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Résumeé

L’analyse de composés a I'état de traces dansaestilons complexes tels
gue les fluides biologiques, les matrices enviromergtales ou les denrées
alimentaires nécessite une étape de purificatieantagnalyse afin de limiter la
présence d’effets de matrice. Les supports cormemgls d’extraction sur phase
solide, bien qu'étant trés efficaces pour précotreen’échantillon, conduisent
souvent a la co-extraction de composés interférgkfis de pallier ce manque de
sélectivité, des supports sélectifs fondés sur mésanismes de reconnaissance
moléculaire ont été développés. Les immunoadsabaeposants sur I'utilisation
d’anticorps dirigés contre I'analyte et immobilisésr un support solide, et les
polyméres a empreintes moléculaires qui possedest chvités spécifiques
complémentaires d’'une molécule empreinte, ont dégontré un fort potentiel

pour I'extraction sélective de composés de matmoesplexes.

Un troisieme type de support d’extraction sélectgalement fondé sur un
mécanisme de reconnaissance moléculaire explddardropriétés des aptameres a
été développé lors de cette étude. Les aptamenegies oligonucléotides capables
de fixer de maniere spécifique une molécule avecalfinité comparable a celle des
anticorps.

Un aptamere sélectionné pour reconnaitre la cocaige choisi comme
aptamére modele pour cette étude de faisabilitéffédents supports
d'immobilisation ont été évalués et les oligoadsotb obtenus ont été caractérisés
en termes de rétention spécifique et non spécifigiegetaux de greffage, et de
capacité. La sélectivité du support le plus pertortnen milieu pur a ensuite été
évaluée en réalisant I'extraction de la cocainepldsma et de sang. L'analyse
chromatographique des extraits obtenus a conduilea chromatogrammes
dépourvus de co-élutions, contrairement a ceusis®s traitements généralement
employeés, démontrant ainsi I'apport en purificatienl’oligoextraction.

Ce développement a ensuite été transposé avecssaiage autre aptamere,
'aptamere anti-ochratoxine A. L’oligoadsorbanteri s’est montré tres rétentif, du
fait de sa forte affinité, et a permis I'extractis@lective de I'ochratoxine A du vin.
Les résultats obtenus sont trés similaires a cétenas avec un immunoadsorbant.
De plus, les procédures d’extraction s’averent beap plus simples a développer
gue pour les polymeres a empreintes moléculaires.
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Abstract

The analysis of drugs in biological fluids (urimfdasma) at the trace level
needs a sample clean-up before LC/MS analysisnit the role of matrix effect.
Despite their attractive features, classical sabersed in Solid-Phase Extraction
(SPE) often lead to the co-extraction of many fereng compounds. As an
alternative to this lack of selectivity, selectiveaterials based on a molecular
recognition mechanism can be used. Immunosorb&Bs3 based on immobilized
antibodies produced towards a target analyte, aole@aularly imprinted polymers
possessing specific cavities designed for a temptailecule have already shown a
high potential for the selective extraction of &trgnalytes from complex matrices.

Selective extraction based on a molecular recagnitiechanism can also be
obtained using aptamers immobilized onto a soligpsu. Aptamers are
oligonucleotides able to bind a specific moleculgéhwthe same affinity as
antibodies. Aptamers are less expensive to prodadepresent a higher stability
than antibodies.

An aptamer selected against cocaine was immobilizedvarious solid
supports. These sorbents were characterized irstefrninding efficiency, specific
and non specific retention as well as influenc¢hefspacer length. To evaluate the
ability of this oligosorbent to extract cocaine rfracomplex samples, plasma and
blood samples were treated by the support. Theysisabf the samples treated by
the oligosorbent led to a very clean chromatograaking the quantification of
cocaine possible whereas peak co-elutions werengasevhen using conventional
sample treatment techniques. This illustrated thprovement of the purification
step by exploiting the high selectivity of aptamers

An oligosorbent was then synthesized following Hzene procedure with
another aptamer, selected against ochratoxin AighA hetention was observed on
this sorbent and allowed the selective extractibrochratoxine A from wine.
Moreover, the extraction procedures are more sirapteeasier to develop than for
the molecularly imprinted polymers.
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Introduction

Quel que soit le domaine d’application (cliniquegraalimentaire ou
environnemental), les difficultés rencontrées eimah analytique sont trés souvent
lites aux faibles teneurs recherchées et a la ediplde certains échantillons.
L’instrumentation a connu de nombreux développememéechnologiques,
notamment dans les domaines des séparations rapidele la détection par
spectrométrie de masse. L’étape de traitementédbdntillon est souvent laissée en
retrait, alors qu’elle représente la deuxieme physortante source d’erreurs de toute
la méthode analytique apres I'échantillonnage etl@unalyste lui consacre 60 % de
son temps. Cette technique permet pourtant d’auggnegrandement les
performances de la méthode analytique en concerlgaranalytes et en purifiant
I'échantillon afin de s’affranchir d’éventuels éfede matrice.

L’extraction liquide-liquide a longtemps été la m&de la plus couramment
employée. Cette technique est cependant sujettef@rrhation d’émulsions et les
rendements d’extraction des composés polaires faties. Le développement de
nouvelles phases stationnaires ainsi que la miggdame de réglementations sur la
réduction de l'usage de solvants organiques ontribolk a son remplacement
progressif au profit de I'extraction sur phase dmliDe nombreux adsorbants tels
gue les silices greffées ou les phases polymérignesété développés et ont montré
un fort potentiel de préconcentration. Toutefoss,rétention de ces supports est
uniquement basée sur I'établissement d’effets plilstbes, de nombreux composés
interférents de polarité voisine a celle des aralgbnt co-extraits lors du traitement
d’échantillons complexes, ce qui peut engendreratesurs et effets de matrice.
Afin de pallier ce manque de purification, des saupp sélectifs fondés sur des
mécanismes de reconnaissance moléculaire ont étéloggés. Ces supports
d’extraction sélective sur phase solide permettdabtenir un extrait dépourvu
d’interférents en une seule extraction.

La premiere approche consiste en l'utilisation ditmoadsorbants. Ces
adsorbants sont constitués d’anticorps développa@strec I'analyte cible et
immobilisés sur un support solide. La grande affiret spécificité de la liaison
antigene/anticorps permet de retenir uniquemeot les composés reconnus par les
anticorps. Aprés une étape de lavage, les composé®£lués et un extrait contenant
uniguement les molécules d’intérét est collect@aréoins, leur manque de stabilité
et le colt de revient sont leurs principaux incaonegts.
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Une autre stratégie, aujourd’hui largement emplpy&s ['utilisation de
polyméres a empreintes moléculair®iF, Molecularly Imprinted Polyme)sCes
polyméres possedent des cavités ayant une comptignt@istérique et fonctionnelle
a la molécule cible. Lors de la percolation deHatillon, leurs cavités retiennent
uniqguement et de maniere spécifigue les moléculegérets, et les composés
interférents sont ainsi éliminés. La synthése ddype d’adsorbant est rapide et
relativement simple. Cependant, celle-ci peut gawvéouteuse lorsqu’il s’agit de
molécules naturelles dont le colt de syntheselest.€D’autre part, des problemes
de relargage de la molécule empreinte utiliséederka synthése peuvent également
survenir, pouvant ainsi fausser la quantification.

Une nouvelle classe de molécules, nommées aptanestede plus en plus
employée comme outil de reconnaissance molécutiires diverses applications
analytiques. Les aptameéres sont des oligonucléotigelongueur le plus souvent
comprise entre 20 et 60 bases et qui possederforiaeaffinité et spécificité envers
un ligand (petites molécules organiques, peptidesies nucléiques, protéines,
cellules intactes). lls sont sélectionnés a paliime banque aléatoire contenant
jusqu'a 16° séquences différentes par une méthode combinadeirsélection in
vitro appeléeSystematic Evolution of Ligands by EXponential @rient (SELEX)
selon leur aptitude a reconnaitre une cible. Lédfini®, comparable a celle des
anticorps, leur conféere un grand potentiel pouredigs applications analytiques
comme des bioessais de type ELISA (appelés ELONAr mmzyme-linked
oligonucleotide assdydes biocapteurs ou encore des phases statieangitisées
en chromatographie d’affinité, en électrochromaapgie, ou en MALDI.

L’objectif de ce travail est d’étudier la faisat@lide I'utilisation d’'une phase
stationnaire a base d’aptameres, appelée oligdaasiompour I'extraction sélective
sur phase solide. En effet, tres peu d’études iposte I'utilisation d’aptameres pour
'extraction sur phase solide en tant que telleligbextraction semble étre une
alternative intéressante a limmunoextraction eespnterait méme quelques
avantages. En effet, la petite taille des aptaméoesparée a celle des anticorps
permettrait une meilleure densité de greffage,ogicddes supports de plus grande
capacité. En plus de leur facilité de synthése,dpmmeéres ont des durées de
renaturation de quelques minutes contre 24 ou 48br pes anticorps. Les
oligoadsorbants peuvent également concurrencevileslorsque la molécule cible
est particulierement chere car leur sélection regigesne quantité beaucoup moins
élevée d’analyte.

L’aptamere anti-cocaine a été tout d'abord chamnme aptamére modele
pour la synthése d'un oligoadsorbant. Différentspsuts d’immobilisation ont été
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évalués et les oligoadsorbants obtenus ont ététéas®s. La sélectivité du support
le plus performant en milieu pur a ensuite été @ealen réalisant I'extraction de
cocaine de plasma et de sang. Ces développemdntasnite été transposés a un
autre aptamére, I'aptamere anti-ochratoxine A, dénvérifier que les procédures
mises au point sont applicables aux autres aptamere
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Chapitre 1 — Analyse de traces en milieu
complexe
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Chapitre 1 — Analyse de traces en milieu complexe

La premiére partie de ce chapitre est consacrée pélsentation des deux
molécules prises comme modéles pour notre étugleodaine et I'ochratoxine A.
Leurs propriétés ainsi que les méthodes d’analyssss en jeu pour leur détection
seront discutées. Nous verrons que ces moléculgspsésentes dans des matrices
tres complexes, qui nécessitent souvent une étapeadement de I'échantillon
avant analyse.

La seconde partie présente la méthode de traitedeehéchantillon la plus
employée lors de lI'analyse de composés a l'étatralees dans des échantillons
complexes : I'extraction sur phase solide. Unenétta particuliere sera ensuite
portée sur les supports d’extraction basés surntssanismes de reconnaissance
moléculaire.

|. Présentation des composeés etudiés

A. La cocaine

1. Origine, structure et mode d’action

La cocaine est un alcaloide extrait dérythroxylum Coca plante
couramment appelée coca et répandue au Pérou Boblere. Psychotrope classé
comme stupéfiant, la cocaine est une drogue puessgun stimule le systeme
nerveux central. Plusieurs preuves archéologiquest la découverte de restes de
feuilles de coca dans des tombes datant d™V#iécle au Pérou et en Bolivie,
montrent que la cocaine était consommeée par leglggeameérindiens. Les feuilles
de coca étaient machées probablement pour augmestperformances physiques
ainsi que pour lutter contre la faim et la fatiges produits a base d’extraits de
feuilles de coca ont fait leur apparition a ladim XIX*™siécle pour des utilisations
tres diverses : anesthésiant local, produit doptaitement de la dépression ou
méme de certaines addictions. L'usage récréatifdéeeloppe et les cas de
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cocainisme se multiplient, une réglementation deage et de la distribution de la
cocaine a donc été mise en place pour la prenoéadix Etats Unis en 1914.

La cocaine, dont la structure chimique est préseatéFigure 1A, possede
une fonction amine ionisable dont le pKa est 8,F ft le logarithme de son
coefficient de partage octanol/eau est de 2,43HR peut se présenter sous deux
formes différentes (Figure 1 B et C) :

- le chlorhydrate de cocaine : une poudre blancheaolkgtluble qui peut-étre
insufflée (« sniffée »), fumeée, ou injectée parevimtraveineuse apres avoir été
dissoute dans I'eau,

- le crack : cocaine sous sa forme basique (freel@sest généralement fumeée.

Figure 1 :  (A) : Structure de la cocaine ; (B) : Chlorhydrate de cocaine ; (C) : « Crack »

La durée des effets, liée a I'évolution de la comiaion de cocaine dans le
sang, differe quelque peu en fonction de la formesslaquelle elle a été
consommeée. Lorsqu'elle est insufflée, la cocaielypt son effet aprés 3 minutes
environ, tandis que ce dernier se manifeste enqqasl secondes lorsqu'elle est
fumée ou injectée. Dans le cas ou la cocaine sgffide, la phase d'euphorie dure
en moyenne 30 minutes, contre 5 a 10 minutesesiesli fumée et moins encore si
elle est injectée.

Elle agit sur le systéme nerveux central en bloglzarecapture de dopamine
dans I'espace synaptique comme l’illustre la figRreCe neurotransmetteur, libéré
pendant la transmission de linflux nerveux, estnrmamlement réabsorbé par le
neurone émetteur via des protéines de transportcdcaine se fixant sur ces
protéines de transport, elle entraine I'accumutatite dopamine dans I'espace
synaptique, ce qui a pour effet d’amplifier et adelpnger la transmission du signal
nerveux provoquant un effet stimulant.
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Figure 2 :  Transmission de I'influx nerveux en absence et en présence de cocaine [3]

La prise de cocaine engendre une augmentationtdmeycardiaque, de la
pression artérielle, de la température corpordlldeela fréquence respiratoire. Les
pupilles se dilatent et les sensations de faim eetsdmmeil disparaissent. Une
consommation de fortes doses, un état de santéfrag un mélange avec d’autres
substances aggravantes peuvent causer la mortluErd@ sa toxicité intrinséque,
une interaction avec un produit de coupe peut erode les dangers. En effet, la
cocaine est la plupart du temps diluée (ou « coupémvec d’autres produits
stimulants ou anesthésiants moins couteux (commi@daaine, la procaine, la
benzocaine, la caféine ou I'éphédrine) ayant diegseproches de ceux provoqués
par la cocaine pour tromper les consommateurs. digpage avec des sucres
(lactose, saccharose, mannitol...) est égalementdrécafin de conserver le méme
aspect a moindre co(t.

2. Le métabolisme de la cocaine

La cocaine se transforme trés rapidement dansabisgie, sa demi-vie dans
le sang est évaluée entre 31 et 80 minutes [4]sdt®ma du métabolisme de la
cocaine est présenté en Figure 3.
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Figure 3:  Schéma du métabolisme de la cocaine. Adapté de [5]

La benzoylecgonine (BZE) en est son métabolitecpal. Elle résulte de la
cassure de la liaison methyl-ester a la fois p& mon enzymatique pour 20 % de la
benzoylecgonine formée, via un mécanisme dhydeolymsique, et par voie
enzymatique catalysée par des estérases pour 186 &&tants [4]. Bien que ce
meétabolite soit inactif d’un point de vue pharmagpdue, il est d’un grand intérét
meédico-légal et analytique de par sa longue demivaluée entre 2,6 et 5,1 heures
dans le plasma et 7,5 heures dans les urines ¢&$econd métabolite majeur de la
cocaine est I'ecgonine methyl ester (EME), proghait hydrolyse enzymatique de
l'ester de benzyle. Il est établi qu’'environ 45% lde cocaine consommée est
meétabolisée en benzoylecgonine et 40% en ecgonetbyimester [5]. Ces deux
meétabolites sont ensuite hydrolysés en ecgoninerdceocaine est formée par N-
démethylation de la cocaine. Elle est le premietabwite ayant une activité
pharmacologique. La norbenzoylecgonine est obtgrarele méme meécanisme a
partir de la benzoylecgonine, mais aussi par hydeode la norcocaine. D’autres
meétabolites sont tres intéressants d’un point demradico-légal, car ils donnent des
informations sur la facon selon laquelle la cocainété consommée. Quand de
l'alcool a été ingéré simultanément a la prise deaine, le cocaéthylene (composé
toxique résultant de la transestérification de daaine en présence d’éthanol) est
retrouvé. L’anhydroecgonine methylester et son gpitodde dégradation
'anhydroecgonine sont quant a eux des produitspgelyse de la cocaine,
synonyme de consommation de cocaine fumée sous fenarack [7].
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3. Les matrices biologiques d’intérét

L’analyse de la cocaine et de ses métabolites l@ansatrices biologiques
est trées complexe du fait de leur courte demi-izeur recherche dans le sang, le
plasma ou le sérum est trés répandue. La duréestdetidn de la cocaine y est
estimée entre 4 et 6 heures, alors que la benzyete peut étre détectée jusqu'a
48 heures apreés la prise [8]. Méme si le sang iEqgffs la plus longue fenétre de
détection, ce milieu biologique est tres intéresszar il permet la meilleure
interprétation du degré d'influence de la cocaineles comportement. De plus, le
dosage sanguin matérialise de facon indiscutabte aomsommation récente de
stupéfiants. De plus, le sang, contrairement &néun'est pas adultérable [9].

L’urine reste cependant la matrice dans laquelttaine est le plus souvent
recherchée. Ce milieu biologique présente I'intéfétre non invasif, disponible en
grande quantité et facile a prélever. La benzoyleow y est détectable jusqu’'a
trois jours apres une prise. La cocaine quantea @l est présente qu’en tres faible
guantité, entre 1 et 9 % de la dose consommeeCEendant, I'urine est le type
d’échantillon le plus souvent falsifie. En effee dombreux moyens peuvent étre
mis en ceuvre pour falsifier les tests de dépistageire [10] : la dilution (rajout
d’un liquide a l'urine émise au moment du recudal)substitution (par le biais d'un
réservoir souple dissimulé sur le corps contenant'wtine exempte de drogue),
I'adultération in vitro (ajout d'une substancelsuine émise) ou in vivo (absorption
avant le prélevement urinaire d’'une substance rétateuse).

L’analyse des cheveux a pris beaucoup d’'importarese dernieres années
pour la recherche de stupéfiants. La cocaine esingposé majoritairement présent,
elle représente entre 50 et 80% des cocainiquesuvés dans les cheveux [11].
Cette matrice est non invasive, difficilement fiddile et peut étre stockée ou
transportée sans précaution particuliere de pagraade stabilité. Elle offre la
fenétre de détection la plus longue grace a ladgratabilité de la cocaine et de ses
métabolites une fois incorporés dans les cheveéwxainsi été possible d’identifier
de la cocaine dans les cheveux de momies pérugenneilles de plusieurs
centaines d’'années [12]. En outre, sachant quehdéyeti pousse environ d'un
centimétre par mois, il est possible d’établir éwelution de la consommation mois
apres mois. Les interprétations sont cependantadé sachant que la vitesse de
croissance du cheveu n’est pas rigoureusementasiastt que des phénoménes de
migration a l'intérieur du cheveu sont possiblese plus, certains traitements
cosmétiques peuvent affecter les analyses. Unendtiaih de 60 a 70 % du contenu
en cocaine et de ses métabolites est observédedameches de cheveux décolorés
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par rapport aux cheveux de couleur naturelle denéane personne [12]. Il est
eégalement a noter qu’ils ne permettent pas de t@éte usage récent.

Une autre matrice alternative non invasive estalive. Différentes voies
d'administration font apparaitre rapidement la @weadans la salive. La
contamination de la cavité buccale suite & uneaongation sous forme fumée ou
insufflée est variable mais significative durarg fgemieres heures consécutives a
l'administration d'une dose unique ; la conceriratialivaire en cocaine représente
4 a 5 fois la concentration plasmatique [13]. Twyeiopent, la concentration de
cocaine est supérieure a celle des métabolitestd@sadeux premieres heures, elle
décline ensuite rapidement a des concentrationfoipainférieures a celles des
métabolites dans les 4 a 6 heures [14]. Cette crastavere donc intéressante pour
détecter une consommation récente.

La présence de stupéfiants peut également étrerndwde dans la sueur.
L’échantillon est recueilli la plupart du temps aum patch porté par lindividu
pendant 5 a 10 jours. Les drogues diffusent de énampassive du sang vers les
glandes sudoripares. En ce qui concerne la reahafeltocainiques, la cocaine est
la molécule majoritairement extraite par le patd®][ La benzoylecgonine est
egalement présente a des concentrations corresgogmaron a 10 % de celle de la
cocaine. La fenétre de détection est intéressaigguielle permet de savoir si de la
cocaine a été consommée pendant le port du paitiin® semaine en moyenne.

D’autres matrices plus marginales sont analyséesnm le méconium,
premieres selles d’'un nouveau né, utile pour évdtudegré d’exposition du feetus
durant la grossesse [16], les ongles pouvant pespmse alternative aux cheveux
[17], ou encore, la bile ou le corps vitré [18] ptes analyses post mortem.

Concernant les matrices environnementales, leseotrations de cocaine et
de ses métabolites peuvent étre mesurées danaugsusées et dans les eaux de
surfaces afin d’évaluer la consommation collectiane ville ou d’'une région
[5,19-21].

4. L’analyse chromatographique de la cocaine

Selon un arrété datant de 2001, les seuils de ta#ieclégaux des
cocainiques dans le sang et I'urine sont respengw de 50 et 300 ng/mL [9].

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) étamélhode la plus
populaire jusqu’il y a une dizaine d’années envir®a grande sensibilité ainsi que
la facilité de son couplage avec la spectromégiendsse ont fait de cette méthode
un outil tres performant. Elle reste encore trélésé@e pour la recherche de cocaine
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dans différentes matrices biologiques [7,17,182R-Bien que les détecteurs par
ionisation de flamme (FID) [18] ou azote/phosphdNPD) [25] puissent étre
employés, la spectrométrie de masse est de |laiétecteur le plus souvent associé a
la CPG [6]. Cependant, la CPG n’est pas directerapplicable aux métabolites de
la cocaine de par leur faible volatilité ; une dation préalable est nécessaire. La
chromatographie en phase liquide (CPL), quantey pkut séparer une gamme de
polarités plus large de composés sans dérivati@mite Gechnique a connu un
important essor notamment grace aux progrés deaguiage avec la spectrométrie
de masse.

L’analyse des cocainiques par CPL est tres majaniteent réalisée par
partage a polarité de phases inversée. Une détqmiioabsorbance ultraviolet [26-
35] ou par fluorescence [36,37] est possible paue majorité des métabolites,
excepté pour ceux ayant perdu le chromophore dsteenzyle : 'ecgonine methyl
ester, I'ecgonine, I'anhydroecgonine methyl estdiamhydroecgonine. Cependant,
le couplage de la chromatographie liquide a latspa@trie de masse en tandem est
devenue la méthode de choix pour atteindre lestskgs permettant la détection
de faibles concentrations dans des matrices bmpegi complexes [11,38-42].
L’'apport en spécificité de cette méthode est adesenu essentiel étant donné le
degré de certitude demandé dans l'identificatiotaejuantification des composés
dans le domaine médico-légal. L'agence mondialedaogtage (AMA) a imposé des
regles concernant le nombre d'ions d’identificatires limites d'acceptabilité des
intensités relatives de ces ions [43]. Au moinsstions diagnostiques (dont un ion
de quantification) doivent étre présents avec dpparts signal-sur-bruit supérieurs
a 3. Les rapports d'intensité entre ces ions doserouver dans des limites strictes
définies par 'AMA. Méme si la spécificitt de ce teéeur améliore
considérablement la fiabilité des résultats, lep&s de traitement de I'échantillon
ou de séparation chromatographique ne doivent prasn@gligées au risque de
provoquer la co-élution de composés possédant memfgagment ou la méme
transition en spectrométrie de masse [44].

Le développement et la démocratisation de la chtognaphie liquide a ultra
haute performance (ou UHPLC) ont permis I'emploi aigte technique pour le
screening de substances Illicites dans des édoastilbiologiques [2,45-49].
L'utilisation de fines particules, dont le diaméést inférieur & 2 microns, permet en
effet d’accélérer la séparation sans pour autanire n@aux performances
chromatographiques.
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B. L'ochratoxine A

1. Origine, structure et mode d’action

L’ochratoxine A (OTA) est une mycotoxine produita gles moisissures des
genres Aspergillus et Penicillium, et peut contaminer différentes denrées
alimentaires principalement pendant leur stockageés raussi pendant leur culture.
On la retrouve dans les céréales [12,50,51], |d5%253], les graines de café [54-
56], les féves de cacao [57] et méme dans letlédiseviandes si les animaux ont été
exposés a une alimentation contaminée par l'ockirsdo Sa structure est
représentée en figure 4.
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Figure 4 : Structure de l'ochratoxine A

1

Elle possede des proprietés acides (pMd®-4,4 et pKa7,0-7,3
respectivement pour le groupement carboxyle et dactfon hydroxyle du
groupement phénolique [58]) et le log P de I'oohxate est estimé a 4,61 [59].

La source principale de contamination chez I'hons@dait par ingestion de
produits cérealiers. En effet, 'ochratoxine est aomposé trés stable qui ne se
dégrade que tres peu durant le stockage, la tnanafmn et méme la cuisson des
céreales [60]. Une seconde source d’intoxicatiamt@uche les manutentionnaires,
peut étre I'inhalation de particules de céréalegaminées en suspension dans l'air
pendant leur stockage, leur manipulation, leurdiem et leur emballage [20,61-63].
La faible solubilité de I'ochratoxine dans I'eautr@ine une bioaccumulation dans
'organisme. Une fois ingérée, elle s’accumule d#&ngein, le foie, les tissus
adipeux et les muscles. Les études de toxicité moingue I'organe cible est le
rein : pour chaque espéce animale étudiée, I'ekipnsa I'OTA s’est traduite par
une néphropathie caractérisée par une altératida fisction rénale [58]. Elle est
€galement génotoxique, tératogene, immunotoxiqueiratoxique, et peut étre
canceérigene pour 'hnomme selon le Centre Internatide Recherche sur le Cancer
[64,65]. Chez I'homme, 'OTA a été incriminée daonse pathologie rénale
chronique décrite dans les pays d’Europe de I'HEatnéphropathie endémique des
Balkans.
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2. L’analyse chromatographique de
I'ochratoxine A

Pour limiter I'exposition humaine et animale a eetioxine, I'Union
Européenne a fixé des concentrations limites dartains aliments : 5 pg.Rgpour
les céréales et le café torréfié, 10 pud.kgur le café instantané, 2 pgkgour les
produits dérivés du raisin comme le vin ou lesimaissecs, 3 pg.Kg pour les
produits dérivés des céréales et 0,5 pyy.gur les aliments pour enfants. Des
meéthodes analytiques ont donc été développées lpoguantification de 'OTA
dans ces denrées alimentaires mais aussi dansatgses biologiques, comme le
plasma sanguin [64] ou l'urine [66], pour détermime degré d’exposition d’'un
individu.

La méthode couramment utilisée est la chromatogedmuide de partage a
polarité de phases inversées [67]. Le mode de titinee plus frequemment choisi
pour sa grande sensibilité et sa spécificité edlularescence [68]. Elle permet
d’atteindre des limites de détection dans le vil'alelre de la dizaine de ppt, et ce
sans que I'étape d’extraction ne concentre I'écthamt[69]. Cette méthode a aussi
permis de mettre en évidence une contaminatio’@a’A dans des échantillons
tels que les figues sécheées [70], le riz [71],d&d72] et le sang humain [73]. La
détection par spectrométrie de masse est de plydusnutilisée pour sa grande
spécificité et son fort pouvoir d’identification 4778]. Cependant, une étape de
purification de I'échantillon avant injection estusvent requise, afin de s’affranchir
des effets de matrices et de protéger la colonr@r@tographique [67].

C. Conclusion

Les milieux dans lesquels se retrouvent ces deuleaules sont tres
complexes, de nombreux composeés interférents peausi perturber leur analyse.
L’exemple le plus manifeste est la suppression 'amglification de signal en
spectrométrie de masse, causées par la co-éludocothposés non volatils, ou
possédant une forte affinité protonique ou formied paires d’ions avec I'analyte
[79,80]. Etant données les faibles teneurs renéestet la complexité des matrices,
leur analyse chromatographique nécessite d’assauietapes de séparation et de
détection une étape de traitement de I'échantiisant a extraire et concentrer les
analytes, tout en limitant la présence de compingédérents.
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ll. L’extraction sur phase solide

Le développement d'une méthode analytique compl&tenprend de
nombreuses étapes, depuis le prélevement de I'ébbranusqu’au traitement des
données : la préparation de [I'échantillon, la s#&fp@m des analytes, leur
identification et enfin la quantification. De nombx développements
technologiques ont conduit a la mise a dispositibimstruments sophistiqués
essentiellement dédiés a la séparation et la d&tethissant légerement en retrait le
traitement de I'échantillon. Pourtant, cette étapeconsidérée comme étant la plus
longue, la plus fastidieuse et représentant la physortante source d’erreurs de
toute la méthode analytique. Les principaux objectle la préparation de
'échantillon, pour une analyse chromatographiqeent I'élimination d'un
maximum de composés interférents ainsi que la cdreden des analytes, surtout
dans le cas d'analyses de traces. Cette étapeapesi permettre le transfert des
analytes dans un solvant plus adapté a I'analysen@me fractionner I'échantillon
en plusieurs groupes de composeés. L’extractionidetliquide (Liquid-Liquid
Extraction, LLE),basée sur la distribution d’un soluté entre deluxsps liquides en
fonction de son affinité pour chacune d’elles, aglemps été la méthode la plus
couramment employée bien que présentant quelquesvénients. En effet, méme
si elle est simple et efficace, c’est une technigugue et fastidieuse. Elle nécessite
des quantités importantes de solvants organiqueguies ou inflammables, elle est
sujette aux problemes liés a la formation d’émulsjoelle est peu efficace pour
'extraction de composés organiques polaires etd#ftilement automatisable
lorsqu’elle est appliquée a des échantillons dedyrsolume. Les réglementations
sur la réduction de l'usage de solvants organiqesi que le développement de
nouvelles phases stationnaires ont participé agf§gence de I'extraction sur phase
solide (Solid-Phase Extraction, SPE}echnique d’extraction la plus répandue
aujourd’hui.

A. Principe

L’extraction sur phase solide est fondée sur lasfiext des composés a
extraire d’'une phase liquide, I'échantillon, verseuphase solide, I'adsorbant. Les
analytes doivent présenter une forte affinité dauyshase solide afin d’étre retenus
pendant I'étape de percolation de I'échantillos.gburront ensuite étre désorbés par
un solvant de forte force éluante. A I'image dexceus en jeu en chromatographie
en phase liquide, les mécanismes de rétention élutibn sont basés sur les
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différences d’interactions moléculaires entre llgteq le site actif de I'adsorbant et
la phase liquide. Dans ce chapitre, les technigiedraction sur phase solide non
exhaustives, comme la micro-extraction sur phada&lesSPME), I'extraction
dynamique sur phase solide (SPDE) ou la micro-etitna sur barreau (SBSE) ne
seront pas discutées. Ces techniques sont baséas gpartage des analytes entre
'adsorbant et I'échantillon entrainant donc unéraction non exhaustive des
composés. Les fondements théoriques sont par comsedlifférents de ceux
présentes ici.

B. Méthode conventionnelle d’extraction sur
phase solide

Le format le plus couramment rencontré consistéaéep I'adsorbant entre
deux frittés dans une cartouche, les différentéstisas sont percolées par simple
gravité, par pression positive a I'entrée de laoczarhe, par vide en sortie de la
cartouche, ou par centrifugation. Un protocole ttastion sur phase solide est
généralement constitué de quatre étapes, comrsedlsur la figure 5.

@  Analytes
0 = 5 ® | <« Interférents
U U g U
< — .
- - L ]
Conditi Pei Lavage Elution
Figure 5 : Protocole d’extraction sur phase solide. [81]

La premiere étape, appelée conditionnement, a pbjectif de mouiller et
d’activer I'adsorbant afin de le préparer au passag I'échantillon contenant les
solutés a extraire. Elle doit idéalement s’achepaar le passage d’'une solution de
composition, et donc de force éluante, trés singlai celle de I'échantillon pour
éviter tout risque d’élution anticipée des analytddés. Lors de la seconde étape,
on procéde a la percolation de I'échantillon susdeport. Les analytes, ayant une
grande affinité pour I'adsorbant choisi, sont foremt retenus contrairement a
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certains composés interférents pouvant déja éireinéls lors de cette étape.
Cependant, certaines substances interférentes meéigalement étre adsorbées sur
le support. Une étape de lavage est donc néces&dlieeconsiste a utiliser une
solution peu éluante vis-a-vis des analytes d'@ttéfin de ne pas les perdre tout en
éliminant un maximum des composés interférents falibdement retenus. Enfin, les
analytes sont désorbés avec un faible volume dsohgion de forte force éluante.
Une grande partie des interférents ayant été éienlars des étapes de percolation
et de lavage, la fraction ainsi obtenue a donpeétdiée. Le rendement d’extraction
peut ensuite étre déterminé en calculant le rappofte la quantité de soluté
retrouvée dans la fraction d’élution et la quanpigcolée. En plus de la purification,
cette étape d’extraction permet de concentrer tedytes d’'un facteur (appelé
facteur d’enrichissement) défini selon I'équationvante :

Volumepercolé
Volumed'élutior

facteurd'enrichissenent= x rendementl'extraction

C. Parametres clés de I'extraction sur phase
solide

L’adsorbant doit tout d’abord étre choisi en foontide la nature de
I'échantillon, de sorte a développer une fortertéte des analytes. La force éluante
du solvant constituant I'échantillon, devant éteble vis-a-vis de I'adsorbant
choisi. Un exemple trés fréquent est l'utilisatidiadsorbants hydrophobes pour
'extraction de composés dans des échantillons laquiea totalité des composés
d’intéréts percolés doivent rester fixés sur lepsupdurant les étapes de percolation
et de lavage, ce qui implique de tenir compte dume de fin de fixation et de la
capacité du support.

1. Le volume de fin de fixation

Si l'adsorbant est suffisamment rétentif, la quéntd’analyte fixée
augmentera proportionnellement au volume d’écHantipercolé, améliorant ainsi,
pour un méme volume d’élution, le facteur d’enrdsgiment. Cependant, & partir
d’'un certain volume, les solutés finiront par &faeés par le solvant qui constitue
I'échantillon. Ce volume est appelé volume de fin ftkation Vt (ou volume de
fuite) et est généralement défini au point ou lacemtration de I'analyte en sortie de
cartouche représente 1% de la concentration pexc8ldes solutions de percolation
et de lavage sont de méme composition, la sommeededeux volumes doit
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impérativement étre inférieure au volume de fin fdation pour obtenir un
rendement d’extraction de 100%. Dans le cas dsatilon d’une solution de lavage
plus éluante que la solution de percolation, leiv@ de fin de fixation diminue. II
faudra alors s’assurer que les volumes choisistr@igrent pas d’élution anticipée de
lanalyte. Sa détermination s’effectue le plus snivde fagon expérimentale en
augmentant progressivement les volumes des fragtioout en maintenant la
guantité percolée constante jusqu’a observer urimglde I'analyte.

Les choix respectifs des volumes de percolatiatedivage sont guidés par
I'objectif de I'étape d’extraction sur phase solidg I'objectif premier est de
préconcentrer l'analyte présent en quantité tréblefadans I'échantillon, on
privilégiera un volume de percolation élevé, etadan volume de lavage faible. En
revanche, si I'analyte est présent dans une matdceplexe, on favorisera sa
purification en choisissant un volume et/ou unedagluante de lavage élevé.

Il est également a noter qu'un rendement d’exwactie 100%, obtenu avec
la somme des volumes de percolation et de lavdgeigare a VY, ne signifie pas
gue la quantité d’analyte dans la fraction d’élatisera maximale. En effet, la
guantité maximale d’analytes retenue par I'adsdrisara obtenue pour un volume
de percolation supérieur au;, Morsque la concentration en analyte en sortie de
colonne tendra vers la concentration percolée.ebdement d’extraction sera alors
faible. Cela pourrait s’avérer utile lorsque le &t faible ou lorsqu’'une grande
sensibilité est exigée. Cependant, cette méthodst rgas fréquemment utilisée,
probablement a cause d’'une grande variabilité ddement d’extraction, et donc
d’'une quantification peu précise.

2. La capacité

Le deuxieme paramétre important a prendre en conper le
développement d’'une procédure SPE est la capagitgugdport. Elle est dépassée
lorsque la quantité d’analytes a extraire est sapgg au nombre de sites actifs a la
surface de I'adsorbant. Ceci conduit & une élutiaticipée de I'analyte, méme pour
des volumes inférieurs a:;VUne solution simple pour contourner ce probleme
consiste a augmenter la quantité d’adsorbant. @assément de capacité reste
cependant assez rare car dans la plupart desac8®H s’applique a des composés
présents a I'état de trace. La capacité d’'une geh® SPE conventionnelle (support
a base de silice greffée, polymeéres...) est généemaleaomprise entre 1 et 5 % de la
masse d’adsorbant [82,83]. Sa détermination peffestuer apres avoir optimisé
une procédure d’extraction en mesurant les rendentéextraction de solutions de
concentrations croissantes. Ces rendements d'@rtraseront constants puis
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chuterons, témoignant ainsi de la saturation dup@up La capacité est donc
identifiée comme étant la quantité maximale d’ateafyercolée au-dela de lagquelle
le rendement d’extraction n’est plus constant.

D. Extraction en différé et extraction en ligne

1. Extraction en différé

a. Principe

On parle d’extraction en différé lorsque I'étape 8PE est totalement
dissociée de l'analyse chromatographique. En effélyat de I'extraction est
recueilli dans un flacon et peut éventuellement &wvaporé a des fins de
concentration ou de changement de solvant. Apresisee dans une solution
appropriée, une fraction de I'éluat est injectéasdie systéeme chromatographique.
Le principal avantage de l'approche en différé sat grande flexibilité. De
nombreux parametres peuvent étre modifiés et opdisni la quantité d’adsorbant, la
nature et le volume de la solution d’élution oddemat du dispositif d’extraction.
D’autre part, la simplicité de I'équipement reqais fait une méthode peu colteuse.
Des robots permettent l'automatisation de la propgdlorsque le nombre
d’échantillons & manipuler est important. Cependdet étapes manuelles
d’évaporation, de reprise et d’'injection peuvemstiuer des sources de pertes, de
pollutions et/ou d’incertitudes.

b. Formats

i. Les cartouches

La cartouche d’extraction en polypropyléne avecans réservoir (figure 6)
est le format le plus utilisé. L'adsorbant est eont entre deux frittés et sa
granulométrie est généralement comprise entre BDaim afin de permettre un
écoulement facile des échantillons et des diffé@®rdolutions de la procédure
d’extraction sans perte de charge trop importabés. cartouches de 3 et 6 mL,
contenant 500 mg de phase, sont les plus popul@ssendant, 'amélioration de la
sensibilité des systémes analytiques permet deareéths volumes d’échantillons
nécessaires, donc les volumes d’adsorbant. Lesucdies de 1 mL, contenant
moins de 100 mg d’adsorbant, sont donc de plustenrgpandues [84].
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Figure 6 :  Cartouches pour I'extraction sur phase solide. Adapté de [85,86]

ii. Les disques

Les disques pour I'extraction sur phase solide soonstitués d’une
membrane de PTFE d’environ 0,5 mm d’épaisseur dagselle des particules
d’adsorbant sont incorporées. Ces particules reptést 90% de la masse du
disque. L'importante surface de section permet plinde particules de faible
granulométrie (entre 8 et 12 um) ainsi que l'udiisn de débits plus élevés que
pour les cartouches (jusqua 200 mL/min). Ce fornest particulierement
intéressant pour I'extraction de grands volumegithatillon en un temps court.
Comme le montre la Figure 7, ils sont utilisés a@amnéme maniére qu’un papier
filtre lors d’'une filtration sous vide. Cependaptur I'extraction de plus faibles
volumes, un format miniaturisé est disponible iné8g dans cartouche de
polypropyléne. Dans ce cas, le PTFE est souvenplem@ par de la fibre de verre
[87].

