axe des 

ordonnees, en %) mesuree par imagerie en resonance plasmonique de surface en fonction de 

la concentration de lectine d'Erythrina cristagalli (ECL) (axe des abscisses, en nM) mise en 

presence du eapteur. 

10 Figure 3 

La figure 3 represente les differents profils devolution continus obtenus respectivement pour 

ECL (200 nM), CXCL12-a (100 nM), CXCL12-y (100 nM) et IFN-y (25 nM) avec le eapteur 

de I'invention. Ces profils representant la reflectivite (axe des abscisses, en %) en fonction de 

la proportion de BB 1 contenue dans les portions de support decrites dans la figure 1. 

15 

Figure 4 

La figure 4 represente le profil devolution continu d'un melange ECL + CXCL12-a et ceux 

correspondant respectivement a ECL et CXCL12-a seuls. 

20 Figure 5 

La figure 5 represente des modeles 3D des profils d'evolution continus, en fonction du temps 

de contact avec le eapteur, obtenus respectivement pour ECL seul (en haut a gauche), pour 

CXCL12-a seul (en haut a droite) et pour un melange ECL + CXCL12-a. 

25 Figure 6 

La figure 6 represente des profils d'evolution continus obtenus pour des melanges 

alimentaires : a savoir le lait de soja (Figure 6 A), le lait de vache (Figure 6B) et le lait de riz 

(Figure 6C). 

30 Figure 7 

La figure 7 represente la reflectivite mesuree par imagerie en resonance plasmonique de 

surface (axe des ordonnees, en %) pour les zones sensibles d'un eapteur selon I'invention 

chacune representatives d'un melanges de lactose (BB 1) et de lactose sulfate (BB 2) dans des 
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proportions differentes (0, 10, 20, 30, 50, 70, 80, 90 et 100% de BB 1) (axe des abscisses) en 

presence d'interferon gamma D136 (IFNg D136). 

Figure 8 

5 La figure 8 represente une nanoparticule recouverte d'un melange BB 1 10%/BB 2 90% (a 

gauche) et une nanoparticule recouverte d'un melange BB 1 90%/BB 2 10% (a droite). 

Figure 9 

La figure 9 represente le resultat de la mesure par SPRi sur le plot BB 1 a 10% de 

10 I'interaction de l'IFNgD136 mis en presence des nanoparticules d'or fonctionnalisees avec 

deux types de revetements : BB 1 a 10% ou BB 1 a 90%. Cet effet est dependant de la 

concentration en nanoparticules. 

Figure 10 

15 La figure 10 represente le dosage de l'IFNgD136 par analyse ELISA sur un anticorps anti 

interferon. L'IFNgD136 est incube prealablement avec des nanoparticules d'or 

fonctionnalisees avec deux types de revetements : BB 1 a 10% ou BB 1 a 90%. La 

concentration du surnageant en IFNgD136 est ensuite evaluee par test ELISA. 
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Exemples 

Exemple 1 : eapteur dont les zones sensibles sont constitutes de melanges de 2 recepteurs 

5 1. Fabrication du eapteur 

Deux molecules simples ont ete utilisees comme briques de construction (BB) pour 

construire un eapteur comprenant un support accommodant plusieurs zones sensibles 

combinant des proportions variables de recepteurs : le lactose (BB 1) et le lactose sulfate 

(BB 2). Neuf melanges avec des rapports [BB1]/([BB1]+[BB2]) de 0, 10, 20, 30, 50, 70, 80, 

10 90 et 100%, la concentration totale etant constante a 20 p.M. Les melanges ont ensuite ete 

deposes sur un support forme par la surface en or d'un prisme utilisable pour l'imagerie en 

resonance plasmonique de surface (SPRi) et ont ete maintenus en contact avec la surface du 

prisme sur la nuit. La puce ainsi constitute a ensuite ete lavee a l'ethanol puis sechee sous un 

flux de N2. 

15 En consequence, apres auto-assemblage un eapteur comprenant neuf zones sensibles 

ayant chacune des proportions differentes de BB 1 et BB 2 a pu etre obtenu, comme cela est 

indique dans la Figure 1. Ce eapteur a ensuite ete utilise pour analyser des milieux 

comprenant une seule proteine par SPRi. 

