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INTRODUCTION GENERALE

Les ions métalliques constituent aujourd’hui la plus grande partie des éléments chimiques
connus. Parmi ces derniers, on retrouve les éléments appartenant a la famille dite des
« métaux lourds » dont la densité est considérée comme élevée. On retrouve dans cette liste
le cadmium (Cd), le cuivre (Cu), le mercure (Hg), le nickel (Ni), le plomb (Pb), le sélénium (Se)
ou encore le zinc (Zn). Ces éléments sont naturellement présents dans I’environnement
notamment dans les roches composant le sol. Leur utilisation dans des activités anthropiques
telles que I'utilisation de plomb dans I'essence jusque dans les années 2000 [1] entraine une
surexposition de 'Homme a ces métaux. Bien que certains d’entre eux soient considérés
comme essentiels au bon fonctionnement du corps humain (comme le cuivre ou le zinc) [2],
plusieurs métaux lourds sont nocifs a de tres faibles concentrations. Ils peuvent conduire au
développement de maladies rénales (Cd ou Cu), osseuses (Cd ou Pb), gastriques (Zn ou Cu), a
un retard de développement chez les enfants (Pb) ainsi qu’a des troubles neurologiques (Hg,
Se, Pb ou Cu)[3]. Afin de limiter I’exposition des populations a ces ions métalliques, des limites
d’admissibilités ont été fixées dans les eaux mais aussi dans de nombreuses denrées
alimentaires. De plus, des seuils de normalité ont été déterminés dans le sang du personnel
pouvant étre exposé dans le milieu professionnel. Les seuils fixés sont de 4 pg/L pour le
cadmium [4] et 300-400 pg/L pour le plomb [5]. Afin de pouvoir remonter a une exposition
accidentelle, il est donc nécessaire de pouvoir quantifier ces métaux a I’état de trace dans des

matrices complexes comme le sang.

L'analyse des métaux est traditionnellement réalisée dans des laboratoires équipés
d’instruments spectroscopiques tels que la spectroscopie d’absorption atomique a four
graphite (GFAAS), ou encore la spectroscopie d’émission atomique a plasma a couplage
inductif (ICP-AES). Cependant, ces instruments présentent des limites comme le manque de
sensibilité ou encore I'impossibilité de réaliser des mesures isotopiques. C'est pour cela que
de plus en plus de laboratoires se tournent vers la spectrométrie de masse a plasma a
couplage inductif (ICP-MS) [6]. Cet instrument permet d’atteindre des limites de quantification
de I'ordre du ng/L pour certains éléments, ainsi que d’effectuer des mesures isotopiques. Cet

instrument est néanmoins trés onéreux et nécessite du personnel qualifié. De plus, I'ensemble
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de ces instruments est trés sensible aux effets de matrices, ce qui nécessite alors de réaliser
une étape de traitement de I'échantillon en amont. Une des techniques conventionnelles de
traitement de I’échantillon pour les métaux est I’extraction sur phase solide (SPE), qui permet
la purification et la préconcentration de I'ion d’intérét. Néanmoins, les supports classiques
utilisés en SPE manquent de spécificité, ce qui entraine I'extraction simultanée d’autres
métaux. Afin de pallier ce manque de spécificité, de nouveaux supports hautement
spécifiques sont en cours de développement tels que les réseaux métallo-organiques (MOF)
ou encore les polymeéres a empreintes ioniques (lIP) [7-9]. C’est dans ce cadre que nous nous

sommes intéressés a |'utilisation d’aptameéres pour I'extraction de métaux.

Les aptameres sont de simples brins d’ADN ou d’ARN de quelques dizaines a une centaine de
bases. Les séquences d’aptameéres spécifiques a une cible sont identifiées par un processus
appelé évolution systématique de ligands par enrichissement exponentiel (SELEX). Ces
derniers ont la capacité de reconnaitre et de retenir la cible pour laquelle la séquence
d’aptamere a été développée. Leur utilisation est déja reconnue pour l'extraction de
molécules organiques telles que la cocaine [10] ou encore I'ochratoxine A [11]. Concernant les
ions métalliques, les aptameres ont tres majoritairement été utilisés pour le développement
de capteurs, peu d’études portant a ce jour sur le développement de supports d’extraction
[12-21]. Or, les capteurs nécessitent une certaine affinité pour le piégeage de la cible a un
degré qui peut étre moindre que celui nécessaire a sa rétention sur un support d’extraction.
Il est aussi possible d’envisager que I'utilisation d’oligoadsorbants hautement spécifiques
puisse permettre d’éviter I'utilisation d’instruments de quantification colteux en les
remplagant par de simples systemes colorimétriques permettant une mesure fiable de terrain.
Cette thése a eu pour objectif d’investiguer |'utilisation des séquences décrites dans le cadre
des capteurs afin de développer des supports solides permettant |'extraction spécifique et

sélective d’ions métalliques tels que les ions cadmium, plomb et cuivre.

Dans le chapitre 1, un état de I'art des techniques de quantification des ions cibles a été
réalisé. De plus, aprés une présentation de la SPE ainsi que de ses parameétres clés, un état de
I'art présentant les supports conventionnels, leurs limites ainsi que le développement de
supports hautement spécifiques a été également réalisé. Le chapitre 2 présente |'état de I'art
concernant les aptameres, leur utilisation dans le cadre de I’extraction de molécules

organiques ainsi qu’un bilan bibliographique des différentes séquences décrites pour les trois
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ions d’intérét. Le chapitre 3, présenté sous la forme d’un article, traite du développement du
support spécifique et sélectif pour I'extraction du cadmium d’échantillons de sérum. Le
chapitre 4 présente, sous forme d’un article, le développement des supports spécifiques et
sélectifs pour I'extraction du plomb d’échantillons de sérum. Enfin, le chapitre 5 présente le

développement en cours du support d’extraction du cuivre.
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Chapitre |

Etat de I’art de I’analyse d’ions métalliques
en milieux complexes
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Chapitre | - Etat de I'art de I'analyse d’ions métalliques en

milieux complexes

|.1. Présentation des ions étudiés

[.1.1. Le Cadmium, origine, utilisation et toxicité

Le cadmium est un métal solide blanc-bleuatre, mou et trés malléable. C’est un métal de
transition de numéro atomique 48 et de masse atomique 112,411 u. Il fut découvert vers 1809
par le chimiste suédois Magnus Martin Pontin dans un minerai de carbonate de zinc. |l posséde
8 isotopes stables, 1°6Cd, 08Cd, 110Cd, 111Cd, 2Cd, 13Cd, 1*4Cd et oCd. Il peut étre retrouvé
sous forme solide (comme dans les minerais) apres formation de sels de carbonate ou de
phosphate [22]. Le cadmium est retrouvé a I'état naturel dans les minerais rares tels que la
greenockite ainsi que dans les minerais de zinc [23]. Il est encore trés utilisé dans I'industrie
tel que pour la production de pigments (sous sa forme de sulfure de cadmium) [24] ou de
batteries (sous forme de sels), ou encore pour la production de métaux non-ferreux [25]. Le
cadmium est donc retrouvé ensuite sous forme d’ions dans les eaux, en particulier I'eau
potable consommeée ainsi que dans celle servant a l'irrigation des sols exploités afin de faire
pousser des plantations consommées par la suite par 'homme. A ces premiéres sources
d’exposition au cadmium s’ajoute celle liée a I'inhalation de fumée de cigarettes. Dans ce cas,
de I'oxyde de cadmium est inhalé, se dépose dans les poumons et est transféré dans la
circulation sanguine [26]. C'est pourquoi les teneurs mesurées dans le sérum de fumeurs sont
alors 2 a 5 fois [27] plus élevées que chez les non-fumeurs. Quelle que soit la source
d'exposition entrainant I'ingestion et/ou I'inhalation de cadmium, il est peu éliminé dans les
urines et s’accumule dans les reins, les os, le foie. Une intoxication chronique au cadmium
entraine alors une atteinte rénale, respiratoire, dentaire et osseuse [28]. Par exemple, une
atteinte osseuse endémique au Japon nommée « ltai-Itai » fut reportée a la suite d’une

exposition accidentelle provenant d’une mine de cadmium.
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1.1.2. Le Plomb, origine, utilisation et toxicité

Le Plomb est un métal gris-terne, ductile, mou et fragile appartenant a la famille des métaux
pauvres de numéro atomique 82 et de masse atomique 207,2 u. Il est utilisé depuis I'antiquité,
des écritures cunéiformes sumériennes mentionnent notamment son utilisation par les
populations locales. Il posséde 4 isotopes stables : 2°4Pb, 296Pb, 207Ph et 2°8Pb. Le plomb est
naturellement présent dans I’écorce terrestre. A partir des années 1920, il fut utilisé en grande
guantité sous sa forme tétraéthyle de plomb comme additif de I'essence afin de limiter
I’explosion [29]. Ce dernier fut peu a peu abandonné a partir des années 70 aprés qu’un lien
avec la concentration en plomb retrouvé dans le sang humain soit établi [30]. Cette
surexploitation a entrainé une contamination des sols, des poussiéres urbaines ainsi que des
cultures. Le plomb fut aussi utilisé dans les peintures sous forme d’oxyde de plomb jusque
dans les années 40, ainsi que dans les canalisations comme anti-corrosif ou dans les batteries
pour sa bonne conductivité électrique. L'ensemble de ces sources de contamination associé a
la non-biodégradation du plomb a entrainé une exposition prolongée des populations a ce
métal. Il s’est alors accumulé dans les os, desquels il est relargué dans le sang essentiellement
durant les périodes de déminéralisation des os telles que la grossesse, |'allaitement ou encore
la post-ménopause [31]. L'intoxication au plomb, appelée saturnisme, touche principalement
les enfants qui ingerent le plomb par mise a la bouche de jouets congus avec des matériaux
contaminés. Une exposition avant I'dge de 6 ans peut provoquer des retards physiques et
intellectuels irréversibles tels que des troubles du langage, des ralentissements de Ia
croissance, des difficultés motrices ou encore une baisse de I'acuité auditive. Chez 'adulte,
une intoxication chronique au plomb augmente les risques de maladies rénales,

d’hypertension et diminue la fertilité en altérant la qualité du sperme chez 'homme [32].

[.1.2. Le Cuivre, description de 'oligo-élément et toxicité

Le cuivre est un métal dur de couleur brun-rougeéatre de numéro atomique 29 et de masse
atomique 63,546 u. Il posséde 2 isotopes stables : ®3Cu et ®°Cu. Ces deux isotopes constituent

I’ensemble du cuivre naturellement présent dans la cro(te terrestre. Le cuivre est I'un des
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premiers métaux découverts par I’homme, il y a 10 000 ans. Ce dernier était utilisé pour la
fabrication de bijoux, d’outils, de récipients ou encore de lampes [33]. De nos jours, ce métal
est utilisé pour produire des cables électriques, des tuyaux de plomberie, mais il est aussi
utilisé par I'industrie pharmaceutique comme antiseptique et antifongique [34]. L'ion cuivre
est un oligo-élément nécessaire au développement de I'organisme et un apport minimal de
900 pg/jour est recommandé par I'agence des substances toxiques et le registre des maladies
des Etats-Unis (ATSDR) [35]. On peut le retrouver naturellement dans les sols, les sédiments,
I'eau, les plantes et les animaux [35,36]. Cependant, les activités anthropiques, telles que
I’agriculture (pour ses propriétés herbicides et fongicides [35]), l'urbanisation et les

exploitations miniéres, peuvent augmenter significativement la quantité ingérée.

Si un exces de cuivre peut s’avérer néfaste pour la santé, notamment pour les organes comme
le cerveau, le foie et les reins [35], un déficit peut I'étre également. Ainsi, deux maladies
illustrent ces limites : la maladie de Menkeés et la maladie de Wilson. La maladie de Menkes
survient lorsque I'organisme présente un déficit en cuivre et peut notamment entrainer des
troubles neurologiques [35]. La maladie de Wilson, due a un apport trop important de cuivre,

provoque des troubles hépatiques, rénaux ainsi que des troubles neurologiques [37].