Figure 7 : Disque pour I'extraction sur phase solide et son dispositif [88]
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iii. Les plaques SPE a 96 ou 384 puits

Figure 8 : Plaque SPE de 96 cartouches [89]

Le format de plaques a 96 puits est apparu poanige aux besoins du haut
debit d’analyse d’échantillons par un processusraatisé. Sur chacun des 96 puits
se trouve une cartouche SPE de 1 ou 2 mL conténant00 mg d’adsorbant. Les
plaques a 384 puits permettent aujourd’hui deeraitus d’échantillon par unité de
temps, toutefois, des problemes de contaminatianspuits a puits ainsi que
d'inhomogénéité de débit peuvent survenir [84].

2. Extraction en ligne

a. Principe

L’adsorbant peut aussi étre placé dans une préoejoimstallée sur une
vanne de commutation a six voies, sur laguelle sgalement connectées une
pompe permettant la percolation de I'échantillome ypompe analytique et la
colonne analytique. La différence principale avegttaction en différé est que les
analytes piégés lors de I'extraction sont transfé@liéectement de I'adsorbant a la
colonne analytiqgue. Ce type de montage, dit d’extva en ligne, est présenté en
figure 9.
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Figure 9 :  Couplage en ligne de I'extraction sur phase solide avec la chromatographie en phase
liquide [82].

Les solutions de conditionnement, de percolatiodeciavage sont passées a
travers la précolonne via la pompe de préconcemiral 'étape d'élution est
réalisée en commutant la vanne, ce qui provoqueatsage de la phase mobile
grace a la pompe analytique, par la précolonne pasgurer la désorption des
composeés et leur transfert vers la colonne anaigtigsénéralement, on réalise le
montage de sorte a effectuer une élution en mdde-bélayage (back flush), c'est-
a-dire en procédant a I'élution en sens contrairsehs de percolation. Ceci permet
de limiter les phénomenes d'élargissement de bandes aussi de transférer
simultanément des solutés vers la colonne anabytquel que soit leur facteur de
rétention sur la précolonne, facilitant ainsi lang@araison des temps de rétention
avec une injection directe. Cependant, dans le ddastractions d’échantillons
environnementaux ou biologiques, ce type de mon&ggendre la concentration
des matiéres en suspension en téte de précolomlomete transfert de ceux-ci vers
la colonne analytique lors de I'élution, ce quipengendrer son colmatage.

Contrairement a la méthode en différé ou seule ftation de I'éluat est
injectée, ici, la totalité des composés retenusl’pdsorbant est entrainée vers la
colonne analytique. Ce gain en sensibilité perneetpduvoir réduire le volume
percolé, surtout pour des échantillons pour lesgudd faibles volumes sont
disponibles, tout en gardant une sensibilité saffis. D’autre part, 'approche en
ligne minimise le nombre d’interventions a effectpeur préparer I'’échantillon. Les
risques de perte ou de contamination que I'on netnecen mode différé sont donc
largement réduits, faisant de I'approche en ligne méthode plus juste et plus

41



précise. De plus, cette méthode posséde I'avamtag®nsommer moins de solvant
organique, I'élution étant assurée par la phaseleob

Le fait que la précolonne soit placée en série alec systeme
chromatographique implique quelques contraintesut Thabord, la précolonne et
ladsorbant doivent pouvoir résister aux pressiay@nérées par le systeme
chromatographique. L’échantillon et la phase mold@vent également étre
miscibles, alors qu’en mode différé, un changendergolvant est possible. De plus,
a chaque extraction correspond une analyse, crertrant au mode en différé ou
plusieurs analyses sont possibles a partir d’un enélmat. En ce qui concerne les
dimensions de la précolonne, il est recommandélidartun diametre équivalent ou
inférieur a celui de la colonne analytique afinvitér ou de limiter les phénomeénes
d’élargissement de pics. La nature de I'adsorbéligéipour une extraction en ligne
et la phase stationnaire de la colonne analytigureedt également étre adroitement
choisies de maniére a permettre un couplage effidac effet, la colonne analytique
doit idéalement étre plus rétentive que la préamdorde sorte a concentrer les
analytes en téte de colonne analytique aprés letior de la précolonne, afin
d’éviter de nouveau les élargissements ou traiegsias. Cette condition peut étre
difficile a respecter dans le cas de l'extractiom cbmposés trés polaires qui
nécessitent des adsorbants trés hydrophobes powxgaction (comme on le verra
par la suite), et des phases mobiles trés richesaerpour assurer leur rétention en
chromatographie de partage a polarité de phasessiéw, ce qui engendre un
mauvais transfert de ces analytes. Toutefois, sgsétries de pics peuvent parfois
étre corrigées. L'utilisation d'un gradient avectanx en solvant organique initial et
une pente relativement élevés peut entrainer um@iassion du pic. D’autre part, si
la colonne analytique est d’un diametre significatient plus important que celui
de la précolonne, le débit plus élevé imposé pte o®lonne rendra plus rapide le
transfert des analytes de la précolonne vers lanoel analytique, et donc des pics
plus étroits seront obtenus. Le fait que le modeligne n’implique que peu
d’interventions rend son automatisation intéressdatcontrainte la plus importante
étant de maintenir I'étanchéité du systeme lors ademngements de précolonne.
Enfin, les systemes automatisés permettent de geoc@ I'extraction d'un
échantillon pendant I'analyse de I'échantillon g@eent, ce qui diminue le temps
total d’analyse.

b. Formats

Alors que les cartouches ou les disques utilisés Pextraction en différé ne
sont pas restreints en taille, les dimensions d&sopnnes employées pour
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I'extraction en ligne sont limitées par celles decblonne analytique (cf paragraphe
précédent). Une longueur de précolonne inférieurelsm millimetres est
recommandée pour le couplage a des colonnes anadgticlassiques de longueur
comprise entre 15 et 25 cm [90]. Comme déja évobpéiameétre interne de la
précolonne doit étre inférieur ou égal a celuialedlonne analytique.

Les dimensions des précolonnes utilisées par lEsraies sont comprises,
selon les modeles, entre 5 et 10 mm de longueur a4 mm de diamétre interne
[91]. Ces précolonnes sont généralement destinées asage unique, méme si
certaines d’entre elles peuvent étre réutilisées.

E. Les différents adsorbants utilisés

Le choix de l'adsorbant a utiliser pour I'étapeSfeE dépend en premier lieu
de la nature de I'échantillon (aqueux ou organigeegnsuite de la nature du ou des
analytes a extraire (polarité, propriétés acidaehess, taille, groupes fonctionnels).
En effet, une réflexion préalable doit étre menge la nature des interactions
impliquées dans le mécanisme de rétention destasaliintérét sur I'adsorbant afin
de choisir I'adsorbant adéquat. Ainsi, les adsabpauvent étre classés en fonction
de la nature des interactions qu’ils développertdes analytes.

1. Les adsorbants polaires

Les principaux adsorbants polaires sont la silieege, la silice greffée par
des groupements polaires (diols, amines ou ni}riledumine ou le Florisil. Grace a
ce type d’adsorbants, les analytes sont extraiéchdintillons apolaires par le
développement d’interactions polaires. L’élutiont e&alisée par percolation d’un
solvant polaire pour rompre ces interactions. Lascpales applications de ce type
d’adsorbant concernent les échantillons non aqueorime les huiles ou les
produits pétroliers. lls peuvent également inteiveamme support de purification
aprés une premiere étape d’extraction par solvamt dchantillon solide. A titre
d’exemple, I'analyse de 'OTA dans des denrées ailit@mires peut étre réalisée par
une premiere étape d’extraction par solvant sulme purification par SPE avec
de la silice vierge [67]. De la méme maniére, cgsoebants peuvent étre utilisés
pour purifier les extraits apolaires lors de lahexche de cocaine dans des tissus
biologiques ou dans des organes [92].
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2. Les adsorbants apolaires

Les adsorbants a polarité de phases inversée eenpllis couramment
utilisés pour les échantillons aqueux. Les analyte®nt retenus par interactions
hydrophobes et élués par percolation d’'un solvaigarmique. La silice greffée n-
alkyle (C8 ou C18) et les polyméres hydrophobedy§pgrene-divinyloenzene
principalement) sont les adsorbants les plus éslisCes deux types de supports
présentent I'avantage de résister a la pressiatiéste utilisés avec des solvants
compatibles avec les phases mobiles de la chromsguioig liquide de partage a
phases inversée, ce qui permet leur utilisatiors dansysteme en ligne. La silice
C18 souffre cependant de quelques limitations. fet, eclle ne peut étre utilisée
gu’entre pH 2 et pH 8 alors que les polyméres statiles sur toute la gamme de pH
(0-14). De plus, les polyméres hydrophobes posséoteplus grand pouvoir rétentif
pour les composeés polaires. Néanmoins, la silic8 @%te de loin I'adsorbant le
plus utilisé [93]. Elle permet par exemple I'extian de la cocaine du plasma ou de
l'urine [26,94], ou encore I'extraction de 'OTA din ou de la biere [53,75,95].

3. Les échangeurs d’ions

Les échangeurs d’ions sont constitués de silicdeopolymeéres greffés par
des groupements ionisés ou ionisables, comme ligsacarboxyliques ou les
acides sulfonigues pour les échangeurs de catiories amines pour les échangeurs
d’anions. Des mécanismes de rétention basés suintdzactions électrostatiques
sont mis en jeu sur ce type de support. Les congpasxtraire ainsi que les sites
actifs du support doivent étre ionisés au pH dedktion percolée pour gu'ils
puissent interagir. L'élution peut étre réaliséepencolant une solution dont le pH
neutralise soit les analytes, soit les sites adifssupport. Si la gamme de pH
utilisable ne permet pas cette neutralisation, solation a forte force ionique peut
permettre I'élution des analytes. L'inconvénientjena de ce type d’adsorbant est
gu’ils sont peu performants pour l'analyse de tsacke composés organiques
ionisables dans des échantillons a forte teneuioes inorganiques, comme les
échantillons environnementaux ou biologiques. Hatefes sites de rétention sont
saturés par ces ions et deviennent incapabledaf@rrkes analytes d’intérét.

4. Les supports mixtes

Les adsorbants décrits précédemment retiennent atedytes par le
développement d'un seul type d’interaction. Tous ®mposés présents dans
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I'échantillon pouvant également étre retenus patype d’interaction seront co-
extraits. De plus, si la séparation chromatograjghiest basée sur un mécanisme de
rétention proche de celui de I'étape de SPE, legposés co-extraits peuvent causer
des co-élutions lors de la séparation. Les suppoittes, basés sur la contribution
de deux mécanismes de rétention différents, peemteti’'obtenir une meilleure
purification par cette étape d’extraction.

Les supports mixtes les plus courants associentréteation hydrophobe,
assurée par une silice greffée C18 ou C8 ou pgvalymere hydrophobe, a une
rétention par échange d’ions, assurée par des gmoenis acides ou basiques
introduits par greffage ou polymérisation de co-progres fonctionnalisés. Lors de
la percolation de I'échantillon aqueux, les anays®nt retenus par interactions
hydrophobes et par interactions électrostatiquésétat d’ionisation de la molécule
au pH de I'échantillon le permet. L'avantage de sapports est que plusieurs
lavages, chacun favorisant une interaction toutr@mpant l'autre, peuvent étre
effectués. Ainsi, un lavage par une solution pel@iermettra I'élimination de tous
les sels et les composés faiblement retenus paragitons hydrophobes tout en
conservant les analytes. Aprés avoir mis les agslgbus forme ionisée, un lavage
avec une solution apolaire permettra I'éliminatientous les composés apolaires ne
pouvant développer, comme les analytes, des liaisélectrostatiques avec
'adsorbant. Ceci réduit le nombre potentiel de posgs interférents co-extraits,
puisque seuls seront co-extraits ceux qui possadenpolarité voisine et la méme
charge (positive ou négative) que l'analyte d'iétérCe type d’adsorbant est
d’ailleurs tres largement utilisé pour I'extractide la cocaine et de ses métabolites
de fluides biologiques [6,7,16,17,19,21,22,25,282%1,42,96,97].

5. Limitations des supports conventionnels

Pour I'extraction de composés a I'état de tracess des matrices complexes,
les supports présentés précédemment ne permetisniopjours une purification
suffisante de I'échantillon. Le risque d’extractid@ composeés interférents est élevé,
ce qui peut engendrer des pics chromatographigomgsirs, faussant ainsi la
guantification des analytes d’intérét. Une purifica efficace est également
nécessaire pour les analyses en chromatographigldiqcouplée a des détecteurs
spécifiques, tels que la spectrométrie de masseffey bien que ce détecteur soit
spécifique et trés sensible, il est parfois sujges effets de matrices, causés par des
composeés interféerents co-élués, et se manifestantupe diminution ou une
amplification du signal [98]. lls affectent alora Justesse et la précision de la
meéthode analytique, conduisant a des résultatssnf@hles [99,100]. La présence
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et I'importance de ces effets de matrice sont néesuen comparant les réponses
obtenues lors de linjection d'un standard et callan échantillon dopé aprés
traitement. Leur évaluation lors du développeméenha méthode analytique est
indispensable au risque d’augmenter la probabilidhtenir des faux négatifs ou
faux positifs [101]. Un exemple de la manifestatitnce phénomeéne est présenté en
figure 10. Les auteurs ont dopé différents Iégupaesun pesticide, le triflumizol, a
la méme concentration et les réponses observéestdrbmparées a celle obtenue
en milieu pur.

kCounts-

A
Solvant 47;1,«‘.

500 4 ( Ii |——— Aubergine

| | |

[ A

| I[|—— Laitue
"W

400 ml

23 minutes

Figure 10 :  Exemple d'effet de matrice en LC-MSz2. Analyse du triflumizol dans différents
légumes dopés a la méme quantité. Adapté de [102]

Une grande différence de signal a été observéquadi la présence d'effets
de matrice, en particulier pour le poivron, pouguel une suppression quasi-totale
du signal est observée. Plusieurs solutions exigiear réduire ou éliminer des
effets de matrices. Le recours a des standardepigsoies peut étre efficace, a
condition qu’ils se comportent de la méme maniare lkpnalyte face aux effets de
matrice [98]. Toutefois, le nombre d’isotopes disiptes est limité et ils restent
relativement chers. Une autre approche consistelirainér les co-élutions
responsables des effets de matrice en améliorasgdaration chromatographique,
menant en contrepartie a un allongement du tempeatyse. Ces co-€élutions
peuvent également étre éliminées lors d’'une étapdéraitement de I'échantillon
permettant sa purification, telle que I'extracts®iective sur phase solide.

L’extraction sélective sur phase solide a pour difjel’extraire uniquement
le ou les analytes d’intérét de I'échantillon coexad. Des supports plus sélectifs
basés sur des mécanismes de reconnaissance mioéontadonc été développés. |I
existe a I'heure actuelle deux types de supportg torétention est basée sur la
reconnaissance moléculaire : les immunoadsorbdnts epolymeres & empreintes
moléculaires.
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6. Les supports biologiques a reconnaissance
moléculaire : les immunoadsorbants

Ce type de support exploite l'affinité et la sp@ti€ des anticorps envers
leur antigéne.

a. Les anticorps et leur utilisation en bioessais

Les acides aminés, constituants des anticorpsge@est des groupements
hydrophobes, hydrophiles, basiques, acides ou diques. Ainsi, des interactions
de type électrostatique, liaison hydrogene, fordesVan der Waals et effets
hydrophobes peuvent se mettre en place avec lep@ments de I'antigene grace a
la complémentarité stérique du site de reconnatesde I'anticorps. Bien que la
liaison antigene/anticorps soit non covalente, e constituée d’'une somme
d’interactions de plusieurs types qui permetterattdindre une forte énergie de
liaison. Il en résulte des constantes d’affinigvéks, d’environ & 16 mol.L™.

Les anticorps sont capables de fixer, plus ou mfwrtement, des analytes
de structure proche de celui utilisé pour 'immuaticn. Ce phénomene est appelé
réactivité croisée. Cependant, cette réactivitésémne peut pas étre prédéfinie, du
fait de la synthésén vivo des anticorps, et doit étre évaluée pour chaqueeho
anticorps obtenu.

Les propriétés des anticorps sont exploitées dansrception de nombreux
bioessais. Ces outils analytiques présentent Itagend’'étre utilisables sur site et
sont généralement dotés d’'une grande sensibilgésant tres souvent utilisés de
maniere complémentaire aux analyses chromatograghicA titre d’exemple, la
procédure pour I'analyse toxicologique de prodsttgéfiants, dont la cocaine, est
composée de deux étapes : criblage par un immuaioessonfirmation par une
méthode chromatographique. L'étape de criblage ¢eum contrble préliminaire
d’un grand nombre d’échantillons en relativement de temps. Etant données les
lourdes conséquences que peuvent générer un faitif,des échantillons déclarés
positifs lors de cette premiére étape sont analypés une méthode
chromatographique plus spécifique. Concernant Kaea de la cocaine, les
anticorps utilisés pour ces immunoessais sont #eement dirigés contre la
benzoylecgonine, principal métabolite urinaire de cocaine, et possedent des
réactivités croisées trés variables pour la cocairles autres métabolites [15,103].
Selon la matrice biologique & analyser, I'anticodpg étre choisi en fonction de sa
réactivité croisée envers le composé présent naf@ment dans cette matrice
[103].

47



Différents de types de bioessais peuvent étresé@slipour I'analyse de la
cocaine. Bien que souvent utilisées pour leur béisi et leur fiabilité, les
méthodes de radioimmunoessai (RIA) nécessitenbdereuses précautions liées a
lemploi de produits radioactifs. Les techniques IEM(enzyme multiplied
immunoassay technique) et surtout ELISA (enzymieelihimmunosorbent assay)
sont couramment employées sur différentes matgossme l'urine, le sang, le
sérum, la salive, la sueur et les cheveux [24].

L’analyse de l'ochratoxine A dans le vin ou dans t®réales peut étre
réalisée par tests ELISA [52,104] basés sur ls#tion d’anticorps anti-ochratoxine
A. Un immunocapteur électrochimique a également rétemment décris pour
'analyse de 'OTA en milieu pur [105,106], maissaudans le vin [107] avec une
tres bonne limite de détection estimée a 0,7 ppbirtmunocapteur optique a été
développé, pour I'analyse de céréales, avec uréréede détection comprise entre
0,5 et 10 ppb [108]. Plusieurs autres biocaptentsté décris pour I'identification
et la quantification de 'OTA ou de mycotoxines 9t011]. Ces méthodes bio-
analytiques présentent I'avantage d’étre simplesil&er, moins couteuses et plus
mobiles que les méthodes chromatographiques cdouestles.

Des phénomeénes d’effets de matrices, perturbarddanse du bioessai et
conduisant a des résultats erronés, ont cepentiardbéerves [52]. De plus, une
grande spécificité étant requise, la réactivitéisé® des anticorps peut étre a
'origine de faux positifs. Bien qu’étant un inca@mient pour la conception de
bioessais, la réactivité croisée peut étre un agenpour |'extraction sur phase
solide. En effet, elle permet I'extraction séleetigt simultanée d’une famille de
composeés, comme par exemple un analyte et ses ohitdapqui pourront ensuite
étre séparés par chromatographie.

b. Les immunoadsorbants

La premiere méthode d’extraction sélective dévedepgt basée sur la
reconnaissance moléculaire est l'immunoextractionLes supports
d'immunoextraction sont appelés immunoadsorbantspet constitués d’anticorps
spécifiqgues de la molécule cible, immobilisés saorsuwpport solide. Lors de la
percolation de I'échantillon sur ce type de suppsetils les composeés cibles seront
retenus de maniere spécifique par les anticorpseApétape de lavage, I'élution
rompt la liaison antigene/anticorps permettant éeupérer un extrait contenant
uniquement les molécules d’intérét.

L’échantillon percolé doit étre aqueux pour se @tadans des conditions
proches du milieu physiologique dans lesquellesaescorps ont été produits.

48



Concernant I'étape de lavage, une solution pureragoeuse ou avec un faible
pourcentage de solvant organique peut étre utiksédonction de la stabilité de
I'anticorps employé [112]. L'élution peut étre rééke en modifiant la conformation
de lanticorps. La géométrie du site de reconnassan’est alors plus
complémentaire a celle de I'antigene. Pour I'élutales macromolécules, souvent
peu stables en présence de solvants organiquesplui®n de pH acide et de force
ionique élevée suffit. Concernant les petites mdés; les solvants organiques sont
frequemment choisis lorsque I'immunoadsorbantadikest & usage unique. En cas
de réutilisation, notamment en phase de développemee solution hydro-
organique, comportant jusqu’a 80 % de solvant dgyem permettra I'élution des
analytes sans induire la dénaturation irréversitds anticorps. Une étape de
régénération des anticorps dans une solution dpd@arsalin durant 48h a 4°C est
toutefois nécessaire avant réutilisation [113].

Concernant 'immobilisation des anticorps, l'apgrecla plus commune
consiste en une immobilisation covalente par latiéa de groupements amines de
I'anticorps sur les sites actifs d’un support. @eetd’immobilisation est dit aléatoire
puisque chacun des groupements amines présentsuafdge de I'anticorps peut
étre impliqué, conduisant a plusieurs orientatipossibles. On estime qu’environ
un anticorps immobilisé sur deux est correctemeigint® pour fixer sa molécule
cible [112]. D’autre part, la quantité d’anticolipsroduite lors du greffage influe sur
la capacité. En effet, celle-ci augmente dans wemar temps avec la quantité
d’anticorps introduite puis diminue aprés avoiremt une valeur maximale,
probablement a cause de la géne stérique engemdrdmobilisation aléatoire des
anticorps ainsi que leur taille relativement impate sont les deux principaux
facteurs limitant la valeur de capacité des immudsoebants. Généralement, des
valeurs de capacité comprises entre 5 et 100 nnpalegramme de support sont
obtenues, ce qui reste toutefois suffisant powtraetion de composés a I'état de
traces.

L’analyse chromatographique de I'OTA est trés sotiverécedée d’une
étape de purification sur immunoadsorbants (125646
57,61,62,66,69,70,76,77,114]. Plusieurs d'entre egont commercialisés
(Ochraprep* de R-Biopharm Rhéne, OchraTebtde Vicam) et leur utilisation a
ete validée par plusieurs organismes tels que I'&Association of Analytical
Communitiel et 'Union Européenne. De nombreuses méthodesodieamt leur
apport en fiabilité et en sensibilité ont été ndreées par le Comité Européen de
Normalisation (NF EN ISO 15141, EN 14132, EN 14133 type de support reste
néanmoins relativement onéreux puisque le prix €’cartouche est compris entre
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10 et 15 euros. Concernant lI'analyse de la cocaneune étude décrivant le
développement d'immunoadsorbants n’est a mentionner

7. Supports biomimétiques a reconnaissance
moléculaire : les polyméres a empreintes
moléculaires

Les polymeres a empreintes moléculaires (MIP) sdes polymeres
hautement réticulés possédant des cavités spésfigqpouvant conduire a un
mécanisme de reconnaissance moléculaire similaietuades systemes biologiques
(anticorps, enzymes, récepteurs...) [115,116]. Ladalir synthese, la molécule
empreinte est mise en présence, dans un solvayntleese, d’'un monomere choisi
pour son affinité avec la molécule empreinte etndagent réticulant. Apres une
étape de pré-complexation par liaisons non covedestablies entre les groupes
fonctionnels de la molécule empreinte et les momemeéun initiateur de
polymérisation est ajouté au mélange et, par tiotiathermique ou photochimique,
les monoméres et les agents réticulants polymérisemour de la molécule
empreinte, formant ainsi les cavités. Une fois lymérisation terminée, le
polymeére est lavé pour éliminer la molécule empeciet pour rendre les cavités
disponibles. Le principe de la synthése est schiééah figure 11.

o

— —-—
s -
N
¢ Jb b6
(&) monomres complexation entre polyminisation mtowr axtraction de 1a molbculs
(b) agent réticulant monomre: et de la molécule empreinte ¢t lbération
() molécale exmpreinte moléoule empreinte empreinte B site de Baison

Figure 11 :  Principe de la synthése de polyméres a empreintes moléculaires. Adapté de [117]

Afin d’évaluer la rétention spécifique du MIP syétise, on effectue en
parallele la synthése d’'un polymeéere non impriméP(NNlon Imprinted Polymer) en
utilisant le méme protocole de synthese mais spsgea la molécule empreinte. Ce
polymeére sans cavités jouera le role de témoin ddfé@rencier les interactions non
spécifiques, présentes a la fois sur le MIP etestdiP, des interactions spécifiques,
présentes uniquement sur le MIP, car liées a lsepiee des cavités.

Les étapes de conditionnement du support et delpéon de I'échantillon
sont souvent effectuées dans un solvant procheilteurde synthese ce qui permet
de développer des interactions similaires a cald@snues lors de la formation du

50



complexe monomere/molécule empreinte avant polwaton. Le lavage est
effectué avec un solvant de nature trés prochehlarst de percolation, dans le but
d’éliminer d’éventuels interférents faiblement rete par interactions non
spécifiqgues avec la phase de polymeére, sans élifgaeanalytes cibles retenus au
sein des cavités. L'élutioest ensuite réalisée avec un solvant permettawniptare
les liaisons établies entre le composé cible &l Lorsqu’il s’agit d’interactions
hydrophiles, on utilise un solvant polaire protiquee solvant d’élution peut
eégalement étre acidifié si des interactions élstat@ues sont mises en jeu.

A la différence des immunoadsorbants, la stabiléé MIP leur permet de
pouvoir étre réutilisés aussitbt aprés le passdge dolvant adapté afin de
reconditionner le support. La synthése des MIPragide et peu onéreuse si la
molécule modéle est disponible a faible colt. Lalews de capacité obtenues sur
ces supports sont généralement comprises entre4D @moles par gramme de
support [116]. Ces valeurs sont plus de cent igigseures a celle observées sur les
immunoadsorbants. Une étude, comparant les capatitd® immunoadsorbant et
d’'un MIP destinés a la méme molécule, a mis en tauae capacité trente fois
supérieure pour le MIP [118]. Ceci souligne donpdéentiel des MIP, en particulier
pour leur emploi dans des dispositifs miniaturisés.

Leur principal inconvénient est le phénomene dargelge. En effet, lors de
l'utilisation du support, on peut observer une f#di®n tardive de la molécule
empreinte, ce qui peut fausser les résultats pegssmnation de la quantité de
molécule cible détectée. Ce phénomene provientagdugbie I'élimination de la
molécule empreinte apres polymérisation peut éiffecie. Pour contourner ce
probleme, il est possible de synthétiser le MIRutiisant un analogue structural de
la molécule d’intérét. Ainsi, le MIP obtenu restapable d’extraire la molécule
d’intérét sans que le relargage de la molécule emmgr ne géne sa quantification.
Cette stratégie a été employée pour la syntheptudeeurs MIP pour I'extraction de
'ochratoxine A [119-122]. Des MIP anti-cocaine @galement été développés en
utilisant la cocaine comme molécule empreinte [123} ou un analogue structural
[126]. Cependant, ces analogues structuraux pe@menbnéreux voire indisponible
pour certaines molécules. D’autre part, la synthésepolyméres a empreintes
moléculaires peut étre difficile pour certains gted, comme pour les molécules
trés polaires insolubles dans les solvants gemaealeutilisés.

Bien que la synthese des polymeres a empreinte€cmalres soit
relativement rapide, I'optimisation de la procédufextraction est souvent plus
complexe que pour les immunoadsorbants, en padicyour le traitement
d’échantillons aqueux. En effet, contrairement aummunoadsorbants, les
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interactions développées lors de la percolationctdiétillons aqueux sont
principalement hydrophobes, donc de nature nonifepée. Une ou plusieurs étapes
de lavages sont ensuite nécessaires pour ne dpeelopiquement les interactions
spécifiques et éliminer les composés non cibléstrd d’exemple, la procédure de
lavage développée sur un polymére a empreintesculalées spécifiqgue a 'OTA
est composée de quatre lavages indispensablesliririation des interférents
retenus par interactions non spécifiques [122]. @i#érents lavages sont constitués
de 1 mL de HCI 0,1 M, 1 mL d’'un mélange HCI 0,1 lecétonitrile (60/40), 10 mL
d’eau ultrapure afin d’éliminer les interférentslgies et moyennement polaires,
puis 4 mL d’acétonitrile avec 0,01% d’'acide acéticafin d’éluer les composés
apolaires tout en permettant la rétention de I'OPpar le développement
d’interactions polaires spécifiques au sein deg€av

F. Conclusion

Apres cette revue des différents supports d’extraadisponibles, il apparait
clairement qu’il n’existe pas de support universe.choix de ce support est dicté
par la nature de I'échantillon, mais égalementi@arombre de composeés a extraire.
Lorsque l'objectif de I'étape d’extraction est dencentrer I'échantillon pour y
rechercher la présence de nombreux composés,dpsrssi peu spécifiques, comme
les silices greffées ou les polymeres hydropholestent ceux présentant le plus
fort potentiel. L’inconvénient de ces supports @stils conduisent également a
'extraction de nombreux composés interférents ; gnand soin doit alors étre
apporté a la séparation chromatographique afirindigel d’éventuelles coélutions,
qui sont source d’erreurs et d’effets de matrica. temps d’analyse long et des
détecteurs spécifiques sont alors trés souvensgeates.

Concernant I'extraction d’'un nombre réduit de cos&®) les supports plus
spécifiqgues paraissent mieux adaptés. Ceci estagiplus vrai lorsque le ou les
analytes a extraire sont présents a I'état de drdaes des matrices complexes. En
effet, de hauts degrés de purification limitent da-extraction de composés
interférents, ils autorisent ainsi une étape darsdion moins poussée, donc plus
rapide, et l'utilisation de détecteurs moins spguaiés, donc moins onéreux. Ces
supports plus sélectifs permettent également déelintes risques d’effets de
matrice pour les détecteurs spécifiques tels quspkctrométrie de masse. Les
supports dont la rétention est basée sur des nsBcasi de reconnaissance
moléculaire, les immunoadsorbants ou les polymaresmpreintes moléculaires,
sont ceux qui permettent d’atteindre la meillewnafgcation.
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La figure 12 présente un exemple d'application @s deux types de
supports. Le chromatogramme correspondant a ltiojeal’'un extrait de sol dopé
par des pesticides (A) est comparé a ceux obtemasde I'injection de ce méme
extrait traité par un polymere a empreintes mobices (B) ou un immunoadsorbant

(©).

mAU mAU
100 100

mAU
100

80 80

60 60 60

40

Figure 12 :  Chromatogrammes obtenus aprés l'injection d'un extrait de sol dopé par des
pesticides sans traitement (A) et avec traitement par un polymére a empreintes moléculaires
(B) et un immunoadsorbant (C). (1) atrazine; (2) simazine; (3) terbutylazine. Adapté de
[118]

Comme le montre cette figure, ces supports hautes@actifs permettent
I'élimination de tres nombreux composés interfésenti empéchent la détection des
analytes ciblés lors de I'injection de I'échantillaon traité. Les chromatogrammes
sont ainsi considérablement simplifiés ce qui fecila quantification des analytes

recherchés.

Cependant, une nouvelle classe de molécules, noswng@atameres », est de
plus en plus employée comme outil de reconnaissanckculaire dans des
applications diverses. Ces oligonucléotides posgeties propriétés d'affinité et de
spécificité qui leur conferent un grand potentielpdes applications analytiques.
Leur utilisation en tant que support pour extratts&lective sur phase solide a fait
'objet de cette these. Ces molécules aux prowigidometteuses seront tres
largement décrites dans le chapitre suivant.
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Chapitre 2 — Les aptameres
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Chapitre 2 — Les aptameres

Les aptameéres sont des oligonucléotides artifidel$ongueur généralement
comprise entre 20 et 60 nucléotides. Le mot aptaresét issu de I'association du
mot latin « aptus » (adapté a, attaché a...) et fiixsu« mere » faisant référence a
'unité de base d’'un polymere. Ces acides nuclé&gismlés parmi une banque trés
complexe d’acides nucléiques par un procédé deta@igtératif, ont la propriété de
pouvoir se lier a leur molécule cible avec une gremde affinité, comparable a celle
des anticorps pour leur antigene. Le paramétreand compte de l'affinité est la
constante de dissociationgKLes aptameres possédent également une grande
spécificité, c'est-a-dire que les mécanismes denreissance moléculaire mis en
jeu lors de la fixation a la cible permettent I@tssement d’interactions
discriminantes capables, par exemple, de distinguee molécule de son
énantiomeére. Des aptameéres peuvent égalemengfmtiennés pour des propriétés
catalytiques comme le clivage de liaison amideabtofmation de liaison carbone-
carbone. On parle alors d'« aptazymes ». Ce typptdmeres ne sera pas abordé
mais une revue détaillée a été recemment prop@secplosser et al [127].

|. Structure des aptameres

Comme pour les protéines, la description de lacgirea des acides
nucléiques est hiérarchisée en structure prims@eyndaire et tertiaire.

A. La structure primaire

La structure primaire des acides nucléiques coore$m la séquence de
nucléotides qui les compose. Chaque nucléotideastitué de trois parties : une
base azotée, un sucre et un groupement phosphaNlet 'ARN se différencient
par la nature du sucre qui les compose : le 2-gestmse pour 'ADN et le ribose
pour I'ARN. Concernant les bases azotées, I'adéiix)e la cytosine (C) et la
guanine (G) sont présentes a la fois dans TADNA®RN, alors que la thymine (T)
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est spécifique de I'ADN et l'uracile (U) de I'ARNLa structure des acides
nucléiques et de leurs bases associées sont @éseamt Figure 13.
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Figure 13 :  Structure des acides nucléiques et de leurs bases. Adapté de [128]

Par convention, la séquence d’'un acide nucléiqgudameée dans le sens 5’
vers 3, en référence aux numeéros des atomes Hermdu sucre qui les compose.
Chagque nucléotide porte une charge négative surgsmumpement phosphate, les
acides nucléiques sont donc des polyméres anianidiéat de charge théorique
égal a leur nombre de nucléotides.

B. La structure secondaire

hY

La structure secondaire correspond a la descriptien la structure
tridimensionnelle localement adoptée par certaggsrents de I'acide nucléique.

1. Les paires de bases

La flexibilité du squelette (désoxy)ribose-phosghpermet a deux régions
complémentaires d’'un méme brin d’ADN ou d’ARN dassocier en appariant leurs
bases azotées. Les paires de bases dites cangroguascore, paires Watson-Crick

58



se forment entre I'adénine et la thymine (ADN) audcile (ARN) par deux liaisons
hydrogene, et entre la guanine et la cytosinerpa liaisons hydrogéne (Figure 14).

H H
N-H-----0 N O----- H-N
/N N (/ ) 7 >/ \
N~ N--- - H-N R/N N S N>_N
R :/ — / |
N />_N\ N_H _____ O
O R ,
H
Adenine Thymine Guanine Cytosine

Figure 14 :  Les paires de bases canoniques et leur appariement par liaisons hydrogéne. Adapté
de [129]

La force de la liaison entre deux régions associigegend du nombre de
paires de bases appariées consécutives, de lanpeéd@ventuels mésappariements
et également de la proportion de paires G/C, @atite étant plus stable que la paire
A/T(U). La complémentarité des bases est la camdisine qua nonpour
'appariement de deux régions, mais les liaisondrényene formées ne participent
gue peu a la stabilisation de la structure. En tefteette stabilisation est
principalement due aux interactions d’empilemens dettérocycles des bases
azotées [130].

2. Les motifs structuraux

Lorsqu'un acide nucléique simple brin se replie fwirméme en une
structure plus stable, des motifs structuraux ca@épal’'une combinaison d’hélices
(pour les paires de bases contigiies), et de boypmsr les nucléotides non
appariés) sont adoptés [131,132]. Les principaufsnstructuraux sont représentés
en figure 15.
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Figure 15: Représentation schématique des principaux motifs structuraux. (A) : la double
hélice [133] ; (B) : la tige boucle [134] ; (C) : le pseudo-nceud [135] ; (D) : Structure
(gauche) et empilement (droite) des tétrades de G [136]

Lorsqu’'un segment composé de plusieurs paires desbeonsécutives est
formé, une structure en double hélice s’établigyfé 15 A). Des saillies, régions
dans lesquelles un brin possede une base supsehgbase complémentaire sur
l'autre brin, sont fréquemment observées et fragilt la structure.

Le repliement d’un brin sur lui-méme pour formereuwlouble hélice forme
une structure en « épingle a cheveu », ou « tigelbos (Figure 15 B). La stabilité
de cette structure dépend de la stabilité de tkélormée et de la longueur de la
boucle, généralement comprise entre 4 et 8 nudiEntiCertaines boucles, appelées
« tétraboucles »t€traloopg, sont particulierement stables du fait de I'appaent
des premiéres et dernieres bases, d’'un fort emeiemt d’'un réseau de liaisons
hydrogene.

Les nucléotides de la boucle d’'une tige-boucle patig’apparier avec une
autre région du brin a I'extérieur de la tige péanmer un motif appelé « pseudo-
nceuds ». Cette structure possede donc deux héficese 15 C).

Quatre guanines peuvent s’associer dans un méme gilacune étant un
donneur et un accepteur de deux liaisons hydrogeng, former des tétrades de G,
ou «G gquartets». L’empilement d’au moins deux tétrades, intarealpar un cation
monovalent, le potassium généralement, entrainestnaeture trés stable constituée
de quatre brins (Figure 15 D). Il y aura autanttéteades de G que de guanines
adjacentes répétées selon un multiple de quatelda®quence.
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C. La structure tertiaire

La structure tertiaire décrit la structure tridirsemnelle générale de la
molécule. Les motifs de structure secondaire dgmrécédemment interagissent
pour former une structure globale compacte. Lesseb peuvent, par exemple,
stabiliser le rapprochement électrostatique défeerdes hélices en développant
des liaisons hydrogene. Deux boucles peuvent «sa&sser » par appariement de
résidus complémentaires pour former une structppelée «kissing complex. Les
cations, monovalents et divalents, ainsi que leBoutes d’eau jouent un réle trés
important dans le maintien de la structure de ldémde par I'établissement
d’interactions polaires.

D. Fixation d’un aptamére a sa cible

Les paragraphes précédents démontrent que lesmegplis de la chaine des
oligonucléotides dans I'espace, donc sa structigteniensionnelle, sont dictés par
leur séquence. Ces repliements entrainent la famatune structure compacte
possédant éventuellement des sites d’interactiodeoreconnaissance. Ces sites de
reconnaissance peuvent développer avec leur aéslenémes types d’interaction
gue celles développées au sein de l'oligonucléofider maintenir sa structure
secondaire et tertiaire [137].