20 2. Analyse de milieux temoins contenant une seule proteine 

L'analyse des milieux proteiques a ete realisee dans une cellule en Teflon de 10 JJ.1, 

connectee a un degazeur et a une pompe peristaltique. 500 pi de milieu proteique ont ete 

injectes. La solution tampon de travail utilisee comprenait 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 

0,005% Tween, 20, 2 mM MgCb, pH 7,4, et a ete filtree et degazee avant utilisation. Toutes 

25 les experiences ont ete conduites a temperature ambiante avec un flux de 1OOuL/min. Avant 

chaque injection de proteine, de l'albumine de serum bovin a ete utilisee pour bloquer la 

surface d'or nue, afin d'eviter les interactions non specifiques. 

Quatre proteines se liant aux sucres ont ete testees : la lectine d'Erythrina cristagalli 

(ECL), les isoformes a et y de la chimiokine CXCL12 et la cytokine pro-inflamatoire 

30 interferon-y (IFN-y). Ces proteines peuvent etre classees en deux groupes en fonction de leur 

capacite a se lier a des chaines osidiques : ECL est une lectine qui se lie au galactose, alors 

que les deux isoformes de CXCL12 ainsi que 1'IFN-y se lient a l'heparane sulfate. 

En pratique, ECL a ete utilisee en premier pour tester le eapteur a plusieurs 

concentrations (200 nM, 400 nM, 800 nM et 1.6 pM). Une courbe de calibration (voir la 
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Figure 2) a ete etablie. Cette courbe presente un profile d"adsorption de type Langmuir, ce qui 

confirme que le systeme fonctionne correctement en tant que eapteur avec un KD = 300+/-

150nM. 

Lors de tests preliminaries deux concentrations differentes ont ete utilisees pour les 

5 autres proteines (100 et 200 nM pour les isoformes de CXCL12, 25 et 50 nM pour 1'IFN-y), 

afin de choisir les concentrations auxquelles les signaux emis sont comparables. Finalement, 

les concentrations qui ont ete choisies sont les suivantes : ECL 200 nM, CXCL12-a 100 nM, 

CXCL12-y 100 nM et IFN-y 25 nM. II convient egalement de noter qu'apres chaque analyse 

de proteine, le eapteur a ete regenere par des solutions appropriees. Dans ce but, differentes 

10 solutions ont ete testees afin d'identifier la solution adaptee a chaque proteine. Ont ainsi ete 

retenues des solutions a 0,02 M NaOH pour ECL, 1 M NaCl pour CXCL12-a et 1% SDS for 

CXCL12-y et IFN- y, car elles permettent une regeneration complete du eapteur sans 

provoquer de degats. 

Les proteines pures aux concentrations choisies ont ete injectees successivement sur 

15 les capteurs, les depots de melanges sur le support du eapteur s'allumant alors a differents 

niveaux de gris. Ces images ont ete enregistrees puis ensuite converties en series de 

sensogrammes. 

De maniere surprenante, les inventeurs ont observe que pour une proteine donnee la 

reflectivite etait dependante de la composition en BB des zones sensibles, comme cela est 

20 visible dans la Figure 3. On observe notamment que la reponse des differents melanges de 

BB n'est pas la simple addition lineaire de la reponse des recepteurs purs. Ce comportement 

non lineaire justifle done a posteriori l'utilisation de differentes zones sensibles avec des 

proportions variables de chacun des recepteurs puisque la reponse de chaque zone sensible est 

porteuse d'une information supplementaire. De plus, on observe que pour une zone sensible 

25 donnee, l'intensite de la reponse depend de la proteine injectee, ce qui indique que le eapteur 

repond differemment a chaque proteine. 

Afin d'illustrer le comportement individuel de chaque proteine, les valeurs de 

reflectivite mesurees une minute avant la fin de l'injection de proteine ont ete representees en 

fonction de la proportion de BB 1 dans les melanges (Figure 3). De maniere interessante, un 

30 profil distinctif sous la forme d'un profil d'evolution continu a pu etre interpole pour chaque 

proteine. Les inventeurs ont pu mettre en evidence que pour une proteine donnee le profil etait 

essentiellement maintenu quelle que soit la concentration de la proteine, l'intensite du signal 

etant quant a elle bien sur variable en fonction de la concentration. 
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En consequence, de tels capteurs pourraient etre utilises non seulement pour 

differencier et identifier des proteines mais egalement a des fins de quantification. De plus, le 

comportement continu de la reponse de ces capteurs a une proteine procure un avantage 

significatif et important par rapport aux ensembles de donnees obtenus avec les capteurs de 

5 nez et de langue electroniques traditionnels. En effet, comme pour chacun des profils 

d'evolution continue les signaux d'un recepteur sont correles aux autres, les signaux 

anormaux peuvent etre exclus, ce qui permet de realiser des identifications d'analytes plus 

precises et plus justes. 