I.1.3. Réglementation et normes

De par leur toxicité pour I’'homme, des limites réglementaires ont été fixées pour chacun des
éléments considérés précédemment, notamment dans les eaux destinées a la consommation
humaine [38]. De plus, afin d’indiquer une potentielle exposition a risque pour la santé, des
seuils de normalité ont été définis, tels qu’indiqués dans le Tableau 1 [4,5]. Puisque le cuivre
est considéré comme un oligo-élément, aucune valeur limite dans une matrice biologique n’a
été fixée a ce jour. Néanmoins, dans le cadre d’un diagnostic de Maladie de Wilson, il est admis
que la cuprémie totale sérique est comprise entre 890 et 1 335 pg/L pour un individu sain [39].
Ces réglementations fixent les concentrations de ces différents métaux a des valeurs trés
faibles, nécessitant alors de se tourner vers des techniques de quantification trés sensibles,

permettant d’atteindre des limites de quantification basses.
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Tableau 1. limites réglementaires et seuils de normalité pour le cadmium, le plomb et le
cuivre [4,5,38]

Cadmium

Eaux destinées a la
consommation humaine — 5 ug/L 10 pg/L 2 mg/L
Réglementation francgaise

300 pg/L chez la

Valeurs limites biologiques — 4 ug/L femme 890 < X< 1335
Sang He 400 pg/L chez ug/L
I'homme

.2. Etat de I'art des méthodes analytiques de quantification des ions

métalliques

De nombreuses techniques ont été développées ces derniéres années afin d’améliorer Ila
guantification des ions inorganiques. L'une de ces techniques repose sur la séparation des ions
inorganiques par chromatographie d’échange d’ions couplée a différents modes de détection,
dont l'un des plus répandus est la conductimétrie. Celle-ci est souvent couplée a un
suppresseur chimique d’ions afin d’abaisser les limites de quantification. Cependant, bien que
relativement simple a mettre en ceuvre, cette technique possede de nombreux inconvénients
tels que l'impact des effets de matrice sur I'analyse, mais aussi de hautes limites de
guantification, limitant de ce fait I'analyse des ions a I’état de trace [40]. D’autres méthodes
telles que I'électrophorése capillaire couplée a de multiples modes de détection comme la
spectrophotométrie d’absorbance ultra-violet (UV), la conductimétrie, I'ICP-MS [41] ou
encore |électrochimie [42] ont été développées. Cependant, les techniques les plus
couramment utilisées actuellement pour la quantification des ions métalliques sont les

techniques spectroscopiques et spectrométriques.
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[.2.1. Méthodes spectroscopiques

De nombreuses méthodes d’analyse basées sur la spectroscopie atomique permettent la
guantification d’ions métalliques dans des échantillons a la fois solides mais aussi liquides. La
premiere technique qui a été développée est la spectroscopie d’absorption atomique, en 1955
[43]. Elle repose sur le principe d’absorption de la lumiére par les atomes contenus dans
I’échantillon. L’échantillon est pour cela exposé a une source de lumiere, de longueur d’onde
spécifique correspondant a I'énergie nécessaire pour exciter les électrons de I'élément a
analyser. La quantité d’énergie lumineuse absorbée est proportionnelle au nombre d’atomes
dans le trajet optique [44]. D’autres techniques dérivées de I'absorption atomique ont alors
été développées telles que la spectroscopie d’absorption atomique de flamme (FAAS), qui
utilise une flamme pour I'atomisation de I'échantillon, ou encore la spectroscopie
d’absorption atomique en four graphite (GFAAS) qui permet d’atomiser I’échantillon par
chauffage électrothermique. Cependant, ces techniques présentent de nombreux
désavantages tels que des limites de détection élevées, notamment pour la FAAS, des temps

d’analyse longs pour la GFAAS ou encore de tres importants effets de matrice.

Afin de limiter ces problématiques, la spectroscopie d’émission atomique a plasma induit (ICP-
AES) a été développée. L’échantillon passe au travers d’un plasma, permettant
I'ionisation/I’excitation des atomes présents dans ce dernier. L’atome, une fois excité, émet
de la lumiére selon un schéma spécifique de longueurs d’onde, appelé spectre d’émission,
permettant alors la quantification d’'un grand nombre d’éléments. Bien que plus sensible et
plus rapide que certaines des spectroscopies précédentes, I'ICP-AES ne permet pas d’atteindre
des limites inférieures au pg/L, limitant alors I'analyse de certains éléments a I'état de trace
[45]. Cela ne permet pas non plus de réaliser une mesure isotopique des éléments limitant de

ce fait son utilisation dans certains domaines tels que la radiochimie.
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1.2.2. Spectrométrie de masse a plasma a couplage inductif

Apparue en 1983, la spectrométrie de masse a plasma a couplage inductif (ICP-MS) s’est
imposée comme la technique de choix de la mesure élémentaire de traces voire d’ultra-traces.
Pour cela, un échantillon est introduit dans la chambre de nébulisation via une pompe
péristaltique pour y étre nébulisé. Par la suite, I’échantillon est atomisé et ionisé dans le
plasma, formé par de I’'argon. Un jeu de cOnes et de lentilles permet ensuite la focalisation du
faisceau d’ions entrant dans le spectrometre de masse, qui permet la séparation des éléments
en fonction du rapport masse/charge. Par la suite, un électro-multiplicateur permet de
compter le nombre d’ions et d’amplifier le signal. Une représentation schématique de I'ICP-
MS est proposée en Figure 1. Le couplage de la technique d’ionisation par plasma et de Ia
spectrométrie de masse permet alors la mesure isotopique de chacun des éléments. Cette
technique s’est rapidement imposée comme |'une des méthodes de quantification
élémentaire de choix, car cette derniere permet d’atteindre des limites de quantification

proche du ng/L pour certains éléments.
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Figure 1. Représentation schématique d'un ICP-MS [46]
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De plus, I'ICP-MS peut facilement étre couplé a la chromatographie en phase liquide ainsi qu’a
I’électrophorese capillaire afin de réaliser des études de spéciation. En effet, la partie
chromatographique ou électrophorétique permet de séparer les différentes formes
d’oxydation ou formes complexées des ions métalliques, I'lCP-MS apportant une
guantification ultrasensible [47]. Ce couplage est particulierement intéressant pour des
éléments dont deux espéces chimiques ont des propriétés trés différentes telles que le
chrome. En effet, Cr(lll) peut actuellement étre considéré comme un élément permettant le
fonctionnement normal du métabolisme du glucose chez les mammiféres. Cependant, Cr(IV)
est reconnu comme toxique, provoquant lors de son ingestion des pneumonies et a son
contact des dermatoses [48]. Il est donc particulierement important de pouvoir réaliser une

étude de spéciation sur cet élément notamment.

1.2.3. Comparaison et limitations des techniques actuelles de quantification

Une comparaison détaillée des méthodes spectroscopiques et spectrométriques est
présentée dans le Tableau 2. Comme évoqué précédemment, on constate ici que I'ICP-MS est
I'instrument permettant d’atteindre les limites de détection les plus basses. En termes de
cadence analytique, paramétre particulierement important lors d’analyses de routine, I'ICP-
MS est ici encore une fois le plus performant, talonné par I'lCP-AES. De plus, cet instrument
permet de travailler sur une grande gamme dynamique linéaire permettant alors de mesurer

dans une méme séquence des échantillons peu ou trés concentrés en analyte cible.

Cependant, I'ICP-MS possede aussi certains inconvénients non négligeables, tels que le niveau
de compétence requis ou encore le colit de fonctionnement de I'instrument. Le colt est lié a
I'utilisation de grandes quantités d’argon, mais aussi aux consommables de hautes puretés
pour limiter les contaminations. Ces colts d’utilisation peuvent chuter drastiquement lors de

I'utilisation de la FAAS par exemple.

Bien que tres sensible, I'ICP-MS est sujet a de nombreux effets de matrice, notamment liés a
sa faible tolérance en sels dissouts. Pour limiter ces effets de matrice, une technique de

purification en amont est nécessaire. Il existe actuellement de nombreuses techniques de
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purification de I’échantillon. Cependant, la technique conventionnelle pour I'extraction d’ions

métalliques est la SPE.

Tableau 2. Comparaison des techniques spectroscopiques, issue de [49,50]

Limi
 Limites de 1 - 1000 0,01-0,1 0,03-5 10% - 102
détection (pg/L)

Cadence 15 s par 4 min par 2—-12 s par 2 s—5min par
analytique élément élément élément élément
Gamme 103 102 106 108

dynamique
Précision a long 10 % 1-10 % 1-4% 2-4%
terme
Interfé . X
nterierences Tres peu Tres peu Beaucoup Peu
spectrales
Interférences
liéesala Beaucoup Beaucoup Peu Beaucoup
matrice
I -
Solides dissouts | o ¢ o 30 % 30 % 0,1-0,4%
en solution
Anal
. na Yse Non Non Non Oui
isotopique
Niveau de
compétence Bas Moyen Haut Haut
requis
C.OUt de Faible Moyen Elevé Tres élevé
fonctionnement

|.3. Etat de I'art de I’extraction sur phase solide appliqguée aux ions

meétalliques

[.3.1. L'extraction sur phase solide

La SPE est une technique de traitement de I’échantillon basée sur des principes similaires a

ceux de la chromatographie en phase liquide. Elle est basée sur le transfert de composés entre
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une phase liquide, ici I’échantillon, et une phase solide, I'adsorbant. Grace a la faible
consommation de solvant qu’elle nécessite ainsi qu’un temps réduit de mise en ceuvre, cette
technique a petit a petit remplacé la méthode d’extraction liquide-liquide pour s’imposer
comme la technique conventionnelle de purification d’échantillons liquides ou d’extraits

d’échantillons solides.

1.3.1.1. Principe

Le format le plus couramment utilisé consiste a placer I'adsorbant entre deux frittés dans une
cartouche. Les solutions sont alors percolées par gravité, par pression positive a I'entrée de la
cartouche ou encore en plagant une pompe a vide a la sortie de la cartouche, entrainant alors
I’échantillon au travers de |‘adsorbant. La SPE est composée de 5 étapes principales dont 4
sont représentées sur la Figure 2. La premiére étape de I'extraction est le conditionnement de
I'adsorbant, consistant a solvater ses sites actifs afin de les activer et ainsi les préparer a
recevoir I'échantillon. La solution de conditionnement doit étre proche en termes de pH et de
polarité de I'échantillon et de faible force éluante afin d’éviter une élution prématurée de
I'analyte cible. Par la suite, I’échantillon contenant I’analyte cible est percolé sur I'adsorbant.
Cependant, certains éléments interférents présentant une affinité pour I'adsorbant peuvent
étre retenus a l'issue de cette étape, d’ol la nécessité de réaliser ensuite une étape de lavage
qui doit permettre I’élimination des ions interférents faiblement retenus sans éluer pour
autant I'analyte cible. Pour cela, une ou plusieurs solutions de composition ou de pH différents
peuvent étre utilisées afin d’éliminer de maniére efficace les éléments interférents. Une fois
le lavage réalisé, une étape d’élution de I'analyte cible est réalisée en utilisant une solution de
grande force éluante. Cette fraction purifiée contenant I'analyte cible peut ensuite étre
guantifiée par ICP-MS par exemple. Enfin, si le support solide est réutilisable, la cartouche
peut étre soit reconditionnée avec une solution similaire a la solution de conditionnement,

soit séchée sous flux d’azote par exemple.
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Figure 2. Principales étapes de I'extraction sur phase solide

1.3.1.2. Parameétres clés de 'extraction sur phase solide

Plusieurs parameétres peuvent avoir un impact sur les rendements d’extraction obtenus
(rapport entre la quantité d’analyte extraite et celle percolée), notamment le volume de fin

de fixation de I'analyte ainsi que la capacité du support.

[.3.1.2.1. Volume de fin de fixation

L'un des paramétres clé affectant les rendements obtenus en SPE est le volume de fin de
fixation (breakthrough volume) qui s’apparente au volume d’élution mesuré en
chromatographie d’élution. Lorsque l'on percole un échantillon, si le support a été
convenablement choisi, I'analyte doit étre retenu sur celui-ci mais il est soumis a I'effet de la
composition de I’échantillon qui, de par sa force éluante méme faible, conduit a la migration
de l'analyte sur le support, cette migration dépendant de la force éluante de I’échantillon
percolé ainsi que de l'affinité de I'analyte pour le support. Une fois |'analyte arrivé a
I'extrémité du support solide, il n’est plus retenu et commence donc a étre élué du support,
ce début d’élution correspondant au début du pic observé en chromatographie d’élution (cf.

Figure 3). Le volume nécessaire pour éluer un analyte par la simple percolation de I’échantillon
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est alors appelé volume de fin de fixation, ou encore Vf, et il est propre a chaque analyte pour

un adsorbant donné.

Dans le but d’obtenir des rendements d’extraction élevés, le volume d’échantillon percolé ne
doit pas dépasser le volume de fin de fixation. Ce dernier peut étre modifié pour un méme
analyte et une méme nature de support en augmentant la quantité de phase (allongeant de
ce fait la quantité de support a traverser par I’analyte), ou encore en modifiant la force éluante
de I'échantillon. Il est possible de déterminer expérimentalement ce volume. Une premiére
approche consiste a calculer les rendements d’extraction apres percolation sur le support de
volumes croissants d’échantillon (la concentration en analytes doit étre adaptée d’une
extraction a l'autre pour percoler la méme quantité d’analytes sur le support). Dés qu’une
diminution du rendement d’extraction dans la fraction d’élution est constatée, le Vf est
dépassé. Une autre approche consiste a introduire I'adsorbant dans une pré-colonne couplée
a un détecteur permettant de suivre I'analyte cible. L’échantillon, comme de I’eau pure si on
souhaite évaluer la rétention d’un analyte en milieu aqueux, contenant I'analyte S a une
concentration C, est ensuite percolé en continu dans la pré-colonne. Tant que I'analyte est
retenu sur I'adsorbant, aucun signal ne sera mesuré par le détecteur (zone A sur la Figure 3).
Lorsque le Vf est atteint, la concentration en soluté mesurée par le détecteur commence a
augmenter marquant le début de I’élution du composé S du support (zone B). La concentration
dans l'effluent concordant a ce volume correspond alors a 1 % de la concentration initiale Co.
Le signal augmente ensuite jusqu’a atteindre un palier correspondant a Ao, soit ici
I'absorbance dans la solution Co,. Le volume maximal (Vm) est alors atteint lorsque la
concentration dans I'effluent correspond a 99 % de la concentration Co. Afin d’obtenir des
rendements d’extraction de 100 %, il est alors nécessaire de percoler un volume d’échantillon
inférieur au Vf, ce dernier étant dépendant de la quantité de phase et de I'affinité respective

gu’a I'analyte vis-a-vis de I'adsorbant et de I'échantillon.
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Figure 3. Analogie entre I'extraction sur phase solide et la chromatographie d'élution [51]

[.3.1.2.2. Capacité

Le deuxieme parametre clé de la SPE est la capacité du support. Elle est directement liée aux
nombres de sites actifs présents a sa surface et permettant la rétention de I'analyte. On définit
cette capacité comme une quantité d’analyte pouvant étre retenue sur le support par quantité
de support solide. Tant que cette derniére n’est pas dépassée, les analytes cible peuvent étre
retenus sur le support d’extraction. Cependant si I’on percole sur le support un échantillon
contenant plus d’analyte que ce que peut retenir le support, on dépasse sa capacité, ce qui
entraine une élution anticipée de I'analyte cible conduisant a des rendements d’extraction

inférieurs a 100% méme pour des volumes percolés inférieurs a Vs.