Contrairement aux anticorps, aux enzymes ou aweptéars protéiques, les
aptameres font preuve d’'une grande flexibilitécttreelle. La fixation de I'aptamére
a sa cible entraine un ajustement de la struceit@ptamere qui renforce la liaison.
Lorsque la cible est une petite molécule, il ests tfréquent que I'aptameére
enveloppe totalement ou en grande partie sa cipkmettant ainsi une
reconnaissance spécifique. Le repliement de I'aptarautour de sa cible permet la
mise en place d'un maximum d’interactions intermaléires discriminantes. La
résolution des structures de certains complexesnapt/cible a permis la
compréhension des mécanismes mis en jeu dandiaette. La figure 16 présente,
a titre d'exemple, les structures résolues des tewap avec les antibiotiques
néomycine B et tobramycine.
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Figure 16 :  Représentation de la structure tertiaire des complexes (a) aptamere-néomycine B
(b) aptamére-tobramycine. La structure de I'aptamére est représentée en rubans et batons et
les molécules sont représentées en boules pleines [138]

Selon les cibles, cette discrimination peut étrérigtie, comme pour
'aptamere théophylline incapable de se lier ad&ioe alors qu’elle ne posséde
gu’un seul groupement méthyle supplémentaire [1BBé peut aussi étre liée a un
arrangement spécifique de liaisons hydrogéne, reguir former des pseudos paires
de bases avec la cible. C’est le cas de I'aptaadEaosine mono-phosphate (AMP),
qui fixe le groupement adénine de sa cible en r&tcoisant une paire de base avec
une guanine. L'aptamere citrulline, ne reconnaié pan plus l'arginine qui ne
differe pourtant que d’un groupement imine (remafdde groupement amide de la
citrulline), mais qui change la taille et I'orietitan des groupements polaires [140].
Pour des composés aromatiques a structure pladinsa s’intercaler de maniéere
non spécifique dans une structure en double hélieg aptameéres alliant affinité et
spécificité, grace a une combinaison d'interactiofesmpilement et de liaisons
hydrogéne, ont été identifiés. Les aptaméres thglopd [141], flavine
mononucléotide (FMN) [142] et adénosine monophowpta43] en sont des
illustrations. L'aptamére contre les antibiotiguasinoglycosides reconnait ses
cibles grace a une complémentarité stérique etréiatique a laquelle s’ajoutent
des liaisons hydrogene impliquant les groupes padale la molécule [138].
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ll. L'identification d’aptameres : le procéde
SELEX

En 1990, trois équipes ont simultanément décritproeédure permettant, au
sein d'une large bibliotheque d’oligonucléotideséatbirement synthétises,
I'identification de molécules douées de proprigigsdéterminées comme une forte
affinité envers une molécule cible [144,145] ouivdigt enzymatique [146]. Des
cycles répétés, alternant sélection et amplificatemt permis de diriger I'évolution
de la population de molécules selon un mode daewiniseules les molécules
présentant ces propriétés sont conservees. Cedgrate sélectionn vitro a été
nommeé SELEX (Selective Expansion of Ligands by Exgial enrichment).
L'utilisation d’acides nucléiques dans une méthodmbinatoire présente plusieurs
intéréts. La diversité moléculaire des bibliothéxyaéoligonucléotides surpasse les
autres types de bibliotheques de plusieurs ordres gchndeur [147]. Les
oligonucléotides possédent également la remarquptdpriété de pouvoir étre
aisément amplifiés. Depuis, de nombreuses puldicationt décrit I'utilisation
d’aptaméres pour un large éventail d’applications exploitent la force et la
spécificité de linteraction avec leur cible. Lesntgposés ciblés peuvent étre aussi
divers que des ions métalliques [148], des pelitekcules organiques [141], des
protéines [149] ou des cellules [150].

A. Principe général du procédé

Etant donné que la séquence d’un oligonucléotides dés repliements de sa
chaine dans I'espace, une bibliotheque d’oligoraiitiés se présentera comme une
population de formes, offrant d’éventuels sitesatmnnaissance avec une multitude
de groupements susceptibles de s’associer a uenpad via différents types
d’interactions non covalentes comme évoqué précédamn Il est donc trés
probable que dans une population suffisamment risBetrouve une forme
tridimensionnelle adaptée a la reconnaissance deible choisie. Le procédé
SELEX permet [lidentification de cette séquence pdes cycles de
sélection/amplification itératifs. Ce procédé et peincipales étapes sont présentés
en figure 17.
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Figure 17 :  Principe général de l'identification d’aptaméres par le procédé SELEX [131]

La premiere étape du procédé SELEX est la synthlésgoire d’une banque
d’oligonucléotides composée généralement d& 4013° séquences différentes.
Pour [lidentification d’aptameres en seérie ADN, teetbanque est utilisée
directement, alors qu’une conversion en une bangR&l est nécessaire pour
l'identification d’aptameéres en série ARN. La baadiioligonucléotides est ensuite
incubée avec la cible, et les oligonucléotides @ésa la cible sont séparés de ceux
non ou faiblement liés. Cette étape de sélectiorcresiale pour l'orientation de
'évolution de la population vers des oligonucldes ayant les propriétés
souhaitées. Les oligonucléotides liés a la cibla smsuite isolés et amplifiés par
PCR polymerase chain reactipnpour les ADN, ou par RT-PCRreyerse-
transcription polymerase chain reactiopmpour les ARN. Cette nouvelle banque
enrichie d’oligonucléotides est utilisée pour uncos® cycle de SELEX.
Généralement, entre 7 et 15 cycles sont nécesgaitgssoler les séquences ayant
la plus grande affinité pour la cible.

B. Complexité de la bibliothéque
d’oligonucléotides

La banque initiale de candidats est composée deerégs ADN synthétisées
chimiquement, chacune comportant une région vajaldngue de 20 a 80
nucléotides, flanquée aux extrémités 3’ et 5’ dgiads fixes d’'une vingtaine de
nucléotides identiques pour tous les candidatsadsmhque. Ces régions fixes sont
indispensables car elles servent d’'amorces pdR€CR.
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La taille de la portion variable détermine la daig¥ de la banque. En effet,
le nombre de séquences possibles pour une régi@ablade n nucléotides est égal
a 4, puisque chaque position peut étre occupée padiés quatre nucléotides A, T,
G ou C. Les séguences courtes sont plus facildgemio et moins couteuses, mais
les séquences plus longues offrent une plus grdiveesité structurale. La limite
expérimentale du nombre de séquences différenteas dane banque
d’oligonucléotides est d’environ 10 soit celle d'une banque dans laquelle tous les
candidats possédant une région variable de 25 otid#dé sont représentés [151].
Cela implique que si I'on choisit une banque desgtande complexité structurale
en manipulant des séquences de 30 nucléotidesblemjaayant une diversité
théorique d’environ 1, seules 1/1000 des séquences théoriques sercenfes
dans la banque. Ainsi, plus n augmente, plus lag@tmn de séquences théoriques
testées diminue. Néanmoins, méme si cette propodiminue, le nombre de
séquences testées {0reste constant et suffisant pour identifier dpsameéres
possédant I'affinité attendue. Il est estimé quismv une séquence sur'‘t@le la
banque possede cette propriété [152].

C. Etape de sélection

L’élimination des nucléotides non liés ou faiblemdigés aux molécules
cibles est une étape primordiale du procédé SELUEXplus souvent, un support
greffé par la cible est utilisé comme phase statine de chromatographie d’affinité
ou dispersé dans le milieu sous forme de billes négues pour retenir les
aptameres les plus affins. Ces techniques sontivexteent simples a utiliser et
automatisables. Cependant, pour ces méethodes, dbilisation de la cible présente
guelques inconvénients. En effet, la partie fixéela molécule cible n’est plus
disponible pour interagir avec les oligonucléotiddisnitant par conséquent
I'évolution vers des aptameres trés affins. D’autreéthodes, pour le moment
marginales, ne nécessitant pas I'immobilisationlalecible ont été développées
comme la filtration sur membrane, la centrifugatida cytométrie en flux,
I'électrophorese capillaire ou sur gel ainsi querésonnance plasmonique de
surface. Toutes ces techniques sont décrites daesue de Gopinath [153].

A mesure que les cycles se succédent, les consliiersélection doivent étre
de plus en plus séveéres afin de réduire prograssintla population de séguences
aux oligonucléotides les plus affins. La pressierladsélection peut étre augmentée
en réduisant la quantité de molécules cibles diges ou en modifiant les
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conditions d’incubation ou de lavage (compositi@s dolutions, volume ou temps
d’incubation) [154].

II est recommandé d'effectuer des cycles de coséiection (Counter
SELEX), consistants a faire des cycles sans laepogsde la molécule cible, afin
d’éliminer les oligonucléotides développant de derinteraction non spécifiques
avec les supports ou membranes. Il est égalemessilp® d’effectuer une contre
sélection d’'un épitope, si I'on veut par exemple djaptamere ne reconnaisse pas
un analogue structural précis de la molécule cible.cycle de SELEX est alors
effectué en incubant cet analogue a la banquegdialicléotides : ceux montrant de
I'affinité pour cet analogue sont éliminés. Pouustrer ce propos, on peut citer
'exemple de l'aptamere théophylline, pour lequaleucontre sélection a été
effectuée contre la caféine, qui ne differe que lpaprésence d'un groupement
méthyle supplémentaire. L'affinité de I'aptameretartu est dix mille fois moins
importante pour la caféine que pour la théophylline

D. Amplification des oligonucléotides
sélectionnés

L’étape de sélection permet de conserver uniquenesnbligonucléotides
ayant une affinité suffisante pour la cible, détess par la pression de sélection
appliguée. Ceux-ci ne représentent qu’une treslefgiisoportion de la banque
initiale. Une étape d’amplification, consistantlaner les candidats sélectionnés, est
donc nécessaire pour reconstruire une banque enagaAnt d’entamer un nouveau
cycle. L'étape d’amplification permet, en outregdtroissement de la diversité des
séquences testées. En effet, la banque d’oligooticés initiale ne contient qu’une
faible proportion de la population théorique. Leszygmes utilisées en PCR
engendrent naturellement un assez fort taux detimga environ une mutation tous
les 20 000 nucléotides incorporés [131]. Ainsistprun oligonucléotide possédant
un motif de reconnaissance de la cible est sétendioson amplification va générer
des mutants de structure proche, non présents ldabpanque de départ, et dont
certains présentent peut étre une meilleure adfiqite I'oligonucléotide sélectionné.
Par conséquent, ces mutations peuvent permettr@ut®on des candidats vers des
descendants de plus forte affinité. Les conditd@sélection ne doivent cependant
pas étre trop séveres, au risque d’éliminer dagowlicléotides ayant une affinité
moyenne mais dont des mutants auraient pu dévelappe tres forte affinité.
Inversement, avec des conditions trop douces, tenité d’oligonucléotides a forte
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affinité serait dominée par la grande majorité idmhucléotides a moyenne ou
faible affinité, empéchant leur émergence lorsadeglection.

Un autre procédé de type SELEX, appelé « Non-SEkEX constitué
d’étapes de sélection répétées mais sans étapeplifieation, a été décrit [155].
Quelgues cycles sont suffisants pour sélectionres dptaméres affins d'une
protéine, ce qui réduit considérablement le tempssélection. Une constante de
dissociation de 0,3 uM a été obtenue pour des a@pemmsélectionnés contre la
protéine h-Ras, valeur similaire a celle obtenueymSELEX conventionnel (0,6
UM). Les principales limitations sont le nombre deles que I'on peut réaliser,
pour le moment limité a trois ou quatre, et le ghible nombre de candidats testés
du fait de I'absence de mutations des séquendéaesi

E. Optimisation de la séquence des aptameres
sélectionnés

Aprés le dernier cycle de SELEX, une cinquantair@igbnucléotides
sélectionnés sont clonés et séquencés. Les séguemuieensuite analysées afin de
rechercher des motifs communs. Des séquences eapéiges sont choisies et leur
affinité envers la cible est mesurée par des espéess de dialyse a I'équilibre ou de
résonnance plasmonique de surface. Des mutatiortsomtatures sont ensuite
effectuées afin d'étudier leurs conséquences siffinité. Cela permet d’identifier
I'oligonucléotide avec la plus grande affinité agec la plus petite taille possible.

F. Modifications pré et post-SELEX

Une des limitations des oligonucléotides naturaisleur dégradation trés
rapide en milieu biologique, en particulier pous BRN. Le groupement hydroxyle
en position 2’ du ribose attaque la liaison phoggster voisine, menant a la cassure
de I'oligonucléotide [152]. Cette réaction est fagée a un pH légerement basique
et est catalysée par les nucléases présentes éansiilieux biologiques. Des
modifications de la liaison phosphoester, du swcrelu squelette phosphate-sucre
conduisent a des aptameres résistants aux nuclézsgsndant, un changement de
structure chimique d’'un aptameére sélectionné sotmad ADN ou ARN, bien que
sans impact pour certaines positions qu’il conviandl’identifier, conduit
généralement a une diminution voire a une pertepdasriétés pour lesquelles il a
été sélectionné [151]. Il est donc préférable detfier le SELEX directement a
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partir d’'une banque d'oligonucléotides modifiés, isnaela implique que ces

modifications doivent étre compatibles avec lesyares polymérases utilisées
pendant I'étape d’amplification. L'approche de Itarplus employée est I'utilisation

de nucléotides substitués en position 2’ du riqusedes groupements amine, fluor
ou méthyle-éther [131]. Une description détaill&s dnodifications possibles a été
décrite par Kusser [156].

Une autre approche concerne l'utilisation d’isorseoptiques [157]. Tous
les acides nucléiques naturels sont des isomerekelrs énantioméres L sont
résistants aux ribonucléases, mais également inilppess produire ou a amplifier
par les polymérases. Un SELEX effectué a partined’banque d’oligonucléotides
en série L est donc impossible. L'énantiomére Cladeible C doit étre synthétisé et
utilisé pour la sélection d’'un aptamere naturelri¢séd). Une fois identifié,
'énantiomére L de cet aptamere est synthétisé ignement. Cet aptamere L,
résistant aux nucléases, possedera la méme afimitéla cible C que I'aptamére D
pour C'. Ces aptameres énantiomériques sont appefgsegelmers », du mot
allemand « Spiegel » signifiant miroir.

G. Automatisation et miniaturisation du procédé

Les procédures SELEX conventionnelles sont relatar@ longues. Des
protocoles automatisés sur des plates-formes s#@stiont été décrits, permettant la
diminution de la durée de sélection de plusieumnasges a quelques jours
[158,159].

En 2006, Hybarger et ses collaborateurs ont présene plate-forme
SELEX automatisée et miniaturisée pour la sélectitaptaméres anti-lysozyme
[160]. Le dispositif est organisé en plusieurs mesluchacun réalisant une des
étapes du protocole SELEX, reliés par des vannedrGées par ordinateur.
L’aptamére identifié par ce dispositif miniaturiaéété comparé a celui sélectionné
par un systeme automatisé mais non miniaturisé x Detameres de séquence
identique ont été obtenus (Kd non renseigné).

Plus récemment, la sélection automatisée d'aptarsknepuce a été décrite
[161]. La puce est constituée de trois modulesrotdd par des micro-vannes et
destinés a [lincubation, la séparation a laide bidles magnétiques, et a
lamplification des aptaméres sélectionnés. La tone de dissociation de
'aptamere anti protéine C-réactive sélectionné lde cette étude a été estimée a
3,51 nM aprées cinq cycles de sélection. La sélectaptameres sur ce
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microsystéeme est plus rapide puisque 60 min sutffipeur effectuer un cycle de
sélection, contre 160 min pour un SELEX traditidnne

Ces dispositifs miniaturisés et automatisés présenin formidable potentiel
pour rendre le procédé SELEX plus rapide, maisostmplus accessible en allant
vers le développement de « kit SELEX » pouvant éimployés par de nombreux
utilisateurs.

H. Limitations de la procédure SELEX

Un des problémes les plus fréqguemment rencontré$éeslution de la
population vers des aptaméres non spécifiques. dditimiter ce phénomene, les
cycles de contre-sélection doivent étre multiplgisles conditions de sélection
optimisées.

De plus, il n'existe pas de protocole SELEX stadid, applicable pour
n'importe quelle cible. Les conditions de sélectiatoivent étre adaptées selon la
cible étudiée, les caractéristiques voulues dediapre et leur application [162].

Une autre propriété des aptameres néfaste pour délection est leur
polymorphisme [152]. En effet, une méme séqueneptdmeére peut se replier en
plusieurs conforméres, dont tous ne sont pas cepald se lier a la cible. Cela
implique que, lors des premiers cycles de SELEXsdoe chaque séquence est
présente en trés peu d’exemplaires, si la confeomatctive n’est pas représentée,
cette séquence sera éliminée. Pour minimiser cengohéne, une étape de
conditionnement des aptameéres est nécessaire.c@fisiste & les dénaturer par
chauffage, puis, une remise progressive a tempérambiante favorise leur
repliement en conformation active.

lll. Proprietés et caractéristiques des aptameres

A. La taille

La séquence des aptameres sélectionnés par lapr6&t.EX est constituee
d’'une partie variable et de deux parties fixesuaseextrémités. Ces parties fixes
peuvent allonger la séquence de 50 nucléotideséhjaence est ensuite optimisée
par des essais de mutations et de troncatures, eoBwaqué préceédemment.
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L'objectif étant d’obtenir I'aptamere le plus papiossible pour en diminuer le colt
de production et minimiser les interactions noncgjmies qu'il peut développer.

Généralement, la taille d'un aptamére est infédear 100 nucléotides. Un des
aptameres les plus courts est I'aptamére anti-thioen constitué de 15 nucléotides
[149]. La majorité des aptameéres ont une taille mige entre 25 et 40 nucléotides,
comme par exemple I'aptamére fixant la guanineaekdnthine qui contient 32

nucléotides [163], 'aptamére anti-ochratoxine A gst composé de 36 nucléotides
[164] ou encore I'aptamére anti-cocaine qui eststitu@ de 38 nucléotides [165].

Les aptameéres les plus longs peuvent aller jusdq@ nucléotides, comme

I'aptameére spécifique d’'une protéase a sérine dg fa protéine C) dont la région

minimale est de 99 nucléotides [166].

B. L'affinité

Le parametre qui rend compte de l'affinité d’unaapére envers sa cible est
la constante de dissociatiory.KPlus la valeur de Kest faible, plus laffinité de
'aptamere pour sa molécule cible est forte. Lastame d’affinité dépend de la
solution dans laquelle elle a été mesurée (pH, exttration des ions, température).
A I'heure actuelle, les séquences décrites sonbnitafement dirigées contre des
cibles protéiques. Cependant, le nombre d’aptantests pour des molécules de
faible poids moléculaire n’est pas insignifiant. tadleau 1 liste quelques exemples
de cibles pour lesquelles un aptamére a été identdénéralement, pour des
molécules d’intéréts de petite taille, les aptamédentifiés sont caractérisés par des
constantes de dissociation de l'ordre du micromelaPar exemple, le Kde
'aptamere anti-cocaine est de I'ordre du micronnel§l67], celui de I'aptamere
anti-ATP est de 6 uM [168] et celui de I'aptamergi-dopamine est de 1,6 uM
[169]. Concernant les cibles protéiques, des Kélatdre du nanomolaire et méme
inférieures (picomolaire) sont plus fréquentes canpour la thrombine (25 nM)
[149], le facteur de croissance de I'endothéliunscudaire ou VEGF (~100 pM)
[170] ou le facteur de croissance de keératinocyteKGF (~1 pM) [171]. Cette
différence peut s’expliquer par le fait que la aod d’interaction d’'une petite
molécule est moins importante que celle d’une jmeté
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Petites cibles Macromolécules

cible  [ARN] ke | Ref| cibe |ARM kg | Ref
Arginine ARN | 330nM | [172] AR':'/L"’“ du | Apn | s0NM | [173]
ATP ADN | 6uM | [168] VEGF ARN| 0.05-0.13 nNI[170]
Citrulline ARN | 62-68 pM | [175] C;il‘;fuse ADN | 0,8-229 nM | [176]
Cocaine ADN| <5uM | [167] l'"he;';;?tzdce ADN | 140nM | [177]
Codéine ARN| 25uM | [178 IgE ADN 8 nM [174]
Dopamine ARN| 1,6 uM | [169 KGF ARN  033pMm| [17}
Ethanolamine ADN 6-19 nM [180] Lactoglobuline ADN .rn [181]
FMN ARN | 05uM | [142]] Ricine (toxine) ADN  58-105 nM [182]
Ibuproféne ADN| 1,5-52uM [183 Sélectine ADN 1,65M | [184]
Néomycine ARN 100 nM [185] Spore d’anthreXADN n.r. [186]
Ni?* ARN | 0,8-29 uM| [148] Thrombine ADN 200 nM [149]

Ochratoxine A ADN 49 nM [164]

Sulforhodamine Bl ADN 190 nM [187

Théophylline ARN 100 nM [141]

TNT ARN n.r. [188]
Tobramycine ARN 2-3nM [189
Xanthine ARN 3,3uM [163]
Cellobiose ADN 600 nM [174]

Tableau 1 : Exemples d’'aptaméres sélectionnés et leurs constantes de dissociation. (n.r. : non
renseigné). Inspiré de [162]

C. La spécificité

La mise en place de nombreux contacts intermol&esldiscriminants entre
'aptamere et sa cible rend cette liaison tres ifipée. La spécificité peut étre
définie comme la capacité de discrimination enge gholécules de structure proche
en compétition pour un ligand commun. La spéc#éicé nombreux aptameéres a été
décrite dans la littérature. Ainsi, l'aptamére eBtané contre I'enzyme
transcriptase inverse du virus de l'immunodéficeehomaine (VIH-1) est incapable
de reconnaitre les enzymes homologues du virusreaa du virus murin [190].
L’aptamere anti-cocaine ne reconnait pas son jpahgroduit de dégradation, la
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benzoylecgonine, pourtant seulement différente d'groupement meéthyle
[165,167,191]. L'aptamére anti-OTA est lui ausskstrspécifique puisque son
affinité pour I'ochratoxine B est 100 fois plusldb que pour I'OTA, alors que ces
deux molécules ne se différencient que par l'aleseafian atome de chlore sur
'ochratoxine B [164]. Pour les anticorps monocloxaanti-OTA, la différence
d’affinité entre ces deux molécules n’'est que dfacteur 3. Certains aptameres
possédent méme [|'étonnante capacité de discrimdes énantiomeres. Une
différence d’affinité d’'un facteur 3 a été obterardre la L- et la D-citrulline [175],
et méme un facteur 12 000 entre la L- et D-arginirv2].

Cette spécificité peut étre une propriété imposgelgs conditions choisies
lors du SELEX grace aux cycles de contre sélectitexemple le plus connu est
'aptamére sélectionné contre la théophylline. ilisdtion de cycles de contre
sélection avec la caféine, comme déja évoqué, mipatobtenir une différence
d’affinité entre ces deux molécules d’'un facteurOD0 [141]. Cette différence
d’affinité est dix fois plus importante que cellbservée avec les anticorps dirigés
contre la méme cible.

De telles capacités de discrimination ne sont cggeinpas observées pour
tous les aptaméres. Par exemple, les aptameresia@h@s contre le coenzyme A
reconnaissent aussi I'AMP [192]; ceux sélectionnésntre la xanthine
reconnaissent la guanine [163] ; ceux sélectioonatre le facteur de croissance des
plaguettes sanguines humaines reconnaissent lemnslbgues murins [193] ; et
ceux sélectionnés contre la cellobiose reconndisseellulose [174].

Contrairement aux anticorps, cette réactivité émigeut étre contrdlée voire
méme prédéterminée en utilisant une procédure dectid appelée Toggle
SELEX. Durant la sélection, les cibles d’intéréntsalternativement utilisées pour
les différents cycles du SELEX. Les aptameres 8élewés développeront donc de
I'affinité pour toutes les cibles utilisées. Cestizatégie a été employée lors de la
sélection d’un aptamere dirigé contre la thromliinmaine et la thrombine porcine.
L’'aptamere obtenu présente les mémes propriétésetas deux protéines [194].

D. Comparaison avec les anticorps

De nombreuses applications analytiques, thérapedigu de diagnostique
précédemment basées sur l'utilisation d’anticoges,développent désormais avec
des aptameres en raison de leurs caractéristiqafite et de spécificité. Un

72



certain nombre de limitations que I'on peut obseaxeec les anticorps sont absentes
lorsque I'on utilise les aptameres.

Le principal avantage découle du mode de produdties aptameres. En
effet, leur sélection in vitro ne requiert aucurstéyne animal ni aucune culture
cellulaire. Il n’y a donc pas de contrainte quara &élection d’aptaméres dirigés
contre des molécules cibles faiblement immunogemestoxiques, ce qui est
problématique pour la production d’anticorps.

by

De plus, la production in vivo d’anticorps limitddentification a ceux
capables de reconnaitre leur cible dans des conditiphysiologiques. Les
conditions de sélection des aptameéres peuvent quaties étre choisies afin de
tenir compte du milieu dans lequel ils seront séidi. Ces conditions de sélection
peuvent également étre ajustées afin de faire éwola population vers les
propriétés d’affinité, de spécificité ou de reaitércroisée recherchées (cf section
précédente).

Les aptaméres sont produits par synthése chimapide, et peu colteuse et
sont ensuite purifiés. Aucune variation de lottenfest donc observée contrairement
aux anticorps. La synthése chimique des aptamemasep également l'introduction
de modifications afin d’améliorer leur stabilité mur affinité, ou pour faciliter leur
immobilisation ou leur détection.

Le développement de protocoles SELEX automatisengid’identification
tres rapide d’aptaméres, alors que 'immunisatium éainimal peut durer plusieurs
mois. Lors du SELEX, les cibles peuvent égalemémrt iénmobilisées de maniere
orientée pour favoriser la reconnaissance d’unewterégion spécifique.

D’autre part, la dénaturation des anticorps pasalmant organique ou par la
température peut étre irréversible, contrairemenmx aptameéres qui peuvent
retrouver leur conformation active au bout de quetgminutes aprés dénaturation.
Lors de I'appariement d’'un aptamére avec la ciblechangement conformationnel
s’opére. Ce phénomeéne a été exploité pour le dgpetnent de nouvelles méthodes
bioanalytiques dont la détection est basée surhaeegement conformationnel (cf
section IV B).

La taille plus réduite des aptameres, qui représentviron un dixieme de
celle des anticorps [195], permet un greffage plrsse sur un support.

La principale limitation actuelle des aptameredesbmbre encore limité de
cibles pour lesquelles un aptamére a été séleé@idbapendant, cette technologie
est trés jeune et en plein essor, la multiplicati@s applications et les récentes
avancees du procédé SELEX démontrent leur grareshpeit
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I\VV. Applications

A. Les applications thérapeutiques [131]

Pour les aptameres sélectionnés contre les pretéiaeliaison formée
engendre tres souvent l'inhibition de la fonctian ld protéine. Cette propriété est
largement exploitée comme outil pharmacologiquer p@walidation de cibles dans
le cadre de la recherche de médicaments.

Un autre intérét de [l'utilisation d'acides nuclégu comme ligand de
biomolécules intracellulaires réside dans le faie ¢qces aptameéres peuvent étre
directement synthétisés a l'intérieur de la cellpde son propre matériel génétique.
Ces aptameres sont alors appelés intraméres [P28].exemple, des aptameres
sélectionnés contre la VIH-1 Rev, protéine nécessaila réplication du virus
d'immunodéficience humaine (VIH-1), ont permis Hibition de la production du
VIH dans une culture cellulaire [197].

L’aptamere sélectionné contre la thrombine, pretéimervenant dans la
coagulation sanguine, possede un fort potentieageitique. Lorsque cet aptameére
est perfusé, la liaison de I'aptamere avec sa ahle effet anticoagulant [198]. La
rapide dégradation de I'aptameére par les nucléastdasi un avantage puisque I'effet
anticoagulant disparait quasi instantanément ageesfin de la perfusion
d’aptaméres. Cette propriété est trés intéresgaunsgue le risque majeur lors de
I'utilisation d’anticoagulants est la réversiongriznte de I'effet pouvant provoquer
un saignement incontrélable. Un aptamére dirigéreole facteur de coagulation
IXa a également été sélectionné, contrairemerexaithple précédent, a partir d’'une
banque d’oligonucléotides modifiés résistants augléases. Pour moduler I'effet
anticoagulant, les auteurs ont utilisé un oligoéatitle appelé « antidote », de
séquence complémentaire a celle de I'aptamerepieteq s’associant a celui-ci,
libére la molécule cible et annule I'effet anticakemt [199].

Les aptameres peuvent également assurer le trartspoe molécule active
a laquelle ils sont associés vers sa cible. Airegdtamére dirigé contre I'élastase
neutrophile humaine ne provoque pas l'inhibitionlaerotéine lorsqu’il s’y fixe.
Cependant, lorsqu’'un peptide inhibiteur de cettetgine est fixé de maniére
covalente a I'aptamere, I'effet inhibiteur est 1D fois plus important que lors de
la mise en présence du peptide seul [200].

Plusieurs dizaines d’aptameres sont actuellemerdésploppement contre
diverses pathologies (cancer, inflammation, makdiato-immunes, etc.) et ont
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montré des effets positifs sur des modéles anini2k]. Une dizaine d’aptaméres
sont en phase d'essai clinique, et un médicamemstitoé d’'un aptamere dirigé
contre le facteur d’angiogenése VEGF (Macugendisgtonible depuis 2006 pour
traiter la dégénérescence maculaire liée a I'age.

B. Les applications analytiques

1. Les biocapteurs ou « aptasensors »

L’étude et la compréhension des mécanismes menafikadion d’un
aptamere a sa cible a conduit au développemerdptewrs exploitant leur propriété
d’affinité, de stabilité, et de spécificité. Leobapteurs sont constitués d’'un élément
de reconnaissance moléculaire fixant de maniéreifgpée I'analyte recherché, et
d’'un transducteur pour que la liaison du réceptewsa cible entraine I'apparition
d’'un signal physique quantifiable. Une des car#stiques des biocapteurs est que
I'élément de reconnaissance et le transducteuredbi@tre en contact direct [202].
Concernant les aptasensors, I'élément de recommasautilisé est un aptamere. Le
changement conformationnel des aptameres lors wtefikation a leur cible est
exploité dans la conception de la plupart de cptecias.

Les capteurs a base d’aptameres peuvent étre slast@n la nature du
transducteur utilisé. Le tableau 2 présente et peme comparer les différents
capteurs qui seront cités en exemple.
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: : Temps Temps de
Cible Matrice LDD | |, P . p : Ref
d’analyse | régénération
Capteurs électrochimiques
Thrombine Sérum 20 nM 3h 8 min [203]
Cocaine Sérum, salive 10 um 4 min 6 min [204]
Cocaine Sérum 1uM 2 min n.r. [111]
Tampon dopé par ) )
Cocaine ) 1nM 4 min 8 min [205]
héroine et caféine
Cocaine Tampon 1uM 20 min 25 min [20B6]
Capteurs optiques
Thrombine Tampon 5nM 10 min 1 min [207]
Tampon dopé par N-
Ochratoxine A | acetyl-phenyl-alanineg 5 nM 30 secs Usage unique [20B]
et warfarine
10 uM )
Cocaine Sérum 30 secs Usage unique [165]
(sérum)
Cocaine Tampon 0,5 uM n.r. Usage unique [209]
Cocaine Tampon 0,1 my 30 min Usage unique [2[L0]
Cocaine Tampon 25 uM 1 min Usage unique [21L1]
Cocaine Tampon 0,5 uM 15 min Usage unique [167]
Capteur sensibles aux variations de masses
Rétinol Sérum artificiel 75 nM 30 min n.r. [100]
Thrombine Tampon 1nM 10 min n.r. [212]
Polymerase Taq )
Lysat d’E. Coli n.r. n.r. n.r. [213]
de 'ADN
Tableau 2 : Exemples d’aptasensors. (LDD : limite de détection en milieu pur, n.r. : non

a. Les capteurs électrochimiques

renseigné)

Pour ce type de capteurs, des aptameres a I'exé@msquels est fixée une
espece électrochimiqguement
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L’association de I'aptamére a sa cible entrainehangement conformationnel qui
influe sur le transfert électronique entre I'esp@btectro-active et I'électrode. Un
capteur de thrombine a été concgu en suivant cptieoehe [203]. Des aptameres
anti-thrombine fonctionnalisés par du bleu de miéthg, jouant ici le réle d’espéce
électro-active, ont été immobilisés sur une éledrd’or. En I'absence de sa cible,
la flexibilité de I'aptamére permet le contact entie bleu de méthylene et
I'électrode, induisant l'apparition d’'un courantn Eprésence de thrombine, la
structure de I'aptamere se replie et éloigne le lole méthylene de I'électrode, ce
gui empéche le transfert électronique (figure 1814 limite de détection de cette
méthode, qui nécessite une durée d’incubation likeuBes, a été estimée a 20 nM en
milieu pur. Cependant, appliqué a un milieu rdetst apparu difficile de distinguer
un signal spécifique d’un signal lié a des compasesférents ou & une dégradation
du capteur.

A) B (
R
£ TR

hv

Au Cocaine

Figure 18 :  Représentation schématique du fonctionnement d’'un capteur électrochimique a
thrombine (A) [203], et de deux capteurs a cocaine (B) [204] et (C) [206]

Des aptasensors basés sur une augmentation du signgar la suite été
développés. On peut citer, a titre d’exemple, dan capteur de cocaine concu en
immobilisant un aptamére anti-cocaine fonctionéafiar du bleu de méthylene sur
une électrode d’or et dont le fonctionnement elséstatisé en figure 18 B [204]. En
absence de cocaine, la structure de l'aptamera)isé® par une tige-boucle, rend
inaccessible le bleu de méthylene a I'électroderdwanche, la présence de cocaine
engendre la formation de trois tiges appariéespgumettent un rapprochement
entre le bleu de méthylene et I'électrode. Un digmasitif proportionnel a la
concentration de cocaine est alors observé. Unigelidétection de 10 uM a été
obtenue en milieu pur, et des concentrations de |Bd0dans du sérum et de la
salive ont conduit a un signal positif. Ce captaurécemment été miniaturisé et
intégré au sein d’'un systeme microfluidique [111he sensibilité de I'ordre de 10
UM a été atteinte dans des échantillons de sérum.
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Li et ses collaborateurs ont adapté cette stratégieemplacant le bleu de
méthylene par un groupement chimiluminescent pagctid-activation, le
Ru(bpy)2(dcbpy)NHS [205]. La proximité de ce groopamt avec I'électrode
engendre un signal de luminescence en présenceoagne, ce qui permet sa
guantification. Une trés bonne sensibilité a étéembe puisque une limite de
détection de 1 nM a été obtenue en milieu pur. &#etr n'a cependant pas été
testé en milieu réel.

Une approche trés semblable a celle des capteurgodaine décrits
précédemment a été utilisée par Golub et ses colitsdurs [206]. L'aptamere anti-
cocaine a été scindé en deux sous unités, 'unebitisée sur une électrode d’or et
l'autre fonctionnalisée par une nanoparticule déuseide cadmium (figure 18 C).
En présence de cocaine, le complexe entre les slusxunités de I'aptamére et la
cocaine se forme a la surface de I'électrode. latgbxcitation des nanoparticules
favorise ensuite le transfert électronique ent®e ha@noparticules et I'électrode,
induisant ainsi I'apparition d’'un courant. L'avagéprincipal de ['utilisation d’'un
aptamere scindé en deux sous-unités est I'impertedduction du bruit de fond.
Avec cette approche, une limite de détection dedi® du micromolaire a été
atteinte en milieu pur.

Des « aptasensors » électrochimiques basés suedarascopie d'impédance
ou sur les transistors a effet de champ, permettatiisation d’aptaméres non
fonctionnalisés (ou « label-free aptasensors »), également été développeés. La
plupart de ces capteurs mettent en jeu des espdeesoactives présentes en
solution, et dont I'accés a I'électrode sera linoi¢ accentué par I'association de
'aptamere a sa cible. Plusieurs revues montreatogite méethode, pour le moment

moins répandue, semble cependant prometteuse [20)6,2

b. Les capteurs optiques

Les aptameres sont également fréquemment utiligésme outils de
reconnaissance moléculaire dans les biocapteurguest Les techniques de
détection les plus populaires sont la fluorescerda colorimétrie.

I. Les capteurs fluorescents

Un aptasensor optique pour la détection de la thioena été décrit par
Potyrailo et ses collaborateurs [207]. La fixatd® la thrombine sur son aptamere,
marqué par la fluorescéine en 5’ et immobilisé agh covalente sur un support,
entraine une variation d’anisotropie de fluoreseeiitn effet, 'augmentation de la
taille liee a la fixation de la thrombine conduitide modification de la vitesse de
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rotation et donc a une modification de I'anisoteode fluorescence. Une limite de
détection de 5 nM a été obtenue en milieu pur. pe$ormances du capteur en
milieu réel n'ont pas été etudiées.

Un capteur d'ochratoxine A, basé sur le méme picde variation
d’'anisotropie de fluorescence, a récemment été wof208]. Un court
oligonucléotide marqué par un fluorophore et commglétaire d’'un segment de la
séquence de l'aptamére anti-OTA est utilisé. Cegfoalcléotide marqué, d’abord
apparié a l'aptamere, est libéré lors du changeroentormationnel causé par la
fixation de 'OTA. La mesure de variation d’anisare de I'oligonucléotide marqué
permet la quantification de 'OTA. Une limite deteélétion de 5 nM a été obtenue
dans un milieu pur. Aucune analyse d’échantillal réa été effectuée.

Les balises moléculaires a base d’aptameres (begatan ») constituent un
autre format tres fréequemment utilisé. La détectast basée sur le transfert
d’énergie de fluorescence (ou FRET pour « FluomseeResonance Energy
Transfert ») entre deux fluorophores. L’aptameitedess ce cas fonctionnalisé par
deux groupements : un fluorophore et un inhibiteéerfluorescence, chacun étant
situé a une extrémité de la séquence. Une modiditade la distance entre le
fluorophore et I'inhibiteur, liée au réarrangemsimtictural consécutif a 'association
ou la dissociation de la molécule cible, entraime wariation de lintensité de
fluorescence. Un capteur de cocaine a été congeespiincipe [165]. Comme déja
évoqué précédemment, la structure secondaire gqeafmeere anti-cocaine est
constituée de trois tiges-boucles, a la jonctiosgdelles se trouve le site de fixation
de la cocaine. La tige portant les groupementgjopitnent actifs a été raccourcie
afin de la déstabiliser et ainsi séparer le flubwp de son inhibiteur. Comme
lillustre la figure 19, la liaison avec la cocaistbilise la structure et permet a la
tige de se reformer, provoquant le rapprochemerftudwophore de son inhibiteur,
et donc une extinction de fluorescence. Une lindikedétection de 10 uM a été
obtenue dans le sérum.
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Figure 19 :  Capteur de cocaine par inhibition de fluorescence [165]. (F : fluorescéine, D :
inhibiteur de fluorescence)

Récemment, des boites quantiques (ou « quantum»yots été employées
a la place de molécules organiques fluorophores l@goaonception de ce type de
capteurs [215]. Un capteur de cocaine de ce typailteurs été décris par Zhang et

ses collaborateurs [209]. Une limite de détectierDdb uM a été obtenue en milieu
pur mais aucun échantillon réel n’a été testé suwapteur.

ii. Les capteurs colorimétriques

Pour ce type de capteurs, la fixation entre I'ajgtiaret sa cible se traduit par
un changement de couleur du milieu réactionnel. Cagsteurs colorimétriques
présentent I'avantage de pouvoir étre utilisés gastsument de détection puisque le
changement de couleur est visible a I'ceil nu. disggdent donc un énorme potentiel
pour une utilisation sur site. La plupart des «@aphsors » colorimétriques décris
dans la littérature utilisent des nanoparticules ou « AUNP ») comme indicateur
coloré. En effet, ces nanoparticules ont la pro@rie passer du rouge au bleu

lorsqu’elles s’agrégent. Deux exemples de captel@scocaine illustrent cette
approche.