De maniere detaillee, le profil d'ECL, avec un signal maximum a 70% de BB 1, est 

10 completement different des autres avec des signaux maximums a 10% de BB 1, indiquant 

que, comme attendu, ECL a une affmite superieure pour les zones sensibles de support riches 

en lactose. Au contraire, les proteines se liant a Pheparane sulfate ont une affinite superieure 

pour les zones sensibles riches en lactose sulfate BB 2. En consequence, ECL peut etre 

facilement distingue des autres. De maniere plus interessante, l'isoforme a de CXCL12 donne 

15 un profil d'evolution continu relativement different de ceux obtenus pom- CXCL12-y ou 

1'IFN-y. En effet, pour CXCL12-a la reflectivite est quasi nulle lorsque la proportion de BB 1 

est de 50% ou plus, alors que pour CXCL12- y ou 1'IFN-y elle est beaucoup plus elevee. Une 

analyse plus poussee du profil d'evolution continu represente dans la Figure 3 revele qu'a la 

meme concentration CXCL12-y possede une affmite beaucoup plus elevee pour les zones 

20 sensibles que CXCL12-a. Ainsi, alors qu'avec CXCL12-a a 100 nM, aucune zone sensible du 

eapteur ne presente une reflectivite superieure a 1,35 %, un signal de 2,30 % est atteint avec 

CXCL12- y. 

Si l'on peut aisement comprendre que l'on puisse distinguer ECL des autres proteines 

a l'aide du eapteur, il est a noter que les deux isoformes de CXCL12, qui sont identiques dans 

25 leurs regions 1-68, sont mieux distinguees que CXCL12-y par rapport a IFN-y. 

Toutefois, avec cette premiere generation de eapteur comprenant 9 zones sensibles 

ayant des proportions differentes de 2 recepteurs, il n'est pas possible de distinguer CXCL12-

y et IFN-y malgre la difference d'intensite de signal. A cet egard, les inventeurs prevoient que 

des capteurs prepares a partir de recepteurs additionnels afin de generer plus de diversite au 

30 niveau des zones sensibles, devraient permettre de distinguer des proteines de liaison a 

Pheparane sulfate avec des topologies de charges similaires mais non identiques. 
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3. Application a 1' analyse de milieux complexes 

Les principales applications de la technologie des nez et langue electroniques se 

trouvent dans le controle et l'analyse de milieux complexes. Afin de tester l'efficacite du 

eapteur ci-dessus dans l'analyse de milieu, les inventeurs l'ont teste avec un melange de deux 

5 proteines : ECL (200 nM) et CXCL12-a (100 nM) (Melange 1) ainsi que des melanges 

alimentaires tels que du lait de soja, du lait de vache ou du lait de riz. 

Le profil d'evolution continu obtenu est presente dans la Figure 4, accompagne des 

profils obtenus pour les deux proteines pures pour comparaison. Ce resultat initial demontre 

que le eapteur est sensible au melange et qu'il est capable de distinguer le melange des 

10 proteines pures. En fait, on observe meme que le profil d'un melange de deux proteines est 

proche d'une addition simple des profils des proteines pures. Ceci suggere qu'il n'existe 

quasiment aucune interaction cooperative entre les proteines adsorbees sur les zones sensibles 

du eapteur. Le principal avantage de cette propriete est de rendre possible la detection et la 

quantification de melanges a partir des profils respectifs des composants individuels du 

15 melange par simple decomposition lineaire. 

Par ailleurs, il serait avantageux de prendre avantage des cinetiques d'adsorption et de 

desorption en temps reel obtenus par SPRi. Cette information supplemental pourrait rajouter 

une autre facon de distinguer les differentes proteines, en complement des profils d'evolution 

continu. A titre d'illustration, la Figure 5 presente revolution temporelle du profil de 

20 reconnaissance du melange ECL + CXCL12-a en trois dimensions. 