Cette capacité peut dans un premier temps étre déterminée de maniere théorique,
notamment lorsque I'on connait la quantité de sites pouvant potentiellement retenir la cible,
mais doit étre vérifiée expérimentalement. En effet, méme si I'on peut théoriquement
connaitre la quantité d’analyte pouvant étre retenue, cette derniere peut étre modifiée si
I’ensemble des sites a la surface du support ne sont pas accessibles. Pour un support donné,
il est alors possible de tracer une courbe de capacité telle que présentée en Figure 4. Cette
courbe est composée de deux parties. Dans la premiéere partie (A), la quantité retenue
augmente proportionnellement a la quantité introduite sur le support, qui correspond donc a
un rendement d’extraction constant. La courbe présente également un plateau (B) indiquant

alors la saturation des sites actifs du support. La capacité se situe donc au point d’inflexion de
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la courbe. Cette courbe permet alors de connaitre la gamme de concentrations pour laquelle

les rendements d’extraction sont constants pour un volume percolé donné.

Capacité

Quantité retenue sur le support (ng)

Quantité introduite sur le support (ng)

Figure 4. Exemple de courbe de capacité attendue lors de I'extraction en SPE d’un analyte

1.3.2. Supports conventionnels pour I'extraction d’ions et leurs limites

La nature du support joue un role primordial sur les performances constatées lors de la SPE.
Des supports dit « conventionnels » sont actuellement développés et certains commercialisés,

tels que les résines chélatantes, organiques ou inorganiques, ou encore les bio-supports.

1.3.2.1. Supports organiques

Une résine d’échange d’ions est une résine sur laquelle sont greffés des groupements
fonctionnels anioniques (pour I’échange de cations) ou cationiques (pour I’échange d’anions)
permettant la rétention des ions par interactions électrostatiques. Une grande partie des
supports synthétisés pour I’extraction des cations sont composés de polymeres contenant des
groupements qui peuvent étre de type acides forts ou acides faibles [52]. Le choix de la résine
a utiliser dépend notamment de la gamme de pH pour laguelle la méthode est a développer.

Certaines fonctions chimiques de type acide fort pourront étre utilisées sur une large gamme
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de pH car les groupements seront toujours ionisés. D’autres fonctions de type acide faible ne
pourront étre utilisées que sur une gamme de pH plus restreinte, car le groupement ne sera

plus ionisé a de faibles pH, et ne pourra donc plus remplir sa fonction d’échangeur d’ions [53].

Les résines chélatantes, quant a elles, se basent sur la formation de complexes entre les
ligands de la résine possédant des atomes donneurs d’électrons tels que N, S, O ou P et les
ions. Linteraction entre les ions et la résine produit une structure stable de chélate cyclique
[54]. De maniere générale, deux méthodes sont utilisées pour synthétiser une résine
chélatante. La premiére est basée sur la polymérisation de monoméres de faible poids
moléculaire contenant des groupements de coordination. La deuxiéme consiste a
fonctionnaliser la surface du polymére préalablement réticulé avec le groupement de

coordination.

Dans tous les cas, la rétention de I'ion métallique dépend de plusieurs facteurs : la nature, la
taille et la charge de I'ion et la nature et la quantité de groupements fonctionnels présents sur
la résine [55]. Des exemples de groupements utilisés pour développer des résines chélatantes
sont donnés dans le Tableau 3. Il est constaté que les capacités annoncées par les auteurs sont
supérieures au mg/g de résine. Les supports organiques les plus utilisés actuellement pour
I’extraction d’ions métalliques sont les supports polymériques commercialisés sous le nom
d’Amberlite XAD. Ces supports offrent de nombreuses modifications, telles que I'ajout de
groupements chimiques, le changement de taille de pores ou de surfaces spécifiques [56].
Cependant, ces supports de grande capacité manquent de spécificité vis-a-vis d’un ion cible.

Ils sont donc plutét utilisés dans le cadre d’extraction multi-élémentaire.
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Tableau 3. Exemples de résines chélatantes et groupements fonctionnels associés.
ND: non disponible

Groupement

Eléments

Résines chélatantes fonctionnel ciblés Capacités (mg/g)  Référence
. . Cu:59
Amberlite IRC-718 -NH(CH,COOH); Cu, Ni Ni: 55 [57]
CPAAmM-EDA-MeTU | Méthyl Thiol-urée Cd, Zn Czdn:_33599 [58]
, . , Cd: 67
CPAAmM-EDA-PhTU | Phényl Thiol-urée Cd, Zn 7n - 39 [58]
SP70-a-benzoine o. benzoine Oxime Pb, Ccdr’ Co, ND [59]
Cd:4
., e Mn, Fe, Co, Pb:6
Amberlite XAD-2000 |  Dethvldithio- ety Cu:6 [60]
carbamate .
Pb, Ni Mn, Fe, Co, Zn et
Ni: 3-6
V, Mn, Co, Cd: 35
Ni, Cu, Zn Pb: 64
Chelex 100 iminodiacétate P Cu:20 [61]
Mo, Cd, Pb, .
U V, mn, Co, Ni, Zn,
Mo et U : 6-37
Pb:115
. Amino et Pb, Cu, Cd, Cu:93
Waste amidoxime oxiamido 7n 7n 24 [62]
Cd:21

1.3.2.2. Supports inorganiques

Il existe aussi des supports préparés a partir de matériaux inorganiques tels que la silice,

I'alumine ou encore la zéolite, qui peuvent aussi étre modifiés par des groupements

fonctionnels tels que ceux évoqués précédemment. Des exemples de supports inorganiques,

utilisés notamment pour Cd, Pb et Cu, sont indiqués dans le Tableau 4 adapté d’'une revue

[52]. On constate que ces résines ne sont pas spécifiques a un seul ion d’intérét, mais plutot a

une famille d’ions. Cela nécessite alors d’utiliser des techniques de quantification spécifiques.
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Tableau 4. Exemple de supports inorganiques modifiés par des agents de complexation.

Adapté de [52]
. Suppgrt Agent d? Eléments ciblés Capacité (mg/g)  Références
inorganique complexation
Bentonite Oxyde de tr.|octyle Cd, Mn, Sb, Ni, ND 63]
phosphine Fe
Cd, Zn, Fe, Cu, Cd :19-25
Gel de silice PTeSIZLOeF:j\:;la)mome Pb, Mn, Cr, Co, Cu:11-14 [64]
pheny Ni Pb : 36-46
. . Cu:1l
Zeolite natrolite 5-Br-PADAP Cu, Zn 7n -1 [65]
. . . Cr, Cu, Mg, Ni, Cu:2
Bentonite Trioctylamine 7n Autres ions : 2-6 [66]

1.3.2.3. Bio-supports

Outre les supports d’échange d’ions ou chélatants, des méthodes d’extraction basées sur des
matériaux biologiques tels que des bactéries, algues, champignons et levures ont été
développées, mettant en ceuvre un mécanisme de rétention dit par biosorption. En effet,
grace a la présence de groupements fonctionnels tels que carboxylate, hydroxyle, imidazole
ou encore sulfate situés a la surface de ces micro-organismes, ces derniers peuvent retenir
certains ions métalliques. Il existe autant de processus de rétention que de types de
groupements fonctionnels, notamment par échange d’ions ou encore par chélation [67,68].
Différents exemples de micro-organismes utilisés pour extraire des ions métalliques sont cités
dans le Tableau 5. Tout comme pour les supports précédemment décrits, les bio-supports sont
trés majoritairement utilisés pour de I'’extraction multi-élémentaire, de par leur manque de

spécificité.
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Tableau 5. Exemples de supports a base de micro-organismes, adapté de [67,68]

Bio-support Elements ciblés Capacité (mg/g) Références

Levure Saccharomyces

. Cd, Cr, Cu, Pb, Zn ND [69]
cerevisae
Levure Yarr.radazyma Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, ND [70]
spartinae Zn
Mn:1
L. i . Co:2
Bactérie Escherichia Coli Fe, Co, Mn, Cr [71]
ND pour les autres
ions
, . .. . Cd:9
Bactérie Bacillus thurigesis Cd, Pb, Mg, Cr, Ni, Pb : 8 (72]
israelensis Co Autresions:6-11
. . . Cu:6
Champignon Aspergillus Cu, Pb, Zn, Fe, Ni,
. Pb:7 [73]
fumigatus Co

Autresions:4-9

1.3.2.4. Limites des supports conventionnels

L'ensemble des supports conventionnels développés sont reconnus pour leur grande capacité
d’adsorption. Cependant, lors de la recherche de traces d’ions inorganiques, la capacité ne
semble pas représenter I'un des critéres premiers de sélection d’un support. En revanche, on
constate que pour I'ensemble de ces supports, aucun n’est suffisamment spécifique pour
extraire qu’un seul ion d’intérét impliquant forcément I'utilisation d’instrument spécifiques
plus ou moins couteux. De plus, comme déja évoqué, les techniques de quantification telles
qgue I'ICP-MS permettant d’atteindre de basses limites de détection sont particulierement
sensibles aux effets de matrices, et donc a la présence d’autres ions métalliques co-élués avec
I'ion cible. Enfin, I'utilisation de supports hautement spécifiques pourrait permet a terme de
s’affranchir d’instruments colteux pour les remplacer par des systéemes moins colteux mais
aussi moins spécifiques tels que la colorimétrie. C'est pour ces raisons que de nouveaux

supports hautement spécifiques ont été ou sont actuellement en cours de développement.
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1.3.3. Supports spécifiques

Des supports a base de nanotubes de carbone sont actuellement en cours de développement
pour extraire des ions métalliques [74,75]. lls peuvent étre décrits comme des structures
cylindrigues composées de feuilles de graphite enroulées, appelées « feuille de graphéne ».
Ces derniers peuvent étre classés en deux catégories : les nanotubes a paroi simple (SWCNT)
ou a parois multiples (MWCNT) [76]. Ces derniers sont représentés en Figure 5. Le diamétre
des tubes est de I'ordre du nanometre, ce qui leur confere une grande surface spécifique,
permettant une meilleure adsorption des analytes. De plus, ces nanotubes peuvent étre
fonctionnalisés par des groupements chimiques permettant d’augmenter la spécificité du
support pour l'analyte cible [9]. Cependant, comme pour les résines chélatantes, les
nanotubes retiennent souvent les ions de maniere peu spécifique, puisque qu’un certain
nombre d’ions métalliques possedent des comportements similaires face a des groupements
chimiques. En effet, dans I'une des publications citées dans le Tableau 6, la rétention d’autres
ions a été testée sur le support développé et bien que Cu(ll) ait été I'ion le mieux retenu et
gue la présence des autres ions n"empéchait pas sa rétention, I'ensemble des ions métalliques
testés ont aussi été retenus sur le support [77]. Cela démontre donc le manque de spécificité

de ces supports développés.

Single Walled carbon Nanotubes (SWCNT) Multiple Walled carbon Nanotubes (MWCNT)

Figure 5. Structure des nanotubes de carbone [76]

D’autres supports, appelés Metal Organic Frameworks (MOF), ou encore Polymeres de
Coordination Poreux (PCP), sont actuellement en cours de développement [7,78,79]. Cette
famille regroupe les composés hybrides poreux issus d’assemblage d’entités organiques et
inorganiques. La structure cristalline est formée par complexation de cations métalliques et
de ligands. Les MOF peuvent étre classés soit par la nature chimique des éléments qui le
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composent, soit par le type de porosité qui en résulte [80]. Les MOF sont essentiellement
utilisés pour éliminer certains ions d’échantillons. Le mécanisme de rétention est lié a trois
phénomeénes distincts : la physisorption, la chimisorption et I'’échange d’ions. Les métaux
peuvent étre piégés dans les pores des MOF et retenus par des interactions électrostatiques
ou encore des liaisons de type Van der Waals [81]. De plus, des phénomeénes similaires a ceux
retrouvés avec les supports conventionnels chélatants ou d’échange d’ions avec les
groupements présents a la surface du MOF peuvent avoir lieu. L'ensemble des mécanismes

intervenant dans la rétention des ions métalliques sont présentés en Figure 6.