Un aptamére anti-cocaine a été scindé en deuxwsolés qui ont été fixées
sur des nanoparticules différentes [210]. Sansinecdes nanoparticules restent
isolées et donnent a la solution une couleur roegeprésence de cocaine, les deux
sous-unités de I'aptamére se rassemblent autogelteci, induisant la formation
d’agrégats de nanoparticules de couleur bleueiguaef 20 illustre ce mécanisme de
détection. Une limite de détection de 100 uM aobténue en milieu pur.
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Un deuxieme exemple, plus performant, et baséesur@me principe, a été
exposé par Liu [211]. L'aptamére est ici utilisérooe oligonucléotide de liaison
pour assembler les nanoparticules fonctionnalispas des oligonucléotides
complémentaires des extrémités de la séquenceagéamére. En présence de
cocaine, le changement de conformation de I'aptam@mpt son appariement avec
I'oligonucléotide lié a la nanoparticule. Ainsi,slenanoparticules agrégées, de
couleur bleue avant fixation de la cible, se dispet et donnent une couleur rouge a
la solution apres fixation de la cible (figure 2Une limite de détection de 25 uM a

été obtenue en milieu pur.
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Un autre capteur colorimétriqgue de cocaine couplé apectrophotometre a
permis d’atteindre une meilleure sensibilité que d¢apteurs a fluorescence [167]
(figure 22). Les auteurs ont exploité la capaciiént certains chromophores a se
fixer aux oligonucléotides. Ainsi, aprés incubatiale I'aptamere avec un
chromophore, le changement conformationnel lié fax&ion de la cocaine déplace
le chromophore et modifie ainsi ses propriétés sbatance. La sensibilité observée
s’est avéré légerement meilleure que pour les aepteasés sur ['utilisation
d’aptameéres anti-cocaine fonctionnalisés par degaoules fluorescentes. En effet,
une limite de détection de 0,5 uM a été obtenuendieu pur, indiquant que la
fixation non covalente du chromophore n’a pas dastsur I'affinité de I'aptameére,
contrairement aux fixations covalentes des fluoooph et au raccourcissement
d’une tige effectués pour le capteur a fluorescence
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Figure 22 :  Principe du capteur colorimétrique a cocaine basé sur le déplacement d'un
chromophore [167]

Cette stratégie est cependant risquée pour |'amalg&chantillons
complexes. En effet, il est probable que le chrdmop, fixé a 'aptameére par des
interactions non spécifiques, soit déplacé en miliéel par une autre molécule
développant des interactions non spécifiques daptaimere.

c. Les capteurs sensibles aux variations de
masse [216]

Ce type de capteur est fondé sur la détection dheangement de masse
associé a la liaison ou a la dissociation d’'unriggaur un récepteur immobilisé sur
une surface sensible. Ces méthodes ont 'avan&age décessiter aucun marquage.

La résonnance plasmonique de surface, trés utildd@dant le procédé
SELEX pour évaluer I'affinité des candidats au sodes cycles, peut étre employée
pour la conception de capteurs a base d’aptaméeesariation de l'indice de
réfraction mesurée au voisinage de l'interface pegportionnelle au nombre de
ligand se fixant aux aptameres immobilisés sur uafase. Cette méthode a
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notamment été utilisée pour construire un captedagbrotéine Tat du VIH-1 [217],
ou du rétinol (RBP4), bio-marqueur du diabéte getg2, pour lequel la sensibilité
observée s’est montrée meilleure qu'avec les EsISA [100].

La microbalance a quartz est également utilisée pétecter l'interaction
d’'un aptamere avec sa cible. La fixation d’'un apteenimmobilisé sur le cristal de
guartz, avec sa cible entraine une diminution deéizuence de résonance du cristal.
Un capteur de thrombine [212] a été décrit aveclumiée de détection de 1 nM en
milieu pur. Les propriétés des cristaux de quadmt saussi exploitées pour la
conception de capteurs a onde acoustique de sufface« Surface Acoustic
Wave ») [218].

Des capteurs utilisant des microleviers ou « m@&ntitevers » sur lesquels
sont immobilisés des aptaméres ont été dévelop@édixation de la cible a son
aptamere entraine ici la courbure des microcamievinduisant un signal. Un
capteurs de la polymérase Taq de I'’ADN [213] wileette méthode et une limite de
détection de 50 nM a été obtenue dans un lysatGbi.

d. Discussion

Le potentiel des aptasensors est considérabldscpraposent une méthode
d’analyse réalisable sur site, ne nécessitant avgactif et constitué d’'une seule
étape qui lui confére une tres grande simplicitéilisation. D’autre part, les études
portant sur ce domaine sont de plus en plus norabseu

Ces quelques exemples montrent cependant querigsdide détection des
capteurs varient enormément selon les formatssetiltdes choisies. Les capteurs de
cocaine sont généralement moins sensibles que déugloppés pour d’autres
analytes, le K relativement élevé de l'aptamere anti-cocaine sinle facteur
limitant. Seul le capteur développé par Li et seHaborateurs, basé sur une
amplification chimiluminescente électro-activée,sp&de une sensibilité¢ (1 nM,
[205]) inférieure au seuil de détection Iégal dedaaine dans le sang, fixé a 0,16
MM (soit 50 ng/mL [9]). Les auteurs n’ont cependaais évalué le comportement de
ce capteur en milieu réel. Concernant le captetiroghratoxine A, sa limite de
détection est égale a la concentration maximalerigée dans le vin. Ici encore,
seuls des milieux purs ont été testés. Les temasatyse et de régénération des
capteurs peuvent également étre problématiquasesigponse rapide est nécessaire,
comme pour les analyses cliniques.

Malgré une procédure légerement plus fastidieuse dispositifs mettant en
jeu des étapes de fixation de I'analyte a I'aptande lavage et d’amplification du
signal permettent généralement d’atteindre de ewils sensibilités. Comme la
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reconnaissance de la cible n’entraine pas directehagparition d’un signal, on ne
parle plus de capteurs mais de bioessais.

2. Les bioessais a base d’aptameres

Etant donnée la grande diversité des cibles dibpes)i différentes
configurations de bioessais mettant en ceuvre desnapes ont été décrites et sont
présentées en figure 23.

A B Cc

Figure 23 :  Formats utilisés par les bioessais utilisant des aptameéres. (A) : Format a un seul
site pour la détection d’'une petite molécule ; (B) : Format a un seul site pour la détection
d’'une macromolécule ; Format a deux site (type « sandwich ») pour la détection d’une
macromolécule. Adapté de [216]

Pour les petites molécules organiques, seul le doranun seul site est
possible puisque I'aptameére, en enveloppant endgrgartie sa cible, empéche la
fixation d'un deuxieme aptamere sur celle-ci (cigufie 23A). Pour les
macromolécules comme les protéines, qui peuverdgeptér plusieurs sites de
liaison pour leur aptamere, un format a un seal(§iggure 23B) ou un format a deux
sites de type « sandwich » (figure 23C) est possiblans ce cas, un aptamere
immobilisé sur un support solide capture la cibléspun aptameére traceur marqué
permet la détection de la cible fixée par I'aptagnade capture. Si la protéine possede
deux sites de fixation identiques (comme les pne®imultimériques) I'utilisation
d’'un méme aptameére pour la capture et pour la tiéteest possible. Cependant,
dans la plupart des cas, deux aptameres différsoms utilisés afin quils se
positionnent sur deux sites de liaison différemdadprotéine [216].

Les différents bioessais décrits dans cette psoiit reportés dans le tableau
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Cible Détection Matrice LDD Ref
Antigéne de la
) ) 1700
bactérie F. Colorimétrique Tampon . [219]
) bactéries/mL
tularensis
Cocaine il nu Sérum 0,2 mM [220]
Electrophorese capillaire /
IgE o Sérum 46 pM [221]
Fluorescence induite par laser
Thrombine Electrochimique Tampon 1nM [222]
Thrombine Electrochimique Tampon 3,5nM [223]
Thrombine Electrochimique Tampon 1 nM [224]
) Résonnance plasmonique d¢
Thrombine Tampon 0,5 pM [225]
surface
Thyroxine Colorimétrie Tampon n.r. [226]
TNT Optique Extraits de sols 1pM [188]
o 25 pg/mL
VEGF Chimiluminescence Sérum ) [227]
(soit ~ 0,6 pM)
Résonnance plasmonique d¢
VEGF Tampon 1 pM [225]
surface
Tableau 3: Exemples de bioessais a base d'aptameres

Des bioessais inspirés de la technique ELISA (pewnzyme linked
immunosorbent assay ») et utilisant des aptaméleplace des anticorps ont vu le
jour. Ce type de bioessais se retrouve sous phssidénominations dans la
littérature : ELONA (pour «enzyme linked oligonectide assay » qui est
'acronyme le plus courant, ELAA (pour «enzymekéd aptamer assay »);
ELOSA (pour «enzyme linked oligosorbent assay &) emcore ALISA (pour
« Aptamer-Linked Immobilized Sorbent Assay »). @eniéme facon qu’avec les
anticorps pour les tests ELISA, les tests ELONA@mat « sandwich » mettent en
jeu des aptameres de capture, immobilisés au fesdpdits d’'une microplaque,
pour fixer la molécule cible, et un aptamere margoér détecter le complexe
aptameére de capture/cible formé. Des aptamerestis@lieés contre un antigéne de
bactérie, I&F. tularensis ont été utilisés pour la conception d’un test RIA)219].
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La sensibilité obtenue, uniguement évaluée en mitar, s’est avérée meilleure
gu’'avec le test ELISA correspondant.

Des tests hybrides ELISA/ELONA ont été développés, utilisant des
anticorps pour la capture et des aptameres podétiction, ou inversement [228].
Un aptamere anti-VEGF pour la détection, couplé anticorps pour la capture ont
été utilisés pour la détection du facteur de camise de I'endothélium vasculaire
dans le sérum [227]. Les performances de ce tebBtidey se sont montrées
comparables a celles du test ELISA classique. daadts d’ELISA par compétition
ont également été transposés a la technique ELC2PA][ Pour ce format, la
molécule cible, la thyroxine, est immobilisée esenen présence de I'échantillon
auquel des aptameres biotinylés ont été ajoutésesApavage, les complexes
cibles/aptameres sont révélés par I'ajout d'uneymmezliée a de la streptavidine.
L’intensité du signal est donc ici inversement mndionnelle a la concentration de
molécule cible dans I'échantillon. La limite de el&ion du systeme n’a pas été
evaluée.

Des enzymes, des catalyseurs organiques ou ingqugs)i ou des
nanoparticules, peuvent également étre utilisésr @onplifier le processus de
reconnaissance avant une détection électrochimimeexemple, la peroxydase de
raifort (ou « horseradish peroxydase ») a étésétli pour I'amplification de la
détection ampérométrique de la thrombine [223].Dam format de type compétitif
indirect, une électrode d’or est fonctionnalisée g la thrombine, et est mise en
contact avec I'échantillon auquel du peroxyde dioggne et des aptameres anti-
thrombine biotinylés ont été ajoutés. Les aptameogsliés a la thrombine présente
dans I'échantillon se fixent a celle immobilisée Bélectrode. Ensuite, I'incubation
de I'enzyme couplée a de la streptavidine permetélglation des complexes
formés. L'enzyme catalyse la réduction @4 qui, via un médiateur
électrochimique, induit I'apparition d’'un signal pérométrique. Une limite de
détection de 3,5 nM a été observée en milieu poiskly et ses collaborateurs ont
d’ailleurs proposé un capteur sur ce principe, é&geaht pour la thrombine, mais en
substituant 'enzyme par des nanoparticules denglagégalement catalyseurs de la
réduction du peroxyde d’hydrogéne [224]. Une limike détection de l'ordre du
nanomolaire a également été obtenue. Un essai EL@AL par déplacement avec
détection électrochimique a été également mis ant p222]. Ce format est fondé
sur le fait que les aptameéres possedent une affimidins importante envers leur
molécule cible conjuguée a une enzyme qu’enversm@lecule cible non modifiée.
Les aptameres anti-thrombine sont immobilisés dares microplaque et mis en
contact de leur cible conjuguée a une enzyme. dlerfdncubation de I'échantillon,
les cibles non modifiees vont déplacer les ciblesdifites ayant une affinité
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inférieure pour I'aptamere, ce qui conduit, apedsabe, a une diminution du signal.
En milieu pur, la limite de détection obtenue est'drdre du nanomolaire.

Un bioessai basé sur l'utilisation d'une fibre gpe pour la détection
d’explosifs a été récemment décrit. Un format cattipéndirect a été choisi. La
surface de la fibre optigue a été fonctionnalisée @es molécules de TNT
immobilisées de maniére covalente. Des aptamerestisfinés contre le TNT
marqués par un fluorophore sont ajoutés a I'échamtiLes aptaméres non fixés par
les molécules de TNT présentes dans I'échantiliofixent a la surface de la fibre.
Apres lavage, un signal d’intensité inversemenpgprtionnel a la concentration de
TNT dans I'échantillon est mesuré. La sensibilidenue s’est avérée meilleure que
pour les tests ELISA développés pour cette moléduie limite de détection de
I'ordre du picomolaire a été rapportée [188]. Daspldes analyses du TNT dans des
extraits de sols ont montrées une bonne concordaree les résultats obtenus par
chromatographie liquide, ce qui ttmoigne de |'absatieffets de matrice.

Des bioessais impliquant une détection par résamnglasmonique de
surface et amplification enzymatique ont été déyeds pour la thrombine et pour le
facteur de croissance de I'endothélium vasculafeGF). L’enzyme catalyse une
réaction de précipitation afin d’amplifier le sighpermettant d’obtenir des limites
de détection respectivement de 0,5 pM et 1 pM dieunpur [225].

L’électrophorése capillaire (EC) peut étre utiliggmur séparer un meélange
d’'aptameéres libres et d’aptameres liés a leur cibie parle alors de bioessai en
milieu homogene. Le changement en taille et enaramdtion dd a la formation du
complexe aptamere/cible modifie les propriétést@pborétiques de I'aptamere.
De plus, les aptaméres peuvent étre facilementugargar un fluorophore, ce qui
permet une détection trés sensible par le couplag&lectrophorese capillaire a un
détecteur a fluorescence induite par laser (osesr{aduced fluorescence (LIF) ».

Les aptameres présentent plusieurs avantages suanteorps pour leur
utilisation en électrophorese capillaire d’affiniten effet, le ratio charge/masse
uniforme des acides nucléiques rend leur mobileéteophorétique prévisible. Un
autre de leurs avantages est leur faible poids culai&e, qui facilite la séparation
du complexe aptamere/cible par rapport au ligae [[229].

L’analyse de mélanges aptameére-cible pré-incubésoesent choisie pour
une analyse quantitative. Les deux méthodes dflisécompétitive et non
compétitive, sont basées sur la séparation demapta libres et des aptameres fixés
par la cible. La figure 24 présente brievementdms< méthodes.

87



o G
T BE ®® 0D (0 @@ (9 0

O Analyte A Aptamere marqué

Format compétitif

O Analyte @ Analyte marqué

C |
&©» Complexe > @ Complexes

Figure 24 :  Représentation schématique des méthodes d'analyse en format non compétitif et
compétitif en électrophorese capillaire. Adapté de [230]

Pour le format non compétitif, une quantité conetien exces d’aptameres
marqués est ajoutée a I'échantillon. La mesureaetomparaison des deux pics
correspondants aux complexes aptameres/cible etapiameres libres permet la
détermination de la concentration de I'analyte.

Concernant le format compétitif, une certaine gwande molécule cible
marquée est ajoutée a I'échantillon et entre enpéition avec la molécule cible
initialement présente pour se lier aux aptameéresité@ en quantité connue et
limitée. La mesure et la comparaison des deux pmsespondants aux molécules
cibles marquées libres et aux molécules cibles némg)liées aux aptameres, permet
la détermination de la concentration de molécuieaion marquée.

La premiere étude publiée utilisant les aptamemsnee ligand en EC
concerne la quantification de I'lgE par une méthod® compétitive [221]. Une
limite de détection de 46 pM et une gamme linédeeing ordres de grandeur ont
été obtenus. La spécificité du bioessai a égaled@@Entiémontrée dans du sérum.
Depuis, de nombreux autres travaux ont démonti@®iét de cette méthode et ont
été décrits dans plusieurs revues [230-233].

Les aptameéres peuvent aussi remplacer les anticlamps des bioessais en
format « bandelette » (oudipstick»). Liu et son équipe ont adapté le principe de
détection utilisé dans un capteur de cocaine [2B@s nanoparticules ont été
fonctionnalisées par des oligonucléotides compléaines des extrémités de la
séquence de l'aptamére et par de la biotine. Lrapta est ici utilisé comme
oligonucléotide de liaison pour assembler les nart@ules. En absence de cocaine
dans la solution dans laquelle la bandelette esnergée, les agrégats de
nanoparticules, de taille trop importante, ne migpas. Si I'échantillon contient de
la cocaine, le changement de conformation de Fa@ta rompt son appariement
avec l'oligonucléotide lié a la nanoparticule, psquant ainsi la dispersion et la
migration des nanoparticules le long de la bantieleine fine ligne de streptavidine
permet la capture et la concentration de ces p#etien une ligne rouge facilement
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détectable a I'ceil nu (figure 25). Ce bioessai eimmht bandelette a permis la
détection de cocaine a la concentration de 0,2 @ du sérum humain.

A) » @ @ B)

Absorption
pad ® °
! : =T 1

[ 010102 05 1|2
Coc| Coc Cocg Coc Coc/Coc

Membrane

‘ ! v |
of
Conjugation '.':,‘,' ="h m"

L]
.

pad an, on
ot vy

Wicking
pad

- | +

Figure 25 :  Capteur de cocaine en format « bandelette ». A) : Représentation schématique de
la bandelette avant utilisation (1), aprés un test négatif (2) et aprés un test positif (3) (les
agrégats de nanoparticules sont représentés en bleu et la ligne de streptavidine immobilisée
en cyan). B) Détection de différente concentrations de cocaine (mM) dans du sérum humain.
Adapté de [220]

3. Les aptameres pour le diagnostic

Les aptameres sont également utilisés en cytondrilix, notamment pour
la réalisation de diagnostics cliniques. Cette repie permet la détection
d’aptameéres fluorescents liés a leur cibles imnmedls a la surface d’une cellule ou
d’'une microparticule [195]. Des aptaméres dirigéstie la L-sélectine marqués a la
fluorescéine, ont permis le marquage de cellulegyisaes humaines exprimant
cette protéine [234]. Dans le méme but, des aptsneérarqués dirigés contre la
protéine humaine CD4 ont été sélectionnés. La cdtoende flux a permis leur
détection a la surface de cellules exprimant getigine [235].

L’étude de la reconnaissance de biomarqueurs urfiace de cellules par des
aptameres, détectables par cette technique, pealenégnt étre utilisée pour
I'identification de cellules cancéreuses. Un SEL&¥ctué contre des lymphomes
de cellules B a permis d’identifier des aptameéregpables de reconnaitre
spécifiguement ces cellules cancéreuses dans uang®lde cellules de moelle
osseuse humaine [236].

Des aptameéres également dirigés contre des celtaleséreuses ont été
utilisés pour la conception d'un systéme de diatigos miniaturisé [237]. Ces
aptameres ont été immobilisés dans un microcanas dequel est percolé un
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mélange de cellules saines et de cellules canagelss cellules retenues sont
détectées et comptées par microscopie a fluorescétius de 80 % des cellules
cancéreuses ont été retenues avec une puretéesupéa 97%. Plus récemment,
cette équipe a proposé un systeme miniaturisé Pemrichissement, le tri et la
détection de plusieurs cellules cancéreuses [2Ifijis aptameres sélectionnés
contre trois types de cellules cancéreuses, ontmétébilisés sur trois segments
d’'un microcanal. La percolation d’'un mélange detceis types de cellules entraine
la capture de chaque type de cellule sur le segowréspondant. Des rendements
d’extraction supérieurs a 50% avec des puretésrigupés a 88% ont été obtenus,
démontrant ainsi le potentiel de ce type de disipgmiur le diagnostic précoce du
cancer.

4. Les méthodes séparatives

a. La chromatographie d’affinité

Le principe de cette méthode est la séparationodgposés contenus dans
une phase mobile en fonction de leur affinité esveme phase stationnaire. Le
format le plus populaire est la colonne d'immunfirétE qui exploite la spécificité
et I'affinité des anticorps. L'utilisation de phasstationnaires a base d’aptameres
comporte quelques avantages [231]. En effet, I'imnitigation d’anticorps est tres
souvent non orientée contrairement aux aptamerepapvent étre fixés par une
extrémité de leur séquence fonctionnalisée a éet. éfa taille, environ dix fois plus
faible pour les aptaméres, pourrait permettre eiiadire des densités de greffage
plus importantes, donc de meilleures performaneeséparation. Enfin, 'avantage
principal concerne la flexibilité qu’offrent les tapneres concernant les conditions
d’élution. En effet, celles-ci peuvent parfois étrastiques, nécessitant I'utilisation
de forts pourcentages en solvant organique ou dtagdaotropiques. Alors que les
anticorps peuvent subir une dénaturation irrévirsibs aptameéres reprennent leur
conformation active apres dénaturation en I'esjgigcguelques minutes.

Un premier exemple concerne ['utilisation d'un apéae sélectionné contre
'adénosine pour sa séparation d’avec ses dérelégtie 'AMP, 'AMP cyclique,
'ATP, 'ADP et le NAD [238]. Le nombre de sitestds obtenus est 3,3 fois plus
important que celui obtenu classiquement lors identiobilisation d’anticorps sur le
méme type de support. Les analytes sont sépam@®e@ea isocratique en fonction de
leur constante de dissociation (figure 26 A). Lpasation de ces composés lors de
I'injection d’'un extrait de tissu, a démontré laagde sélectivité apportée par les
aptameres, mais aussi leur invulnérabilité auxetie matrice.
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Un autre exemple concerne [lutilisation d'une phasetionnaire
monolithique fonctionnalisée par des aptameres][238 copolymére de glycidyl
méthacrylate et de trimethylolpropane trimetace/atété synthétisé in situ dans un
capillaire de 100 pum de diametre interne. Aprésnsadification par de la
streptavidine, un aptamere biotinylé anti-cytocheotha été immobilisé. Ayant une
structure en tétrades de guanines, cet aptameéégasiment capable, mais dans une
moindre mesure, de fixer la thrombine. Cette plsiagonnaire a donc été utilisée
pour la séparation du cytochrome C et de la thramdiautres protéines, comme la
transferrine, I'aloumine ou des IgG. La quantificatdu cytochrome C dans du
sérum dopé a été réalisée (figure 26 B).
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Figure 26 :  Chromatogrammes résultants de séparations effectuées sur des phases
stationnaires a base d’aptameéres. (A) Séparation de I'adénosine et des analogues structuraux
(AA : acide ascorbique) [238]. (B) Analyse d'un sérum humain dopé par le cytochrome C
[239]

La faculté des aptameres a pouvoir différencier éieantiomeres a été
exploitée en chromatographie chirale. Des aptanmgmylés sélectionnés contre
la D-vasopressine ont été immobilisés sur un supfwpolystyréne-divinylbenzéne
activé streptavidine. Cette phase stationnaire se lHaptaméres a ensuite été
utilisée pour la séparation chromatographique desittoméres de la vasopressine
[240]. Une grande sélectivité a été observée ffet, €énantiomére D est retenu sur
la colonne alors que I'énantiomere L est élué dangolume mort. La sélectivité
obtenue s’est avérée meilleure qu'avec [l'utilisatiadle sélecteurs chiraux
conventionnels, et comparable a celle obtenue dhsamt des anticorps
monoclonaux.

Malgré leur dégradation tres rapide par les enzyowss les conditions
habituelles d'utilisation et de stockage, des aptas ARN peuvent également étre
utilisés pour la synthese de phases stationnd®H.[Les aptaméres ARN en série
L, résistants aux nucléases et appelés « Spiegebnéef section Chap2.Il.F),
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possedent les mémes caractéristiques d’affinitdeespécificité que les aptaméres
naturels, tout en ayant une stabilité bien supéricDette stratégie a été retenue afin
de séparer les énantiomeres de I'arginine [241ladgrosine et de ses dérivés [242]
ou encore de I'histidine [243].

Dans la majorité des cas, I'immobilisation d’aptaesdlors de la synthése de
phases stationnaires pour la chromatographie sedail’intermédiaire d’'un lien
biotine/streptavidine. Ce type dimmobilisationggr simple & réaliser, présente
néanmoins un certain nombre de limitations pour un8lisation en
chromatographie. Des conditions telles que des destyres élevées ou de forts
pourcentages en solvant organique peuvent déndaurstreptavidine. Une phase
stationnaire plus robuste basée sur 'immobilisattovalente par formation d’'une
liaison amide d’aptameéres anti-adénosine a ététdéatrutilisée pour la séparation
des énantioméres de l'adénosine [244]. Le nombresitds actifs obtenus, 3,4
nmoles pour 100 puL de phase stationnaire est ingitagse a celui obtenu lors de
immobilisation d’aptameéres biotinylés sur desldsl de polystyréne activées
streptavidine [243], bien que le taux de greffagf,acorrespondant au ratio entre le
nombre d’aptaméres immobilisés actifs sur le nonbtal d’aptaméres introduits
pour immobilisation, soit relativement bas (6%). pencipal avantage de cette
méthode d’'immobilisation est la grande stabilitdaléaison formée. En effet, alors
gue le pourcentage de solvant organique dans lsephabile est limité a quelques
pourcents pour les phases stationnaires biotieetsividine, ce support a pu étre
utilisé en présence de phases mobiles telles qué4dléthanol, eau/méthanol 50/50,
eau pure, ou méme en la chauffant pendant 6 hauB@SC. Le passage d’environ
20 volumes de colonne de phase mobile tamponnéeentrBe en magnésium
permet la renaturation des aptameres pour laisaiidn de la colonne.

Des formats miniaturisés de chromatographie d'affia base d’aptameéres
anti-réplicase de I'hépatite C ont été développ245246]. Au sein d'un
microsysteme, ses aptameres ont été immobilisédesuparticules via une molécule
de liaison photosensible et placés dans une chantbre irradiation UV a été
choisie comme mode d’élution des complexes aptashémicases. Avec ce
dispositif, les auteurs ont été capables de dé&t@6témol de réplicase de I'hépatite
C dans un échantillon de 800 nL.

b. L'électrochromatographie

L’électrochromatographie combine les principes dechromatographie a
ceux de I'électrophorese. Cette technique prédéntérét de pouvoir séparer des
analytes fragiles dans des conditions non dénadrgabes aptameéeres sélectionnés
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contre la flavine mononucléotide (FMN) ont été inbitisés pour la conception
d'une phase stationnaire utilisée pour la séparatie la FMN et de la flavine
adénine dinucléotide [247]. Cependant, la majat@é applications portant sur cette
technique utilisent des phases stationnaires ¢oéet d’aptameres non spécifiques
des protéines séparées, mais formant des tétradpsadine. En effet, la capacité de
nombreuses protéines a se lier a des tétrades al@ngua été démontrée. La
séparation par cette approche des variantes Adet Bp-Lactoglobuline [181], de
plusieurs caséines et lactoglobulines [248], owende d’albumines de différentes
especes [249] ont été décrites.

5. L’extraction sur phase solide

Dans ce chapitre, I'essor de l'utilisation d’aptaesedans des applications
analytiques lors des dix derniéres années a ét@mtéin Paradoxalement, tres peu
d’études portent sur l'utilisation d’aptameres pdexktraction sur phase solide en
tant que telle, de plus, la majorité d’entre elbed été publiees aprées le début de
cette thése. D’ailleurs, de nombreux exemples cidéss ce paragraphe sont
considérés par leurs auteurs comme relevant dedenatographie d’affinité.

Les deux premiers exemples, exploitant tous desxptlases stationnaires a
base d’aptameres, sont des méthodes hybrideslextiraction sur phase solide et
la chromatographie d’affinité. En effet, la procesldiait penser a I'extraction sur
phase solide car elle est composée des trois métapss : percolation, lavage et
élution. Cependant, I'élution est réalisée par tadgnt permettant d’obtenir un pic
chromatographique pour quantifier l'analyte, ce qast typique de la
chromatographie d’affinite.

Le premier exemple, datant de 1999, décrit la atibn
chromatographique de la L-sélectine-globuline diemide culture conditionné de
cellules ovariennes de hamster [250]. Le supparhrdobilisation utilisé est la
sépharose activée streptavidine sur laquelle s$ofg fles aptameres biotinylés dans
une colonne de dimension 0,5 x 5 cm. Apres uneeélagdavage par un tampon, les
analytes, étant des protéines, sont élués dansatghtions non dénaturantes. Un
gradient d’'un agent chélatant, 'EDTA, déstabili&ptamére par chélation des
cations divalents et permet I'élution de l'analyfegure 27 A). Un rendement
d’extraction de 83% a été obtenu.

Le deuxieme exemple, paru en 2008, concerne $atihn d’'une phase
stationnaire monolithique fonctionnalisée par demmeres [251]. Un copolymeére
de glycidyl méthacrylate et de trimethylolproparnienétacrylate a été synthétisé in

93



situ dans un capillaire de 100 um de diamétre metet sur une longueur de 8,5 cm.
Un aptameére biotinylé anti-thrombine a été enduitobilisé aprés sa modification
du capillaire par de la streptavidine. Aprés urepétde lavage par un tampon, la
thrombine est éluée par une solution de NaCX® (figure 27 B). L'injection
d’autres protéines, conduisant a leur élution enpgemort, a permis de démontrer la
sélectivité du support.
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Figure 27 :  (A) : Elution de la sélectine par un gradient d’EDTA apreés lavage par un tampon
[250]. (B) : (a) Elution de thrombine par une solution de NaClO, aprés lavage par un
tampon. (b-d) Injection de différentes protéines pour I'étude de la sélectivité. (e) Injection de
la thrombine sur un support de controle sans aptameres pour évaluer les interactions non
spécifiques [251]

L'utilisation de phases stationnaires a base dmptas pour la capture, la
purification et I'analyse en spectrométrie de magsae désorption-ionisation laser
assistée par matrice (ou « MALDI »), a été expgqs@ag la premiere fois en 2004
par Dick et McGown [249]. Un aptamere anti-throngbia été immobilisé de
maniére covalente sur une surface de silice viekgethrombine présente dans
I'échantillon de plasma est fixée lors de I'étafiaalibation, alors que les protéines
non spécifiqgues, comme l'albumine, sont éliminéasuyn lavage. L’application de
la matrice MALDI, par son pH acide, dénature leageres et entraine la libération
de la thrombine, constituant ainsi I'étape d’élatidu protocole d’extraction et
permettant ainsi son analyse. La sélectivité deanagres a également permis
'analyse de la thrombine dans une matrice comptelte que le plasma humain.
D’autres travaux plus récents ont utilisé cette hmégue. L'analyse de
limmunoglobuline E a été réalisée avec une limitétection de l'ordre du
picomolaire, l'injection de sérum humain ayant égatnt été réalisée pour s’assurer
de la sélectivité du support ([179], 2006). L'adgine triphosphate a été analysée
par désorption-ionisation laser assistée par seirfeamu « SALDI ») a laide
d'aptaméres immobilisés sur des nanoparticules (282], 2007). La limite de
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détection obtenue est égale a 0,48 uM et la sélecte la méthode a été évaluée
dans un milieu de culture cellulaire. Cependanturptoutes ces études, les
rendements d’extractions ou les capacités des sigapont pas été évalués.

Un support a base d’aptameres a également étéésigétipour I'extraction
sélective sur phase solide de la thrombine ([22BJ06). Les aptameres anti-
thrombine ont été immobilisés de maniére covaléaigs un capillaire de silice de
100 um de diametre interne. Aprés percolation éehBntillon, incubation pendant
une nuit et lavage par un tampon, la thrombinetlegte par une solution d’'urée 8M
a 50°C. Chaque fraction est collectée pour la diieation par spectroscopie de
fluorescence et identification par spectrométrie rdasse (MALDI-TOF). Les
interactions non spécifiques ont été évaluées 'pande de la rétention sur un
capillaire vierge et sur un capillaire greffé paraligonucléotide, incapable de fixer
la thrombine, car possédant la méme séquence gp&mére mais dans un ordre
aléatoire. La sélectivité de support a été démenpia I'injection d’albumine qui
n'est pas retenue sur le capillaire. Les rendem@etgraction sont cependant trés
faible, environ 11% pour le support a base d’aptaséontre environ 3,5% pour les
supports de contrdle.

En 2007, Lin et ses collaborateurs ont décritlisdtion d’'un aptamere anti-
ATP en vue de I'extraction de 'AMP dans un systamerofluidique [254]. Pour ce
faire, les aptameres biotinylés (60 pmoles) sonmafmilisés sur des billes de
polystyrene fonctionnalisées par de la streptaeidinplacées dans une chambre de
3,1 pL au sein du microsysteme présenté en figire 2

(a) (b)

Résistance Capteurde  Restriction Capteurde  Résistance
chauffante température température chauffante

Figure 28 :  Représentation schématique (a) et photographie (b) du microsysteme. p1 et p2
représentent les réservoirs d’entrée et de sortie. p3 représente I'entrée pour la mise en place
des billes dans la chambre. Adapté de [255]

Une solution d’AMP marquée par un fluorophore egdtée, et, aprés une
étape de lavage par un tampon consistant a élinl@gercomposés retenus de
maniére non spécifique, une image de la fluorescdada chambre est prise par un
microscope a fluorescence inversé pour la détectemncomposés. L'élution peut
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ensuite étre réalisée par deux méthodes différehtegpremiere consiste a faire
passer a travers le support une solution d’ATPc@eposé possede une plus grande
affinité envers les aptameéres que I'AMP, et va dpravoquer le déplacement et
I'élution de la molécule cible sans nuire a sa cté&a puisque I'ATP ne fluoresce
pas. La deuxieme méthode d’élution, plus efficaomsiste a chauffer le systeme a
80°C, ce qui provoque la dénaturation des aptamerd®lution des composeés.
Cependant, cette température élevée peut égalemempre la liaison
biotine/streptavidine, empéchant la réutilisatiansgsteme. Une élution plus douce
a 32,5°C a ensuite été adoptée, sans toutefoiserda nature de la solution utilisée
[256]. La spécificité des aptameres a été explgitéer I'extraction sélective de
'AMP d’'un mélange de plusieurs nucléosides trigitees en milieu pur ([255],
2009). Une limite de détection de 100 pM a été rulte

Le microsysteme a ensuite été couplé a un spectrerdé masse MALDI
afin de détecter la vasopressine ([257], 2008). @ene montre la figure 29, une
vanne a été ajoutée pour permettre le dépot dedtdidn d’élution sur une plaque
d’analyse MALDI. Un facteur d’enrichissement de 1®@té obtenu. La limite de
détection du systéme n’est pas renseignée.

Sample
Inlet Bead b)
Retaining
=< Slits

a) Bead A

Aptamer
Microchamber

Temperature
-+Sensor

|LSpotting
Cutlet

Qutlet A

Figure 29 :  Représentation schématique (a) et photographie (b) du microsysteme. Adapté de
[258]

Ce microsysteme a également été appliqué a l'didraet a I'analyse en
MALDI-MS de la vasopressine a l'aide d’'un aptamer8piegelmer » ([258,259],
2009). La préconcentration des analytes permetaiiabr la limite de détection a
environ 10 fM en milieu pur.

En 2008, Cruz-Aguado et Penner ont sélectionnétiktéudes aptameres
anti-ochratoxine A a des fins d’extraction séleetisur phase solide [164]. La
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constante de dissociation obtenue pour ces aptandares un tampon de fixation
optimisé (10 mM Tris, pH=8,5, 120 mM NaCl, 5mM K@) mM CaC}) est de 50
nM (cf Chap3.VI.A). Les aptameres (8 nmoles) ostiBtmobilisés sur de I'agarose
activée diaminodipropylamine (100 pL de gel). Lemart a ensuite été placé dans
une pointe de pipette et utilisé afin de quantifi®TA dans le blé. Les extraits de
blé ont été dilués quatre fois par le tampon deatiix en vue d’abaisser le
pourcentage de solvant organique (15% de méthagmels adilution). A titre de
comparaison, pour les immunoadsorbants, une dilues extraits d’un facteur dix
est nécessaire si I'on veut minimiser les effets si@vants organiques. Aprés un
lavage par 6 mL de tampon de fixation, 'OTA estéd par une solution a 20% de
méthanol contenant de 'EDTA pour chélater lesaretidivalents. Une détection
fluorimétrique dans un lecteur de plaques permsuiem la détermination de la
concentration d'OTA dans la fraction d’élution. hayse de matrices certifiées par
cette méthode a permis d’en démontrer la justesse.

Ces exemples de supports d'extraction a base dwpes semblent
démontrer un trés important apport en sélectidtéel point gu’aucune méthode de
séparation chromatographique n'a été employée eontame la détection des
composés. Cependant, l'utilisation systématiqudédecteurs spécifiques, comme la
fluorescence ou la spectrométrie de masse, ne pgrased’évaluer totalement la
sélectivité apportée par le support ni I'efficadd la purification. En outre, aucune
étude détaillée du rendement de greffage des aptanet de sa répétabilité, de la
capacité du support, des interactions non spéesigau méme du rendement
d’extraction obtenu et de sa fidélité n’est rapgertD’autre part, des échantillons
plus complexes, telles que les fluides biologiqueesjvent étre choisis dans le but
d’étudier la sélectivité des supports.