En outre, afm de mieux comparer la reponse de la langue electronique vis-a-vis de 

trois types d'eehantillons alimentaires, du lait de soja, du lait de vache ou du lait de riz, un 

profil a ete realise pour chaque echantillon. Ce profil represente la reflectivite apres 6 min de 

rin9age en fonction des rapports lactose/lactose sulfate (L/LS) des zones sensibles 

25 (Figure 6).On peut confirmer tres facilement que pour le lait de soja (Figure 6A), il y a une 

forte affinite avec plusieurs zones sensibles riches en lactose sulfate incluant le lactose sulfate 

pur, 90% LS, 80% LS, 70% LS, 60% LS, 50% LS. En revanche, pour le lait UHT 

(Figure 6B), il y a une forte affinite seulement avec 2 zones sensibles, lactose sulfate pur et 

90% LS. Ceci montre que la langue electronique est capable de differencier ces 2 produits. 

30 S'agissant du lait de riz (Figure 6C). le profil est completement different car la plus forte 

affinite est obtenue avec la zone sensible composee de lactose pur. Ces resultats montrent que 

la langue electronique est efficace pour analyser et differencier des eehantillons complexes. 

De plus, le profil obtenu pour chaque echantillon peut etre considere comme une signature 

pour leur identification. 
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Exemple 2 : methode de selection de surfaces combinatoires adaptccs 

L'utilisation de nanoparticules (NP) decorees comme agent therapeutique est un sujet 

tres explore. Plusieurs auteurs ont ainsi decrit des systemes ayant une certaine efficacite. 

5 Parmi les revetements utilises, il est possible de citer :(i) des ligands specifiques, comme des 

anticorps par exemple, qui interagiront directement avec leur cible, molecule a molecule, 

ou,(ii) developpes plus recemment, des revetements composes d'une petite molecule 

(Bowman et al. (2008) J. Am. Chem. Soc. 130:6896-6897 ; Baram-Pinto et al. (2009) 

Bioconjugate Chem. 20:1497-1502 ; Baram-Pinto et al. (2010) Small 6:1044-1050 ; Rele et 

10 al. (2005) J. Am. Chem. Soc. 127:10132-10133) ou d'un assemblage de petites molecules en 

elles-memes individuellement sans proprietes biologiques tres defmies (Ojeda et al. (2007) 

Carbohydrate Research 342:448-459; Di Gianvincenzo et al. (2010) Bioorganic & 

Medicinal Chemistry Letters 20:2718-2721 ; Bresee et al. (2010) Chem. Commun. 46:7516-

7518 ; Bresee et al. (2011) Small 7:2027-2031 ; Wolfenden & Cloninger, (2006) Bioconjugate 

15 Chem. 17:958-966) mais generant des proprietes specifiques lorsque deposees sur la surface 

des nanoparticules. 

Ces derniers assemblages sont classiquement realises de facon combinatoire : des 

ensembles definis de briques de base sont melanges puis assembles sur la nanoparticule. Le 

choix de ces melanges n'est pas forcement rationnel puisque les structures adequates sont 

20 fmalement identifies en criblant l'activite de chaque type de NP. 

Cela signifie done que pour trouver des revetements actifs sur une base de banques de 

composes n'ayant pas forcement d'activite biologique, il faudra fabriquer un grand nombre de 

NP munis de revetements issus de melanges combinatoires. Le criblage de l'activite 

biologique de ces NP permettra, eventuellement, de detecter quels sont les melanges actifs. II 

25 resulte de cela un tres faible rapport entre le nombre de NP differentes preparees et le nombre 

de NP actives. 

Afin de mieux cibler ces melanges et done de diminuer le nombre de NP non actives 

fabriquees, il serait avantageux de pouvoir evaluer rapidement l'activite des melanges des 

briques de base formant recepteur sous un format plus propice a l'analyse rapide a haut debit. 

30 Dans ce cadre, les inventeurs ont montre, de fa^on surprenante, que l'activite d'une 

surface composee d'un melange de recepteurs sur un support a 2 dimensions (2D) reste tres 

proche de celle d'une nanoparticule revetue du meme melange. 