. " . Coordination bondin
Electrostatic interaction =

* N: <— Cd*
— 0 <— Cd*

Acid base interaction

A 0.
~cr

Chemical bonding

Van der waals forces

Beo=eamgmo®n =un< TNy
Ho=egnow ~go DM

. Diffusion

Figure 6. Mécanisme de rétention des ions métalliques sur les MOF [81]

La structure cristalline des MOF leur confere une grande capacité d’adsorption [81].
Cependant, a l'instar des résines conventionnelles, ils sont peu spécifiques a un ion métallique
donné. Néanmoins, ces supports semblent plus prometteurs en termes de spécificité,
notamment grace aux mécanismes de rétention dans les pores, la taille de ces derniers
pouvant donc jouer le réle de filtre vis-a-vis d’autres ions métalliques. Cependant, I'objectif

étant dans la plupart des études la dépollution des eaux d’un métal, les auteurs étudient en
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détail le mécanisme de rétention de I'ion cible mais ne testent que trés rarement la spécificité

du support vis-a-vis d’autres ions métalliques comme illustré dans le Tableau 6.

De maniere analogue aux polymeéres a empreintes moléculaires (MIP) développés pour
I’extraction sélective de molécules, I'un des supports hautement spécifiques pour I’extraction
des ions métalliques est le polymere a empreintes ioniques (lIP) [82]. Ce type de polymeres
possede des cavités hautement spécifiques a I'ion pour lequel il a été développé [8,83,84]. La
synthése d'un IIP se déroule généralement en trois étapes, comme illustré en Figure 7. Dans
la premiére étape, I'ion cible ou un ion analogue, appelé ion empreinte, est complexé dans un
solvant ou un mélange hydro-organique avec un ou plusieurs monomeres fonctionnels choisis
pour leur capacité a se complexer avec I'ion empreinte. Ensuite, la polymérisation est
effectuée autour des complexes ion-monomeres en ajoutant un agent réticulant et un
initiateur. Aprés polymérisation, les ions empreintes sont éliminés du polymeére,
généralement a |'aide d'une solution acide pour les cations ou d'un agent complexant. Cela
permet la libération des cavités, a savoir des sites complémentaires en termes de taille, de
forme et de fonctions de I'ion solvaté. Ces cavités permettent ensuite une reconnaissance
spécifique de l'ion cible, qui peut étre évaluée en comparant la rétention de I'ion cible a celle

d'autres ions.

Une grande partie des applications avec les |IP a été réalisée en SPE en mode dispersif (dSPE).
Cette technique est basée sur la mise en contact de particules d’'lIP avec I’échantillon
directement dans un bécher ou un tube et non dans une cartouche d’extraction. Bien que le
risque d’obturation des frittés présents dans une cartouche de SPE est éliminé en mode
dispersif, la dSPE présente des inconvénients tels que des procédés longs ou encore une

séparation des particules et de I’éluat complexe [85].

\ Template

; /
Template ion $ Cross I|nker removal r
j —> —> O —> Target ion
7

j Initiator rebinding
Functional

monomer Complexation Polymerization 1

Figure 7. Synthese d'un IIP [86]
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En ce qui concerne la spécificité des IIP, elle a été étudiée et confirmée par de nombreux
auteurs comme le montre le Tableau 6. De plus, au sein du laboratoire, de nombreuses études
ont été réalisées pour développer des IIP hautement spécifiques et sélectifs pour des cibles
telles que le radium [87], le cuivre [88] ou les lanthanides [89,90]. A chaque fois, une
optimisation approfondie des conditions de synthése ainsi que des conditions d’extraction a
été réalisée afin d’obtenir une rétention spécifique et sélective de I'ion ciblé sur I'llP et non
sur le support controle (polymére non imprimé ou NIP) comme illustré Figure 8 dans le cas de
Cu(ll). La capacité du support a été déterminée a 63 pg/g. Enfin, des applications avec des
échantillons d’eau minérale ainsi qu’une eau de mer ont été réalisées afin de démontrer la

suppression des effets de matrice en ICP-MS.

Cependant, on peut souligner que les IIP présentent comme désavantages qu’ils requiérent
I'utilisation de monomeéres ou solvants toxiques, et des optimisations, qui peuvent étre

longues et complexes, de leur voie de synthese et de la procédure d’extraction.

d) IIP-1(3d) (solid) vs. NIP-1(3d) (hatched)
100%

8004 n ﬁ
60% NN i3
N )
b =
40% % % %
¥ R N
R 3
20% X % %
0% & N R

P WI1+W2 W3+W4+WS5S E

Solid or hatched : m Co(II) mNi(II) = Zn(II) = Cu(II)

Figure 8. Profils d’extraction du Co(ll), Ni(ll), Zn (ll) et Cu(ll) sur I'llP-1(3d) ciblant Cu(ll) ainsi
que sur son support contréle NIP-1(3d). Percolation (P) : 1 mL de HNOs pH 5,5 dopé a 30 ug/L
avec Co(ll), Ni(ll), Zn(ll) et Cu(ll) ; lavages successifs (W) avec 1 mL de HNO3 pH 4 ; Elution
(E) : 2 mL de HNO3 5 % [88]
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Tableau 6. Exemple d'utilisation des supports hautement spécifiques, adapté de [7-9]. Les éléments interférents retenus sur le support sont
indiqués en gras. NI : non indiqué, ND : non déterminé

Elements Rendements de o Limites de
Nature du Mode Elements . , ) 21 2 . Capacité oL . , »y
S—— dextraction cible interférents I’élément cible (me/e) quantification Echantillon réel Référence
bp testés A &g (ug/L)
MWCNT SPE Cd ND NI ND 0,035 Sérum humain [91]
Co, Ni, Zn, Pb, ’z
MWCNT SPE Cu Mn, Cd 91-96 4,1 7 Eau d’étang [77]
MWCNT SPE Pb ND ~ 95 ND 8,6 Faux potables, eau de [92]
mer synthétique, ail
Eaux de riviere, eaux
MOF dSPE Cd ND = 100 181,8 0,13 potables, eaux de rejet [93]
industriel
MOF dSPE Cu ND 95 2,4 NI Eaux pmaf’;z‘s' eaux de [94]
Riz, foie de porc,
MOF dSPE Pb ND = 100 198 0,97 feuilles de thé, eaux [95]
potables
Ip dSPE cd Ca, Mg, zn, Pb, 94 - 106 267 0,1 Fau minérale, eau de [96]
Cu, Co, Fe lac, urine, cigarette
Otolithe de poissons
Cd, Co, Cr, Fe, , ’
1P SPE Cu Mn, Ni, Pb, Zn 96 4,9 NI cendre d’os, eau de [97]
mer
1P dSPE Pb Co, Cr, Zn, Ni 81 38,5 NI Eau de rejet industriel [98]
Sr, Ba, La, Co, Ag,
T, Pb, Bi, Li, Rb,
1P SPE Ra Cs, V. Nb, Mo, W, 100 0,417 NI Eaux potables [87]
As, Sb
Ip SPE Cu Co, Ni, Zn 75-96 63 0,05 Faux minerales, eaux | gg)
de mer
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|.4. Conclusion

La quantification d’ions métalliques a I'état de trace dans des échantillons complexes peut
étre réalisée par de nombreuses techniques qui sont cependant, soit peu spécifiques, soit
fortement impactées par les effets de matrices. Il semble alors nécessaire d’ajouter une étape
de traitement de I'échantillon en amont de I'analyse afin de pallier les limites actuelles des
instruments. La SPE est la technique la plus couramment utilisée pour le traitement de
I’échantillon. Cependant, les supports conventionnels tels que les résines d’échange d’ions
apparaissent comme peu efficaces en termes d’extraction spécifique pour un ion métallique
donné. C’'est pour cette raison que de nouveaux supports plus spécifiques ont été ou sont
actuellement en cours de développement, tels que les MOF, les nanotubes de carbone ou
encore les IIP. Les IIP peuvent notamment permettre d’extraire spécifiquement un ion cible.
Cependant, ils nécessitent une phase de développement parfois longue et complexe, avec
I'utilisation de solvants et de monomeéres toxiques. Parmi les nouveaux supports hautement
spécifiques en cours de développement, I'un a particulierement retenu notre attention : les
supports fonctionnalisés par des aptameéres appelés oligoadsorbants (OS). Les aptameéres sont
de simples brins d’ADN ou d’ARN sélectionnés pour leur forte affinité et spécificité vis-a vis
d’un analyte cible donné. Leur potentiel dans le cadre de |'extraction de molécules a
largement été démontré [99—-101]. Nous nous sommes donc intéressées a leur utilisation pour

la reconnaissance et I'extraction d’ions métalliques modeles, tels que Cd(ll), Pb(ll) et Cu(ll).
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Chapitre Il

Les aptameres, état de I’art et applications a
I’analyse d’ions métalliques
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Chapitre Il - Les aptameres, état de I'art et applications a

I’analyse d’ions métalliques

I1.L1. Généralités sur les aptameres et leurs applications pour les

molécules

Les aptameres sont des simples brins d’ADN ou d’ARN constitués de quelques dizaines a une
centaine de bases. Ces derniers ont la capacité d’adopter une structure tridimensionnelle leur
permettant de retenir spécifiquement la cible pour laquelle ils ont été sélectionnés. Le mot
aptamere est dérivé du latin « aptus » (attaché a) et du grec « meros » (partie). Les premiers
aptameéres ont été isolés en 1990 en associant une synthése aléatoire d’oligonucléotides, une
sélection et une amplification des séquences. L'ensemble du processus appelé SELEX
(Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment) sera expliqué plus en détail dans
la suite de ce chapitre. Une fois identifié et synthétisé, I'aptamere peut étre utilisé afin de
développer des capteurs, des systémes d’extraction ou encore pour de I'imagerie pour de
nombreux domaines d’études, tels que la surveillance environnementale, la toxicologie ou

encore la dermatologie.

I1.1.1 Structure des aptameres

Afin de mieux appréhender les phénomenes de rétention d’un analyte par un aptamere, il
apparait tout d’abord nécessaire de décrire la structure primaire, secondaire et tertiaire d’'un

aptamére.
I1.1.1.1. Structure primaire

La structure primaire d’un aptameére est composée d’'un enchainement de nucléotides.
Chaque nucléotide est composé de trois parties : une base azotée (ou nucléobase), un sucre
comme le pentose (2’-désoxyribose) pour I’ADN, ainsi qu’un groupement phosphate. Les 4
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bases azotées constituant I’ADN sont la thymine (T), I'adénine (A), la guanine (G) et la cytosine
(C). Les bases azotées sont réparties en deux groupes, les bases puriques (A et G) et les bases
pyrimidiques (C et T). ARN quant a lui possede la méme structure que I’ADN, a I'exception
de la nature du sucre (le désoxyribose est remplacé par un ribose) ainsi que de la nature de
I'une des bases pyrimidiques (la thymine est alors remplacée par I'uracile (U)). La structure
des bases azotées de I'’ADN et I’ARN est présentée en Figure 9. Les groupements phosphate

présents sur chacun des nucléotides portent deux charges négatives.

NH, |(|) (0]
C C C CH
CH 111~|r/ ““ﬁH m|~1/ “ﬁ/ :
O T
H H H
_—_— \ Uracile (U) Thymine (T)
Cytosine (C) (présent dans 'ARN) (présent dans 'ADN)
T
C
| [l cH CH
HCy. _C—/ HN-—C.. _Coy
H H
Adénine (A) Guanine (G)

Figure 9. Structure des bases azotées constituant I'ADN et I'ARN [102]

La séquence d’acides nucléiques se forme par réaction de condensation, entre le sucre
pentose d’'une base nucléique et le groupement phosphate de la base voisine [103]. Cette
réaction est représentée en Figure 10. Le nombre de charges négatives de la séquence
correspond donc au nombre de nucléotides dont elle est composée, car une charge négative
sur chacun des groupements phosphate est conservée lors de la formation de la liaison
phosphodiester. L’'ensemble forme donc un polymére, dont la lecture est réalisée de maniére
conventionnelle dans le sens 5’ vers 3, en référence aux numéros des atomes de carbone

composant les sucres pentose.
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Figure 10. Formation d'une liaison phosphodiester entre deux nucléotides [104]

11.1.1.2. Structure tridimensionnelle

Selon le modele de Watson-Crick, les bases azotées peuvent s’associer deux a deux par liaisons
hydrogéne pour former des paires de bases dites canoniques, la guanine s’associant avec la
cytosine par trois liaisons hydrogéne et I'adénine avec la thymine (ou 'uracile dans le cas de
I’ARN) par deux liaisons hydrogene (Figure 11). Cette capacité, couplée a la flexibilité du
squelette sucre-phosphate, permet alors a la séquence nucléotidique de s’associer avec une
autre séquence ou encore de se replier sur elle-méme. La stabilité de la structure est ainsi
assurée par les liaisons hydrogene formées, mais aussi par I'empilement des cycles contenus

au sein des bases azotées formant la séquence.

Thymine HoN Adénine

o N~ W
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O ’ \O
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Figure 11. Appariement des paires de bases nucléotidiques par liaisons hydrogéne [105]
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Le type de motifs, et donc de structures secondaires, formés par les interactions entre les
bases est varié. La structure secondaire la plus connue est la double hélice, formée entre deux
séquences nucléotidiques complémentaires (Figure 12.A). Un brin d’ADN peut aussi se replier
sur lui-méme, lui permettant alors d’adopter de nombreuses conformations représentées en
Figure 12. Les structures (B), (C) et (D) sont composés de deux parties : une ou plusieurs tiges
constituées de I'ensemble des paires de bases qui se sont appareillées, et la boucle, constituée

de bases nucléotidiques n’ayant pas pu former d’interactions avec une autre base.