Les objectifs de cette these sont la synthése @rkctérisation compléte de
phases stationnaires a base d’aptameres, appéig@sdsorbants, pour I'extraction
sélective sur phase solide. Ces supports seroligésti en amont d’'une analyse
chromatographique, pour l'extraction de composékétmt de traces dans des
matrices complexes afin d’évaluer leur sélectivitthe comparaison aux outils
existants sera également effectuée.
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Chapitre 3 — Synthese et caractérisation
d’oligoadsorbants
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Chapitre 3 — Synthese et caractérisation
d’oligoadsorbants

Pour cette étude de faisabilité, deux aptamérests@hnés contre des petites
molécules ont été étudiés. L'aptamere anti-cocairé&é choisi comme aptamere
modele pour le développement d’'un oligoadsorbanfaptameére anti-ochratoxine
A a été utilisé pour s’assurer que les résultaterals avec I'aptamére anti-cocaine
étaient transposables a d’'autres aptameres. Ces olecules cibles étant
présentes dans des échantillons complexes (cf &hamne étape d’extraction
sélective doit permettre une purification de I'éatillon et faciliter ainsi leur
analyse. De plus, ces molécules sont compatibles &utilisation de détecteurs
simples et robustes tels que les détecteurs alabsm UV ou les détecteurs a
fluorescence durant la phase de caractérisatiosuggsorts synthétisés. L'utilisation
de ce type de détecteurs, moins spécifiques gseletrométrie de masse, permettra
également de visualiser les interférences liéesradtrice et de vérifier 'apport en
purification de I'étape de traitement de I'échdatil Différentes méthodes
d'immobilisation ont été expérimentées, et les adigsorbants obtenus ont été
caractérisés afin de développer une procédurerd@idn optimisée.

|. Présentation des aptameres étudiés

A. L’aptamere anti-cocaine

L’aptamere anti-cocaine, composé de 38 deésoxyritiéatides, a été
identifié par Stojanovic et ses collaborateurs 166 utilises dans de nombreux
capteurs et bioessais (cf Chap 2). Son affinité®@ealuée comme étant inférieure a
5 UM dans son tampon de sélection constitué deMAenTRIS (pH 7,4), 140 mM
de NaCl, 5 mM de KCI et 1 mM de MgClUne structure secondaire a été proposée

et est présentée en figure 30.
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Figure 30 :  Structure secondaire de l'aptamere anti-cocaine lié a sa cible (ellipse noire). Adapté
de [165]

Le site de reconnaissance de la cocaine est lécalia jonction de trois
tiges. Ce motif structural et ses conséquenceleswaractéristiques de cet aptamere
seront discutés dans le chapitre 4. La cavité Ipftbbe formée est tres riche en
charges neégatives, ce qui nécessite des tiges dlongueur et d'une
complémentarité suffisantes pour stabiliser lacstme.

B. L'aptamere anti-ochratoxine A

L’aptameére anti-ochratoxine A est constitué de 8soatyribonucléotides et a
été sélectionné en 2008 par Cruz-Aguado et Perr@at].[lls n’étaient donc pas
disponibles lorsque cette étude a été débutéeohstante de dissociation obtenue
pour ces aptameéres dans le tampon utilisé powgléztton (10 mM HEPES, pH=7,
120 mM NaCl, 5mM KCI, 5mM MgG) a été évaluée a 0,2 uM. Une étude de
I'influence des cations divalents sur cette cortstanpermis d’abaisser sa valeur a
50 nM dans un autre tampon contenant notammentotsscalcium (tampon de
fixation : 10 mM Tris, pH=8,5, 120 mM NaCl, 5mM KCR0 mM Ca(Clj). Cet
aptameére présente donc une meilleure affinité paucible que I'aptamére anti-
cocaine. La figure 31 présente la séquence dalige anti-ochratoxine.

5'-GATCGGGTGTGGGTGGCGTAAAGGGAGCATCGGACA-3’

Figure 31 :  Séquence de l'aptamére anti-ochratoxine A.

Aucune structure secondaire n'a été suggérée pamlkeurs, mais des
doublets ou des triplets de guanines présents & gduquatre reprises dans la
séquence indiquent qu’une structure en tétradgsiaeines est probable.
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ll. Supports d'immobilisation utilisés

La premiere étape pour la synthése d’'un adsorlwarstitué de biomolécules
immobilisées pour I'extraction sur phase solidelesthoix du support de greffage.
Puisque ces supports seront destinés a l'extracd®mrcomposés d’échantillons
agueux, ils doivent étre relativement hydrophiles stbrte a limiter le risque de
rétention non spécifique de composés interféreatsrmeractions hydrophobes. La
silice, la sépharose ou l'agarose sont fréquemmuitisées. L’adsorbant doit
egalement présenter des groupements fonctionnst®estibles de réagir avec un
groupement de I'aptamere. Pour cela, les supperisgnt étre activés par greffage
d’'un groupement réactif avant I'immobilisation daptamere, mais des supports
déja activés pour I'immobilisation de biomolécusemt disponibles.

Bien que les aptameres puissent étre immobiliséss savoir éte
préalablement modifiés [164], la grande majorité deéthodes d’immobilisation
décrites dans la littérature utilisent des aptamédne I'extrémité desquels un
groupement réactif a été introduit au cours de ysdhsese. Trois modifications
terminales sont disponibles commercialement : mm@e, un thiol ou une biotine.

L’'immobilisation d’aptaméres biotinylés sur des gogis activés par de la
streptavidine ou de [lavidine, est de loin la mékhola plus utilisée
[239,240,250,251,255,258]. Cette méthode de grefiegf basée sur la tres forte
affinité que possede la biotine pour la streptaéddia constante de dissociation de
ces deux molécules libres en solution est de lorde 4 x 13* M [260]. La
streptavidine est une protéine tétramere, c'esteaepli’elle posséde quatre sites de
fixation de la biotine. Ces propriétés permettemipuotocole d’immobilisation tres
simple, consistant en l'incubation des aptamerex d&adsorbant, et conduisent a
'obtention d’'une liaison forte non covalente avedes rendements de fixation
relativement élevés (environ 15 a 20 nmoles d’aptes greffés sur 100 pL de
support [261]). La spécificité du greffage par latine, située a I'extrémité de
I'aptameére, entraine un couplage orienté, ce guneede conserver les propriétés
de fixation de ce dernier a sa cible.

L'utilisation de molécules de liaison ouctosslinkers> , comme le sulfo-
SIAB ou encore le SMCC, pour le greffage d’aptarmégst également fréquente
[181,262-265]. Ces molécules de liaison permettientelier de maniére covalente
deux groupements fonctionnels a priori non réadtifa envers l'autre, tout en
jouant le réle de bras espaceur, donnant ainsi aptdmere la liberté

conformationnelle et 'accessibilité nécessairésfixation de sa cible.
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Les modifications thiol ou amine permettent égalemi@mmobilisation
covalente d'aptaméres par des mécanismes de geffaqpruntés a
immobilisation de protéines par ces mémes growgrdam Deux supports, pour
lesquels le laboratoire posséde une certaine expéri concernant le greffage
d’anticorps et d’enzymes [112,266-268], ont étéisiboll s’agit de la silice activée
glutaraldehyde et de la sepharose activée bromereydnogéne. Pour ces deux
supports, la réaction d’immobilisation nécessite algtameres amino-modifiés.

Le groupement fonctionnel apporté par la modifamatst placé a I'extrémité
d’'un bras espaceur. Le bras espaceur remplit dmotions :

- présenter, lors de 'immobilisation, le groupemftamictionnel réactif au support
activé avec une grande accessibilité, de manidaeaxiser 'immobilisation par
ce groupement

- éloigner l'aptamere, une fois immobilisé, de laface du support afin
d’augmenter sa liberté conformationnelle et I'asdgbté de la cible.

Quatre adsorbants activés ont été étudiés pouyrthése d’'un support
d’extraction sélective sur phase solide a baseaagres anti-cocaine :

- L’agarose activée streptavidine, pour le greffaggtameres biotinylés

- La sépharose activée thiol, pour le greffage diagt@s amino-modifiés et via
une molécule de liaison, le Sulfo-SIAB.

- La silice activée glutaraldehyde, pour le greffdggtaméres amino-modifiés et
selon un protocole adapté du greffage d’anticotgneymes

- La sepharose activée bromure de cyanogene, pogreliéage d’aptameéres
amino-modifiés et également selon un protocole t&ddp greffage d’anticorps
et enzymes

Les réactions correspondant a I'immobilisation tBaperes sur ces quatre
supports sont présentées en figure 32.
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Figure 32 :  Réactions de greffage des aptaméres sur les supports étudiés. (A) : Immobilisation
d’aptaméres amino-modifiés sur un support de sepharose activée thiol via un crosslinker.
(B) : Immobilisation d’aptaméres amino-modifiés sur de la silice activée glutaraldehyde.
(C) : Immobilisation d’aptameéres biotinylés sur de I'agarose activée streptavidine.
(D) : Immobilisation d’aptameéres amino-modifiés sur de la sepharose CNBr.

lll. Faisabilité de I'oligoextraction :
caractérisation des oligoadsorbants anti-
cocaine synthétisés

Quatre types d'oligoadsorbants ont été synthétsés les supports décrits
précédemment. Les procédures détaillées pour l'ipiisation des aptameéres sur
les différents supports testés sont présentéesraxa 1. Avant chaque greffage, les
solutions d’aptameres a incuber sont chauffées & &hviron, puis ramenées
lentement a température ambiante. Cette étaperébpbde dénaturer les aptameres,
et de favoriser la formation des conformationsvastipar la diminution lente de la

température.

Une fois synthétisés, la rétention de la cocaimess supports est étudiée et
comparée a la rétention sur un support de contddéenu en suivant la méme
procédure de synthese mais sans ajout d’aptam@eesupport de contréle permet
d’évaluer les éventuelles interactions non spéoifigqui peuvent se développer

avec le support. Une différence de rétention emgresupport de contréle et
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I'oligoadsorbant sera synonyme d'interactions déppé€es par les aptameres, et
donc de la bonne immobilisation des oligonucléatide

Le tampon de sélection est utilisé comme solutiencdnditionnement,
percolation et de lavage car les aptameéres ontrénommie forte affinité envers leur
cible dans cette solution lors du SELEX. Une terapge de 4°C pour ce tampon
est choisie pour stabiliser au maximum le compbntee I'aptamére et sa cible. Une
étape de conditionnement du support constituéerde Be tampon de sélection est
effectuée avant chaque utilisation des supportélution est réalisée avec une
solution hydro-organique, qui provoque la dénatornade I'aptamére et ainsi la
libération de la cible. Chaque fraction est redigeilpuis analysée par
chromatographie liquide de partage a phases irvgreéuplée a une détection par
absorbance UV. Les conditions analytiques sontiteé&oen annexe 2.

A. Immobilisation sur de la sépharose activée
thiol

La procédure d'immobilisation sur la sépharosevaetithiol a été adaptée
d'une étude réalisée par Allerson et ses collabaratsur la synthése d’'une phase
stationnaire constituée d’ARN pour de la chromapbie d'affinité [262]. Les
rendements de greffage obtenus sont compris ebtet 85% et ont été déterminés
par I'analyse de surnageant de la solution d’'imfigdiion au début et a la fin du
greffage. Des aptaméres modifiés par un groupeaminte en leur extrémité 5’ sont
tout d’abord fixés a la molécule de liaison sulléd, par la formation d’'une
liaison amide entre lI'amine de I'aptamere et le ugement ester de N-
hydroxysuccinimide du sulfo-SIAB (cf figure 32 AApres précipitation dans
I'éthanol et redissolution dans un tampon phospHet aptameres ainsi modifiés
sont ensuite fixés au support par substitutionéuapthile entre I'iode du sulfo-SIAB
et un groupement thiol du support activé, formard limison thioether.

Les aptameéres (24 nmoles) ont été immobilisés'équilvalent de 35 mg de
sepharose seche activée, et le tout est placé @etre frittés dans une cartouche
SPE de 1 mL. Une procédure d’extraction composda gercolation de 500 pL de
tampon de sélection dopé par de la cocaine a 200dyn lavage par 500 pL de
tampon de sélection et d’une élution par 500 plnahélange eau/acétonitrile 60/40
(VIV) a 25°C a été appliquée sur l'oligoadsorbamtsaque sur le support de
contrble. Le choix d’utiliser 40 % d’acétonitriles la fraction d’élution a été guidé
par la composition de la phase mobile analytiqlie, &ussi constituée de 40 %
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d’acétonitrile, permettant l'injection directe deetie fraction dans le systéme
chromatographique. Le profil d’extraction obtentigsenté en figure 33.

100%

B Oligoadsorbant

g 80% R
= O Controle
o
S 60% ]
(8]
@
o 40% -
©
x
=}
- r

0%

Percolation Lavage Elution

Figure 33 :  Profil d’extraction obtenu sur I'oligoadsorbant synthétisé avec la sépharose activée

thiol. Percolation : 500 pL tampon de sélection dopé par de la cocaine (T=4°C). Lavage : 500

WL de tampon de sélection (T=4°C). Elution : 500 pL d'un mélange eau/acétonitrile 60/40
(V/V) (T=25°C).

La rétention de la cocaine sur I'oligoadsorbantidesttique a celle observée
sur le support de contrdle. Les interactions déymdes sur les deux supports sont
donc analogues et de nature non spécifique. Cgtdfisi que I'immobilisation n'a
pas abouti a la présence d'aptameres actifs arfaceudu support. Les causes
peuvent étre multiples et provenir de chaque étaque de la procédure
d'immobilisation :

- du mauvais greffage de la molécule de liaison deae I'hydrolyse rapide de la
fonction ester de N-hydroxysuccinimide

- des pertes d’aptameres lors de I'étape de prétgpitdans I'éthanol
- de la désoxygénation insuffisante des solutionsodplage

- ou de limmobilisation des aptameres par les amime&sentes au niveau des
bases azotées.

La recherche des causes et [loptimisation de cepiwcédure
d'immobilisation seraient longues et fastidieusteen€&donné le nombre d'étapes
impliquées. Cette méthode d’'immobilisation a dot& &andonnée au profit de
procédures moins fastidieuses.



B. Immobilisation sur de la silice activée
glutaraldehyde

Cette procédure d'immobilisation a été adaptée rdeéulures développées
au laboratoire pour le greffage d'anticorps et dignes via une fonction amine
[267-269]. Des aptaméres amino-modifiés sont imiisds sur le support par une
réaction d’amination réductrice, qui a lieu enteemline terminale de I'aptamere et
'aldéhyde du site actif de la silice activée. laggameres (8 nmoles) ont été greffés
sur 35 mg de support, et I'oligoadsorbant obterpkxé dans une cartouche SPE
de 1 mL afin d’étre caractérisé.

Un protocole d’extraction constitué d’'une étapeéecolation par du tampon
de sélection dopé par de la cocaine (100 uL, 2@0; g3C), d’'un lavage par le
tampon de sélection (100 pL, 4°C) et d’'une élupan une solution eau/acétonitrile
60/40 (V/V, 100 uL, 25°C) a été appliqué sur 'oligisorbant et sur le support de
contrble. Les taux de récupération de cocaine ueé® dans chaque fraction sont
présentés en figure 34.
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Figure 34 :  Profil d’extraction obtenu sur I'oligoadsorbant synthétisé avec la silice activée
glutaraldehyde. Percolation : 100 UL tampon de sélection dopé par de la cocaine (T=4°C).
Lavage : 100 pL de tampon de sélection (T=4°C). Elution : 100 pL d’'un mélange
eau/acétonitrile 60/40 (V/V). (T=25°C).
Ici encore, aucune différence de rétention sigaifi@ n’est observée entre
les deux supports. Cette procédure d’immobilisati@ndonc pas permis I'obtention

d’aptaméres actifs a la surface du support.

Une des causes pouvant expliquer cette mauvaiseohitigation est le
greffage éventuel des aptameéres par les amindsades azotées plutdt que I'amine
terminale de la modification, ce qui figerait I'aptére et I'empécherait d’adopter sa
conformation active. Pour tenter de limiter ce mhréane, un greffage a été effectué
en présence de cocaine en exces, de sorte a &avar&ructure a trois tiges boucles
du complexe, rendant ainsi moins accessibles ldaesndes bases azotées. Des
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résultats similaires ont été obtenus en appliquzed conditions de greffage,
infirmant I’hnypothese d’'une immobilisation par k@sines des bases azotées.

L’échec de cette immobilisation peut étre di arésence d’'un revétement
polymere hydrophile a la surface des billes decesil[270]. Ce polymere de
polyethyléneimine est chargé positivement au pthdmlution de couplage (pH=6).
Etant de nature polyanionique, les aptaméres sepsobablement fortement liés a
ce polymeére par des interactions électrostatigeesdndant inactifs pour la fixation
de la cocaine.

Ainsi, si ce support convient a 'immobilisation demolécules dont I'état
de charge est proche de zéro, comme les anticarfgs @nzymes, il ne convient pas
aux oligonucléotides car leur état de charge estegatif. Ce support a donc été
écarté pour cette étude.

C. Immobilisation sur de I'agarose activée
streptavidine

Pour la synthese de ce support, des aptameresybésti(9 nmoles) sont
incubés une nuit avec le support (300 puL de latewlwde billes d’agarose activée
en suspension). La procédure de greffage a étééaune note d’application
d’'un fournisseur de ce type de support [271]. lgoidsorbant obtenu est appelé
COGstreptan®1.

1. Développement de la procédure d’extraction :
choix des conditions d’élution

La liaison biotine/streptavidine formée entre lapere et le support, bien
qu’étant trés forte (K~ 4 x 10* [260]), est de nature non covalente. Les condition
d’élution ne doivent donc pas dénaturer la stregia@ au risque de rompre cette
liaison et donc de dégrader le support. Les salatibches en solvant organique
généralement utilisées doivent étre évitées.

Une solution d’eau pure a 60°C a été choisie dangremier temps. La tres
faible force ionique, I'absence de cations divadegttla température élevée de cette
solution sont des parameétres favorables pour démataptameére et donc éluer la
cocaine [255,272]. Un protocole d’extraction canstide la percolation du tampon
de sélection dopé par de la cocaine (500 pL, 200 #fC), d’'un lavage par le
tampon de sélection (500 pL, 4°C), et de plusidtastions d’élution (500 pL)
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d’eau pure a 60°C jusqu’a obtenir la totalité dedaaine percolée est appliqué. Le
profil d’extraction correspondant est présentéiguré 35.
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Figure 35 :  Profil d’extraction obtenu sur I'oligoadsorbant COCeyrepta N°1 synthétisé a partir
d’agarose activée streptavidine. P (Percolation) : 500 uL tampon de sélection dopé par de la
cocaine (T=4°C). L (Lavage) : 500 uL de tampon de sélection (T=4°C). E (Elution) : 500 L
d’eau pure a 60°C

Une forte différence de rétention est observéeeeles deux supports. En
effet, la totalité de la cocaine est éluée aprémpe de lavage sur le support de
contrble alors que seulement 11% de cocaine saés &ur I'oligoadsorbant. Ce
résultat prouve donc la bonne immobilisation d'apiees toujours actifs a la
surface du support. De plus, aucune trace de dcei@st retrouvée dans la fraction
de percolation apres passage sur l'oligoadsorisant,indique que le volume de fin
de fixation est supérieur a 500 pL.

Cependant, la force éluante de I'eau pure a 60&6tpas suffisante puisque
environ 30% de la cocaine percolée est toujourgefisur le support apres la
percolation de 5 mL de cette solution. Une solutmus dénaturante doit étre
employée, mais toujours en prenant garde a ne pdsnmanager la liaison
biotine/streptavidine. Un mélange eau/acétonig0£L0 (V/V) a 60°C a été testé. Le
profil correspondant, rapportant les moyennes att@dypes obtenus pour trois
répétitions, est présenté en figure 36.
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Figure 36 :  Profil d’extraction obtenu sur I'oligoadsorbant COCeyrepta N°1 synthétisé a partir
d’agarose activée streptavidine. Percolation : 500 pL tampon de sélection dopé par de la
cocaine (T=4°C). Lavage : 500 pL de tampon de sélection (T=4°C). Elution : 1000 pL d'un
mélange eau/acétonitrile 90/10 (V/V) a 60°C. Moyennes et écarts types sur 3 répétitions.

Avec cette solution d’élution, 1 mL suffit pour élula totalité de la cocaine
retenue sur le support. La concentration en coa#ns la fraction obtenue est donc
maximale. Un rendement d’extraction de 74 % estrbsur |'oligoadsorbant, avec
une répétabilité satisfaisante puisqu’un écart tgpel6 % est obtenu pour trois
répétitions.

L’élution étant basée sur la dénaturation des a@tesn leur durée de
renaturation a été estimée afin de connaitre lepsemécessaire entre deux
extractions. Deux protocoles d’extraction identgjoat été réalisés successivement,
uniquement séparés par I'étape de conditionnemed deuxieme extraction, qui
est constituée de 5 mL de tampon de sélectionpt@ds obtenus étant similaires,
I'étape de conditionnement intermédiaire entre dexixactions est donc suffisante
pour renaturer les aptaméres, permettant ainséddilisation instantanée de la
cartouche d’extraction. Cette caractéristique digwadsorbants contraste fortement
avec la durée de renaturation des immunoadsorbgmisy lesquels un
reconditionnement de 24 & 48 h est nécessaire @streextractions [112].

2. Etude de stabilité

Le risque lié a l'utilisation de cette solution iton plus dénaturante est la
dégradation de la phase stationnaire dont la coes®g serait une diminution de la
rétention au fil des utilisations du support. Labdité dans le temps de la liaison
biotine/streptavidine doit donc étre de nouveadu®a Aprés une période de neuf
mois, pendant laquelle I'oligoadsorbant C&&Gian°1 a été utilisé une dizaine de
fois, la rétention de la cocaine sur l'oligoadsaotba été étudiée. La procédure
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d’extraction développée précédemment a été répétiédfois. Les résultats obtenus
sont présentés en figure 37.
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Figure 37 :  Profil d’extraction obtenu neuf mois apres la synthése. Procédure identique a celle
de la figure 36.
Le rendement d’extraction obtenu est de 82 + 11 a%comparer aux
74 £ 16 % obtenus précédemment. Aucune perte enti@h n'a donc été observée,
ce qui démontre que la solution d’élution choisgefragilise pas la liaison biotine
streptavidine. D’autre part, 'ADN semble étre ssdmment stable pour permettre
un stockage prolongé sans nuire aux performancésligeadsorbant.

3. Capacité du support

La capacité de la cartouche d’extraction, corredpoh a la quantité
maximale de cocaine percolée retenue par interectpécifiques a été mesurée.
Pour ce faire, des extractions, sont effectuéesdigoadsorbant COGyeptan®l €n
augmentant progressivement la quantité de cocaintermue dans la fraction de
percolation (de volume constant) et en suivant tacgdure précédemment
développée. La quantité de cocaine retenue, camdapt a la quantité retrouvée
dans la fraction d’élution, est reportée en foncte la quantité percolée sur
I'oligoadsorbant. Les courbes de capacité ainsmlots pour I'oligoadsorbant et le
support de contréle sont présentées en figure 38.
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Figure 38 :  Courbes de capacité de I'oligoadsorbant COCsyepta N°1 €t de son support de contrdle
synthétisés a partir d'agarose activée streptavidine. Procédure identique a celle de la figure
36.

La courbe correspondant au support de contrleliegaire et traduit
laugmentation de la quantité de cocaine retenuem@dmiére non spécifique
proportionnellement a la quantité percolée. La Ieurcorrespondant a
I'oligoadsorbant est quant a elle constituée dexdparties linéaires. Dans un
premier temps, la quantité retenue augmente propodllement a la quantité
percolée, synonyme d’'un rendement d’extraction tzoms(estimé a 71 % par la
pente de la droite). La courbe atteint ensuite latepu témoignant de la saturation
du support. Les aptaméres ne sont pas assez nompwau retenir la totalité de la
cocaine percolée, ce qui entraine une élution grédeade la cocaine, et donc une
diminution du rendement d’extraction. La capacité gslipport est atteinte et sa
valeur correspond a l'abscisse de lintersectios deux parties linéaires de la
courbe. Une valeur de 690 ng de cocaine pour wmlde gel estimé a 170 pL a
été obtenue sur cet oligoadsorbant. Ceci corresgomthe quantité d’aptameres
actifs greffés de 1,33 nmoles pour 100 pL d'oliggabant.

Les quantités totales d’aptameres fixés rapportéasernant cette méthode
d'immobilisation sont généralement de I'ordre denPfoles pour 100 uL de support
[240-243,273]. Cependant, elles sont généralemeéduitts de la mesure par
absorbance UV de la concentration résiduelle eanagate a la fin du greffage, et
trés souvent, ne tiennent pas compte des aptarséwdsment adsorbés, éliminés
lors du premier lavage du support. Elles refletentc la quantité totale d’aptameres
immobilisés et ne sont pas comparables avec lesurglde capacité qui ne
comptabilisent que les aptameéres actifs. La quadtdaptameéres actifs greffés n’est
évaluée que dans tres peu d’études. Un supportghoomatographie d’affinité basé

113



sur cette méthode d’immobilisation a montré unentjtéxd’aptameres anti-histidine
actifs greffée de 3,3 nmoles pour 100 pL de geBJ24aleur trés proche de celle
obtenue pour l'oligoadsorbant C@feptan®1. Deng et ses collaborateurs ont obtenu
une valeur plus élevée avec un aptamere anti-athénate I'ordre de 20 nmoles /
100 pL de support, déterminée par chromatograplietdle [238], ce qui nous
laisse penser qu’'une optimisation des conditions gdeffage, telles que la
concentration en aptaméres, la quantité de phasderhps de greffage et la
température permettrait d’atteindre une meillewapacité. La valeur obtenue est
néanmoins amplement suffisante pour [I'extraction decaine de matrices
biologiques dans lesquelles elle se trouve trégestla I'état de traces.

En se basant sur I'hypothése gu'une molécule daigecse fixe a un
aptamere, la quantité d’aptameres actifs immolsil&da surface du support peut
étre estimée. Le rendement de greffage efficaceregmondant au rapport du
nombre d’aptameres immobilisés et actifs sur le brend’aptaméres introduits pour
le greffage est évalué a 25,1 %. Il est néanmainoritant de souligner que ce
pourcentage est sous-estimé en raison de la pdestéptaméres utilisés pour la
synthése. En effet, le fournisseur indique queulefe de la séquence demandée est
comprise entre 80 et 85 %, 15 a 20 % des séquesm#sdonc incapables de
reconnaitre la cocaine.

4. Répétabilité de la synthese

Un second oligoadsorbant, appelé Gan°2, basé sur cette méthode
d'immobilisation a été synthétisé afin d’évaluerrépétabilité de la synthése. Le
protocole d’extraction précédemment développé agpiqué et le profil obtenu est
présenté en figure 39.
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Figure 39 :  Profil d'extraction obtenu sur I'oligoadsorbant COCeyrepta N°2 synthétisé a partir
d’agarose activée streptavidine. Procédure identique a celle de la figure 36

Le profil obtenu est trés similaire a celui obtéons de la premiéere synthese.
Le rendement d’extraction est de 89 %, valeur prodh ceux observés avec la
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premiere cartouche (CQepan®l), ce qui est un résultat encourageant qudat a
répétabilité de la synthése de cet oligoadsorbdne synthése supplémentaire
permettrait de s’en assurer totalement.

5. Conclusion

Cette méthode d'immobilisation des aptameres, siegple a mettre en
ceuvre, s’avere tres intéressante pour la concepltimiigoadsorbants. Une forte
rétention spécifique ainsi qu’une capacité satsiaie ont été observées.

Néanmoins, cette immobilisation non covalente edgenquelques
limitations concernant le choix de la solution di@n. Comme évoqué
précédemment, I'élution doit étre réalisée sansatlgar la streptavidine, ce qui
interdit I'utilisation des solutions a haute forgeante telles que des solutions riches
en solvant organique. Le volume de la fractionutiéh ne peut donc pas étre réduit
au minimum, ce qui limite le facteur d’enrichisserne

C’est pourquoi, il parait intéressant de développes oligoadsorbants plus
robustes, basés sur une immobilisation covalente.

D. Immobilisation sur de la sepharose activée
bromure de cyanogene

La procédure suivie pour ce support a été adagtgeatédures développées
au laboratoire pour I'immobilisation d’anticorps dtenzymes [266-268]. Des
aptaméres amino-modifiés sont immobilisés par é&tién de leur amine terminale
sur les sites actifs de la sépharose activée gedtecyanates ou imidocarbonates).
35 mg de sépharose seche ont été utilisés pouetage, et le tout est placé dans
une cartouche SPE de 1 mL. L’oligoadsorbant obestappelé COg&srn°1.

1. Evaluation de la rétention spécifique

Un premier protocole d’extraction dont les volundes différentes fractions
ont été arbitrairement fixés a 500 pL a été appliipres la percolation du tampon
de sélection dopé par de la cocaine a 200 ppb davwage par le tampon de
sélection, I'élution est réalisée par la percolatbune solution eau/acétonitrile
60/40 (V/V). Le profil d’extraction obtenu est pedgé en figure 40.
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Figure 40 :  Profil d’extraction obtenu sur le support synthétisé avec la sépharose activée CNBr.
Percolation : tampon de sélection dopé par de la cocaine (T=4°C). Lavage : tampon de
sélection (T=4°C). Elution : mélange eau/acétonitrile 60/40 (V/V). (T=25°C). Fractions de
500 pL
Ce profil met en évidence une différence de rébengintre I'oligoadsorbant
et le support de contrble. En effet, apres I'étdpdavage, la totalité de la cocaine
percolée est éliminée du support de contréle ajaes49 % sont toujours fixés sur
'oligoadsorbant. Ce résultat révéle donc la présed’interactions spécifiques

développées par les aptameres, traduisant une iitisatibn réussie.

Cependant, le rendement d’extraction obtenu n'estdg 49 %. Etant donné
gue les volumes des différentes fractions sonttigees a ceux de la procédure
développée sur le support C&&pan®1, on peut en conclure que la rétention sur cet
oligoadsorbant est inférieure. La perte anticipédadcocaine dans les fractions de
percolation et de lavage est probablement duedépassement du volume de fin de
fixation. Celui-ci doit donc étre estimé afin d'opiser le protocole d’extraction,
dans le but d’améliorer le rendement d’extraction.

2. Etude du volume de fin de fixation et
développement de la procédure d’extraction

Pour la détermination du volume de fin de fixatd®la cocaine lorsqu’elle
est percolée dans le tampon de sélection, la @i@olde 200 uL de ce tampon
dopé par de la cocaine (150 ppb) a été suivie wepirs fractions de lavage par le
tampon de sélection jusqu’a I'élution totale dedmaine. Les taux de récupération
obtenus pour ces différentes fractions sur I'oldgmbant ainsi que sur le support de
contrdle sont présentés en figure 41.
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Figure 41 :  Comparaison de la rétention de la cocaine sur I'oligoadsorbant COCcyg: N°1 et sur le
support de contréle lors du passage de tampon de sélection. P : percolation de 200 uL de
tampon de sélection dopé par de la cocaine (T=4°C). Lavages avec le tampon de sélection :
200 pL pour L1 et 100 pL pour L2-L9 (T=4°C).

Ces profils d’élution permettent une nouvelle fdessouligner la différence
de rétention entre I'oligoadsorbant et le supp@tcdntréle. Apres le lavage L2,
correspondant a une percolation de 200 pL suiun davage de 300 uL, la quasi-
totalité de la cocaine percolée est éluée du stpjmocontrdle, alors que prés de
90 % sont toujours fixés sur l'oligoadsorbant. Lelwne de fin de fixation sur
I'oligoadsorbant COgys-n°1 est donc compris entre 200 pL et 500 pL.

Ces résultats indiquent aussi qu’une fraction gada de 300 pL, aprés une
étape de percolation de 200 uL, permettrait de rergplupart des interactions non
spécifiques développées par le support sans affiectétention de la cocaine par les
aptameéres. Ces deux volumes sont donc choisis lpoprocédure d’extraction
sélective.

Concernant I'élution, le volume minimal permettdiéution totale de la
cocaine a été étudié. Plusieurs fractions de 20@'uh mélange eau/acétonitrile
60/40 (VIV) ont été percolées sur le support jusdi@lution de la totalité de la
cocaine percolée. Deux fractions de 200 pL onti pd@r éluer la totalité de la
cocaine. Une fraction élution de 400 pL d’'un métaagu/acetonitrile 60/40 (V/V) a
donc été choisie.

Le profil d’extraction moyen obtenu pour trois réfpens de cette procédure
est présenté en figure 42.
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Figure 42 :  Profil d’extraction optimisé pour I'ocligoadsorbant COCcygr N°1 synthétisé a partir de
sepharose CNBr. Percolation : 200 UL de tampon de sélection dopé par de la cocaine (300
ppb, T=4°C). Lavage : 300 WL tampon de sélection (T=4°C). Elution : 400 pL d'un mélange
eau/acétonitrile 60/40 (V/V). (T=25°C)
Le rendement d’extraction obtenu sur I'oligoadsatb@OCGengr N°1 est de
86 + 10 % (n=3), alors que seulement 6 % de lainegaercolée se retrouvent dans
la fraction d’élution du support de contrdle. laicere, 5 mL de tampon de sélection

suffisent pour le reconditionnement de la cartousttee deux extractions.

Pour s’assurer que la rétention apportée par lesrgpes est bien de nature
spécifique, par la présence d'un site de reconmaies un oligonucléotide amino-
modifié, composé des mémes nucléotides que I'aptaéti-cocaine mais placés
dans un ordre aléatoire, a été immobilisé surpha®se activée CNBr en suivant la
méme procédure. Puisque la séquence de I'aptamerdéamélangée, cet
oligonucléotide ne possede pas de site de recaamaie de la cocaine. L’étude de la
rétention de la cocaine par ce support permet diens’assurer que la rétention
observée sur l'oligoadsorbant n’est pas due a demactions non spécifiques
développées entre la cocaine et un brin d’ADN. igaré 43 présente le profil
d’extraction obtenu sur ce support avec séquendangée et le compare a ceux
obtenus précédemment avec I'oligoadsorbant §@@°1 et le support de contrdle.
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Figure 43 :  Comparaison des profils d’extractions obtenus sur I'oligoadsorbant COCcyg N°1, le
support de contrdle et le support avec I'aptamére dont la séquence a été mélangée.
Procédure identique a celle de la figure 42.

La rétention observée sur ce support dit « mélangsét identique a celle
observée sur le support de contréle, sur lequalrawtigonucléotide n’est greffe.
Cela signifie qu’aucune interaction non spécifigupplémentaire n’est apportée par
la présence d'un acide nucléique immobilisé sursigpport. Les interactions
développées pour la rétention de la cocaine sligdadsorbant sont donc bien de

nature spécifique, et liées a la présence du si#eratonnaissance dans la
conformation active de I'aptamere.

La rétention de la cocaine a également été évglaéain oligoadsorbant
pour lequel I'aptamere greffé différait d’'un nudiée par rapport a la séquence
décrite. En effet, une cytosine®{§ nucléotide en partant de I'extrémité 3') a été
remplacée par une guanine (suite a une erreur dunifseur). Le protocole
d’extraction précédemment développé a été applgwece support. Le profil
d’extraction obtenu est comparé a ceux obtenubdigoadsorbant COgygn°1 et
sur le support de contréle en figure 44.
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Figure 44 : Comparaison des profils d’extractions obtenus sur I'oligoadsorbant COCcyg, n°1, le
support de contrble et le support greffé par I'aptameére dont la séquence posséde une erreur.
Procédure identique a celle de la figure 42.

La figure 44 montre que le changement d'un seullémticle dans la
séquence de I'aptameére modifie totalement son caeipent. En effet, la rétention
sur ce support est tres similaire a celle du supgercontréle, sur lequel aucun
oligonucléotide n’est immobilisé. L'affinité de ptamere est donc presque rendue
nulle par ce simple changement d’'un nucléotide danséquence. Ce résultat
souligne la puissance du procédé SELEX, capabtmldli la séquence possédant
I'affinité attendue parmi de tres nombreuses sécgeernrés proches, mais inaptes
pour la fixation de la cible.

3. Capacité du support

La capacité de I'oligoadsorbant C@: n°1, directement liée au nombre
d’aptameéres actifs liés au support, a ensuite étérminée. La courbe de capaciteé,

obtenue de la méme maniéere que pour I'oligoadsoB&Csyepian®l, est présentée
en figure 45.
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Figure 45 :  Courbe de capacité de I'oligoadsorbant COCcyg- N°1 et de son support de contréle
synthétisés a partir de sepharose activée CNBr.

La valeur de la capacité, correspondant a I'absaiss’intersection des deux
parties linéaires de la courbe, est estimée a {OLwtilisation d’'une solution
d'immobilisation contenant 150 g d’aptameres, égjents a 12,5 nmoles, a donc
permis la rétention spécifique de 730 ng de cocdigeivalents a 2,4 nmoles. Etant
donné gu’'une molécule de cocaine se fixe a un arggnhe nombre d’aptaméres
immobilisés peut étre estimé a 2,4 nmoles pour 85de support sec, soit 69,2
nmoles/g de support sec.

Cette valeur est du méme ordre de grandeur quedesirs de capacité
obtenues lors de la synthése d'immunoadsorbantsilkte activée. Des capacités
allant de 4 a 94 nmoles/g de support ont en eféebBtenus lors de I'immobilisation
d’anticorps sur ce type de support [274]. A titrexémple, des travaux menés
précédemment au laboratoire concernant I'immohibsad’anticorps dirigés contre
le 3-benzo(a)pyrene-glucuronide sur de la séphaaoteée CNBr, ont montré une
capacité de 3,4 nmoles par gramme de support secl’pomunoadsorbant [267].
De plus, une capacité de 28,3 nmoles/g de supp&té abtenue pour des anticorps
anti-cytochrome C immobilisés dans les mémes comdit L'immobilisation
d'aptaméres sur ce méme support, en suivant urequee d’'immobilisation tres
proche, a donc mené a une capacité plus de dewsx sigbérieure. Plusieurs
phénomeénes peuvent expliquer cette différence veantage des oligoadsorbants.
Tout d’'abord, le greffage des aptameéres modifié&sfexitue par un groupement
fonctionnel, ici une amine, placée a une extréméda séquence de I'aptamere. Le
greffage est donc orienté, contrairement au greffdi@nticorps qui s’effectue de
maniére aléatoire par les groupements amines psegersein de la biomolécule. On
estime qu’environ un anticorps greffé sur deux emés des sites de fixation
accessibles, en raison du caractére aléatoireulegteffage [112]. La proportion

121



d'aptaméres actifs parmi I'ensemble des aptamémeffég serait donc plus élevée
gu'avec les anticorps. D’autre part, les aptaméfest environ dix fois moins
volumineux que les anticorps, une meilleure derditgreffage est attendue pour
les oligoadsorbants.

Cette valeur de capacité nous indigue que 2,4 rsndlaptaméres sont
greffées sur les 12,5 nmoles introduites. Le taexgceffage actif peut donc étre
estimé a 19,2%, valeur relativement proche de aditenue pour I'oligoadsorbant
COGstreptan®1 (25,1 %).

La comparaison avec la valeur de capacité de daligorbant CO&geptan®1
(690 ng) est délicate puisque la quantité de suppooduite se mesure en masse
seche pour la sepharose activée CNBr, et en vollioree solution possédant les
billes de support activé en suspension pour I'aggaractivée streptavidine. Le
volume de gel formé dans la cartouche a partirsddsm@ de sepharose CNBr séche a
pu cependant étre estimé a 113 uL en mesurantui@urade gel et le diametre
interne de la cartouche. Ainsi, la quantité d’apeaes actifs greffés a pu étre évaluée
a 2,12 nmoles pour 100 pL d'oligoadsorbant GQ4n°1l a base de sepharose
CNBr, contre 1,33 nmoles pour 100 pL d'oligoadsatb@O0Gsyepta N°1 a base
agarose activée streptavidine. La densité de geftn aptameres actifs s’avere
donc meilleure pour 'immobilisation sur sepharasévée CNBr.