Ainsi, les inventeurs proposent d'evaluer l'activite de nanoparticules, ou plus 

generalement de structures tridimensionnelles, portant a leur surface un melange de composes 
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formant recepteur grace a un test sur un eapteur 2D portant un certains nombre de zones 

sensibles, par exemple sous forme de spots, qui sont chacune representative d'un melange en 

deux proportions particulieres des composes initiaux. La cible, qui peut etre une proteine ou 

un microorganisme par exemple, est alors mise en contact avec ces capteurs et les interactions 

5 sont mesurees, par SPRi par exemple. L'intensite des interactions mesurees entre la cible et 

les differentes zones sensibles sont indicatives des compositions de melange a privilegier pour 

la fabrication du revetement des structures tridimensionnelles, telles que les NP. De meme, si 

l'on prefere tviter une interaction, on choisira de preference une composition de melange 

proche de celle d'une zone sensible presentant pas ou peu d'interactions avec la cible defmie. 

10 Les inventeurs proposent done d'associer a la fabrication combinatoire de revetements 

de structures tridimensionnelles, notamment du type nano ou micro-objet, telles que des NP, 

des dendrimeres, ou des liposomes, une etape de criblage 2D a l'aide d'un eapteur selon 

I'invention, tres bien adaptee a revaluation rapide des proprietes des surfaces. La 

conservation des proprietes 2D vers 3D permet ainsi de preselectionner des surfaces actives, 

15 ce qui rend le developpement de futurs medicaments beaucoup plus rapide et moins couteux. 

Description du principe : 

1- Un eapteur est tout d'abord construit comme indique dans 1'Exemple 1 en preparant 

des zones sensibles constitutes chacune d'un melange avec une proportion propre des 

20 briques de base formant recepteur, a savoir neuf melanges avec des rapports 

[BB 1 ]/([BB 1 ]+[BB2]) de 0, 10, 20, 30, 50, 70, 80, 90 et 100%, la concentration totale 

etant constante a 20 jiM, BB 1 representant le lactose et BB 2 le lactose sulfate. 

2- L'affmite des zones sensible pour la cible, ici 1'interferon gamma D136 (IFNg D136) 

25 est alors mesuree, dans le cas present par SPRi selon les modalites de 1'Exemple 1. 

3- On selectionne la ou les zones sensibles offrant la meilleure affmite. Dans le cas 

present, la zone sensible pertinente pour la proteine IFNg D136 est constitute d'un 

melange 10% BB 1/90% BB 2 (Figure 7). La zone sensible correspondant au mtlange 

30 90% BB 1/10%> BB 2 a tte choisi comme controle ntgatif. 

4- On prepare des NP, particule d'or, revetue de mtlanges similaires a ceux identifies 

( Figure 8). La taille des nanoparticules est de 20 nm. 
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5- On verifie 1'affinite des NP preparees pour la cible a l'aide de tests biochimiques 

classiques, ici par SPRi (Figure 9) ou par ELISA (Figure 10). 

En SPRi on observe bien que les NP avec le revetement pertinent (BB1 10%) 

5 provoquent une diminution de signal qui est dependant de la concentration de NP ; en 

revanche, les NP controle negatif (BB1 90%) ne provoquent pas de variation de signal du 

tout. 

Les resultats de l'ELISA confirment que ]'affinite pour une cible d'une zone sensible, 

constituee d'un melange de recepteurs sur un support a 2 dimensions, reste tres proche de 

10 celle d'une nanoparticule revetue du meme melange. 

Par ailleurs, le meme type de procede, de l'etape 1 a 5 peut etre realise sur plusieurs 

cibles ; par exemple si l'on desire que la particule fixe une premiere cible A sans fixer une 

deuxieme cible B. 

15 
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Revendications 

1. Capteur pour langue ou nez electronique pour analyser un echantillon ou pour detecter au 

moins une cible, comprenant un support sur une surface duquel se trouve une pluralite de 

5 zones sensibles comprenant chacune au moins un recepteur, chaque zone sensible pouvant 

emettre un signal mesurable genere par I'interaction d'au moins un constituant de 

l'echantillon ou d'au moins une cible avec au moins un recepteur, caracterise en ce qu'il 

comprend au moins trois zones sensibles qui different entre elles par leurs compositions 

respectives en recepteur, l'une au moins des zones sensibles comprenant un melange d'au 

10 moins deux recepteurs differents, les deux autres zones sensibles comprenant chacune au 

moins un des deux recepteurs. 

2. Capteur pour langue ou nez electronique selon la revendication 1, comprenant une pluralite 

de zones sensibles qui comprennent chacune un melange d'au moins deux recepteurs 

15 differents, les recepteurs differents etant les memes dans chaque melange, et qui different 

entre elles par les proportions respectives des recepteurs differents qu'elles comprennent. 