La structure (E) est quant a elle constituée de guanines qui ont la capacité, lorsqu’elles sont
sur le méme plan, de former des interactions par liaisons hydrogene. L’association d’au moins
deux motifs composés de 4 guanines, appelées tétrade, entraine alors la formation du motif

non-canonique, particulierement stable, nommé G-quadruplex.

La stabilité des structures formées par ces interactions entre les bases varie en fonction du
nombre de liaisons hydrogene, du nombre d’empilements m-m formés par les cycles
aromatiques des bases [106] et de la solvatation des phosphate permettant de limiter la

répulsion électrostatique [107].
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Figure 12. Représentations schématiques des principales structures secondaires. (A) : double
hélice [108] ; (B) : tige-boucle [109] ; (C) : boucle interne [109] ; (D) : boucles multiples [109] ;
(E) : G-quadruplex [110]
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La structure tertiaire de I’ADN se référe a la maniére dont le ou les brins d’ADN sont organisés
et pliés dans I'espace tridimensionnel afin de former une structure compacte. Cela est en fait
directement lié a la nature des groupements constituant le/les brins ainsi qu’aux interactions
entre ces derniers. La structure tertiaire est donc formée par I'interaction des motifs issus de
la structure secondaire, telle que montré en Figure 13. D’autres éléments extérieurs a la
séquence tels que la présence de cations mono ou divalents (Mg?* ou NHs* par exemple) ou

de méthanol peuvent permettre la stabilisation de la structure tertiaire formée [111].

1 10 20 30 40 50
A) I . I . I . I . I . I
GGCGGAACCGGUGAGUACACCGGAAUCCGAAAGGAUUUGGGEGUGCCCCCGE,

B) 30 )

A\ 40
}& 50 ‘9
1N o

Figure 13. Exemple d'ARN représentée en structure primaire (A), secondaire (B) ou tertiaire
(C)[112]

I1.1.2. Fixation d’un aptamere a sa cible

Jusqu’ici, il a été démontré que les brins d’ADN et d’ARN, composés de bases nucléotidiques,
ont la capacité de changer de conformation. Cela est notamment di a la grande flexibilité du
squelette sucre-phosphate ainsi qu’aux nombreux groupements constituant les séquences qui
peuvent réaliser des interactions entre eux ou avec d’autres molécules / ions. Cela forme donc
des motifs structuraux secondaires qui ensuite se replient et se condensent pour former la
structure tridimensionnelle du brin. L’ensemble des motifs formés lors de I'appariement des
paires de bases (structure secondaire) de I’ADN intervient dans le mécanisme de fixation d’un

aptameére a sa cible. Différentes études portant sur la compréhension des mécanismes de
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fixation aptameres-cibles ont été réalisées permettant alors de conclure quant a la diversité

des interactions existantes.

Une étude portant sur la caractérisation d’'un aptamere ayant pour cible le facteur de
croissance endothélial vasculaire humain (VEGF) a démontré le réle clé du motif tige-boucle
sur le mécanisme de reconnaissance [113]. En effet, I'aptamére décrit comme spécifique a la
cible a été comparé a des aptameres modifiés / tronqués. Lorsqu’une modification est réalisée
sur la boucle du motif, I'affinité de I'aptamere pour la cible ne change pas. Lorsqu’une
modification est réalisée dans la tige du motif, une perte d’affinité de I'aptameére pour la cible
est constatée. De plus, I'appariement des groupements terminaux de I'aptamere semble jouer
un role clé dans la stabilisation de la structure de I'aptamére et donc de sa capacité a se lier a

sa cible.

Deux aptameéres permettant la fixation de la trombine ont aussi été étudiés afin de
comprendre les mécanismes de rétention [114]. Le premier, de 15-mer (15 bases), a été
identifi¢ comme formant un motif G-quadruplex, alors que le second aptameére, de 29-mer,
forme un motif type « hairpin » (ou épingle a cheveux). Une étude du mode de rétention sur
chacun des motifs a permis de démontrer que la structure G-quadruplex permettait la
rétention de la trombine par interactions électrostatiques alors que le motif hairpin fixait la
trombine par des effets hydrophobes. Ces aptameéres permettent donc tous deux de fixer la
cible, mais pas avec les mémes types d’interactions. Afin de faciliter la mise en place de telles
interactions, un ajustement de la composition du milieu peut s’avérer nécessaire, en
remplacant notamment le potassium par du magnésium pour la formation de la structure

hairpin pour I'laptamére 29-mer.

La caractérisation d’'un aptameére spécifique a la L-tyrosine a permis de démontrer la
multiplicité des interactions mises en jeu dans le mécanisme de liaison aptamere-cible [115].
En effet, il a été conclu, d’apres les expériences menées en dichroisme circulaire, que le
groupement phényl de la L-tyrosine contribue a I'effet hydrophobe dans I'empilement des
bases, alors que le groupement NHs* permet de former des interactions électrostatiques.
L’ensemble des interactions établies permettent a I'aptameére de changer de conformation
pour une structure plus stable, la stabilité de la structure étant favorisée par I'ajout de Mg?*

dans le milieu.
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Les interactions entre un aptameére et sa cible semblent donc régies par de nombreuses
interactions intermoléculaires telles que les liaisons hydrogéne, le m-it stacking, les effets
hydrophobes ou encore les interactions électrostatiques. Il est a noter que la composition du
milieu, notamment la présence de cations, joue un réle clé dans la fixation aptamere-cible. Il
a en effet été constaté que des ions tels que Mg?* ou Sr?* établissent des interactions
électrostatiques avec les groupements phosphate, minimisant alors la répulsion entre ces
derniers. Cela permet alors d’augmenter la flexibilité du squelette sucre-phosphate, facilitant

alors le changement de conformation de I'aptamere en présence de sa cible [115-117].

I1.1.3. Processus d’identification d’aptameres spécifiques: le procédé

SELEX

I1.1.3.1 Principe général

Le procédé SELEX permet la sélection d’'un ou plusieurs aptameéres reconnaissant une cible
donnée. Le processus fut décrit pour la premiere fois en 1990 par les deux équipes
indépendantes de Szostak [118] et Gold [119]. lls ont tous deux utilisé une banque aléatoire
d’oligonucléotides, afin de sélectionner une séquence présentant de |'affinité pour une cible
particuliére, qui a subi par la suite une répétition de cycles d’amplification, ces étapes

constituant alors les bases du processus SELEX, représenté en Figure 14.

La premiere étape du processus est la génération d’'une banque d’oligonucléotides d’environ
103 3 10%° séquences [120]. L’'ensemble des séquences ainsi générée est exposé a la cible
(cellules, protéines, peptides...). Les oligonucléotides liés a la cible sont alors séparés de ceux
non liés puis soumis a une réaction par polymérisation en chaine (PCR) ou une polymérisation
en chaine reverse transcriptase (RT-PCR) afin d’augmenter leur quantité et les soumettre a
nouveau a un cycle de sélection (de 7 a 15 cycles), permettant I'obtention des séquences de
plus forte affinité pour la cible. Une fois les différents cycles effectués, les oligonucléotides

retenus sont alors séquencés afin d’en connaltre leur composition.
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Figure 14. Représentation schématique du processus SELEX [121]

1.1.3.2. Choix de la bibliothéque d’oligonucléotides

La banque d’oligonucléotides est composée de séquences d’ADN ou d’ARN synthétisées
chimiquement. Chacune des séquences est composée d’une partie aléatoire (généralement la
partie centrale de la séquence) ainsi que d’une ou plusieurs extrémités fixes aux régions 5’
et/ou 3’, servant d’amorces pour I'amplification par PCR ou RT-PCR. La portion aléatoire
détermine la diversité de la banque de séquences d’oligonucléotides. En effet, il est
théoriquement possible d’obtenir, pour une région variable de n nucléotides, 4" séquences
aléatoire, puisque chacune des positions peut étre occupée par les bases guanine, cytosine,
thymine ou adénine dans le cas de ’ADN par exemple. En pratique, le premier cycle de
sélection ne peut difficilement contenir plus de 10%° séquences différentes, correspondant
alors a des séquences de 25 nucléotides dans la partie variable [122]. Un processus SELEX
réalisé avec un nombre de bases contenues dans la séquence variable supérieur a 25
nucléotides ne permettra pas a la cible d’étre mise en contact avec I'’ensemble des séquences
de la bibliotheque [123]. Ce nombre de nucléotides est, pour la majeure partie des petites
molécules ciblées, suffisant pour identifier un aptameére avec une forte affinité pour sa cible.
Cependant, dans le cadre de l'utilisation du processus SELEX ciblant des molécules plus
complexes (protéines, cellules ...), la diversité structurale imposée par de plus grandes

séquences peut représenter un avantage. En effet, des motifs de liaisons particulierement
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complexes peuvent nécessiter une longueur minimale de bases pour étre formés, nécessitant
alors de travailler avec une séquence de bases aléatoires supérieure a 25 nucléotides. De plus,
un grand nombre de bases dans la partie aléatoire peut permettre de former plusieurs sites
de reconnaissance a la cible. La longueur de la région variable de la séquence doit donc
permettre a la fois d’obtenir une grande diversité de séquences mises en contact avec la cible
(mise en contact favorisée par des séquences contenant moins de 25 bases) mais aussi
I’obtention d’une grande diversité structurale des séquences (favorisée par des séquences
contenant plus de 25 bases). La longueur des séquences aléatoires est généralement comprise

entre 40 et 70 bases dans la plupart des études reportées [124].

11.1.3.3. Sélection des séquences a forte affinité pour la cible

Une fois la banque d’oligonucléotides choisie, cette derniere est mise en contact avec la cible.
Afin de séparer par la suite les séquences liées a celles non liées a la cible, il est nécessaire
d’immobiliser la cible ou les séquences sur un support. La technique conventionnelle repose
sur I'immobilisation de la cible sur des billes, ayant, par exemple, des propriétés magnétiques
[125]. La cible peut aussi étre greffée sur un support utilisé comme phase stationnaire de
chromatographie d’affinité [126]. La sélection peut étre optimisée en jouant sur la
concentration de la cible, la nature du tampon lors de la fixation et le volume de lavage qui
précede |'élution [122]. Cette technique basée sur I'immobilisation de la cible présente une
limite. En effet, la fonction de la molécule utilisée pour I'immobilisation sur le support ne peut
pas interagir avec les séquences, ce qui peut affecter le procédé de sélection en éliminant
certaines séquences qui présenteraient de I’affinité pour cette partie de la molécule. De plus,
cela peut modifier la répartition des charges et des électrons sur la molécule, une fois celle-ci
immobilisée.

Pour éviter cet effet, d’autres méthodes ne nécessitant pas I'immobilisation de la cible ont été
développées. La mise en oceuvre du processus SELEX en électrophorése capillaire permet
notamment de s’affranchir du support et de limiter le nombre de cycles de sélection a réaliser
(4 cycles en moyenne pour cette technique) [127]. La séparation du complexe aptamére-cible

des séquences non liées est réalisée grace a leur différence de mobilité électrophorétique,

comme par exemple dans le cadre de la sélection de séquences d’aptamere spécifiques a la
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lactoferrine bovine [127]. Une autre limite de la technique SELEX est le temps nécessaire et la
quantité de réactifs a utiliser. Ainsi, il peut étre envisagé de miniaturiser les supports
permettant de réaliser les étapes de sélection et de séparation des séquences liées a la cible
de celles non liées en recourant a des puces microfluidiques, dans lesquelles les protéines
cibles sont intégrées a des gouttelettes de gel synthétisées par voie sol-gel. Les protéines
cibles sont pour cela mélangées a différents réactifs permettant la formation du gel. Le
mélange est ensuite appliqué sous forme de gouttelettes, ces dernieres étant completement
gélifiées au bout de 12 h. Aprés un traitement au plasma a oxygéne, les gouttelettes sont
mises en contact avec une banque d’aptameére, les protéines vont alors retenir les séquences
pour lesquelles elles ont de I'affinité. Cette méthode permet, en un seul cycle de SELEX, la
sélection de séquences spécifiques a de multiples protéines [128]. Néanmoins, la structure

tridimensionnelle de la protéine a I'état natif peut avoir été perdue lors de la formation du

gel.

Afin d’améliorer la spécificité de la séquence sélectionnée, un cycle de sélection négatif (ou
rétro-sélection) peut étre réalisé en amont de la sélection avec la cible (appelée sélection
positive). Pour cela des composés interférents, souvent des analogues structuraux du
composé cible que lI'on ne souhaite pas retenir, sont incubés avec les séquences
présélectionnées. Les séquences liées a ces composés sont ensuite éliminées, éliminant de ce
fait les possibles interactions des séquences conservées avec ces composés. Cette étape de

sélection négative peut aussi étre réalisée en aval de la sélection positive [129].

11.1.3.4. Amplification des séquences

Une fois les séquences ayant une affinité pour la cible séparées des séquences non-affines,
une étape d’amplification des séquences est réalisée. Lorsque la bibliotheque
d’oligonucléotides est constituée de séquences d’ADN, I'amplification est généralement
réalisée par PCR. Pour cela, les séquences sont dénaturées (augmentation de la température
aux alentours de 95°C) puis incubées avec les amorces de la PCR afin d’identifier le point de
départ de la réaction. Ces amorces reconnaissent la partie constante de la séquence et
viennent interagir avec cette derniére. Une fois les amorces fixées, les séquences sont mises

en contact avec la Tag polymérase a une température de 72°C (température optimale pour
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I'action de la polymérase) conduisant a la synthése d’un brin complémentaire au premier brin.
Ces étapes de dénaturation, d’hybridation des amorces, d’élongation et de synthése du brin

complémentaire sont ensuite répétées, généralement une vingtaine de fois.