4. Stabilité du support

Apres une période de huit mois, pendant laquelkufgport COGngr N°1 a
été utilisé a une trentaine de reprises, la rdépntie la cocaine sur cet
oligoadsorbant a été étudiée afin d’évaluer sailgéablLe protocole d’extraction
obtenu est présenté en figure 46.
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Figure 46 :  Profil d’extraction correspondant a I'oligoadsorbant COCcyg, N°1 synthétisé a partir
de sepharose CNBr et obtenu huit mois aprés la synthése. Procédure identique a celle de la
figure 42.
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Aucune perte de rétention n’est observée puisquienidement d’extraction
obtenu est de 92 %. L'immobilisation covalente dggameres a donc permis
I'utilisation d’une solution d’élution tres éluanfeau/acétonitrile 60/40 (V/V)) sans
causer de dommage a la phase stationnaire. D'paite les aptameres en série
ADN utilisés s’avere suffisamment stables pour totlsage prolongé. La stabilité
en milieu réel, notamment dans les fluides biologg qui contiennent des
nucléases, sera évaluée dans le chapitre suivant.

5. Répétabilité de la synthese

Une seconde synthese, suivant la méme procéeduéte affectuée afin
d’étudier la répétabilité du greffage des aptamekesprofil d’extraction moyen
obtenu pour trois répétitions avec cet oligoadsarl@0CGengr N°2 est présenté en
figure 47.
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Figure 47 :  Profil d’extraction obtenu sur I'oligoadsorbant COCcyg- N°2 synthétisé a partir de
sepharose CNBr. Procédure identique a celle de la figure 42

Ce profil d’extraction montre que les performandese second support sont
trés similaires au premier, puisque qu’un rendend&traction de 89 + 9 % (n=3)
a été obtenu contre 86 £ 10 % pour la premiéreheget La répétabilité de la
synthése semble donc satisfaisante. Il en va deenpgiur le support de contréle

pour lequel un rendement d’extraction dee6l % a été obtenu pour les deux
syntheses.

La capacité de cet oligoadsorbant GQ& n°2 a également été mesurée. La
courbe de capacité obtenue est présentée en #igure
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Figure 48 :  Courbe de capacité obtenue pour I'oligoadsorbant COCqyg: N°2 synthétisé a partir de
sepharose CNBr
Une capacité de 890 ng a été obtenue, soit 2,99esmGette valeur est

relativement proche de celle mesurée sur I'oligodunt COGngr N°1 (730 nQ)
démontrant la bonne répétabilité de I'immobilisatides aptaméres. La légere
augmentation observée peut étre due a des amiimatechniques apportée a la
procédure d'immobilisation, telles que la modifioatde la taille du flacon utilisé
pour le greffage, ou I'ajout d'une étape de rincagant I'étape d’'immobilisation
Cette valeur correspond a densité de greffageae#icle 83,5 nmoles/g de support,
et a un taux de greffage actif de 23,6.

IV. Etude de I'influence de la longueur du bras
espaceur

Pour le greffage sur sépharose activée CNBr, diesrgpes amino-modifiés
sont utilisés. Pour ce type de modification, demxgueurs de bras espaceurs sont
commercialement disponibles : hexaméthylene [4&H(C6) et dodécaméthylene
[-(CH2)12] (C12). Ces deux espaceurs ont été comparésleouinfluence sur la
rétention non spécifique et spécifique de la cagadimsi que sur le taux de greffage
de I'aptamere. Tous les aptaméres amino-modifid#séas précédemment ont été
synthétisés avec un bras espaceur C6.
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A. Influence sur la rétention non spécifique

Le bras espaceur étant de nature aliphatique, fian¢ation de sa longueur
peut générer des interactions non spécifiques g¢e tyydrophobe. Ce type
d’interactions est a éviter pour minimiser la caragtion de composés interférents.
La rétention non spécifique a donc été évaluéemparée pour les deux espaceurs.
Pour ce faire, deux oligoadsorbants ont été syistkgtr partir d'un oligonucléotide
amino-modifie a la séquence mélangée déja utilis&céuemment (cf
Chap3.1ll.D.2), lI'un avec un espaceur C6 et l'audrneec un espaceur C12. Cet
oligonucléotide est composé des mémes nucléotidesl’gptamére anti-cocaine
mais placés dans un ordre aléatoire, il ne dével@meune interactions spécifiques
avec la cocaine. Ainsi une différence de rétengatre ces deux supports serait
attribuée a une plus forte rétention non spécifigue I'oligoadsorbant synthétisé
avec I'espaceur C12.

Apres la percolation de 200 pL de tampon de sélectiopé par de la
cocaine a 100 ppb, des fractions de lavage coéstitde 100 uL de tampon de
sélection sont passées a travers les deux suppsgtsa €lution totale de la cocaine.
La figure 49 compare les deux profils d’élutioneriis.

B Séquence mélangée
avec espaceur C6
0O Séquence mélangée

avec espaceur C12

Taux de récupération

(Percolation) 300

700

Volume de tampon de sélection (uL)

Figure 49 :  Profils d'élutions obtenus sur les oligoadsorbants a base d’oligonucléotides inactifs
et immobilisés avec des bras espaceurs différents. V=200 L : Percolation (cocaine a 100
ppb). De 300 a 700 pL : lavage par le tampon de sélection
On n’observe aucune difféerence de rétention ende deux supports.
L'utilisation d’'un espaceur C12 pour la syntheseligopadsorbants ne conduit donc
pas a I'apparition d’interactions non spécifiquepémentaires.
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B. Influence sur la rétention spécifique

Pour cette étude, un oligoadsorbant avec un esp&E a été synthétisé
selon la procédure d'immobilisation utilisée poofijoadsorbant COgygr n°1, qui
posséde un espaceur C6. La rétention spécifiquesiite été évaluée de la méme
maniére que précédemment : percolation de 200 pthrdpon de sélection dopé par
de la cocaine a 100 ppb puis élution par des fmastide lavage successives
constituées de 100 pL de tampon de sélection. bardi 50 présente les
pourcentages élués cumulés pour l'oligoadsorbaet #espaceur C12 en fonction
du volume de tampon de sélection passé a traversaeouches et compare ces
résultats avec ceux précédemment obtenus surdadigprbant COg&usr N°1. Ces
profils sont également comparés a celui obtenwsigupport de contréle sur lequel
aucun oligonucléotide n’est greffeé.
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Figure 50 :  Profils d'élution obtenus sur des oligoadsorbants synthétisés avec un espaceur C6
(COCcngr n°1) ou C12 et sur le support de contréle

Bien que la rétention de la cocaine sur ces deigoadsorbants soit trés
similaire, on observe que celle de l'oligoadsorbavec I'espaceur C12 est
Iégerement supérieure. En effet, I'élution totadela cocaine intervient Iégerement
plus to6t pour l'oligoadsorbant CQgsr n°1. Cette différence de rétention peut
provenir d’'une valeur de capacité Iégerement sapgégipour I'oligoadsorbant avec
un espaceur C12, liée a une meilleure immobilisatie greffage avec cet espaceur.
Cependant, I'étalement du profil, montre que cdttgrence de volume d’élution

nécessaire est aussi liée a une cinétigue défdeopur I'oligoadsorbant avec
espaceur C12.

Cependant, les deux courbes ont des allures quaissuperposables pour
les faibles volumes percolés. Le volume de finigation, qui est le parametre clé
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dans le développement d’'une procédure d’extractsh,donc similaire pour les
deux supports. La procédure d’extraction précédammeéveloppée pour
I'oligoadsorbant COgysr N°1 est donc applicable aux deux oligoadsorbangs. L
profil d’extraction moyen obtenu sur I'oligoadsonbaavec I'espaceur C12 apres
trois répétitions de la procédure d’extractiong@ssenté en figure 51.

100%

n=3 T
I
80%
&
= B Oligoadsorbant C12
5 60%
% O Controle
2 a0%
Q
©
X
< 20%
|_
o = |
Percolation Lavage Elution

Figure 51 :  Profil d’extraction moyen obtenu sur l'oligoadsorbant avec un espaceur C12.
Procédure suivie identique a celle développée précédemment. (cf figure 42)
Le profil obtenu est tres proche de celui de l'oigsorbant COg&xsr N°1,
gui possede un espaceur C6. En effet, un rendediexttaction de 94¢ 3 % a été
mesuré contre 88 10 % pour I'oligoadsorbant CQgs n°1.

L’influence de la longueur du bras espaceur stiale de greffage a ensuite
ete etudiée pour tenter dexpliquer la meilleuretem@on obtenue sur
I'oligoadsorbant avec I'espaceur C12.

C. Influence sur le greffage

1. Mise au point d’'une méthode de dosage des
aptameres

Une méthode d’analyse par chromatographie de péivas, avec comme
agent d'appariement l'ion triethylammonium, et clé@ a une détection par
absorbance UV a été développée afin de quantd®raptameres. Cette méthode
d’analyse, détaillée en annexe 4, a permis de figankes aptaméres dans la
solution de couplage a la fin du greffage ainsi daes les solutions provenant des
différents lavages de l'oligoadsorbant réalisésage greffage pour éliminer les
aptameres uniquement adsorbés sur le support. 8sanala quantité d’aptamere



introduite pour le greffage, la quantité totale pdéaméres greffés peut alors étre
déduite des valeurs retrouvées dans les différasnlatons analysées.

Du fait du fort coefficient d’extinction molaire gleoligonucléotides, la
méthode s’est avérée trés sensible puisque laeliddt détection a été estimée a
6,5 ppb. La séparation est réalisée en mode gtadieec une variation du
pourcentage d’acétonitrile de 7 a 14,5% en 30 @egradient doit étre lent car le
facteur de rétention des oligonucléotides danscoaesitions dépend trés fortement
du pourcentage d’'acétonitrile. En effet, une étutke Gilar et al sur un
oligonucléotide constitué de 30 thymines a montré Ig facteur de rétention a été
divisé par 44 en passant de 10 a 13 % d’acétaittdns des conditions identiques
et sur une colonne de dimension 30 x 4,6 mm (dpg2H [275]. La figure 52
présente les chromatogrammes issus de l'injectaptaimeres avec espaceur C6 ou
Cil2.

Espaceur C6 Espaceur C12

a0 min

Figure 52 :  Chromatogrammes correspondant a l'injection d’aptaméres avec espaceur C6 ou

C12. La quantité injectée correspond a l'injection de la solution de greffage diluée 125 fois (~

8 ppm)

Comme l'illustre la figure 52, les aptameres sapasés selon la longueur
du bras espaceur. La largeur des pics peut éaali@ faible efficacité généralement
observée paire d’'ion, a la faible pente du gradigiisé ainsi qu'a la pureté des
aptameéres dont la valeur est comprise entre 80 4.8

La stratégie consistant a quantifier les aptaméaes la solution de greffage
au début et a la fin de I'immobilisation a été appbe dans un premier temps sur
limmobilisation d’'un aptamere possédant un brasaesur C6, appelé CQs:
n°3. Seulement 37 % de la quantité d’aptamere dnite sont retrouvés dans le
surnageant a la fin du greffage, laissant penseld@uendement de greffage obtenu
est de 63 %. Cependant, lors du lavage de I'oligodzhnt réalisé instantanément
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apres la synthese, les fractions de lavage omtodigctées et analysées et 28 % de la
guantité d’aptameére introduite ont été retrouvés. @sultat abaisse alors le
rendement de greffage a 35 % et démontre que Yamalu surnageant au début et a
la fin du greffage, méthode simple et souventaé#idans la littérature, ne suffit pas
pour estimer le rendement de greffage. De nombraptaméres sont donc
uniguement adsorbés sur le support et éliminédgzadifférents lavages réalisés
apres le greffage, qui doivent étre collectés atyaseés.

2. Etude du taux de greffage

Trois nouvelles syntheses de chaque oligoadsorlishtet C12, ont été
réalisées en quantifiant les aptameres dans la@® de greffage et de lavage afin
de déterminer le taux de greffage. La figure 5%eawle les taux de greffages
obtenus pour chaque synthése.
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Figure 53 :  Taux de greffages mesurés par quantification des aptameéres dans les solutions de
greffage et de lavage pour trois synthéses d’oligoadsorbants C6 et C12.

Des taux de greffage moyens de 8B % et 67¢ 15 % ont été obtenus
respectivement pour les oligoadsorbants C6 et CC2tte différence est
probablement due a une meilleure accessibilitéderiction amine impliquée dans
la réaction de greffage lorsqu’elle est portéeymaespaceur C12.

Cependant, ce taux de greffage prend en compteldsweptameres greffés,
gu’ils soient actifs ou non. Certains d’entre e@uyent avoir été immobilisés avec
une mauvaise orientation, c'est-a-dire par un grmgnt amine d’'une base azotée
empéchant ainsi I'aptamére d’adopter sa conformadidive. D’autres peuvent étre
fixés au support en plusieurs points, par exemplel’amine terminale et par une
amine d’'une base azotée ayant réagi sur un aw&readiif du support activé. Des
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mesures de capacité doivent étre effectuées airatlier et de comparer la quantité
d’aptameéres actifs greffés sur chacun de ces stgppor

D. Influence sur la capacité du support

La capacité d’'un oligoadsorbant synthétisé aveespaceur C12 (synthese
n°l) a été évaluée et comparée avec celle obteowel'pligoadsorbant COgng;
n°l synthétisé avec un espaceur C6 (cf Chap 3.8).0La figure 54 présente la
courbe de capacité obtenue pour I'oligoadsorbanthg§isé a I'aide d’'un espaceur
Cil2.
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Figure 54 :  Courbe de capacité obtenue sur un oligoadsorbant synthétisé avec un espaceur C12
(Synthése n°1).
Une valeur de 950 ng a été estimée pour cet olggyhdnt avec espaceur

C12, alors qu’une valeur de 730 ng avait été olgtesun I'oligoadsorbant CQug:
n°l1, qui posséde un espaceur C6. Cela correspded quantités d’aptameres actifs
greffés de 3,1 nmoles pour I'oligoadsorbant avemesur C12, et 2,4 nmoles pour
I'oligoadsorbant COguer N°1. Sachant que 12,5 nmoles d’aptaméres ont été
introduites pour le greffage dans les deux casyabsirs correspondent a des taux
de greffages actifs de 19% pour I'oligoadsorbantOga, n°1l et de 25% pour
I'oligoadsorbant avec espaceur C12.

Une différence plus marquée était attendue au suémultats obtenus pour
les taux de greffage totaux. En effet, alors quailisation de I'espaceur C12 a
conduit a des taux de greffages presque deux géreurs a I'espaceur C6, les
valeurs de capacités observées sont relativemeohgs. Le greffage avec espaceur
C12 conduit donc a une proportion d’aptaméres @seffactifs plus importante. En
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revanche, l'immobilisation d’aptaméres avec espac€6 semble étre moins
efficace en termes de taux de greffage total maisena une plus grande proportion
d'aptaméres greffés actifs (51% contre seulemeft 3pour les aptaméres avec
espaceur C12). Il faut toutefois noter que la gudets aptaméres (comprise entre 80
et 85 %) n'est pas prise en compte dans ces caflrulproportion d’aptameres
greffés actifs, ces deux valeurs de taux de greféagifs sont donc sous-estimées.

E. Conclusions

Les oligoadsorbants synthétisés avec des espa&furst C12 ont des
performances tres similaires. Toutefois, I'oligoaant avec espaceur C6 est choisi
pour I'extraction de la cocaine de milieux réels.difet, le fait que le bras espaceur
soit moins long, et que le nombre d’aptameéres @seihactifs soit réduit sur ce
support amoindrit le risque de co-extraire des aus@p interférents retenus par
interactions non spécifiques.

Il serait cependant intéressant de réaliser dedegticomplémentaires
concernant l'oligoadsorbant avec espaceur en Ch2eftet, les taux de greffage
totaux atteints par ce support suggerent un gratehfiel pour obtenir des capacités
plus élevées. Des stratégies pour augmenter laogrop d’aptameres actifs parmi
les aptameéres greffés devront étre employées, copanexemple le greffage de
'aptamere en présence de cocaine, de sorte aidavda structure a trois tiges
boucles de I'aptamére qui protégerait les aminasbdses azotées et favoriserait le
greffage spécifique par 'amine terminale. Le gag# de I'aptamére sous une forme
double brin est également envisageable afin qatruature en double hélice protége
les amines des bases azotées. Le brin compléneedtaliaptamere pourrait ensuite
étre éliminé par chauffage ou par passage d'untatp@otropiqgue comme l'urée.

V. Transposition des procédures de synthese a
I'oligoextraction de I'ochratoxine A

Les deux supports d'immobilisation ayant condudea oligoadsorbants anti-
cocaine performants ont été utilisés pour I'immshtion d’'un second aptameére :
l'aptamere anti-OTA. Les performances des oligodusuts obtenues seront
comparées a celles obtenues sur les oligoadsorhatitsocaine afin de s’assurer
gue ces méthodes d'immobilisation sont transposalalex autres aptameéres.
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L'ochratoxine A est analysée par chromatographigidie de partage a phases

inversées, couplée a une détection par fluorescémeseconditions analytiqgues sont
décrites en annexe 3.

A. Immobilisation sur de I'agarose activée
streptavidine

La procédure dimmobilisation suivie est identiqaecelle suivie pour
I'oligoadsorbant anti-cocaine, a savoir lincubati@le 9 nmoles d’aptaméres
biotinylés avec 300 pL de la solution de billesgdlebse activée en suspension.

L’oligoadsorbant obtenu est appelé Qsliéya

1. Volume de fin de fixation

Pour les oligoadsorbants anti-ochratoxine, le tamgiilisé pour les étapes
de conditionnement, de percolation et de lavagstrpas le tampon de sélection
mais le tampon de fixation dans lequel I'affinit ltaptamere pour I'ochratoxine A
est supérieure (cf section Chap3.1.B). Comme pesioligoadsorbants anti-cocaine,
les étapes de conditionnement, percolation et Egagt réalisées a 4°C. Apres une
premiere étape de percolation par du tampon dédixalopé par de I'ochratoxine
(10 ng/L), puis le passage de plusieurs fractiantadage constituées de tampon de
fixation, le volume de fin de fixation est repéréamlume pour lequel I'ochratoxine
commence a étre éluée. Le profil d’élution obtesipeésenté en figure 55.

100% —lv*”"
%0% <
80% -

70% B Oligoadsorbant (3= 98%)
60% -W

L =4 OControle (5= 100%)
50% -

Taux de récupération

El E2

Figure 55 :  Profil d’élution pour I'évaluation du volume de fin de fixation. P : percolation de
500 pL de tampon de fixation dopé a 10 ng/L par de I'ochratoxine (T=4°C) ; L1 a L7 :
lavages par 1 mL de tampon de fixation (T=4°C) ; L8 : lavage par 1 mL d'un mélange

tampon de fixation/acétonitrile 90/10 (V/V). (T=4°C) ; E : élution par 1 mL d'un mélange
eau/acétonitrile 90/10 (V/V) a température ambiante.
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On observe une trés grande différence de rétemtire I'oligoadsorbant
OTAswepta €t le support de controle. En effet, la quasititétadle 'OTA est éluée
apres la premiere fraction de lavage L1 sur le stpge contrdle, soit aprés le
passage de 1,5 mL de tampon de fixation, alorsllguéait toujours retenue sur
I'oligoadsorbant apres 1€ fraction de lavage L7, soit aprés le passage Sient,
de tampon de fixation. Cette rétention spécifig@eluit la réussite de la réaction
d'immobilisation. De plus, le volume de fin de filan de I'OTA dans le tampon de
fixation est donc supérieur a 8,5 mL. Cet oligoadant anti-OTA se montre donc
beaucoup plus rétentif que I'oligoadsorbant antiaine COGyepan®1, pour lequel
la valeur de Vf sur ce support a été estimée &sQeulL et 1 mL (cf figure 35).
Cette forte différence de rétention peut étre laie a la difféerence d’affinité des
deux aptameéres. En effet, le complexe aptamereCAAIOTA posséde une
constante de dissociation 100 fois inférieure deceél complexe aptameére anti-
cocaine / cocaine. Cette tres forte rétention perandonc la percolation sur cet
oligoadsorbant de grands volumes d’échantillon, l@passage de fractions de
lavage de volumes importants.

Dans le but d’obtenir une procédure d’extractioriiogle en termes de
purification, la possibilit¢ d’appliquer une framti de lavage plus éluante a été
étudiée. Comme aucune trace d’'OTA n'a été retrouséas la fraction L8
constituée d’un millilitre a 4°C du tampon de fiat contenant 10 % d’acétonitrile,
cette solution pourra donc étre employée pour pétde lavage de la procédure
d’extraction. 98 % de I'OTA percolée sont retrouvdans la premiére fraction
d’élution constituée d'un mélange eau/acétonit®@/10 (V/V) a température
ambiante, ce qui indique qu'un volume de 1 mL esdfisant pour I'élution de
'analyte par cette solution. Cette solution pouwtoamc également étre retenue pour
la mise au point d’'un protocole d’extraction ops#ni

2. Optimisation du protocole d’extraction

Le protocole d’extraction a été établi en fonctias résultats précédents. Le
volume de percolation a été fixé a 500 uL de tamgerixation et la fraction de
lavage a 1 mL d’'un mélange tampon de fixation/auéite 90/10 (V/V) a 4°C.
Dans le but de rechercher les conditions d’élukssnplus douces possibles pour ne
pas risquer de détériorer la liaison biotine/saejoline, une fraction d’élution
constituée de 1 mL d’eau pure a température anmbemété appliqguée. La figure 56
présente la moyenne de trois répétitions d’exwastiréalisées en suivant cette
procédure.
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Figure 56 :  Profil d'extraction obtenu sur I'oligoadsorbant OTAgyepta Synthétisé a partir d'agarose
activée streptavidine. Percolation : 500 pL tampon de fixation dopé par le 'OTA a 1 ppb
(T=4°C). Lavage : 1 mL tampon de fixation/acétonitrile 90/10 (V/V) (T=4°C). Elution, 1000
ML eau pure (T=25°C).
Le rendement d’extraction moyen obtenu est de 10awé&c un écart type de
3 %, démontrant la bonne répétabilité du profil. grefil du support de controle
montre que les étapes de percolation et de lavage ssiffisantes pour éluer les
composeés retenus sur le support de contrdle parartions non spécifiques. De
plus, la totalité de 'OTA est éluée de l'oligoadsant avec une solution d’élution
composée uniquement d’eau pure a température amabihrsemblerait donc que
'aptamere anti-OTA ait besoin de conditions d’'@&at differentes pour étre
dénaturé, puisque une élution par de I'eau pur® &Xn’était pas suffisante pour
I'aptamere anti-cocaine (cf figure 35).

La capacité de cet oligoadsorbant Gfwa ensuite été évaluée afin d'étre
comparée a celle de I'oligoadsorbant anti-coca$yathétisé en suivant la méme
procédure d'immobilisation.

3. Capacité du support

La courbe de capacité obtenue pour cet oligoadsorkl Asirepta €St
présentée en figure 57.
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Figure 57 :  Courbe de capacité de I'cligoadsorbant OTAgyept. €t de son support de contrdle
synthétisés a partir d'agarose activée streptavidine

La valeur mesurée sur ce support est de 1120 n§Al'Goit 2,77 nmoles
pour un volume de gel estimé a 311 pL. Ceci comeda une quantité d’aptameres
actifs greffés de 0,89 nmoles pour 100 puL de supjieette valeur est du méme
ordre de grandeur que celle obtenue pour I'oligodznt anti-cocaine CQepta
n°l (1,33 nmoles pour 100 pL de support) ce qeiskipenser que cette méthode
d'immobilisation des oligonucléotides serait trapsgble a d’autres aptameéres et
permettrait 'obtention de capacité de l'ordre @ nanomole pour 100 pL de
support. Le pourcentage d’aptameres greffés efsamprésente 21,7 % de la
guantité introduite pour le greffage. Concernansu@port de contrble, on vérifie
une nouvelle fois que la quantité d’'OTA retenue paeractions on spécifiques
augmente proportionnellement a la quantité percolée

Comme pour l'oligoadsorbant anti-cocaine, un oldgmbant anti-OTA
synthétisé a partir de sepharose activée CNBr lerdgat été caractérisé.

B. Immobilisation sur de la sépharose activée
bromure de cyanogene

Des aptameres amino-modifiés ont été immobilisés dau la sépharose
activée CNBr selon la procédure développée précédarmpour la synthése d'un
oligoadsorbant anti-cocaine. La rétention de I'C8uk ce support, appelé Othx,,

a eteé étudiée pour déterminer le volume de fin>xdion.
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1. Volume de fin de fixation

Ici encore, une fraction de percolation constitdégampon de fixation dopé
par de I'ochratoxine (5 ng/L) est appliquée swsupport, et est suivie du passage de
plusieurs fractions de lavage constituées de tamdpdixation. Le volume de fin de
fixation correspond au volume pour lequel I'ochxiite commence a étre €luée. Le
profil d’élution obtenu est présenté en figure 58.
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Figure 58 :  Profil d’élution pour I'évaluation du volume de fin de fixation. P : percolation de 100

WL de tampon de fixation dopé a 5 ng/L par de l'ochratoxine (T=4°C) ; L1 a L8 : lavages par

1 mL de tampon de fixation (T=4°C) ; E : élution par 500 pL d'un mélange eau/acétonitrile
60/40 (V/V) a température ambiante.

Ici encore, la forte différence de rétention obgerentre I'oligoadsorbant et
le support de contrdle témoigne de la réussite’'inenbbilisation des aptameres.
Aucune trace de cocaine ayant été retrouvée aprak 8e tampon de fixation,
I'élution a été provoquée par 500 pL d’'une solutani/acétonitrile 60/40 (V/V). Le
volume de fin de fixation sur I'oligoadsorbant Odwa: est donc supérieur a 8 mL,

alors que la totalité de 'OTA percolée sur le supmle contrdle est éluée aprés 1
mL de lavage.

2. Protocole d’extraction

Un protocole d’extraction a ensuite été développérpce support. Le
protocole testé est constitué d’'une fraction deglation de 1 mL de tampon de
fixation dopé par de 'OTA, d'un lavage par 1 mL @enpon de fixation contenant
10 % d’acétonitrile pour en augmenter la force @eaet d’une élution par 500 pL
d’'un mélange eau/acétonitrile 60/40 (V/V). La figus9 présente la moyenne de
trois profils obtenus avec ce protocole.
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Figure 59 :  Profil d’extraction obtenu sur I'oligoadsorbant OTAcyg: Synthétisé a partir de

sepharose activée CNBr. Percolation : 1 mL tampon de fixation dopé par de 'OTA a 1 ppb

(T=4°C). Lavage : 1 mL tampon de fixation/acétonitrile 90/10 (V/V) (T=4°C). Elution, 500 L

eau/acétonitrile 60/40 (V/V) (T=25°C).

Le rendement d’extraction obtenu avec cette praeédst de 100 % avec un
ecart type de 4 % (n=3). La rétention est donczaksée pour permettre un lavage
par une solution contenant 10 % d’acétonitrile safifscter la rétention de 'OTA.
La stabilité de cet oligoadsorbant synthétisé pae immobilisation covalente
permet ['utilisation d’'une solution d’élution pluuante, ce qui réduit le volume

requis pour I'élution de toute 'OTA percolée.

La simplicité du protocole d’extraction des oligeathants rend son
développement trés rapide. Ceci constitue un agemaajeur des oligoadsorbants
devant les MIP, pour lesquels la procédure d’ektvacpeut étre tres complexe et
longue a développer.

3. Capacité du support

La courbe obtenue lors de I'évaluation de la capaie cet oligoadsorbant
OTACcnsr est présentée en figure 60.
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Figure 60 : Courbe de capacité de I'oligoadsorbant OTAqyg, et de son support de controle
synthétisés a partir de sepharose activée CNBr
La courbe obtenue permet d’évaluer la capacitéugpat a 1530 ng, soit
3,8 nmoles (contre 2,8 nmoles pour I'oligoadsorb@@Cengr N°1). Cette valeur
correspond a 108,3 nmoles par gramme de suppooduseccore a 3,35 nmoles pour
100 pL de support. Le pourcentage d’aptameresegedt actifs représente 29,8 %
de la quantité introduite pour le greffage.

C. Comparaison des oligoadsorbants

Les densités de greffage observées pour les apameti-cocaine et anti-
OTA prouvent que les méthodes d’'immobilisation déwpées sont transposables
d’'un aptamere a l'autre. Cette propriété des oligogbants représente un important
avantage devant les polymeres a empreintes moiéul&n effet, leur synthése
nécessite le plus souvent une optimisation du chlihixmonomere, de l'agent
réticulant et de leurs proportions relatives. Diaupart, le développement d’'une
procédure d’extraction d’échantillons aqueux estiveat trés complexe (cf
Chapl.Il.E.7)

Le tableau 4 rassemble les différents résultatsmuist pour les greffages des
aptameres anti-cocaine et anti-OTA sur les supplertsepharose CNBr et d’agarose
streptavidine.
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Capacité de | Capacité pour 100 Taux de greffage
I'oligoadsorbant pL de support actif (%)
(ng) (nmoles)

CcocC OTA CcoC OTA CocC OTA

Sepharose CNBr (n°1) 730 (n°1) 2,12 (n°1) 19,2
1530 3,35 29,8
(35 mg secs) (n°2) 890 (n°2) 2,61 (n°2) 23,6

Agarose streptavidine

_ 690 1120 1,33 0,89 25,1 21,7
(300 pL de suspension

N

Tableau 4 :  Bilan des études de capacité des oligoadsorbants avec espaceur C6 synthétisés.
Touts les solutions de greffage contiennent 150 ug d’aptaméres.

Les résultats obtenus sur les différents oligodmsus sont relativement
similaires, d'autant plus que la valeur légeremenipérieure obtenue sur
l'oligoadsorbant OTANsr peut s’expliquer par les améliorations techniques
progressivement apportées a la procédure de geedliagi qu’'au savoir-faire acquis.

V1. Influence de la composition du tampon sur
la rétention

A. Données sur l'influence des ions divalents sur
I'aptameére anti-OTA

L’étude de Cruz-Aguado et Penner menée en 2008 autimisation de
I'affinité de I'aptamére anti-OTA en fonction de t@mposition du tampon dans
lequel il se trouve [164] a prouvé que le tampon gidection n'est pas
obligatoirement celui qui engendre la meilleurerétit. La concentration en cations
divalents semble notamment étre un parameétre mipsriant a prendre en compte.
Les résultats obtenus sont rappelés dans le pafagrsuivant et complétés par
d’autres résultats acquis au cours de cette théseomportement de I'aptamere
anti-cocaine a ensuite été étudié pour la prenfiieedans le but d’abaisser sa
constante de dissociation.

Cruz-Aguado et Penner [164] ont observé une augatientde l'affinité de
'aptameére lors de I'augmentation de la concerdratie 5 mM a 20 mM en ion
Mg®*. Etonnamment, le remplacement des ions magnésiundes ions calcium a
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également conduit a une amélioration significatie I'affinité. Grace a ces
modifications de la composition du tampon en catidivalents, la constante de
dissociation a été abaissée de 0,2 uM a 49 nMiduaef 61 présente les affinités
obtenues en fonction de la nature et de la coretgmrdu cation divalent.

Ks (nM)
concentration (mM) Mg2* Ca®"
0 NB NB
5 197 £ 74 112 + 12
10 148+ 8 54 +8
20 118 + 46 49+ 3

Figure 61 :  Constantes d’affinité mesurées en fonction de la nature et de la concentration du
cation divalent utilisé. NB : aucune affinité. Adapté de [164]
Ces résultats indiguent donc que le rayon et lenael occupé par les ions
jouent un réle primordial pour I'établissement deds interactions.

Etant donnée la nette amélioration de laffinité Idtamére OTA par
'optimisation de la nature et de la concentrateon cations divalents, une étude
similaire a été effectuée sur I'aptamere anti-aoeai

B. Etude de I'influence des ions divalents sur
I'aptameére anti-cocaine

Le volume de fin de fixation sur un oligoadsorbadu d’'une nouvelle
synthése, appelé CQfgr N°3, a été évalué dans des solutions contendétetites
concentrations en Mg C&*, et également Mii, qui a montré son influence sur
I'affinité de certains aptameres vis-a-vis de leilnle [276]. Ces solutions ont été
préparées en remplacant uniquement la concentrationagnésium dans le tampon
de sélection ([Tris]=20 mM, [NaCl]=140 mM, [KCI]=M, pH=7,4) par le cation
étudié a des concentrations de 1 et 5 mM. La riétentans le tampon de sélection
privé de tout cation divalent a également été émidPour chaque expérience, la
solution étudiée est utilisée pour le conditionnemele support (5mL), la
percolation (200 puL dopés par de la cocaine),sefrétions de lavages successives
conduisant a élution totale de la cocaine (frastide 200 pL). Les profils d’élution
représentant les taux de récupération cumulés gmague support en fonction du
volume de tampon de sélection percolé sont présemtégure 62.
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Figure 62 :  Profils d’élution de la cocaine en fonction de la nature et de la concentration du
cation divalent présent dans le tampon. (T.S. : tampon de sélection)

Le comportement observé est totalement différenfaggamére anti-OTA.
En effet, on observe que, quelque soit le catioraldnt, I'augmentation de sa
concentration entraine une diminution de l'affinité I'aptamere. D’autre part, la
solution sans cations divalents conduit a une tiéertres proche de celle du
tampon de sélection ((M§ = 1 mM), alors qu’elle provoque I'annulation tktale
l'affinité pour I'aptamére anti-OTA [164]. D’autrpart, le calcium entraine une
moins bonne rétention que le magnésium pour lex deumcentrations testées
contrairement & I'aptamére anti-OTA. Seule la sofutontenant 1 mM de Mha
permis d’obtenir une rétention légerement meillequgavec le tampon de sélection.
Néanmoins, l'utilisation du tampon de sélection slén procédure d’extraction est
conservée. En effet, les fluides biologiques déstina étre extraits par
I'oligoadsorbant anti-cocaine contiennent une cotraéon en magnésium proche
de 1 mM, la concentration en cations divalentsd@ac pas a étre ajustee.

C. Commentaires sur les évolutions de la
procédure de synthese

On peut remarquer que la rétention sur cet oligmddst COGngr N°3, iSsu
d’'une nouvelle synthése, est particulierement irigmte. En effet, environ 1500 uL
de tampon de sélection sont nécessaires pour®)U#r de la cocaine percolée alors
gue 800 pL étaient suffisant pour I'oligoadsorb&®Cengr N°1 sur lequel la
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procédure d’extraction a été développée (cf figttg Ceci s’explique par le fait
gue cette nouvelle synthese, réalisée en fin deethe profité de I'expérience et du
savoir-faire acquis au cours des premieres syrghéisa bénéficié d’améliorations
techniques. En effet, toutes les études de rétendéib de capacité décrites
précédemment dans ce chapitre correspondent amigues synthéses réalisées. La
procédure dimmobilisation a notamment été optimisdepuis ces premieres
synthéses, en ajoutant une étape de rincage a(lleall), suivie d’'un autre rincage
au tampon phosphate (MPO, a 200 mM et MgGla 5 mM, 175 pL, pH=8) du
support activé avant l'incubation des aptaméresflaeon dans lequel a lieu la
réaction d'immobilisation a lui aussi été modifi#un volume d’un millilitre pour
les premiéres syntheses, des inserts de 400 pénsaoite été utilisés afin de limiter
la dispersion de la phase sur la surface du flaceh, ainsi faciliter
’homogénéisation. Au vu de la rétention obtenu kesr derniéres synthéses, ces
différentes améliorations semblent conduire a dssltats prometteurs.

D. Discussion

Ces différents résultats montrent que les catioivalehts sont d’une
importance primordiale pour l'affinité de I'aptameeenvers sa cible. Ceci peut
s’expliquer par leur action a la fois sur la stanetde I'aptamere mais également sur
les liaisons les plus énergétiques développées antaptameres et sa cible que sont
les interactions électrostatiques.

Pour comprendre les phénomenes mis en jeu et pmsioir tenter de
prévoir les conditions dans lesquelles l'affinitéras la meilleure, une étude plus
approfondie sur I'effet de la force ionique, du pHde leurs combinaisons serait
nécessaire. Cependant, quelques interprétationepeétre avancées a partir de ces
résultats préliminaires. En effet, les aptameras pesquels I'influence des cations
divalents sur l'affinité a été étudiée peuvent &fl@ssés en deux catégories. Les
aptameres dont l'affinité augmente avec la cone#iotr en cations divalents
comme l'aptamere anti-OTA, I'aptamere anti-ATP [R@d encore I'aptamere anti-
coenzyme A [192] ont comme point commun d’étre gdisi contre des cibles
anioniques. Ce phénomene peut étre expliqué ptaitlejue les cations divalents
jouent a la fois un réle dans la stabilisation a@estructure tertiaire de I'aptamere,
mais aussi, comme I'évoquent Sazani et ses coladans a propos de I'aptamere
anti-ATP, dans la liaison cible/aptamére en peramgttla mise en place
d’interactions électrostatiques par pontage emigsecharges négatives de I'aptamere
et celles de la cible. En revanche, les aptaméoas khffinité diminue avec la
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concentration en cations divalents comme |'aptanamé-cocaine ou l'aptamere
anti-citrulline [175] sont tous deux dirigés conttes cibles possédant une charge
positive. Ici, les cations divalents sont nécessaimniquement a la structure de
'aptamere. Les interactions électrostatiques digptameére chargé négativement et
les charges positives de la cible sont probablengenantées par les cations
divalents en concentration trop importante, ce quiduit & une diminution de
I'affinité. Une baisse de la force ionique du tampmie sélection, en diminuant par
exemple la concentration en NaCl, pourrait peue giermettre d’obtenir une
meilleure affinite.

Méme si la prévision de la composition optimaletdionpon utilisé pour la
rétention sur l'oligoadsorbant reste complexe, lessement selon I'état de charge
de la cible pourrait accélérer I'optimisation de damposition du tampon pour
chaque nouvel aptamére étudié. Des études compigimesn de modélisation
moléculaire ou de mesure d’affinités par électrapbe capillaire.

VIl. Conclusion

Bien que I'affinité de 'aptamere anti-cocaine fagsrtie des plus faibles (cf
tableau 1), l'oligoadsorbant correspondant a teutnéme montré un volume de fin
de fixation suffisant pour son utilisation en egtran sur phase solide pour des
échantillons de faibles volumes. Ainsi, la grandejarmté des oligoadsorbants
synthétisés avec des aptameres de meilleure éffil@vrait montrer une meilleure
rétention. La caractérisation de l'oligoadsorbanti-©TA a quant a elle prouvé
gu’il doit étre possible de développer des procésiud’extraction entrainant une
purification encore plus poussée sur les oligodusus tres rétentifs grace a des
conditions de lavage plus séveres.