3. Capteur pour langue ou nez electronique selon la revendication 1 ou 2, dans lequel l'une au 

moins des zones sensibles comprend un melange d'au moins trois recepteurs differents. 

20 

4. Capteur pour langue ou nez electronique selon l'une des revendications 1 a 3, comprenant 

une pluralite de zones sensibles qui comprennent chacune un melange d'au moins trois 

recepteurs differents, les recepteurs differents etant les memes dans chaque melange, et qui 

different entre elles par les proportions respectives des recepteurs differents qu'elles 

25 comprennent. 

5. Capteur pour langue ou nez electronique selon l'une des revendications 1 a 4, comprenant 

au moins autant de zones sensibles comprenant un seul type de recepteur, qu'il y a de 

recepteurs differents dans le capteur, chacun des recepteurs differents du capteur etant 

30 respectivement compris dans chacune des zones sensibles comprenant un seul type de 

recepteur. 



WO 2013/124810 25 PCT/IB2013/051421 

6. Capteur pour langue ou nez electronique selon l'une des revendications 1 a 5, comprenant 

un nombre de zones sensibles suffisant pour que le profil des signaux emis par l'ensemble des 

zones permette d'identifier la presence d'au moins une zone sensible defectueuse. 

5 7. Utilisation d'un capteur tel que defini dans l'une des revendications 1 a 6, pour analyser un 

echantillon. 

8. Procede pour analyser un echantillon, dans lequel: 

- on met en contact un capteur tel que defini dans l'une des revendications 1 a 6 avec 

10 l'echantillon; 

- on mesure les signaux emis par les zones sensibles du capteur ; 

- on compare les signaux mesures a l'etape precedente aux signaux generes 

indcpcndamment par les zones sensibles du meme capteur, ou d'un deuxieme capteur 

similaire, consecutivement a une mise en contact avec au moins un autre echantillon ; 

15 - on qualifie l'echantillon analyse. 

9. Procede selon la revendication 8, dans lequel: 

- on met en contact un capteur tel que defini ci-dessus avec l'echantillon ; 

- on mesure les signaux emis par les zones sensibles du capteur ; 

20 - on compare les signaux mesures a l'etape precedente aux signaux generes 

independamment par les zones sensibles du meme capteur, ou d'un deuxieme capteur 

similaire, consecutivement a une mise en contact avec au moins un echantillon temoin ; 

- on qualifie l'echantillon analyse par rapport a au moins un echantillon temoin. 

25 10. Procede selon la revendication 8, dans lequel: 

- on met en contact un capteur tel que defini ci-dessus, ou une pluralite de capteurs 

similaires tels que definis ci-dessus, avec une pluralite d'eehantillons ; 

- on mesure les signaux emis par les zones sensibles du ou des capteurs pour chaque 

echantillon; 

30 - on compare entre eux les signaux mesures pour chaque echantillon ; 

- on categorise chaque echantillon par rapport a l'ensemble des eehantillons analyses. 
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11. Procede selon l'une des revendications 8 a 10, comprenant en outre une etape de 

verification de la fonctionnalite des zones sensibles du capteur par comparaison du signal 

emis par une zone sensible avec celui emis par au moins deux autres zones sensibles. 

5 12. Utilisation d'un capteur tel que defini dans l'une des revendications 1 a 6, pour definir la 

composition en recepteurs d'un melange de recepteurs pour revetir une structure 

tridimensionnelle destinee a interagir ou a ne pas interagir avec au moins une cible. 

13. Procede de preparation d'une structure tridimensionnelle revetue d'un melange de 

10 recepteurs destinee a interagir ou a ne pas interagir avec au moins une cible, comprenant: 

- la mise en contact de la cible avec un capteur tel que defini dans l'une des revendications 1 

a 6 ; 

- 1'identification d'une zone sensible du capteur emettant un signal dont l'intensite est 

indicative d'une affinite pour la cible similaire a l'affinite souhaitee de la structure 

15 tridimensionnelle revetue d'un melange de recepteurs pour la cible ; 

- revetir la structure tridimensionnelle avec un melange de recepteurs ayant une composition 

en recepteurs similaire a celle de la zone sensible identifiee. 

14. Procede selon la revendication 13, comprenant en outre une etape de verification de la 

20 fonctionnalite des zones sensibles par comparaison du signal emis de chaque zone sensible 

avec celui emis par au moins deux autres zones sensibles. 