Si la bibliothéque d’oligonucléotides est constituée de séquences d’ARN, I'amplification par
PCR n’est pas possible. Il est donc nécessaire de réaliser dans ce cas une amplification par
transcription inverse (RT-PCR). Premierement, 'ARN est inversé et transcrit en ADN
complémentaire (ADNc) par la transcriptase inverse. Deuxiemement, 'ADNc est ensuite

amplifié par PCR comme expliqué précédemment.

Aprés plusieurs cycles de PCR ou RT-PCR réalisés, le produit qui en résulte se compose
principalement d’ADN doubles brins. Afin de passer au cycle de sélection suivant, il est
nécessaire que les simples brins d’ADN sélectionnés précédemment soient séparés du brin
complémentaire formé lors du processus de polymérisation. Parmi les protocoles existants,
I’'un consiste a réaliser une séparation aprés dénaturation des doubles brins. Une modification
du protocole classique de PCR est réalisée puisqu’'une amorce spécifique au simple brin a
conserver est modifiée avec une biotine. Cette amorce est ensuite utilisée dans le processus
de PCR. Une fois I'ensemble des cycles de PCR réalisé, la solution est mise en contact avec de
la streptavidine. Un complexe simple brin d’ADN-biotine-streptavidine est ensuite formé avec
les simples brins a conserver. Un champ électrique est ensuite appliqué au mélange simple
brins biotinylés / non biotinylés permettant la séparation de ces derniers par différence de
mobilité électrophorétique [130]. D’autres techniques, telles que la digestion enzymatique,
apres utilisation d’'une amorce 5’-phosphate sur le brin complémentaire, peuvent étre
réalisées. Cependant, cette technique peut s’avérer colteuse a mettre en place par
I'utilisation d’enzymes. De plus, la réaction enzymatique peut étre incompléte, ce qui entraine

la présence de sous-produits non désirés [131].

La technique de PCR dite « asymétrique » est de nos jours couramment utilisée afin de
générer, a l'issue des cycles d’amplification, la séquence précédemment sélectionnée en
grande quantité. Un schéma est proposé en Figure 15. Pour cela, une quantité limitée de I'une
des deux amorces utilisées (P2 sur le schéma ci-dessous) dans le processus PCR symétrique
est incubée avec les séquences pour amplification. Une fois I'amorce placée en quantité
limitée consommée pour I'amplification produisant des doubles brins, le mécanisme de PCR
utilise la seule amorce restante (P1 sur le schéma ci-dessous) pour produire des répliques du
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seul brin d’ADN désiré. Une purification par électrophorese sur gel de polyacrylamide (PAGE)
est ensuite réalisée. Cette technique limite donc la formation de brins complémentaires non

sélectifs en faveur du brin sélectif [132].

PCR symétrique PCR asymétrique
Brin a amplifier
Amorce P2 Amorce P2
q ower b Amarce 02 en
Amorce P2 quantité limitée
Amorce P1 Amorce P1 en
I Cycle x — excés

Figure 15. Processus de PCR symétrique et asymétrique pour une amplification d'ADN simple
brin

Cependant, quelle que soit la technigque mise en ceuvre, il existe des inconvénients a prendre
en compte lors du choix de la technique. L'une des limites est la production de séquences non
spécifiques (appelées sous-produits) lors du processus d’amplification. Ce phénoméne est
d’autant plus rencontré lorsque les concentrations d’amorces sont différentes I'une de I'autre
(tel que dans la PCR asymétrique). L'enzyme permettant la réplication de I’ADN (la Taq
polymérase) peut aussi incorporer des erreurs lors de cette réplication, produisant alors de ce
fait des sous-produits. Afin de limiter la production de ces sous-produits, plusieurs paramétres
peuvent étre optimisés tels que le nombre de cycles de PCR. En effet, plus le nombre de cycles
est faible, plus le risque d’erreurs est limité. De plus, plus la séquence a amplifier est longue,
plus le risque que cette derniére soit amplifiée avec une erreur est élevé. D’autres parametres

permettant d’améliorer la qualité de I'amplification sont a optimiser tels que la température
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de réaction, la durée d’incubation pour chacune des étapes, ainsi que la composition des

réactifs mis en jeu dans la réaction (concentration des réactifs, nature des amorces)[131,133].

I1.1.3.5. Spécificité des protocoles SELEX ayant pour cible des ions métalliques

Lorsque la cible du processus SELEX est un ion métallique, il semble impossible de fixer ce
dernier sur un support afin de réaliser la partie sélection du protocole SELEX. Il existe donc
une stratégie consistant a immobiliser la banque d’oligonucléotides sur un support, modifiant
de ce fait le protocole classique de sélection des séquences. Cela implique I'utilisation d’une
séquence dite « d’assistance », ayant la faculté de se lier a la partie 3’ constante des
oligonucléotides de la banque [134]. Cette séquence est fonctionnalisée par un groupement
biotine. Une fois la banque mise en contact avec cette séquence, le mélange est incubé avec
de l'agarose greffée par un tétramére de streptavidine, permettant alors de former le
complexe biotine-streptavidine et donc d’'immobiliser I’'ensemble des oligonucléotides de la
banque comme illustré en Figure 16. Par la suite, les billes sont mises en contact avec I'ion
cible. Les séquences ayant une forte affinité pour la cible se détachent des billes. Une simple
centrifugation permet alors de séparer les séquences liées de celles non liées a I'ion. Une
colonne peut aussi étre remplie avec les billes sur lesquelles est immobilisée la banque, la
solution contenant I'ion ciblé est donc percolée au travers de cette colonne [135,136]. Une
fois la solution percolée sur la colonne, les séquences avec une forte affinité pour la cible sont
alors éluées. Apres élimination de I'ion cible, un protocole de PCR symétrique ou asymétrique
est réalisé. Enfin, une étape de séparation des brins synthétisés est réalisée par SDS-PAGE.

Cela permet de ne récupérer que les brins cibles pour réaliser une nouvelle étape de sélection.
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Figure 16. Sélection de séquences spécifique au Cd(ll) par interaction biotine-streptavidine
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amorce de la réaction de PCR asymétrique. [134]

11.1.3.6. Modélisation de la structure des séquences

Une fois une ou des séquences identifiées par le processus SELEX, il est alors possible de
modéliser ces séquences en 2 dimensions afin de mieux comprendre la conformation en
solution. Pour cela des logiciels tels que mfold DNA ont été développés [137]. Ce logiciel
repose sur le calcul de I'énergie libre AG afin de former la structure la plus probable pour
lagquelle I'énergie libre calculée est la plus faible. En plus de la nature de la structure, il est
également possible d’intégrer dans le calcul la température mais aussi la concentration en Na*
et Mg?* qui peuvent influer sur la structure adoptée par 'aptamére [138]. Cependant, ce
logiciel comporte quelques inconvénients tels que I'impossibilité de prendre en compte

d’autres cations que ceux cités précédemment. De plus, le logiciel est incapable de

représenter des structures tri-dimensionnelles telles que la structure G-quadruplex.

I1.2. Développement d’oligoadsorbants spécifiques aux molécules

Précédemment, nous nous sommes intéressés a la description d’'un aptameére ainsi qu’a
I'identification d’une séquence spécifique a une cible. Nous allons maintenant nous
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concentrer sur le développement et |'utilisation d’aptameres pour le développement
d’oligoadsorbants spécifiques aux molécules, puisque c’est ce qui a été le plus décrit jusqu’a
présent dans la littérature. Une description approfondie des choix et paramétres clés de
I'oligoextraction de molécules sera réalisée. Enfin, nous nous intéresserons a I'utilisation des
aptameéres ciblant des ions afin de mieux appréhender les travaux déja réalisés et les enjeux
du développement de supports fonctionnalisés par des aptameres pour |'extraction d’ions

métalliques

11.2.1. Choix de la séquence d’aptamere

Le développement de supports d’extraction a base d’aptaméres nécessite au préalable de
choisir des séquences prometteuses pour I'extraction de I'analyte cible. Pour cela, deux
méthodes peuvent étre employées : I'une consiste a identifier une séquence par le processus
SELEX, comme expliqué dans la partie précédente, I'autre consiste a utiliser une séquence
identifiée et décrite par d’autres auteurs. Avant de sélectionner une séquence pour un analyte
décrite dans la bibliographie, il est intéressant de considérer la valeur de la constante de
dissociation. En effet, ce paramétre définit I’affinité de 'aptamere pour sa cible [139]. Dans le
cadre du développement d’oligoadsorbants (OS), cette constante doit étre, en effet, la plus
faible possible, de I'ordre de celle des anticorps, soit < 100 nmol/L, afin d’espérer une forte
rétention de I'analyte cible par I'aptamére permettant alors la percolation de volumes
d’échantillon suffisants pour obtenir un effet de concentration. Le Tableau 7 issu d’'une revue
regroupe différents exemples d’aptameres sélectionnés pour des petites molécules mais aussi
pour des peptides et des protéines [101]. On constate que sur I'ensemble des exemples cités,
seule une partie des séquences présente des constantes de dissociation (Kq) inférieures a 100
nmol/L (décrites en verte dans le tableau). De ce fait, toutes les séquences déja décrites dans

la littérature ne peuvent pas étre utilisées afin de développer un OS.
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Tableau 7. Exemple d'aptameéres identifiés pour une cible et leur constante de dissociation

[101]
Cible Type d’aptameéres Ka (nmol/L)
Petites molécules organiques (masse moléculaire inférieure a 2000 g/mol)
L-Arginine ARN 330
Cocaine ADN 5000
Cyanocobalamine (co-facteur) ARN 88
Dichlofénac ADN 43
Ethanolamine ADN 6-19
17B-Estradiol ADN 130
Fuminosine B1 ADN 100
Kanamycine A/B ARN <300/180
Lividomycine ARN <300
Malachite green ARN 118-800
Moenomycine A ARN 300-400
Neomycine ARN =100
Théophylline ARN 100
Sulforhodamine B ADN 190
Ochratoxine A ADN 50
Oxytétracycline ADN 9-56
Sialyl Lewis (carbohydrates) ADN 0.085-10
Tétracycline ADN 64
Tobramycine ARN 2-3
Zéaralenone ADN 41
Peptides et protéines
Bovine thrombine ARN 164-240
HIV-1 reverse transcriptase ADN 0.18-0.5
Immunoglobuline E ADN 10
Neurotensine recepteur 1 (rat) ARN 0.37
Oncostatine M ARN 7
protéine Cellulaire du prion ARN 0.1-1.7
Ricin toxine ADN 58-100
L-Selectine ADN 2
Streptavidine ARN 7
a-Thrombine ADN 200
Thyroide transcription facteur 1 ADN 3.3-67
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11.2.2. Greffage de la séquence

Une fois la séquence pour I'analyte cible sélectionnée, cette derniere doit étre greffée sur un
support solide afin de synthétiser un OS. Pour cela, plusieurs choix peuvent étre faits tels que

la nature du support solide et la possibilité d’ajouter un brin espaceur.

11.2.2.1 Choix du support de greffage et de sa fonctionnalisation

Afin de synthétiser un OS pour |'extraction, plusieurs matériaux peuvent étre utilisés. Le
matériau le plus utilisé reste I'agarose (ou la Sépharose, un type d’agarose). Cependant, des
auteurs utilisent aussi les monolithes comme support d'immobilisation tel qu’illustré dans le

Tableau 8 [140].