En conclusion, l'utilisation d’agarose activée ptewidine et de sépharose
activée CNBr ont conduit a des oligoadsorbants @arformances trés proches. La
facilité de synthése des oligoadsorbants basékasgpciation biotine/streptavidine
rend cette approche trés intéressante. Cependamature non covalente de la
liaison formée pourrait constituer une limitatioaup des oligoadsorbants exigeant
des conditions d’élutions séveres. D’autre partfatgeur d’enrichissement obtenu
sur ce type de support peut étre limité devanblggadsorbants a immobilisation
covalente. En effet, ceux-ci tolerent des solutiphgs éluantes qui permettent
d’obtenir des fractions d’élution de volume infénieCes observations ont conduit
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au choix de la méthode d’'immobilisation utilisaatsépharose activée CNBr, basée
sur une immobilisation covalente des aptameres paursuite de [I'étude.
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Chapitre 4 — Application des
oligoadsorbants a des echantillons réels
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Chapitre 4 — Application des oligoadsorbants a des
échantillons réels

Dans le chapitre précédent, des procédures d’imisation d’aptameres sur
des supports activés ont été développées, etitgsadkorbants obtenus ont montré
une forte rétention spécifique de leur cible. Latijf de ce chapitre est d’étudier la
sélectivité de ces supports en les appliquant xtréietion des composés ciblés
d’échantillons complexes. Ces oligoextractions, liséas sur des supports
synthétisés a partir de sepharose CNBr et avec ras bspaceur C6, seront
comparées a d’'autres méthodes de traitement deahétion généralement utilisées
pour les matrices complexes.

|. Oligoextraction de la cocaine d’échantillons
reels

A. Evaluation de la sélectivité du support

1. Particularités des aptameres constitués d’'une
jonction de trois tiges-boucles

La structure secondaire constituée de trois tigessles de I'aptamere anti-
cocaine lui confere une spécificité particuliera. difet, lorsque trois brins ou trois
régions d’ADN ou d’ARN s’assemblent pour former wsteucture a trois tiges, le
site de jonction forme une cavité hydrophobe. lgarfe 63 présente un exemple de
la structure de ce type de jonction.
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Figure 63 :  Structure de la jonction de trois tiges boucles formée par deux paires G-C et une
paire A-T. Les lignes pointillées symbolisent le squelette sucre-phosphate. Adapté de [278]
Cette région représente un site de fixation prétégepour de nombreuses
molécules hydrophobes retenues par des interactib@mpilement [279]. Un
aptamere sélectionné contre I'acide choliqgue pa@s#éde motif structural comme
site de fixation de la cible a été identifié partd&at ses collaborateurs [278]. Cet
aptamere a montré un manque de spécificité pulsg@eonnait six autres stéroides,
les plus hydrophobes ayant la meilleure affinit&tide de la sélectivité de cet
aptamére a conduit les auteurs a la conclusionlajdixation est principalement
régie par des interactions hydrophobes. La disoation entre les différents
stéroides testés s’effectue selon leur taille @t ferme, et non par I'établissement
d’interactions polaires spécifiques entre les gemognts fonctionnels des stéroides
et ceux de I'aptameére.

Un motif similaire de jonction de trois tiges boexla été observé sur
'aptamére anti-cocaine (cf Chap3.l.A.). Stojanoeic son équipe ont étudié la
rétention sur I'aptamere anti-cocaine de la quieinée deux stéroides reconnus par
'aptameére anti-acide cholique, que sont la costiémne et I'acide désoxycholique
[279]. Cette étude a montré que la corticostérdria quinine étaient reconnus par
I'aptameére anti-cocaine alors qu’en revanche, daaiésoxycholique ne présentait
aucune affinité. Les structures de ces moléculesm@ésentées en figure 64.

1) Cocain 2) Corticostéron 3) Quinine 4) Acide désoxycholique
Log P =2,43[2] Log P =1,43[280] Log P =2,1[281] Log P = 3,5 [282]

Figure 64 :  Structure des molécules reconnues (1-3) et non reconnue (4) par I'aptameére anti-
cocaine

Les différences structurales des trois moléculesmeues semblent montrer
gue les interactions mises en jeu dans la fixatd®m ces molécules sont
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principalement de nature hydrophobe, et peu sp@efi, comme pour I'aptamére
anti-acide cholique.

En effet, selon cette étude, les sites de fixatierces deux aptaméres sont
tres similaires, la faible différence de sélecévites deux aptameéres pourrait étre
due a la présence d'une paire de bases non compuifines a proximité de la
jonction de I'aptamére anti-cocaine qui déformsite de fixation.

Ce site de fixation, a la jonction de trois tigesutles, confere donc a
laptamere anti-cocaine un manque de sélectivitéepe@dant, [I'étape
d’oligoextraction étant placée en amont d’'une s#pam chromatographique, les
éventuels composés co-extraits pourront étre sgpatréainsi ne pas géner la
guantification de la cocaine. De plus, si les t@ssild’oligoextractions en milieux
réels sont convaincants avec cet aptamere, toumutess aptameres de plus grande
spécificité ne pourront donner que de meilleurefopmances.

La rétention de la quinine sur l'oligoadsorbant-aotaine a été étudiée. La
procédure d’extraction préecédemment développeé amiliquée a une solution de
quinine a 250 ppb dans le tampon de sélection.idguard 65 présente le profil
d’extraction obtenu.
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Figure 65 :  Profil d’extraction de la quinine sur l'oligoadsorbant anti-cocaine. Procédure
identique a celle de la figure 42.

Le profil obtenu confirme le fait que la quiningtseconnue par I'aptamere.
En effet, un rendement d’extraction de 99 % a étérau pour cette molécule alors
gu’il est de 86 % pour la cocaine.

2. Reconnaissance des métabolites de la cocaine

Cet aptamere anti-cocaine étant relativement pé&cifgpue, il semblait
plausible que les métabolites de la cocaine, ayaet structure proche, soient
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également reconnus. Ainsi, la rétention de la bg@iezgonine, métabolite principal
de la cocaine, qui differe de cette molécule paprésence d’'une fonction acide
carboxylique a la place d’'une fonction ester (cfaghl.A.2), a été évaluée sur
I'oligoadsorbant anti-cocaine en appliquant la pcare précédemment développée.
La structure de la benzoylecgonine ainsi que |dilpdbextraction obtenu sont
présentes en figure 66.
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Figure 66 :  Structure de la benzoylecgonine et profil d’extraction obtenu sur l'oligoadsorbant
anti-cocaine (pH=7,4). Procédure identique a celle de la figure 42.

Le profil d’extraction obtenu sur I'oligoadsorbast identique a celui obtenu
sur le support de contréle. Cela signifie que Bapkre anti-cocaine ne posséde
aucune affinité pour la benzoylecgonine. NéanmainspH du tampon de sélection
(pH=7,4), la benzoylecgonine porte, contrairemelat @caine, une charge négative
(pKa=3,15 [29]) qui pourrait expliquer cette difé@ce d’affinité. Une seconde
oligoextraction a donc été réalisée en pH acide ndeniére a placer la
benzoylecgonine sous sa forme protonée. Une valeupH de 3 a été choisie
comme compromis entre une forte proportion de bgezgonine protonée et
'absence d’hydrolyse acide de 'ADN. Le tampongigection a donc été ajusté a
pH=3 pour réaliser cette extraction. Le profil oliteest présenté en figure 67.
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Figure 67 :  Profil d'extraction obtenu en milieu acide (pH=3). Procédure identique a celle de la
figure 42 excepté le pH du tampon de sélection qui a été ajusté a 3.

Le profil étant identique a pH=7,4 et a pH 3, omtpen conclure que la
benzoylecgonine n’est pas reconnue par l'aptamésevaleur de pKa de cette
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molécule est trop faible pour pouvoir se placernapti qui annihile totalement
I'effet de la charge négative.

D’autres études sur cet aptamére rapportent égateraecomportement avec
la benzoylecgonine [210] mais aussi avec I'ecgonimeethyl ester
[165,167,191,216], qui possede les mémes propraeié®-basiques que la cocaine.
La non reconnaissance de I'ecgonine methyl estar lj@gtamére pourrait
s’expliquer par l'absence du groupement phénylesgre sur la cocaine,
probablement indispensable pour établir des intiers hydrophobes d’empilement
dans la cavité de fixation.

3. Conclusions

Le site de fixation de I'aptamere anti-cocainerekttivement peu spécifique
comparativement a d’autres aptameres ne posseédarmepjonction entre trois tiges
boucles. Cependant, il a été utilisé avec succes da nombreux capteurs ou
bioessais (cf Chap2.IV.B), méme si certains auteantsmentionné que la présence
de faux positifs était probable [283]. L'utilisatiade cet aptamére permet donc de
placer notre étude de faisabilité dans les contities moins favorables. Ainsi, tout
oligoadsorbant synthétisé avec un aptamere plusfgpe conduira a une meilleure
purification.

D’autre part, les métabolites de la cocaine n’étpas reconnus par
'aptamere, I'étude de la sélectivité de I'aptamaoé étre réalisée dans une matrice
biologique pour laguelle I'extraction et la quaitttion de la cocaine est pertinente.
Le sang a été choisi pour évaluer les performaded®ligoextraction de la cocaine
d'un échantillon réel. En effet, cette matrice lesteule qui permette d’évaluer le
degré d'influence de la drogue sur le comportena@ninoment du prélévement (cf
Chapl.l.A.3). Sa grande complexité nécessite ls glouvent un traitement de
I'échantillon long et délicat. L'oligoextraction reedonc comparée aux méthodes
généralement utilisées.
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B. Extraction de la cocaine de fluides
biologiques

1. Oligoextraction de la cocaine de plasma et
comparaison a la SPE conventionnelle

Dans un premier temps, la sélectivité de I'oligoastion a été évaluée en
appliqguant la procédure précédemment développéa &chantillon de plasma
humain dopé par de la cocaine a une concentratof,4 pg/mL. Cette valeur
correspond a la concentration atteinte dans le s@ngs la prise d'une dose de
cocaine (45 mg en intraveineuse) [284]. Avant d'@ppliqué a I'oligoadsorbant, le
plasma a été dilué par un volume de tampon det&#ieafin d’en diminuer la
viscosité. La composition en cations du plasmatétas proche de celle du tampon
de sélection ([Ng= 140 mM, [K']= 4,8 mM, [Md]= 0,8 mM, [C&']= 2,3 mM
[285]), aucun ajustement de la composition du tamgbe sélection n’est nécessaire.
Le mélange est ensuite filtré avant d'étre per¢@@ pL) sur I'oligoadsorbant a
base de sépharose CNBr et synthétisé avec un esfizge

Ce traitement par oligoextraction a été comparée extraction sur phase
solide sur un support de silice greffée C18. Lac@dure d’extraction utilisée a été
adaptée d’'une étude de Maralikova et ses collaban®{94]. Cette procédure a été
choisie car elle est représentative des traitem@athantillons de plasmas réalisés
pour des analyses de drogues. Une cartouche 10ii8g200 mg) est tout d’abord
conditionnée par 2 mL de méthanol, 1mL d’eau ytmee et 1 mL d’'un tampon de
bicarbonate d’ammonium (4mM, pH=9,4). Deux milidis de ce méme tampon sont
ensuite ajoutés a 1 mL de plasma dopé par de Eirma 0,4 pg/mL. Le mélange
obtenu est percolé sur la cartouche, et est swwimedétape de lavage constituée d’'un
millilitre de tampon bicarbonate d’ammonium. L’étag’élution est effectuée en
percolant 1,5 mL de méthanol contenant 2% (V/V)idla acétique. Les extraits
ainsi obtenus sont évapores a sec sous flux d’'aebtepris dans huit millilitres de
phase mobile analytique afin dobtenir le méme dact de dilution que
I'oligoextraction et de pouvoir comparer les chréogaammes obtenus en termes
d’efficacité de purification.

Les chromatogrammes issus de l'injection des fvastid’élution des deux
méthodes d’extraction sont comparés en figure 68.
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Figure 68 :  Chromatogrammes obtenus lors de I'analyse des fractions d'élution d’une extraction
par un support de silice C18 (A) et par I'oligoadsorbant (B). Le pic de la cocaine est indiqué
par la fléche.

Le rendement d’extraction obtenu sur I'oligoadsotbast de 90 %, valeur
relativement proche de celle obtenue en milieu(ar: 10 %). La percolation d’'un
échantillon complexe ne perturbe donc pas la remiesance de la cocaine par les
aptameres.

D’autre part, le chromatogramme correspondant lggtiextraction présente
un nombre plus réduit de composés co-extraits} gusine ligne de base mieux
définie que celui correspondant a I'extractionglice C18. De plus, I'utilisation du
support non sélectif conduit a I'obtention d’'un mle cocaine impur difficile a
quantifier. Le composé interférent co-€élué a laatoe, possédant une polarité
similaire a celle-ci, sera co-extrait sur tout sapmlont la rétention est uniquement
basée sur I'hydrophobie. La sélectivité des aptamepermet, en purifiant
I'échantillon, d’éliminer ces coélutions chromataghiques responsables d’erreurs
de quantification. Le chromatogramme résultant ddigbextraction révéele
cependant la présence d’'un composé co-extraiteelu@ min. Ce composé pourrait
étre un stéroide ou toute autre molécule hydrophmbeente dans le plasma et
capable de se fixer au site de reconnaissanceagtaihére anti-cocaine. La courte
séparation chromatographique utilisée est toutefoifisante pour isoler la cocaine
et permettre sa quantification.

Bien que l'aptamére anti-cocaine fasse partie desnsnsélectifs, son
utilisation pour l'oligoextraction a néanmoins caitdh une importante purification
de I'échantillon, et démontre le grand potentieé quossedent les aptameres pour
leur utilisation en extraction sélective sur phsside.

Apres la percolation de plasma contenant des meetegui catalysent la
dégradation de brins d’ADN, une extraction en milgur a été effectuée afin de
vérifier I'intégrité de I'oligoadsorbant. Les remdents d’extraction avant et apres
l'application de [I'échantillon de plasma ont été mparés. Un rendement
d’extraction de 90 % ayant été obtenu, aucune plert&tention n’a donc été notée.

155



Le temps de contact de ces enzymes avec les agmohéant I'étape de percolation
reste donc suffisamment court pour éviter la déafiad des aptameéres. La stabilité
des oligoadsorbants est donc suffisante pour letetnant d’échantillons
biologiques.

La possibilité de réutiliser I'oligoadsorbant pogptusieurs extractions
d’échantillons réels a également été étudiée. Pelar, trois extractions de plasma
consécutives ont été réalisées sur le méme oligdaaist et une diminution
progressive du rendement d’extraction a été obeerdés valeurs de 72 %, 43 % et
41 % ont été obtenues. Pour s’assurer que cetsebde rendement n’était due ni a
une dégradation du support, ni a sa saturationressiye par des protéines retenues
par interactions non spécifiques, une extractioomdieu pur a été effectuée et un
rendement de 87 % a été obtenu, ce qui confirréétrité de I'oligoadsorbant.
Etant donné que le méme échantillon de plasma pgapée la cocaine a été utilisé
pour les trois extractions, cette baisse du rendemiextraction peut étre attribuée
soit a une dégradation rapide de la cocaine, hien’gchantillon ait été conservé a
4°C, soit a une fixation progressive de la cocaime protéines du plasma. En effet,
ce phénomeéne de fixation de la cocaine aux praé&@nété rapporté dans plusieurs
études [286-288] qui concluent que le pourcentageodaine sous forme libre varie
entre 5 et 70 % en fonction de la concentrationforane liée de la cocaine pourrait
donc ne pas étre reconnue par l'aptamere, et datigorbant serait donc
uniqguement capable d'extraire la forme libre domt proportion diminue
progressivement aprés le dopage du plasma. lieggincdant important de noter que
linfluence de ce phénomene n’a été évoquée dansnaudes études traitant de la
conception de capteurs ou bioessais a partir di@gres anti-cocaine et destinés a
des échantillons biologiques.

Afin d’évaluer l'influence du phénomene de fixatiaux protéines sur la
reconnaissance des aptameres, deux oligoextractiéaksées avant et apres un
traitement par précipitation des protéines d’'unaétiion de plasma dans lequel de
la cocaine a été incubée, doivent étre compar@esguantité de cocaine supérieure
retrouvée lors de la deuxieme extraction signifgua la fixation de la cocaine aux
protéines affecte sa reconnaissance par l'aptardeet effet, une procédure de
précipitation des protéines a été développée.

2. Développement de I'étape de précipitation des
protéines

Diverses procédures de précipitation des protéisest généralement
utilisées pour le traitement d’échantillons de plas[289-295]. Etant donné que
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cette étape de précipitation des protéines secg@len amont d’une oligoextraction,
'agent précipitant devra étre choisi de maniéce gu’il ne perturbe pas la rétention
de la cocaine par les aptameres.

La premiere procédure de précipitation des proéitestée consiste en
l'ajout de sulfate de zinc et a été adaptée d'uheled de Romitelli et ses
collaborateurs [293]. Un premier essai en miliew puété réalisé afin d’étudier
linfluence des ions Zfi en forte concentration sur la rétention de la roeaar
I'aptameére. Pour ce faire, 100 uL d’'une solutionsdifate de zinc a 300 g/L ont été
ajoutés a 1 mL de tampon de sélection dopé paa dedaine de sorte a se placer
dans des conditions identiques a celles obtenugs &#gtape de précipitation des
protéines. Le traitement de 200 pL de ce mélangmraduit a un rendement
d’extraction de 64 %. Ce résultat est donc cohéaeat I'étude de l'influence des
cations divalents sur la rétention (Chap3.VI.B) qoincluait que 'augmentation de
la concentration en cations divalents diminuaitffibité de I'aptameére. Cette
méthode s’avere donc inappropriée pour une uiilisaten amont d'une
oligoextraction avec I'aptamére anti-cocaine.

La deuxieme procédure testée consiste en la prago des protéines par
l'acide trichloroacétique (TCA). Le protocole choss été adapté d’'une étude de
Polson et al [292]. Un volume d’une solution d’actdchloroacétique a 10 % (m/V)
est ajouté a deux volumes d’échantillon. Le pH alinageant obtenu étant tres acide
(valeur théorique : pH=0,7), un volume d’un tamgpnisyasd=0,69 M, [KCI]=10,4
mM, [MgCl;]=2,4 mM et [NaCl]=0,28 M. Calculs présentés en ex®n 5)
permettant d’ajuster le pH a une valeur de 7,4siajne les concentrations en ions
monovalents et divalents est ajouté juste avamelaolation sur I'oligoadsorbant.
Ceci permet d’éviter I'hydrolyse acide des aptammdogs de la percolation de ce
surnageant sur I'oligoadsorbant.

Une étude préalable concernant la dégradation deotaine dans les
conditions acides de cette étape de précipitatiereaéalisée. De la cocaine a été
incubée pendant 28h a température ambiante ennflaotré dans le tampon de
sélection (pH=7,4) ou dans un mélange tampon aetseh/TCA 10 % (2:1, V/IV)
(pH=0,7). L’analyse chromatographique de ces delutisns, aprés neutralisation
de la solution acide, a montré que 26 % de la oecaiitiale se sont dégradés dans
le tampon de sélection, alors que seulement 4 #%i Ebé dans la solution acide.
Cela confirme que le principal mécanisme de la atigion de la cocaine est
I'hydrolyse basique, et que cette molécules edilestan milieu tres acide. Cette
meéthode de précipitation assure donc la non ptétipn de la cocaine durant cette
étape.



Un premier essai a été réalisé en simulant le @apar du tampon de
sélection dopé afin de s’assurer que I'ajout dsdlation de TCA puis du tampon
neutralisateur n'affecte pas la rétention de lague sur I'oligoadsorbant. Pour cela,
200 pL d'une solution de TCA a 10 % ont été ajowté400 pL de tampon de
sélection dopé par de la cocaine afin de simuleréape de précipitation. 200 pL
du tampon neutralisateur sont ensuite ajoutés alaméaliser I'oligoextraction de
200 pL de la solution résultante. Le rendement tddexion obtenu sur
I'oligoadsorbant est de 93 %, ce qui prouve quéasiethode de précipitation des
protéines est parfaitement compatible avec uneekaction.

Cette méthode de précipitation a ensuite été apggdich un échantillon de
plasma dopé par de la cocaine (procédure présentéenexe 6). Aprés une période
d’'incubation de quatre heures, cet échantillon thsrpa dopé a été utilisé en
paralléle pour une oligoextraction ainsi que pooe yrécipitation des protéines
suivie d’'une oligoextraction. Les quantités de toeaetrouvées par chacune des
oligoextractions ont été comparées. Avec l'oligoastion du plasma non traité par
précipitation, 48 % de la cocaine initialementadtrite ont été retrouvés. Les 52 %
manguants sont liés a la dégradation de la coga@ndant la période d’incubation
et/ou & sa non reconnaissance par I'aptamere lefiest fixée aux protéines.
Pour l'oligoextraction du plasma traité par pré@pon, seulement 28 % de la
guantité de cocaine initialement introduite ont i&touvés. Puisque une quantité
supérieure pour I'échantillon traité par précipdat était attendue, du fait de
I'élimination des protéines responsable de la foratle la cocaine, la différence de
guantité de cocaine retrouvée ne peut étre attriluéa une co-précipitation de la
cocaine pendant I'étape de traitement par le TGAwvErain et ses collaborateurs
[295] rapportent également ce phénomene de copgii@odn avec cet agent
précipitant sur des composés pharmaceutiques. efnaglt, cette méthode de
précipitation des protéines n’'est donc pas appeepdi I'analyse quantitative de la
cocaine.

La troisieme méthode de précipitation des protéirtestée utilise
I'acétonitrile comme agent précipitant selon unecpdure adapté de Polson et al
[292]. Les proportions utilisées dans cette procgdsont deux volumes
d’acétonitrile pour un volume d’échantillon. Le mipal inconvénient de cette
meéthode est que le surnageant obtenu est compmseé fibrte proportion de solvant
organique, ce qui rend impossible sa percolatioacté sur un oligoadsorbant. Une
étape d’évaporation a sec puis de reprise darasripdn de sélection doit donc étre
ajoutée. La procédure suivie est détaillée en anlex_es rendements obtenus par
cette méthode sont généralement supérieurs a 2922P5].
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Une nouvelle fois, une oligoextraction directe d'échantillon de plasma
dopé par de la cocaine et laissée incubée quatreshe été comparée a une
oligoextraction de ce plasma prétraité par une ipitdtion des protéines par
'acétonitrile. 64 % de la cocaine introduite ialément ont été retrouvés par
oligoextraction directe du plasma dopé, contre 6pdur I'oligoextraction précédée
de la précipitation des protéines. L’échantillorarty été incubé pendant quatre
heures a 4°C, il est donc probable que la quamighquante soit due a une
dégradation de la cocaine (temps de demi-vie dmdaine dans le sang (37°C):
~1h, cf Chapl.l.A.2). D’autre part, la répétabilité rendement d’extraction ayant
été démontrée précédemment, ce résultat laisses@mpgue le rendement de I'étape
de précipitation des protéines est proche des 1p@t%lonc que la quantité de
cocaine extraite par I'oligoadsorbant est la mémerésence et en I'absence des
protéines du plasma. La fixation de la cocaine pratéines du plasma ne semble
donc pas géner sa reconnaissance par I'aptaméte.iypothése demande toutefois
a étre vérifiée, notamment par I'analyse de toasnétabolites de la cocaine afin de
s’assurer gue la quantité manquante provient umeuné de la dégradation de la
cocaine. Le fait que I'aptamere puisse extrairéffér@mment la cocaine libre ou
liée pourrait s’expliquer par un déplacement deuikbre de la fixation de la
cocaine aux protéines vers sa libération lorsquertae libre de la cocaine se fixe
aux aptameres

La baisse de la quantité de cocaine observée &wdrdis oligoextractions
consécutives est donc due a sa dégradation trigkerdans le plasma, bien qu'il ait
été conservé a 4°C et que le temps écoulé entteplage du plasma par la cocaine
et la troisieme extraction n’ait pas excédé quiagnares.

3. Oligoextraction de sang total

Afin d'illustrer une nouvelle fois le fort potentieque possedent les
oligoadsorbants pour I'extraction sélective d'atedy de matrices complexes,
I'oligoextraction d’'un échantillon de sang total éé réalisée et comparée au
traitement par précipitation des protéines paréfaitrile décris précédemment et
souvent utilisé pour ce type d’échantillon [292R95%s échantillons traités sont
ensuite analysés par une méthode de chromatogriqhige de partage a polarité
de phases inversées couplée a la spectrométrieadsendécrite en annexe 2. Les
analyses sont réalisées en mode SIM, en suivanmt fioléculaire de la cocaine de
rapport m/z = 304,1. Les échantillons de sang pustem ont été fournis par le
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laboratoire de toxicologie ToxLab (Paris) et copmsdent a des cas ou le déces a
été attribué a une overdose de cocaine.

Etant donnée la grande complexité de ce type diéitlums, la procédure
d’'oligoextraction précédemment développée a étérédgent modifiée pour
permettre une meilleure purification. La tres gesensibilité de la spectrométrie
de masse permet de diminuer le facteur d’enrichiesé de I'oligoextraction en
diminuant le volume percolé et en augmentant lemel de lavage, conduisant ainsi
a une meilleure purification. Ainsi, les volumes ircolation et de lavage ont été
respectivement fixés a 100 pL et 400 pL au lielk0@ pL et 300 pL. La somme
des volumes des étapes de percolation et de |a#zge restée constante, cette
procédure doit conduire a un rendement d’extraciientique a celui obtenu
précédemment.

Bien que le sang total et le tampon de sélectientales compositions tres
proches en matiere de pH, de force ionique et deertdration en calcium et
magneésium, le sang a été dilué d’'un facteur 4 @darmpon de sélection avant sa
percolation sur I'oligoadsorbant. Le role de cati@tion est a la fois d’ajuster la
composition de sang pour s’affranchir des légeegmiions que I'on peut rencontrer
d'un lot a l'autre, et également d’en diminuer lscosité afin de faciliter sa
percolation sur I'oligoadsorbant.

Ainsi, pour I'oligoextraction directe de sang totb L de sang sont ajoutés
a 75 pL de tampon de sélection et ce mélange estlper 4°C sur I'oligoadsorbant.
Apres une étape de lavage constituée de 400 pandeon de sélection, la cocaine
est éluée par 400 pL d’'un mélange eau/acéton®@elO (V/V). Cette fraction
d’élution est ensuite évaporée a sec sous fluxotEazpuis reprise dans 200 pL
d’eau acidifiée (pH=4, HCI) pour limiter I'hydrolgsbasique de la cocaine avant son
analyse.

Les quantités de cocaine retrouvées par les dethxones de traitement de
I'échantillon sont tres proches, puisque la conmegiain dans le sang a été estimée a
26 ng/mL avec la méthode d’oligoextraction et ar@dmL avec la méthode de
précipitation des protéines. Les chromatogrammésnols en mode SIM en suivant
le ratio m/z = 304,1 correspondants a ces deuxadéthsont présentés en figure 69.
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Figure 69 :  Chromatogrammes correspondant a l'injection de sang post-mortem contenant de
la cocaine prétraité par une précipitation des protéines (A) ou une oligoextraction (B). Mode
SIM. m/z = 304,1

Malgré la grande sélectivité du mode d’acquisit&iM, on remarque que la
I'échantillon est si complexe que plusieurs compgsgssédant le méme ratio m/z
gue la cocaine sont présents. Cependant, la ligiase est beaucoup mieux définie
pour le chromatogramme provenant de l'injectiorsdag traité par oligoextraction,
démontrant ainsi que cette méthode conduit & unkeare purification. La limite
de quantification obtenue pour cette méthode e&, deg/mL, valeur 2,4 fois plus
faible qu’avec la précipitation des protéines. aupart, on observe qu’un
composeé interférent est co-€lué avec la cocaindesehromatogramme issu du
traitement par précipitation des protéines. Ce am@p perturbe donc la
guantification de la cocaine et pourrait étre aidioe de la légere différence de
concentration obtenues par les deux méthodes ddentent. Pour le
chromatogramme issu du traitement par oligoexwactaucune co-€lution n’est
observée grace a la purification apportée par lecsété des aptameres. Dans ce
cas précis, une détection en mode MRM permettaiiination du pic interférent
sur le chromatogramme issu du traitement par ptatgn des protéines.
Néanmoins, les propriétés de purification des aligmrbants pourraient étre
précieuses en cas d’effets de matrices au courkétdge d’ionisation, ceux-cCi
affectant sans distinction les modes SIM ou MRMrpme analyse quantitative.

Ces résultats, pourtant obtenus avec un aptamateeenent peu spécifique
et ayant une faible affinité, sont donc prometteyrsur [utilisation des
oligoadsorbants pour I'extraction sélective de cosgs d’échantillons complexes.
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lI. Oligoextraction de I'ochratoxine A du vin

Les oligoadsorbants anti-OTA ont également étéiqyp@s a des échantillons
réels, afin de confirmer leur potentiel pour I'edtion sélective de 'OTA en milieu
complexe.

A. Oligoadsorbant a base d’agarose activée
streptavidine

La possibilité d’extraire I'OTA d’échantillons deinvsur I'oligoadsorbant
basé sur un mode de greffage non covalent, une ¢ixéiminaire sur sa stabilité
suite a la percolation d’un échantillon contenah®d d’éthanol a été réalisée. Ainsi,
une solution dopée par de I'OTA et constituée d'omélange tampon de
fixation/éthanol 90/10 (V/V) a été extraite en agpant la procédure précédemment
développée sur cet oligoadsorbant. Un rendementtrdion de 100 % a été
obtenu pour une quantité d’OTA percolée corresponda0,4 % de la valeur de
capacité précédemment mesurée.

Afin de déceler une éventuelle baisse de la capddde a une dégradation
du support par I'éthanol, une extraction en milegueux pur d’'une quantité plus
importante d’OTA, représentant 65 % de la capgmiéEédemment déterminée, est
effectuée. Un rendement d’extraction de 85 % aobténu, ce qui met en évidence
une baisse significative de la capacité. D’autredraetions en milieu pur
d'importantes quantites d’'OTA ont alors été réasseéafin destimer plus
précisément la nouvelle valeur de capacité. Lad@giD présente la nouvelle courbe
de capacité issue de ces valeurs.
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Figure 70 :  Courbes de capacités de I'oligoadsorbant a base d’agarose activée streptavidine
avant et aprés le passage de I'échantillon contenant 10 % d'éthanol.

La nouvelle valeur de capacité déduite des extmstien milieu aqueux,
effectuées apres le passage de I'échantillon cantetD % d’éthanol, est évaluée a
720 ng, contre 1120 ng initialement. Ceci corresparune diminution de capacité
de 36 %.

La liaison biotine/streptavidine est donc trop #ldesa la présence des 10 %
d’éthanol pour permettre la percolation de vin®isupport. L'oligoadsorbant basé
sur un greffage covalent doit étre utilisé poutyge d’application.

B. Oligoextraction de vin sur le support a base
de sepharose CNBr

1. Comparaison de I'oligoextraction a l'injection
directe de vin

L’oligoadsorbant synthétisé a partir de sepharoB#rCa été utilisé pour
réaliser une extraction de 'OTA de vin rouge enpl@pant le protocole
préecédemment développé en milieu pur (cf Chap3.Rj.B.e vin est dopé par de
'OTA a 2 pg/L, ce qui correspond a la valeur maxfienautorisée (cf Chapl.1.B.2).
L’échantillon de vin, d’'un pH voisin de 3, est peddement ajusté a pH=8,5, valeur
identique a celle du tampon de fixation, avantré’'@ercolé sur I'oligoadsorbant. La
fraction d’élution est analysée et comparée avafettion directe de vin dopé. Les
deux chromatogrammes obtenus sont présentés ea figu
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Figure 71 :  Chromatogrammes correspondant a l'injection de vin dopé par de 'OTA (2 pg/L)
non traité et traité par I'oligoadsorbant. Le temps de rétention de I'OTA est indiqué par la
fleche.

La comparaison de ces deux chromatogrammes pesmaetire en avant la
purification apportée par l'oligoextraction. En edff bien que la détection
fluorimétrique soit relativement spécifique, le @matogramme issu de l'injection
directe de vin contient un tres grand nombre depam®@s interférents qui empéchent
son interprétation. L'oligoextraction a conduit'@dimination de la quasi totalité de
ces composeés interférents. Cependant, un rendesifexitaction de 136 % a été
obtenu lors de l'intégration du pic d’'OTA obtenu $& chromatogramme issu du
traitement par I'oligoadsorbant. La présence d’pautement sur le pic de 'OTA
(cf figure 73) indique que ce rendement anormaléndé@vé est synonyme de pic
impur. Afin de confirmer la présence d'une impuyeténe extraction d'un
échantillon de vin non dopé a été effectuée. Leralatogramme obtenu est présenté
en figure 72.
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Figure 72 :  Chromatogramme correspondant a l'injection d’un échantillon de vin non dopé par
de I'OTA et préalablement extrait par I'oligoadsorbant
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Ce chromatogramme confirme la présence d’'un ougts composes a un
temps de rétention voisin de celui de 'OTA. Etdahnée la tres grande rétention de
I'OTA sur l'oligoadsorbant, la procédure d’extramti a ensuite été optimisée de
sorte a éliminer ces composés co-extraits.

2. Optimisation de la procédure d’extraction

Afin d’éliminer le ou les composés interférents &oés avec I'OTA, le
volume et la force éluante de la fraction de lavpgavent étre augmentées. Un
protocole comportant une fraction de lavage canstitde 2 mL d’'un mélange
tampon de fixation/acétonitrile 80/20 (V/V), contré mL de tampon de
fixation/acétonitrile 90/10 (V/V) précédemment, & desté en milieu pur. Un
rendement de 100 % a été obtenu pour cette extnadta rétention de I'OTA sur
I'oligoadsorbant est donc suffisamment forte poarngettre I'utilisation de 20 %
d’acétonitrile dans la fraction de lavage. Dankued’obtenir une étape de lavage la
plus efficace possible, le volume de cette fracterlavage a été augmenté a 3 mL.
Le rendement d’extraction obtenu en milieu pur ppliguant cette procédure est de
96 %. Ce choix semble étre un bon compromis entrdauage efficace et un
rendement d’extraction élevé.

Ce protocole optimisé a ensuite été appliqué &cbardillon de vin dopé. La
figure 73 compare les chromatogrammes obtenus a&taaqrés optimisation de la
procédure d’extraction.

1254

o
@
a
+

100+

Avant optimisation

T84

Aprées optimisation

A0+

mvolts

254

0.0+

-2.54

Minutes

Figure 73 :  Chromatogrammes issus de l'injection de vin dopé prétraité par oligoextraction non
optimisée et optimisée.

On remarque que I'épaulement observé sur le chagresnme
correspondant a I'oligoextraction non optimiséeadsstent suite a I'application de la
procédure optimisée. L’application de conditionslaeage plus efficaces a donc
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permis I'élimination des composeés interférents,duesant a I'obtention d’'un pic

pur, donc d’'une quantification plus fiable. Un rentent d’extraction de 93 % a été
obtenu, ce qui confirme que les composés respasathe la surestimation
précédemment observée ont été éliminés.

3. Comparaison a un support conventionnel et a un
immunoadsorbant

Les performances de l'oligoadsorbant ont été coégsara celles d'un
support SPE conventionnel (Silice C18) et d'un eusupport sélectif, un
immunoadsorbant, constitué d’anticorps anti-OTA iolitisés sur un support
solide. Les procédures appliquées pour chaque sguppu été adaptées de
protocoles extraits d’'un article de Hernandez gtoalr le support de silice C18 [95],
et d’'une résolution de l'office international de Végne et du vin [165] pour
immunoadsorbant. Ces procédures ont été adapiedslle sorte que I'analyse de
la fraction d’élution corresponde a la méme quantié vin extraite dans les trois
cas. La procédure d’immunoextraction est compogéka ghercolation du vin dopé
dilué par un volume de tampon bicarbonate, d’'uimpee lavage par du tampon
bicarbonate, d’'un second lavage par de l'eau, ehed’élution par du méthanol.
Concernant le support de silice C18, I'échantillie vin dopé est dilué dans un
volume d’eau avant d’étre percolé, un premier lavagr de l'eau est ensuite
appligué et suivi par un second lavage par uneisaleau/méthanol 40/60 (V/V).
L’élution est ensuite réalisée par du méthanol. fuesocoles d’extraction détaillés
sont décrits en annexe 7. Les chromatogrammes ideasprétraitements par
I'oligoadsorbant, la silice C18 et I'immunoadsorbaant présentées en figure 74.

16¢€



Extraction sur

25 50 75 Tioo Tizs 25 50 75 KT 28

Immunoextraction

Pl

75 ) 75 00 "i28

A~

Figure 74 :  Chromatogrammes correspondant a I'extraction de I'OTA dans le vin par un
oligoadsorbant, un support de silice greffée C18 et un immunoadsorbant. Vin dopé a 2 ug/L.
Procédures décrites en annexe 7

Le chromatogramme issu du prétraitement par laesii18 montre que ce
support est celui qui engendre le plus de co-eixtra& La présence d'un
épaulement sur le pic de 'OTA indique que ce @icimpur. Le rendement obtenu
(122 %) confirme qu’un ou plusieurs composés iBterits est/sont sont co-élué(s)
avec I'OTA, ce qui entraine une surestimation dem#entration. Comme évoqué
précédemment, ce type de support basé uniquement I'établissement
d’interactions hydrophobes peut entrainer la coaexibn de composés de polarité
voisine de celle de I'analyte, provoquant des di@hg lors de la séparation.

Concernant les deux supports d’extraction basésdear mécanismes de
reconnaissance moléculaire, les chromatogrammass ige ces prétraitements
présentent un pic d’'OTA sans épaulement, permediast une quantification aisée
et fiable. Cependant, on remarque que l'oligoadsariengendre la co-extraction
d’'un nombre plus importants de composés polairest b temps de rétention est
proche du temps mort de la colonne analytique. @eairait étre di a la forte
densité de charge que présentent les aptameresapaort aux anticorps. Ces
charges peuvent étre a l'origine d’interactionsapek non spécifiques développées
avec ces molécules, les conditions de lavages &¥gHo choisies pour éluer les
substances plus apolaires, ne provoquant pas lapture. La procédure
d’oligoextraction pourrait donc étre améliorée é&tamposant I'étape de lavage en
plusieurs phases. Un premier lavage, constitué d/alume important d'une
solution aqueuse de force ionique éleveée, pernitetitt d’abord I'élimination des
composeés polaires sans nuire a la rétention deA'QIn second lavage par une
solution de volume plus réduit et composée d’emviB0 % de solvant organique,



permettrait I'élution des composés apolaires. Cagtix ayant été effectués en fin
de these, ce type de protocole n’a pas pu étreéval

[1l. Conclusion

L'utilisation de lI'aptamere anti-cocaine pour ce@itude de faisabilité a
permis de montrer le fort potentiel de I'oligoextian, malgré I'affinité et la
sélectivité limitée de I'aptamere. Bien que la néien de la cocaine sur ce support
ne permette pas d’obtenir un facteur d’enrichissgndéevé pour I'extraction de la
cocaine, cette technique d’extraction apporte urendg sélectivité a I'étape
d’extraction par rapport aux autres techniques gdedent utilisées, augmentant
ainsi la fiabilité des résultats.

La synthése d’'un second oligoadsorbant, avec uanage possédant une
affinité plus forte, a permis le développement éusrocédure d’oligoextraction
plus performante en termes de concentration. S@licapon a une matrice trés
complexe et en association avec une détection nspisifigue que pour la cocaine,
a montré des performances de purification compeasadlix immunoadsorbants. Une
autre matrice telle que le blé pourrait étre testdiea de confirmer que les
oligoadsorbants constituent une réelle alternativeimmunoadsorbants.