Ensuite, sur un matériau donné, plusieurs types de fonctionnalisation, nécessitant de modifier
de maniére adéquate le brin d’aptamere sur sa partie 5 ou 3’ pour permettre son
immobilisation, peuvent étre possible. L'un des greffages les plus rapportés est celui sur
agarose activée par de la streptavidine par interaction biotine-streptavidine avec des
aptameéres préalablement biotinylés. Bien que facile a mettre en ceuvre, l'interaction par
affinité biotine-streptavidine peut s’avérer fragile puisque cette derniére peut étre rompue
par la température, mais aussi par I'utilisation de solvants organiques [141]. Afin de pallier ce
probleme, d’autres fonctionnalisations conduisant a un greffage covalent ont été utilisées
telles que de la Sépharose activée CNBr (bromure de cyanogéne) ou NHS (N-
hydroxysuccinimide), nécessitant l'introduction d’un groupement NH; a l'extrémité de
I'aptamere. La fonctionnalisation choisie sur le matériau d’immobilisation dicte donc la nature

de la modification a réaliser sur le brin d’aptameére.
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Tableau 8. Exemple de choix de supports solides et de modifications de I'aptameres afin de
réaliser le greffage. Issu de [140]

Modificati
Analyte cible Echantillon Phase solide/activation o,dl |cat|?n de
I'aptamere

Aflatoxine B2 Cacahueéte Sépharose /CNBr NH2-C7

Histones Lysat de cellules Agarose / streptavidine Biotine

Plasma NH2-Cs

Cocaine Sr?]r;%tic:;'t Sépharose / CNBr NHs-Cis
Blé Agarose / diamino- )

dipropylamine

h ine A
Ochratoxine Poudre de

5ph hiol NH,-
Gingembre Sépharose / thio 2-Ce
. . . monolithe poly(TMOS-co-y-
Th h . H-
rombine Sérum humain MAPS) / alcéne SH-Cs
, OH- . Urine Nanop.artlcules magnfethues NH,
déoxyguanosine / amine + glutaraldéhyde
Adénosine Cortfex del rat Billes de verre 'p<.)reuses/ Biotine-TEG
dialysé streptavidine
, lith ly(GMA-co- L
Cytochrome C Sérum monolithe poly(G co Biotine

TRIM) / streptavidine
CNBr : bromure de cyanogene ; TMOS : orthosilicate de tétraméthyle ; MAPS : méthacrylate
triméthoxysilane; GMA-co-TRIM : glycidyl méthacrylate -co- triméthylolpropane
triméthacrylate ; TEG : triéthyléne glycol

Au sein de I'équipe, une comparaison des modes de greffages pour le développement d’un
support fonctionnalisé par des aptameéres pour I'extraction de la cocaine a été réalisée [10].
Quatre types de greffage ont été étudiés : le premier avec de la Sépharose activée CNBr (A),
le second avec de la Sépharose activée thiol (B), le troisieme avec de la silice activée
glutaraldéhyde (C) et le dernier avec de l|'agarose activée Streptavidine (D). Une
représentation schématique de chacun des greffages est donnée en Figure 17. Pour chacun
des greffages réalisés, un support controle sans aptamere a été synthétisé afin d’étudier
I’éventuelle contribution du support dans le processus de rétention. Un OS est jugé sélectif si
une différence de comportement entre le support greffé et le support non greffé est constaté
lors de I'extraction de la molécule cible. Cette étude a mis en lumiére la difficulté du greffage
sur la silice activée glutaraldéhyde, largement utilisée par I'équipe pour I'immobilisation

d’anticorps, puisqu’une absence de rétention de la molécule cible a été observée sur les
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supports greffés et non greffés. Une des hypothéses expliquant cette absence de rétention
est la présence d'un revétement de polymére polyéthylenimine hydrophile chargé
positivement (3 pH 6) a la surface des billes de silice et favorisant de ce fait la formation
d’interactions non-spécifiques avec les résidus phosphate des aptaméres génant leur greffage.
En ce qui concerne la Sépharose activée thiol, aucun aptamére n’a été greffé sur la Sépharose.
Plusieurs raisons peuvent étre avancées telles que I'hydrolyse du groupement ester-thiol
avant le greffage ou encore une perte durant une étape de précipitation du protocole.
L'immobilisation sur Sépharose activée CNBr ou streptavidine a permis en revanche un
greffage efficace des aptameres. Ainsi, cette étude a montré que la méthode d’immobilisation
doit donc étre consciencieusement choisie afin de permettre tout d’abord le greffage des
aptameres puis une rétention seulement par interactions spécifiques de la cible lors du

protocole d’extraction apres greffage.

* 0 ap‘a"’e”z(CHz)S\NHz ~O-__NH
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Sepharuse/ CN > sepharose ﬂ/ \(CHz)h/ p
NH
®) ~(CH,) A~
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~NH.. N S oN
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Figure 17. Immobilisation des séquences d'aptaméres sur différents supports solides (A)
Sépharose activée CNBr, (B) Sépharose activée thiol, (C) Silice activée glutaraldéhyde, (D)
Agarose activée streptavidine [10]
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11.2.2.2 Choix du bras espaceur

Comme mentionné précédemment, différentes modifications peuvent étre apportées sur la
séquence d’aptamere. L'une d’elles consiste en I'ajout d’un bras espaceur, tres
majoritairement constitué d’une chaine carbonée Cs a C12 entre I'aptamere et le groupement
permettant I'immobilisation sur le support solide. Ce bras espaceur doit permettre d’éloigner
I'aptamere du support d’immobilisation et donc d’éviter les génes stériques empéchant a
I'aptamere de prendre une structure tridimensionnelle nécessaire au piégeage et donc a la
rétention de la cible. Comme démontré précédemment dans le Tableau 8, les auteurs utilisant
la fonction NH; pour I'immobilisation ajoutent aussi un bras espaceur, mais ce dernier varie
dans le nombre de carbones qui le constitue. Pour compléter I’étude menée sur les méthodes
d’immobilisation, notre équipe a évalué l'influence de la longueur du bras espaceur sur les
taux de greffage (dont le principe de mesure sera explicité ci-aprés) ainsi que sur les
performances de |'extraction [10]. Le taux de greffage a été plus important avec I'utilisation
d’un bras espaceur Ci12 (67% contre 37% pour 'espaceur Cg). Cela peut étre d( a une meilleure
accessibilité du groupement NH; intervenant dans I'immobilisation. Cependant, les capacités
expérimentales mesurées sur chacun des supports étaient similaires quelle que soit la
longueur du bras espaceur utilisé. L'utilisation d’un bras espaceur Ci12 conduit donc a plus de
séquences greffées mais une grande partie de celles-ci sont inactives et ne participent donc
pas au mécanisme de rétention de I'analyte cible. Il en a donc été conclu que les performances
des supports greffés via un bras espaceur Cs ou Ci; étaient similaires en termes de rétention
de la molécule cible, la cocaine dans ce cas, puisque pour les deux supports les capacités
expérimentales déterminées étaient équivalentes et surtout suffisantes par rapports aux

concentrations recherchées.

11.2.2.3. Mesure des taux de greffage

Une fois le support d’immobilisation et la longueur du bras espaceur sélectionnés, le greffage
est alors réalisé. Afin de prouver que les aptameres ont été immobilisés avec succes, certains
auteurs analysent le support par spectroscopie Raman ou encore par infrarouge a
transformée de Fourier, le greffage devant modifier le spectre obtenu [142]. En complément,

des mesures en microscopie électronique a balayage peuvent étre réalisées en comparant un
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support non greffé a un support sur lequel des aptameéres sont immobilisés [143]. Bien que
ces techniques permettent de démontrer la présence d’aptameres sur le support solide, cela
ne permet pas de quantifier la quantité d’aptameéres greffés sur le support. Pour répondre a
cette problématique, une méthode de mesure des taux de greffage a été développée au

laboratoire [144].

Une fois le greffage réalisé et le support solide introduit dans une cartouche entre deux frittés,
la solution issue du greffage ainsi que les trois premiéres fractions de lavage du support sont
récupérées. Ces fractions sont par la suite analysées par chromatographie de paires d’ions,
avec comme agent d’appariement |'acétate de triéthylammonium, couplée a une détection
par spectrophotométrie d’absorbance UV. Une courbe d’étalonnage est préalablement
réalisée pour chacune des séquences greffées. La stratégie consiste alors a calculer la
concentration obtenue dans les fractions issues de I'immobilisation, et donc d’obtenir la
guantité d’aptameres non greffés sur le support. Connaissant la quantité introduite pour
réaliser le greffage, il est alors possible de calculer la quantité d’aptameres greffés, et donc de
déterminer le taux de greffage de chacune des séquences. Celui-ci permet ensuite de
déterminer la capacité théorique, en considérant qu’'une mole d’aptamere interagit avec une
mole d’analyte cible. Cette capacité théorique s’exprime alors en ng d’analyte par quantité
d’OS introduit dans la cartouche. Cette valeur permet d’estimer la quantité maximale
d’analyte pouvant étre percolée sur le support, tant que la capacité expérimentale du support
n’a pas été déterminée. Il est a noter que cette valeur est souvent surestimée en comparaison
a la capacité expérimentale, du fait que I'’ensemble des séquences greffées ne sont pas toutes

« actives » pour la rétention de I'analyte [101].

11.2.3. Parametres clés de I'oligoextraction de molécules

Une fois I'OS synthétisé, les premiers essais d’oligoextraction sont réalisés. Afin d’optimiser
les performances de I'extraction, différents parametres clés doivent étre pris en compte tels
gue le choix de la séquence controle afin d’étudier la sélectivité mais aussi le choix des

conditions de percolation, de lavage et d’élution.
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11.2.3.1. Sélectivité et choix du support contréle

Lors de I'étape de percolation de I'analyte sur I'OS, des interactions non spécifiques peuvent
s’établir avec I'analyte et d’autres composés présents dans I’échantillon conduisant a leur
rétention et limitant de ce fait les performances analytiques, notamment la sélectivité de la
procédure. Pour évaluer la contribution de ces interactions dans le processus de rétention, un
support de contréle peut étre synthétisé en paralléle. Il existe différents types de support
pouvant étre utilisés comme contréle. Premiérement, un support non greffé par des
aptameéres peut étre utilisé afin d’évaluer les interactions non spécifiques sur le support
d’immobilisation [11,145-147]. Un support greffé avec une séquence n’ayant pas d’affinité
pour la cible peut aussi étre sélectionné comme support de controle. Il est alors possible
d’utiliser soit une séquence aléatoire d’oligonucléotides [148,149], soit une séquence dite
« Scramble » qui est constituée des mémes bases nucléotidiques que dans la séquence
spécifique, mais placées dans un ordre aléatoire [10,147,150]. Cela permet notamment
d’évaluer les interactions non spécifiques potentielles sur le squelette sucre-phosphate ainsi
que sur les bases nucléotidiques de la séquence. Une fois ce support de controle synthétisé,
le protocole d’oligoextraction est alors optimisé en étudiant les profils de rétention de
I’analyte sur les deux supports en paralléle de maniere a sélectionner au mieux les conditions

de percolation, de lavage du support et d’élution de I'analyte cible.

11.2.3.2. Optimisation de I'étape d’oligoextraction pour "analyse de molécules
organiques

La nature des interactions entre les aptameéres et la cible est différente d’'un aptameére a
l'autre. En effet, la rétention de I'analyte cible dépend de la structure tridimensionnelle
gu’adopte I'aptameére. Or, comme évoqué précédemment, la structure adoptée par une
séquence d’aptamere en solution est sensible a la composition du milieu. De maniére logique,
le milieu favorisant le plus la rétention de I'analyte doit étre proche de celui dans lequel la
séquence a été sélectionnée, c’est-a-dire le tampon de sélection utilisé dans le processus
SELEX [140]. Il est donc dans la plupart du temps testé comme premier milieu de percolation.

De nombreux parameétres peuvent aussi influencer les performances analytiques tels que la
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température [151,152], la force ionique [153] mais aussi le pH [153,154] des solutions
percolées, qui peuvent modifier la conformation de I'aptamére mais aussi sa charge apparente

et donc les mécanismes de rétention mis en jeu.

Un conditionnement de la cartouche avec le tampon de percolation est nécessaire afin de
préparer le support a recevoir I’échantillon, en appliquant des conditions de force ionique et
de pH similaires a celles de I’échantillon. Puis, pendant la percolation, I'analyte cible est retenu
sur le support spécifique. Si une étude de spécificité est réalisée, des molécules interférentes
sont également introduites dans le milieu percolé et elles peuvent étre déja en partie
éliminées lors de cette étape. Concernant le support de contréle, I'analyte peut étre
partiellement voire totalement retenu lors de la percolation de I'échantillon, ainsi que les
molécules interférentes. Il est alors nécessaire d’ajouter une ou des étapes de lavage, afin
d’éliminer I'analyte cible et les interférents du support contréle retenus par des interactions
non spécifiques. La solution de lavage peut étre la méme que celle de percolation [155], mais
elle peut aussi contenir des sels ou encore de faibles proportions de solvants organiques, le
but étant de supprimer les interactions non spécifiques sans affecter les interactions analyte
cible-aptameére. A l'issue de ce lavage, si I'oligoextraction est sélective et spécifique, seul

I’analyte cible est retenu sur le support greffé avec la séquence spécifique.

L’élution de I'analyte cible est ensuite réalisée afin de procéder a sa quantification par diverses
méthodes chromatographiques et/ou spectrométriques. Pour cela, une solution de force
éluante élevée pour I'analyte est utilisée, telle que des solvants organiques [142]. L’objectif
est de minimiser le volume d’éluant a utiliser par rapport au volume percolé afin de concentrer
I'analyte cible dans I'extrait final. Une étape d’évaporation peut aussi étre réalisée, suivie
d’une reprise dans un faible volume de solvant compatible avec la méthode de quantification
choisie afin de concentrer encore I'analyte. A l'issue de I'ensemble de ces étapes, I'extrait final
doit étre purifié et ne contenir que I'analyte cible. Un profil d’oligoextraction idéal est
présenté en Figure 18. Sur le support contréle, aucun des composés percolés n’est retenu
jusqu’a I’élution, démontrant I’'absence d’interactions non spécifiques avec I'OS. Seul I'analyte
cible est retenu sur I’OS jusqu’a I'étape d’élution, contrairement aux interférents éliminés lors
des étapes de percolation et de lavage, démontrant la sélectivité (absence de rétention de
I’analyte cible sur le support de control) et la spécificité (absence de rétention des autres

composés sur I'0OS) de la procédure d’oligoextraction.
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Figure 18. Profils d'extraction attendus sur le support spécifique (0OS) ainsi que sur le support
de contréle

11.2.3.5. Régénération / Réutilisation

Une fois I'oligoextraction réalisée, les OS peuvent étre reconditionnés afin de régénérer les
aptameéres. Pour cela, I'OS est placé dans un milieu tel que le tampon de sélection. Si les
immunoadsorbants, basés sur 'utilisation d’anticorps greffés, nécessitent d’étre régénérés
dans le tampon pendant une longue durée (24 a 48 h) [140], quelques minutes suffisent pour
régénérer les aptameres et donc pouvoir réutiliser I’OS [156]. De plus, il a été démontré que
les OS peuvent étre réutilisés de nombreuses fois. En effet, dans le cadre d’une étude portant
sur I'extraction de lI'ochratoxine A par des supports miniaturisés fonctionnalisés par des
aptaméres, aucune diminution des rendements d’extraction n’a été observée apres plus de

30 extractions sur un OS, dont 7 faites avec des échantillons de biére [157].