Il est également a noter que le développement ¢sqoles d’extraction des
échantillons réels est tres rapide, contrairemamt polyméres a empreintes
moléculaires, qui nécessitent souvent une longtienggation notamment des étapes

de lavage.

168






170



Conclusion

L’aptamere anti-cocaine a été choisi comme aptameéoeele afin de
concevoir un support d’extraction sélective surgghaolide. La premiere étape de
cette étude de faisabilité a concerné 'immobii@atdes aptameres. De nombreux
protocoles différents sont décrits dans la litidmt mais le plus populaire,
consistant a fixer des aptameres biotinylés a yp@t activé streptavidine, s’est
avére tres simple a mettre en ceuvre et a condl@s aligoadsorbants tres rétentifs.
Cependant, son principal inconvénient réside daneakure non covalente de la
liaison formée, qui offre une moins grande flexiBildans le choix des conditions
d’élution du fait de sa fragilité.

L'oligoadsorbant basé sur I'immobilisation covakerd’aptameres amino-
modifiés sur de la sepharose activée CNBr a matgséperformances relativement
proches de celles obtenues sur I'oligoadsorbartineistreptavidine. L'influence de
la longueur du bras espaceur sur le greffage dasutention a été étudiée pour ce
type de greffage. Lorsque la longueur du bras espaest augmentée, le nhombre
d'aptaméres greffés augmente mais le pourcentaggtadthéres greffés et actifs
diminue, ces deux composantes se compensent®ippsrts obtenus possédent, au
final, des rétentions et des capacités trés protlessforts taux de greffages obtenus
avec I'espaceur C12 suggeérent qu’'une optimisatesadnditions de greffage visant
a augmenter le pourcentage d’aptameéres actifségresérait a envisager. Il serait
également intéressant de mettre au point un geeféag un support résistant a la
pression afin de réaliser des oligoextractions Emgp en ligne avec l'analyse
chromatographique.

La sélectivité de l'oligoadsorbant développé a @asété validée par
'extraction de cocaine de plasma humain et de saogt-mortem. Les
chromatogrammes correspondant a linjection desamdlons extraits par
oligoextraction ont montré un apport important ewrification comparé aux
techniques généralement employées.

Ce développement a ensuite été transposé a undsaptamere, avec lequel
des oligoadsorbants ont été synthétisés et caistéde la méme facon. La plus
faible constante de dissociation de cet aptamérenduit a un volume de fin de
fixation plus de dix fois supérieur a celui de igmadsorbant anti-cocaine. Le
protocole de greffage ainsi que les compositiors stdutions utilisées durant la
procédure d’extraction se sont avérées directetremsposables de I'oligoadsorbant
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anti-cocaine a l'oligoadsorbant anti-OTA. Ceci $aisdonc présager que ces
développements sont généralisables a tout autemeape. Seuls les volumes des
différentes fractions et la composition du tampailisé pour la percolation et le
lavage ont di étre optimisés. L'application de gpp®rt a I'extraction de 'OTA a
partir d'un vin rouge a montré des résultats comipias a ceux des
immunoadsorbants, tres fréquemment utilisés.

Le point faible des supports d’extraction sélectue phase solide est que le
nombre de composés qu’il est possible d’extraireuanément est relativement
réduit. Sur ce point, les oligoadsorbants offreas ghropriétés tres intéressantes
comparées aux autres systemes de reconnaissaneéeutamk. En effet, les progrés
du procédé SELEX permettront trés probablementéiecsonner des aptaméres
dont la réactivité croisée sera prédéfinie, ceegtiimpossible pour les anticorps ou
les MIP. Par exemple, la sélection d'un aptamepalsle de reconnaitre de maniére
spécifique la cocaine, la benzoylecgonine et I'eay® methyl ester constituerait un
outil trés puissant pour la synthese d’un oligodolsot destiné a une analyse ciblée
de cette famille de molécules, permettant ainsiughaenter grandement la
sensibilité de la méthode. Il est également eneisblg de sélectionner des
aptameres tres spécifiques, sélectionnés pour mato® une seule molécule, afin de
développer des méthodes d'analyse sur site coéssitud'une étape
d’'oligoextraction directement couplée a la détagtiosans séparation
chromatographique. Le format devra cependant étapté a ces méthodes de terrain
en miniaturisant le dispositif, afin d’en augmeni@rmportabilité et d’en réduire le
codt.
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Annexe 1 : Procédures d'immobilisation

|. Immobilisation sur de la sépharose activée
thiol

24 nmoles d’aptameéres anti-cocaine, amino-mod#giédeur extrémité 5’
avec un bras espaceur C6, ont été ajoutés a 0, mglfo-SIAB dans 288,3 uL de
phosphate de sodium (200 mM, pH=8) pour 6h a teatpér ambiante et dans le
noir. Les aptameres sont ensuite précipités datkahol, séchés, et resolubilisés
dans une solution de phosphate de sodium (13280 M, pH=8, [NaCl]=5 mM).
Les aptameres sont renaturés par chauffage a 88A@Gapt 3 min, suivi d’'un
refroidissement rapide par de la glace. 35 mg phasese activée thioh¢tivated
thiol-sepharose (4B)Sigma-Aldrich) sont ensuite lavés par 6 mL d’edtapure et
6 mL d'un tampon Tris/HCI (200 mM, pH=7,5, [NaCljg@aM). 3 mL d'une
solution préalablement désoxygénée contenant 20dmMithiothréitol, 200 mM de
tampon Tris/HCI (200 mM, pH=7,5) et 20mM de NaChsensuite ajoutés, suivis
par un lavage par 4,5 mL d’'une solution égalemésbrygénée contenant 200 mM
de Tris/HCI (pH=7,5) et 20 mM de NaCl. La solutioontenant les aptameres est
ensuite incubée avec le support activé pendant lithadans le noir a température
ambiante. L'oligoadsorbant obtenu est ensuite Etvplacé entre deux frittés dans
une cartouche SPE de 1 mL avec au moins 4 mL &#HRi (200 mM, pH=7,5).
Les groupements thiols n'ayant pas réagit sontusiegpar un traitement par une
solution constituée de Tris/HCI (200 mM, pH=7,5)det iodoacétamide (10 mM).
Un support de contréle a été synthétisé en suillamiéme procédure mais sans
aptameres.

Il. Immobilisation sur la silice activée
glutaraldehyde

30 mg de silice activée sont successivement laaés2pmL de tampon
phosphate (0,1 M, pH=6) et NaCl (1M), puis par 2 deLtampon phosphate (0,1 M,
pH=6) et MgC} (1mM). 100 pg d’aptaméres amino-modifiés en 5'cawe espaceur
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C12 sont solubilisés dans 100 puL de tampon phospfitat M, pH=6) et MgGl
(ImM) et renaturés en chauffant cette solution &9pendant 10 min et en la
laissant refroidir & température ambiante pend@ninB. Cette solution est ensuite
incubée une nuit avec le support de silice (35ghgaraldehyde-activated silica (40
um), Mallinckrodt Baker) a température ambiantesumageant est ensuite éliminé
et le support est lavé par 1 mL de tampon phospftaie M, pH=6) et MgCGl
(AmM), et quelques milligrammes de NafHN sont ajoutés. Aprés une nuit a 4°C,
I'oligoadsorbant obtenu et placé entre deux frittées une cartouche SPE de 1 mL,
puis le support est lavé par 5 mL de tampon phdspftal M, pH=6), 5mL de
tampon phosphate (0,1 M, pH=6) et NaCl (1M), 5 neLtampon phosphate (0,1 M,
pH=6)/éthyléne glycol (90/10, V/V), puis par 5 mke tampon phosphate (0,1 M,
pH=6). Les sites actifs n‘ayant pas réagit sontuiasblogués par une solution
d’éthanolamine (0,2M) mise en contact pendant 2bligoadsorbant est ensuite
rincé par 5 mL de tampon phosphate (0,1 M, pH=@neL de tampon phosphate
(0,1 M, pH=6) et NaCl (1M). Une autre synthése@aa@dtectuée en présence de 50
pL de cocaine a 89 ppm ajoutés a la solution d'ibilisation. Un support de
contrble a été synthétisé en suivant la méme proeddais sans aptameres.

lll. Immobilisation sur 'agarose activée
streptavidine

9 nmoles d’aptaméres biotinylés en leur extrémioht solubilisées dans 3
mL d’'un tampon composé de §PO, (10 mM), KH,PO, (1.8 M), NaCl (0.17 M),
KCI (3.3 mM) et EDTA (ImM) ajusté a pH=7.4. Les apires sont ensuite
renaturés par chauffage a 75°C pendant 5 min, silidion est laissé a température
ambiante pour 30 min. 300 pL de la solution deebild’agarose activée en
suspension (streptavidin activated agarose (CL-8B)na-Aldrich) sont ajoutés a la
solution d’aptaméres et laissés incubés une rein@érature ambiante. L'adsorbant
est ensuite placé entre deux frittés dans uneuwdr&SPE d’'un millilitre puis lavé
par 10 mL du tampon NHPO, (10 mM), KH,PO, (1.8 M), NaCl (0.17 M), KCI
(3.3 mM) et EDTA (1mM) ajusté a pH=7.4. Un suppaetcontrdle est synthétisé en
parallele en suivant la méme procédure d’immokibsamais en remplacant les
aptameres par 9 nmoles de biotine.

189



I\VV. Immobilisation sur la sepharose activee
CNBr

Les aptameéres sont solubilisés a 1 g/L dans ungti@ol composée de
NaHPO, (200 mM) et MgC4 (5 mM) ajustée a pH=8. Avant immobilisation, les
aptameres sont renaturés par chauffage de la @olati75 °C pour 5 min est
refroidissement progressif pendant 30 min a tenmperaambiante. 35 mg de
sepharose activee CNBr (CNBr-activated SepharoBe 48 um), Sigma-Aldrich)
sont rincés 6 fois par 1 mL de HCI (pH=3), puis fpanL d’eau ultrapure, et enfin
par 175 pL de tampon NdPQO, (200 mM), et MgC (5 mM) pH=8. 150 uL de la
solution d’aptameres sont incubés avec le suppatruit a température ambiante.
L’adsorbant est ensuite placé entre deux frittés dme cartouche SPE de 1 mL et
lavé par 3 mL de N&PO, (200 mM, pH 8). Les sites actifs du support n’ayaes
réagis sont neutralisés par une solution de Trj$ @, pH=8) mise en contact
pendant 2 heures. Le gel est ensuite lavé trassdar alternativement 2 mL de
tampon aceétate (0,1 M) et NaCl (0,5M) ajusté a ptltL mL de tampon Tris
(0,1M) et NaCl (0,5 M) ajustée a pH=8. Un suppa@tcdntrole a été synthétisé en
suivant la méme procédure mais sans aptameres.
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Annexe 2 . Méthodes d’analyse
chromatographique de la cocaine

|. Analyse par chromatographie liquide couplée
a la détection par absorbance UV

1. Systeme utilisé

Chaine de chromatographie liquide Agilent 1200ese¢équipée d’'une pompe
analytique binaire, d’'un passeur d’échantillong’ein détecteur d’absorbance UV a
barrettes de diodes contrélés par le logiciel Chatios.

La séparation de la cocaine et de la benzoylecgazsh effectuée avec une
colonne SymmetryShield RP18 (150 x 2.1 mm, 3.5 Yaters) placée dans un four
a colonne maintenu a 35°C

2. Conditions analytiques

a. Quantification de la cocaine seule

La séparation est réalisée en mode isocratiquedglib de 0,2 mL/min avec
une phase mobile constituée de 62 % de tampon patesd mM, pH=6), et 38%
d’acétonitrile & un débit de 0,2 mL/min. La longuelonde de détection est 233
nm. Le volume injecté est de 20 pL. La figure snotea présente un
chromatogramme correspondant a I'analyse d’unetisalule cocaine a 0,3 ppm.
Les limites de détection atteintes
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b. Séparation et quantification d’'un mélange de
cocaine et de benzoylecgonine

La séparation est réalisée en mode gradient eisaumilles mémes phases
mobiles que pour la quantification de la cocaingesd_e pourcentage d’acétonitrile
est augmenté de 19 a 40 % en 10 minutes. Le dgthitee0,2 mL/min, la longueur
d’onde de détection de 233 nm et le volume injestéde 20 L. La figure suivante
présente un chromatogramme correspondant a I'andlys mélange de cocaine et
de benzoylecgonine a 0,1 ppm.

mAl
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Les limites de détection sont de 1,6 ppb pour lezbglecgonine et 3,8 ppb
pour la cocaine.
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ll. Analyse par chromatographie liquide couplée
a la détection par spectrométrie de masse

1. Systeme utilisé

Un spectrométre de masse triple quadripble Varha&8été couplé, via une
source d’ionisation par electrospray, a un syst@&mechromatographie liquide
constitué d'une pompe analytique Varian 212 LC 'enhdpasseur d’échantillons
ProStar 410.

La séparation de la cocaine et de la benzoylecgarsh effectuée avec une
colonne SymmetryShield RP18 (150 x 2.1 mm, 3.5 Waters) dont la température
est maintenue a 20°C.

2. Conditions analytiques

La cocaine (m/z=304,1) est détectée en mode SIM avepotentiel de
capillaire (cone) de 80 V.

La séparation est réalisée en mode isocratiquedehih de 0,2 mL/min par
un mélange de 82 % d’eau et de 18 % d'acétonitiiles deux acidifiés par de
I'acide formique a 0,2 % (V/V). Le volume injectétale 20 pL. La figure suivante
présente un chromatogramme correspondant a I'andlysie solution dopée par de
la cocaine et de la benzoylecgonine.
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Annexe 3 : Analyse chromatographique de I'OTA

Le systetme HPLC est constitué d'un passeur d'édlwast (Water 717,
Saint Quentin en Yvelines, France) et un systéemegaNaProstar comportant une
pompe (Prostar 230) et un détecteur fluorescemis{®r 330). L'OTA est séparée
sur colonne en phase inverse de type Waters SUMFif@l8 (5pum 150 x 2,1 mm
di). La phase mobile est constituée d’acétonigie-acide acétique (59,5 :39,5 :1)
avec un débit de 0,2 mi/min. L'ochratoxine A estedée par fluorescenca =
333 nm ;Aer=460 nm). Les volumes d’échantillons injectés stm®0ul. La figure
suivante présente un chromatogramme corresponddiihjection de 0.25 ng
d’Ochratoxine A.

mialts

0 B E h 3 B

La limite de quantification a été estimée a 60 ng/L
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Annexe 4 : Méthode d’analyse chromatographique
des aptameres

1. Systeme utilisé

Le systeme est identique a celui décrit dans I'aarie La colonne est placée
icia5b0 °C;

2. Conditions analytiques

Une chromatographie de paire d’ions a été utilssée un tampon acétate de
triethylammonium (0,1 M, pH=7) comme solvant A ’'acé&tonitrile comme solvant
B. Un mode gradient a été utilisé a un deébit dendlL.2min, allant de 7 % jusqu’a
14,5 % de B en 30 min. La détection est réaliseéanm. Le volume d’injection
est de 25 pL
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Annexe 5 : Détermination de la composition de la
solution de neutralisation apres
précipitation des proteines par le
TCA

150 pL de surnageant, issus de I'étape de prénquitales protéines, et
contenant 30,5 pmoles de TCA doivent étre neuéslgar 50 pL d’'une solution de
neutralisation. Le pH final doit étre de 7,4 etdescentrations des ions tres proches
de celles du tampon de sélection. La base utifi@@e la neutralisation est le Tris.
Deux contraintes se présentent, le pH final noupose que le rapport des
concentrations de la forme basique sur la formdeadbit étre égal a 0,13 (valeur
déduite du pH final et du pKa du couple), et lanferacide doit représenter
30,5 umoles (issues de la réaction du TCA surrdaédoasique du Tris). Il faut donc
gue la concentration initiale en Tris dans ce tamge neutralisation soit égale a
0,69 M.

Concernant les concentrations des ions, les qgéantdpportées par
I'échantillon de sang ont été prises en comptecMes quantités apportées par le
sang pour chaque ion : Nel4 pmoles, K=0,48 pmoles, Mg=0,08 pmoles. Afin
gue les concentrations apres neutralisation sagates a celles du tampon de
sélection, le tampon de neutralisation devra asomme composition : [KCI]=10,4
mM, [MgCl;]=2,4 mM et [NaCl]=0,28 M.
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Annexe 6 : Précipitation des protéines

|. Précipitation par I'acide trichloracetique
(TCA)

475 pL d'une solution de TCA a 10 % (m/V) sont agsua 950 uL de
plasma. Le mélange est passé au vortex pendargc@ddes, puis laissé 20 min a
4°C et enfin centrifugé a 3000 rpm avec r=12 cmduecorrespond 1210 g). 150
ML du surnageant sont ensuite ajoutés a 50 pLrdpda de neutralisation décrit en
annexe 4.

Il. Précipitation par I'acétonitrile

400 pL d’acétonitrile sont ajoutés a 200 pL deplasLe mélange est passé
au vortex pendant 20 secondes, puis centrifugéd@ §0pendant 5 min. 75 pL du
surnageant sont évaporés a sec sous flux d'azotpres dans 100 puL de tampon de
sélection pour une oligoextraction, ou dans 200djgau pH=4 pour une injection
directe.
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Annexe 7 : Procédures d’extraction sur phase
solide conventionnelle et
d’immunoextraction de 'OTA

1. Procédure d’immunoextraction (protocole
OENO 16/2001)

La cartouche utilisée pour I'immunoextraction dOTA est la Puri-Fast
OTA IAC, 500 mg de LIBIOS (Bully France). Le protile d’extraction appliqué
est le suivant :

- Percolation : 10mL du mélange vin dopé a 2ug/Ltsmhude dilution (50:50)
- Lavage : 5mL de solution de lavage puis 5mL d’eau-
- Elution : 2mL de méthanol

- Evaporation de la fraction d’élution sous; Iduis redissolution dans 2.5ml
eau/acn (60:40)

La solution de dilution est constituée de polyethykglycol (1%) et de
NaHCG; (5%) dans 'eau. La solution de lavage est quaalieaconstituée de NacCl
(2,5 %) et de NaHC$X0,5 %).

2. Procédure d’extraction sur C18

La cartouche utilisée est la Discovery DSC-18, b@f (Supelco, Sigma-
Aldrich). Le protocole d’extraction appliqué estslgivant :

- Percolation : 2 mL du mélange vin dopé a 2ug/L{&&560)
- Lavage : 400 puL deau puis 400 pL d'un mélangeraatianol (40/60)
- Elution : 400 pL méthanol

- Evaporation de la fraction d’élution sous Nuis redissolution dans 500 pL
eau/acn (60:40)

199



200



Liste des figures et des tableaux

Liste des figures

Figure 1:  (A) : Structure de la cocaine ; (B) : Chlorhydrate de cocaine ; (C) : « Crack »................. 26
Figure 2 : Transmission de I'influx nerveux en absence et en présence de cocaine [3].................. 27
Figure 3:  Schéma du métabolisme de la cocaine. Adapté de [5] ......cccueeeeeevivveeeeeeeeiiirieeeeeeecinans 28
Figure 4 :  Structure de 'OCAIQLOXING A.......oooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e e e ettt eaa e e e e e s aaraaaaeeasinnes 32
Figure 5 : Protocole d’extraction sur phase solide. [81]..........uweeeeecevieieeeeeeeiiieeieeeeecciiieeaeaaaaa, 35
Figure 6 :  Cartouches pour I’extraction sur phase solide. Adapté de [85,86].........cccccovuveeevrvvennen. 39
Figure 7 :  Disque pour I'extraction sur phase solide et son dispositif [88] ........cccccouevvvveeeivvveennnen. 39
Figure 8 :  Plaque SPE de 96 CArtoUChes [89] .......uuuuueeeeiieeeeieeesieeeeieeeecteaeseaeaessaaeesteaennees 40
Figure 9 : Couplage en ligne de I'extraction sur phase solide avec la chromatographie en phase

liquide [82]. 41

Figure 10 : Exemple d’effet de matrice en LC-MS?2 Analyse du triflumizol dans différents légumes
dopés a la méme quantité. AdAPte de [102] ..........eueeeeeeeeeeeeeeeee et eectttee e e e e e e et eaaeeeseanes 46
Figure 11 :  Principe de la synthése de polymeéres a empreintes moléculaires. Adapté de [117]...... 50
Figure 12 : Chromatogrammes obtenus apreés l'injection d’un extrait de sol dopé par des pesticides
sans traitement (A) et avec traitement par un polymere a empreintes moléculaires (B) et un

immunoadsorbant (C). (1) atrazine; (2) simazine; (3) terbutylazine. Adapté de [118]........................ 53
Figure 13 :  Structure des acides nucléiques et de leurs bases. Adapté de [128]............cccueeeeeeunnne. 58
Figure 14 :  Les paires de bases canoniques et leur appariement par liaisons hydrogéne. Adapté de
[129] 59

Figure 15: Représentation schématique des principaux motifs structuraux. (A) : la double hélice
[133]; (B) : la tige boucle [134] ; (C) : le pseudo-nceud [135] ; (D) : Structure (gauche) et empilement
(droite) des tetrades de G [136] ........uweecueeeeeeeieeeeeeeecee e et e et e e et e e e et e e e e sstaaessseaestaeaeesssaeenneees 60
Figure 16 :  Représentation de la structure tertiaire des complexes (a) aptamere-néomycine B (b)
aptamére-tobramycine. La structure de I'aptamére est représentée en rubans et bdtons et les

molécules sont représentées en boules pleines [138)]........ouueeeeueeeeeeeeeeiiiieeeeeeeeiiteeee e e eecstveaaa e 62
Figure 17 :  Principe général de I'identification d’aptameéres par le procédé SELEX [131]................ 64
Figure 18 : Représentation schématique du fonctionnement d’un capteur électrochimique a
thrombine (A) [203], et de deux capteurs a cocaine (B) [204] et (C) [206] ..........oeeeecveeeeecreeeeeecreaenne 77
Figure 19 : Capteur de cocaine par inhibition de fluorescence [165]. (F : fluorescéine, D : inhibiteur
Lo L= [V oY= ol =3 ¢ Lo = I 80
Figure 20 : Capteur colorimétrique de cocaine basé sur I'agrégation de nanoparticules d’or en
présence de cocaine. AdQPLE Ae [210)].......oooeooneeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e ettt a e e e e e e e a e e e e e araaaa s 81
Figure 21 : Représentation schématique de la détection colorimétrique de la cocaine basée sur la
dispersion de nanoparticules liées par I'aptamére anti-cocaing [211]..........cccccvveeeeeeeeecvirerveeaaeeaaenns 81
Figure 22 :  Principe du capteur colorimétrique a cocaine basé sur le déplacement d’un

Lol aJqe Lo e oY (= Y4 P 82

Figure 23 :  Formats utilisés par les bioessais utilisant des aptameéres. (A) : Format a un seul site
pour la détection d’une petite molécule ; (B) : Format a un seul site pour la détection d’une
macromolécule ; Format a deux site (type « sandwich ») pour la détection d’une macromolécule.

Y iYo (o] oY L=l (=3 I N ) DS P PRSPt 84
Figure 24 :  Représentation schématique des méthodes d’analyse en format non compétitif et
compétitif en électrophorese capillaire. Adapté de [230] ........ccceeeeeeeeeeeeiiieeeiie e eeecee e 88

Figure 25 :  Capteur de cocaine en format « bandelette ». A) : Représentation schématique de la
bandelette avant utilisation (1), aprés un test négatif (2) et aprés un test positif (3) (les agrégats de
nanoparticules sont représentés en bleu et la ligne de streptavidine immobilisée en cyan). B)
Détection de différente concentrations de cocaine (mM) dans du sérum humain. Adapté de [220].. 89

201



Figure 26 : Chromatogrammes résultants de séparations effectuées sur des phases stationnaires a
base d’aptameéres. (A) Séparation de I'adénosine et des analogues structuraux (AA : acide
ascorbique) [238]. (B) Analyse d’un sérum humain dopé par le cytochrome C [239]...........ceeeeuuee.... 91
Figure 27 :  (A) : Elution de la sélectine par un gradient d’EDTA apreés lavage par un tampon [250].
(B) : (a) Elution de thrombine par une solution de NaClO, aprées lavage par un tampon. (b-d) Injection
de différentes protéines pour I'étude de la sélectivité. (e) Injection de la thrombine sur un support de
contréle sans aptaméres pour évaluer les interactions non spécifiques [251] .......ccceeeeevvvveeeeeeeeeccnanes 94
Figure 28 :  Représentation schématique (a) et photographie (b) du microsysteme. p1 et p2
représentent les réservoirs d’entrée et de sortie. p3 représente I'entrée pour la mise en place des

billes dans Ia chambre. AdGPE A [255]....c..uveeeeeie et ee et et te e e stee e e e e cta e et aesstesaesaseens 95

Figure 29 :  Représentation schématique (a) et photographie (b) du microsysteme. Adapté de [258]
96

Figure 30 :  Structure secondaire de I'aptamére anti-cocaine lié a sa cible (ellipse noire). Adapté de

[165] 102

Figure 31 : Séquence de I'aptameére anti-OCAratoXing A. ...........cccoeeeeeveeeesiieeeeiieeesiieeeesireseesiseenas 102

Figure 32 :  Réactions de greffage des aptameres sur les supports étudiés. (A) : Immobilisation
d’aptaméres amino-modifiés sur un support de sepharose activée thiol via un crosslinker. (B) :
Immobilisation d’aptameres amino-modifiés sur de la silice activée glutaraldehyde.
(C) : Immobilisation d’aptameéres biotinylés sur de I'agarose activée streptavidine.
(D) : Immobilisation d’aptaméres amino-modifiés sur de la sepharose CNBE. ..............cccccevuveeennn.. 105
Figure 33 :  Profil d’extraction obtenu sur I'oligoadsorbant synthétisé avec la sépharose activée
thiol. Percolation : 500 uL tampon de sélection dopé par de la cocaine (T=4°C). Lavage : 500 uL de
tampon de sélection (T=4°C). Elution : 500 uL d’un mélange eau/acétonitrile 60/40 (V/V) (T=25°C).
107
Figure 34 :  Profil d’extraction obtenu sur I'oligoadsorbant synthétisé avec la silice activée
glutaraldehyde. Percolation : 100 uL tampon de sélection dopé par de la cocaine (T=4°C). Lavage :
100 ul de tampon de sélection (T=4°C). Elution : 100 uL d’un mélange eau/acétonitrile 60/40 (V/V).
(T=25°C). 108
Figure 35 :  Profil d’extraction obtenu sur I'oligoadsorbant COCsyepta N°1 Synthétisé a partir
d’agarose activée streptavidine. P (Percolation) : 500 uL tampon de sélection dopé par de la cocaine
(T=4°C). L (Lavage) : 500 uL de tampon de sélection (T=4°C). E (Elution) : 500 uL d’eau pure a 60°C
110
Figure 36 :  Profil d’extraction obtenu sur I'oligoadsorbant COCsrepeq n°1 synthétisé a partir
d’agarose activée streptavidine. Percolation : 500 uL tampon de sélection dopé par de la cocaine
(T=4°C). Lavage : 500 ulL de tampon de sélection (T=4°C). Elution : 1000 ulL d’un mélange
eau/acétonitrile 90/10 (V/V) a 60°C. Moyennes et écarts types sur 3 répétitions. ...........c.cevueenn.. 111
Figure 37 :  Profil d’extraction obtenu neuf mois apreés la synthese. Procédure identique a celle de la
figure 36. 112
Figure 38 :  Courbes de capacité de I'oligoadsorbant COCs.pi, n°1 et de son support de contréle
synthétisés a partir d’agarose activée streptavidine. Procédure identique a celle de la figure 36....113
Figure 39 :  Profil d’extraction obtenu sur I'oligoadsorbant COCsrepeq N°2 synthétisé a partir
d’agarose activée streptavidine. Procédure identique a celle de la figure 36 .............ccooueeveeeeeennnne. 114
Figure 40 :  Profil d’extraction obtenu sur le support synthétisé avec la sépharose activée CNBr.
Percolation : tampon de sélection dopé par de la cocaine (T=4°C). Lavage : tampon de sélection
(T=4°C). Elution : mélange eau/acétonitrile 60/40 (V/V). (T=25°C). Fractions de 500 uL.................. 116
Figure 41 : Comparaison de la rétention de la cocaine sur I'oligoadsorbant COCeyg,n°1 et sur le
support de contréle lors du passage de tampon de sélection. P : percolation de 200 uL de tampon de
sélection dopé par de la cocaine (T=4°C). Lavages avec le tampon de sélection : 200 uL pour L1 et 100
UL POUE L2-L9 (TZAPC)- oottt ettt e s et s et es s ae s e e se s s et s eees s seseensesees 117
Figure 42 :  Profil d’extraction optimisé pour I'oligoadsorbant COCcyg, n°1 synthétisé a partir de
sepharose CNBr. Percolation : 200 uL de tampon de sélection dopé par de la cocaine (300 ppb,
T=4°C). Lavage : 300 uL tampon de sélection (T=4°C). Elution : 400 uL d’un mélange eau/acétonitrile
60/ 40 (V/V). (TE25°C) oveeeeeeeeeeeeeeeeeee et stt et e e e st et e e et e st e teesta s st asstesesnsasssassseseansennsenseens 118
Figure 43 :  Comparaison des profils d’extractions obtenus sur I’oligoadsorbant COCeng,n°1, le
support de contréle et le support avec I'aptamere dont la séquence a été mélangée. Procédure
identique G celle de 1A fIGUIE 42. ...ttt e e e e e e e e ettt a e e e e e ettt aaaeeeasaes 119

202



Figure 44 :  Comparaison des profils d’extractions obtenus sur I'oligoadsorbant COCeng, n°1, le
support de contréle et le support greffé par I'aptamére dont la séquence possede une erreur.

Procédure identique a celle de 1a fiQUIe 42. ............ooeeeeeceeeeesieeeeeee et esteeeeeeta e e steeaeeteaeesnees 120
Figure 45 :  Courbe de capacité de I'oligoadsorbant COCcyg,n°1 et de son support de contréle
synthétisés a partir de sepharose ACtiVEE CINBY. ........cc...uueeeeeeeeeeeieeeeeeeseeteiee e eestesciieaaaaeeesssaeeaas 121

Figure 46 :  Profil d’extraction correspondant a I'oligoadsorbant COCcyg, n°1 synthétisé a partir de
sepharose CNBr et obtenu huit mois apres la synthése. Procédure identique a celle de la figure 42.

122
Figure 47 :  Profil d’extraction obtenu sur I'oligoadsorbant COCcyg, n°2 synthétisé a partir de
sepharose CNBr. Procédure identique a celle de 1 figure 42 .............ouuueeeeceeeeescieeeeiiiiaeeeceeeesveenn. 123
Figure 48 :  Courbe de capacité obtenue pour I'oligoadsorbant COCcyg, n°2 synthétisé a partir de
SEPRNGAIOSE CINBI ...ttt e e ettt e e e e ettt e e e e e ettt s e e e e eaaseeasasssasaaeesassssssaaaeesssssssanasas 124

Figure 49 :  Profils d’élutions obtenus sur les oligoadsorbants a base d’oligonucléotides inactifs et
immobilisés avec des bras espaceurs différents. V=200 uL : Percolation (cocaine a 100 ppb). De 300 a

700 ulL : lavage par le tampon de SEIECLION ............cc.eeeeecueieeeieeesieeeeteeectae s aaeesaeaessaeaessrseaens 125
Figure 50 :  Profils d’élution obtenus sur des oligoadsorbants synthétisés avec un espaceur Cé6

(COCcng-n°1) ou C12 et sur le support de CONLIOIE ...........cceueeeeeeieeeieeeeee et ete e e etaa e 126
Figure 51 :  Profil d’extraction moyen obtenu sur I'oligoadsorbant avec un espaceur C12. Procédure
suivie identique a celle développée précédemment. (Cf figure 42).............cuceeeeevveeeeecveeeeeccieeeeennnnn. 127

Figure 52 :  Chromatogrammes correspondant a I'injection d’aptameéres avec espaceur C6 ou C12.
La quantité injectée correspond a I'injection de la solution de greffage diluée 125 fois (~ 8 ppm) .. 128
Figure 53 :  Taux de greffages mesurés par quantification des aptaméres dans les solutions de

greffage et de lavage pour trois syntheses d’oligoadsorbants C6 et C12............cceeveueeeecvveeeeecirenanns 129
Figure 54 :  Courbe de capacité obtenue sur un oligoadsorbant synthétisé avec un espaceur C12
L L1 LT S 130

Figure 55 :  Profil d’élution pour I’évaluation du volume de fin de fixation. P : percolation de 500 uL
de tampon de fixation dopé a 10 ng/L par de I'ochratoxine (T=4°C) ; L1 a L7 : lavages par 1 mL de
tampon de fixation (T=4°C) ; L8 : lavage par 1 mL d’un mélange tampon de fixation/acétonitrile
90/10 (V/V). (T=4°C) ; E : élution par 1 mL d’un mélange eau/acétonitrile 90/10 (V/V) a température
ambiante. 132

Figure 56 :  Profil d’extraction obtenu sur I'oligoadsorbant OTAsep:, Synthétisé a partir d’agarose
activée streptavidine. Percolation : 500 uL tampon de fixation dopé par le I'OTA a 1 ppb (T=4°C).
Lavage : 1 mL tampon de fixation/acétonitrile 90/10 (V/V) (T=4°C). Elution, 1000 uL eau pure
(T=25°C). 134

Figure 57 :  Courbe de capacité de I'oligoadsorbant OTAse,tq €t de son support de contréle
synthétisés a partir d’agarose activée Streptaviding................coccceuveeeieeeeciieeieeeeeeiciciieeeaeeeeesisaennas 135
Figure 58 :  Profil d’élution pour I’évaluation du volume de fin de fixation. P : percolation de 100 uL
de tampon de fixation dopé a 5 ng/L par de I'ochratoxine (T=4°C) ; L1 a L8 : lavages par 1 mL de
tampon de fixation (T=4°C) ; E : élution par 500 uL d’un mélange eau/acétonitrile 60/40 (V/V) a
LEMPEIALUIE QMDIGNTE. ....cooeeeeeeeeeeeeeeeee e e ettt e e e ettt a e e e e e ettt aaaeessessstssseaaeeesssssssasaaesasissres 136
Figure 59 :  Profil d’extraction obtenu sur I'oligoadsorbant OTAns, Synthétisé a partir de sepharose
activée CNBr. Percolation : 1 mL tampon de fixation dopé par de 'OTA a 1 ppb (T=4°C). Lavage : 1 mL
tampon de fixation/acétonitrile 90/10 (V/V) (T=4°C). Elution, 500 ulL eau/acétonitrile 60/40 (V/V)
(T=25°C). 137

Figure 60 : Courbe de capacité de I'oligoadsorbant OTAcys, et de son support de contréle

synthétisés a partir de sepharose ACtIVEE CINBI ...........ccccuueeeeceeeeeciieeecieeeecieeessteaeeeesteaescaeaessseaaas 138
Figure 61 : Constantes d’affinité mesurées en fonction de la nature et de la concentration du
cation divalent utilisé. NB : aucune affinité. AdQpté de [164] ........c.uuueeeeeeeeeiiiiieeieaeeeecieciiieeaaeeeeinns 140
Figure 62 :  Profils d’élution de la cocaine en fonction de la nature et de la concentration du cation
divalent présent dans le tampon. (T.S. : tampon de SEIection)...............ccccueeeeveeeeeeveeeesieeeeeecreeeennn, 141
Figure 63 :  Structure de la jonction de trois tiges boucles formée par deux paires G-C et une paire
A-T. Les lignes pointillées symbolisent le squelette sucre-phosphate. Adapté de [278].................... 150

Figure 64 :  Structure des molécules reconnues (1-3) et non reconnue (4) par I'aptameére anti-
cocaine 150

Figure 65 :  Profil d’extraction de la quinine sur I'oligoadsorbant anti-cocaine. Procédure identique
(ol o] | (=l (=3 (o Iy 1o [V = USSRt 151

203



Figure 66 :  Structure de la benzoylecgonine et profil d’extraction obtenu sur I'oligoadsorbant anti-

cocaine (pH=7,4). Procédure identique a celle de Ia figure 42..............ccoueeeeveeeecvieeeesieieeeeivraeennnn 152
Figure 67 :  Profil d’extraction obtenu en milieu acide (pH=3). Procédure identique a celle de la
figure 42 excepté le pH du tampon de sélection qui a été ajuste a 3. ........ccceveeeeeeccvveeeeeeeeeeeievennnn. 152

Figure 68 : Chromatogrammes obtenus lors de I’analyse des fractions d’élution d’une extraction
par un support de silice C18 (A) et par I'cligoadsorbant (B). Le pic de la cocaine est indiqué par la
fleche. 155

Figure 69 : Chromatogrammes correspondant a I'injection de sang post-mortem contenant de la
cocaine prétraité par une précipitation des protéines (A) ou une oligoextraction (B). Mode SIM. m/z =
304,1 161

Figure 70 :  Courbes de capacités de I'oligoadsorbant a base d’agarose activée streptavidine avant

et aprés le passage de I’échantillon contenant 10 % d’6thanol..............c.eeeeeevieeciieensiieeeeeeiieeeen, 163
Figure 71 : Chromatogrammes correspondant & l'injection de vin dopé par de 'OTA (2 ug/L) non
traité et traité par I'oligoadsorbant. Le temps de rétention de ’OTA est indiqué par la fléche. ....... 164
Figure 72 :  Chromatogramme correspondant a l'injection d’un échantillon de vin non dopé par de
I’OTA et préalablement extrait par ’'0ligoadSOorbaNt...............ccccueveeeeeeeesiieeeeiiieeeciee e escieeeesaeeeenns 164
Figure 73 : Chromatogrammes issus de I'injection de vin dopé prétraité par oligoextraction non
OPLIMISEE @1 OPLIMUSOC. ...cccc.neeieeee ettt e e e e ettt e e e e e ettt e e e e e sseessstsssaaaeeessatssaaaseeessssenees 165

Figure 74 :  Chromatogrammes correspondant a I'extraction de I’OTA dans le vin par un
oligoadsorbant, un support de silice greffée C18 et un immunoadsorbant. Vin dopé & 2 ug/L.
ProCédures dEBCriteS €N GNINEXE 7 .......cccuueeeeeueeieeeiieeesieeeesiteeestte e e siteesstte e s ssteeaassiteeessstsessssaeassseeens 167

Liste des tableaux

Tableau 1 : Exemples d’aptameres sélectionnés et leurs constantes de dissociation. (n.r. : non

renSiGNE). INSPIFE @ [162] .......ueoeeeeeeeeeeeeeeee et ee e et e e ettt e e e et e e es e e e staseesasaaeesenaan 71

Tableau 2 : Exemples d’aptasensors. (LDD : limite de détection en milieu pur, n.r. : non renseigné)
76

Tableau 3 : Exemples de bioessais G base d’aptameres ...........cceecceeecceeeesciieesiieeesiieeesiveaesinnns 85

Tableau 4 : Bilan des études de capacité des oligoadsorbants avec espaceur C6 synthétisés. Touts

les solutions de greffage contiennent 150 UG A’ GAPTAMEIES...........cceeceeeeeceeeeeiiieeesireeesisieaeesieaenanns 139

204