11.2.3.6. Applications des aptameres pour cibler des molécules

Des aptameres ayant pour cible des molécules ont d’ores et déja été utilisés dans des

domaines variés afin d’extraire / purifier la cible de son environnement [99,101]. En ce qui
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concerne l'oligoextraction de molécules, I'un des domaines qui a été ciblé est le suivi de
toxines ou de polluants dans I'environnement et dans les matrices alimentaires. L’ochratoxine
A (OTA), de par ses propriétés carcinogénes, a été particulierement étudiée dans des matrices
environnementales et alimentaires telles que de la poudre de gingembre [158], des extraits
de blés [159] ou encore du vin [11]. La recherche de traces d’antibiotiques tels que
I’enroflaxine ou la sulfadimethoxine dans des matrices comme le lait ou le poisson ont aussi

fait 'objet d’'une extraction par les aptameéres [100].

Les aptameéres greffés sur des supports solides peuvent aussi étre utilisés dans le cadre de la
purification de macromolécules telles que la L-selectine (plusieurs dizaines de kDa) [160]. Cela
a ainsi permis de remplacer la purification par immunoaffinité traditionnellement utilisée mais
qui présente de nombreux inconvénients tels que les limites imposées par |'utilisation
d’anticorps en termes de nature des solutions d’élution ne détériorant par ces derniers. Les
aptameéres peuvent aussi étre appliqués a I'extraction de bactéries pathogenes telles que la

Salmonelle [161] ou encore Escherichia coli [162].

De par le greffage simplifié ainsi que la facilité de modification des aptameéres, ces derniers
peuvent aussi étre intégrés dans des systémes miniaturisés. Par exemple, les aptameéres
peuvent étre greffés sur des monolithes, eux-mémes synthétisés dans des capillaires de
guelques dizaines de um de diameétre interne. Cette approche permet de réduire les co(its du
matériel et des solvants d’extraction mais aussi de coupler I’étape d’extraction a une méthode
de séparation et de quantification telle que la spectrométrie de masse par exemple [100].
Ainsi, un capillaire contenant un monolithe fonctionnalisé permettant la rétention de la
thrombine a été couplé a un détecteur UV [163]. Enfin, une approche d’immobilisation des
aptaméres sur monolithes a aussi été utilisée pour extraire I'ochratoxine A d’échantillons de
biére, le systéeme d’extraction étant alors couplé en ligne a une nano chromatographie en

phase liquide ainsi qu’a un détecteur de fluorescence induite par laser [164]

Enfin, les aptaméres peuvent étre utilisés dans le développement de capteurs. De nombreux
dispositifs ont été mis en place apreés immobilisation des aptameéres sur une surface ou un
support adapté au mode de détection choisi tel que la colorimétrie, I'électrochimie ou la
fluorescence [165,166]. Dans un grand nombre d’études, I'ajout d’un groupement réactif,
adapté au mode de détection choisi, en 3’ de I'aptamere a été réalisé. Par exemple, cela a
permis la détection rapide de toxines telles que I’Aflatoxine B1 [167]. Comme elle est
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carcinogene, elle est particulierement suivie, dans les matrices alimentaires notamment. Afin
de réaliser une mesure rapide de sa concentration, un capteur greffé avec une séquence
identifiée comme spécifique a cette toxine a été développé. La séquence a été greffée sur une
électrode d’or par ajout d’un groupement thiol en 5’. Une modification sur la séquence a été
réalisée par insertion d’'une molécule de bleu de méthyléne au sein de I'aptameére. La fixation
de la cible sur I'aptameére rapproche le groupement méthylene de I'électrode, modifiant alors
le signal électrochimique mesuré comme illustré en Figure 19. Il est aussi a noter que
I"utilisation d’'une séquence contrGle a été réalisée afin de démontrer la sélectivité de la
séquence spécifique. Une fois le développement analytique avec des échantillons
synthétiques réalisé, I’Aflatoxine a été détectée dans des échantillons de vin et de lait de
référence, démontrant une trés bonne quantification de la toxine dans ces matrices

complexes.

| |
; AFB1 * )T

Gold electrode > Gold elecirode

Figure 19. Fonctionnement du capteur électrochimique en présence ou en absence
d’Aflatoxine B1 appelé AFB1 [167]

I1.3. Utilisation des aptameres ciblant les ions

Dans la partie précédente, nous nous sommes intéressés au développement et a l'utilisation
d’0S spécifiques de molécules. Si pour I'extraction de molécules, il existe a ce jour de
nombreux travaux permettant d’obtenir des informations concernant le développement de
supports et de procédures d’oligoextraction, ceux portant sur les ions sont plus rares, voire
inexistants pour certains ions métalliques ciblés dans ce travail. En effet, la majorité des

travaux portant sur les aptameres ciblant les ions a concerné le développement de capteurs.

Les études relatives a l'utilisation d’aptameéres spécifiques a Cd(ll), Pb(ll) et Cu(ll) sont

récapitulées dans les Tableaux 9, 10 et 11.

74



11.3.1. Séquences ciblant Cd(l)

Il existe plusieurs séquences décrites dans la bibliographie et regroupées dans le Tableau 9,
permettant la reconnaissance des ions cadmium. Cependant, il convient de noter qu’a notre
connaissance, ces séquences n‘ont été décrites que dans le cadre de développement de
capteurs et non pour des systémes d’extraction. Seuls deux auteurs ont réalisé I'ensemble du
processus SELEX permettant, a partir d’'une banque d’oligonucléotides, d’identifier une
séguence ayant une forte affinité pour la cible [168,169]. Ces derniéres sont identifiées en
gras dans le Tableau 9. La premiére séquence identifiée en 2014 (séquence 1 du Tableau 9)
est composée de deux parties : la partie spécifique au cadmium, représentée en rouge, et la
partie dite « constante » a toute la banque d’oligonucléotides, qui ne semble pas étre
responsable de I'affinité de I'aptamére pour Cd(ll) [168]. Cette séquence a été identifiée par
un procédé SELEX aprés 10 cycles de sélection positive ainsi qu’une sélection négative contre
les ions Cu(ll), Zn(Il), Hg(ll) et Ag(l). D’autres auteurs ont ensuite utilisé cette séquence telle
quelle [170-173] ou en la modifiant. Les modifications peuvent étre multiples : suppression
totale [14] ou partielle [18,174,175] de la partie constante servant a I'immobilisation lors du

procédé SELEX, étape souvent suivie par I'ajout de nucléotides [19-21,176,177].

Des auteurs ont méme proposé un mécanisme de reconnaissance des ions Cd(ll) par cette
séquence 1, décrit en Figure 20 [174]. L'aptamere prendrait une structure tige-boucle
contenant dans la boucle des bases thymine et guanine. La reconnaissance de Cd(ll) serait
alors due a I'affinité de ces bases pour ce métal et en lien avec la lacune d’électrons sur la
couche extérieure du cadmium, qui peut alors étre comblée par des interactions avec

I’oxygeéne ou I'azote présent sur ces bases.
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Tableau 9. Aptameéres décrits dans la littérature ayant pour cible Iion Cd?* et utilisés dans des capteurs. Les séquences sélectionnées a I'issue du

séquence

procédé SELEX sont indiquées en gras. Les éléments interférents lors de la mesure sont indiqués en gras.

Aptameéres

A CCG ACCGTG
CTG GACTCT
GGACTG TTG
TGG TAT TAT
TITTGGTTG
TGC AGT ATG
AGC GAG CGT

TGCG

, . Tampon de Tampon de Gamme de ,A’utres Echantillon
Détection s o . . éléments X
Sélection mesure/dilution linéarité ve e réel
étudiés
HEPES (50
mM) + NaCl K, Ca, Mg, Hg,
. (50 mM) + KCI | 34,5 Tampon MOPS + Zn, Pb, Fe, Ag,
Colorimétrie (5 mM) + aM | Nacl (50 mM), pH7 | @2 4 H8/L 5 ey Mn, cr, - [134]
MgCl; (5mM) Ba, Ni
pH 7,2
Mesure de
Glycémie aprés
conversion du
sucrose en PBS (0,1 M) + NaCl 23 ng/L- Pb, Hg, As, Fe, Ea'u,x de riviere,
glucose par - - (0,1 M), pH 7.3 22,5 ng/L Cu, Cr, Zn, and d’étang et du [173]
I'invertase dont ’ ’ ! Mn robinet
le brin est
complémentaire
a 'aptamere
Tampon PBS avec
0,05 % de Tween- Hg, Pb, Fe, Mn,
- - 20 et dilutiondela | 1-500 pg/L Mg, K, Ag, Cu, Vin [170]
Colorimétrie solution de Cd dans Al, Zn, Ca
tampon MOPS pH 7
Pb, K, Cu, Ca,
- - NaCl 6 % 2—-20 pg/L Mg, Na - [171]
Electrochimie - - PB;;T:ESIZ)(M' 13,21,:11gn/1;/-L Hg, Pb, Zn Eaux de riviere | [172]
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GG GGA CTG Na, Sr, Mn, K,

TTG TGG TAT Tampon HEPES, pH | 0,8 ug/L-0,6 | Fe, Ca, |, Mg, Cr, | Sang humain et
TAT TTT TGG Fluorescence 73 meg/L Al U, Zn, Hg, Pb, | eaux de riviere | 27°)
TTG TGC AGT Ba, Tb, Cu, Ag

X K, Ca, Mg, Hg, Eaux de
(Igr:‘nﬁ’\j;'che:gltgA 28,1-1124 | Zn,Pb,Fe Ag, | distribution, | .
pg/L Co, Cu, Mn, Cr, salive

GGACTGTTG Electrochimie (10 mM), pH 4,5 As, Se synthétique
TGG TAT TAT Ag, Mg, Pb, Zn, Eaux de mer,
TITTGGTTG PBS (10 mM), pH 2 -100 pg/L Cu, Cr, As, Ca, effluents [175]
TGC AGT ATG 7,45 Mn, Se, Co industriels

Photo- PBS (0,1 M), 0,6 ng/L-2,2 | Ag, Hg, Cu, Fe,
électrochimie pH 7 pg/L Pb, Ni, Se, Zn Eaux de lac [18]

ATG GGT CTC
ACT ATG GGA Tris-HCl (20 mM) + Eaux de
CTG TTG TGG Colorimétrie NaCl (50 mM) +KCl | 1,1 ng/L- Hg, Pb, Cd, Ag, | L. (1]
TAT TAT TTT (10 mM) + MgCl, 112,4pg/L | Zn, Mn, Ni, Cu N
TGG TTG TGC (10 mM), pH 7,4 riviére, d'étang

AGT ATG ACT A
GGACTGTTG
¥$TGTTGAGT ITAGT Fluorescence NaCl pH 7-8 O’iné/ll_lz Cu, PHt;" igs' Fe, Eaux de lac [14]

TGC
GGG CTG GGA
56 ng/L - . .

GGG TTG GGG 22,5 ug/L et K, Ag, Na, Ni, Cr, | Eaux du robinet,
TATTATTTT Colorimétrie Tris-HCI (50 mM) 33’ 71124 Hg, Zn, Mg, Ca, d’étang, de [20]
TGG TTG TGC ! ! Ba riviere

CCT ATG he/L
GGG AGG GAA Eaux du robinet,
. K, Na, Ba, Ca, ) s

CTGTTG TGG Fluorescence Tris-HCI (10 mM) 1,1-224 Mn, Ni, Fe, Mg d’étang, de (177]
TATTATTTT pH 7,3 ug/L Zn, Hg, Pb, Cu’ riviere et de
TGG TTG TGC e puit de mines
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AGT AGG GCG

GG
GGG GGG GGA
CTGTTG TGG . Eaux de
8 TATTATTTT Electrochimie - - Tr|s-HCII_I(71(21mM), 01 pg//I.L— 01 Zn,FZb&Il\J/Ir:-,I Co, distribution, [21]
TGG TTG TGC PH /s He »SU T8 usées
AGT
Tris-HAc (20
mM) + NaCl Ag, Hg, Ni, Ba
CTCAGG ACG Fluorescence Igiélu()Srr:II\w/l)): - ND 0-0,1mg/L | Ca, Co, Mn, Pb, Eaux de lac [169]
ACG GGT TCA Zn, Cu, Al
9 CAG TCC GTT MgCl; (10
Colorimétrie - - Tris-HCl, pH 7,4 | 1-400pg/L | < C;e Mpnt; zn, Fauxetriz | [178]
AAA AAA AAA
AAA AAATTT . K, Na, Mn, Mg,
- L-7
10 TCG ACG GGT | Interférométrie ; ii;) Tris ':f'\'/l; N‘;C;(l‘r’o 36 ':ng/ " 3| Ni,Ca,zn, Pb, | Eauxdu robinet | [179]
TCA CAG TCC P & Ba, Cu, Hg
GTTG

Note : HEPES : 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethane-1-sulfonic acid; MOPS : 3-(N-morpholino)propanesulfonic acid ; PBS : phosphate buffer

salin ; Tris-HCI : [tris(hydroxymethyl)aminomethane] and HCI.
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Figure 20. Proposition de mécanisme de rétention du cadmium sur la séquence 1 [174]

La seconde séquence (séquence 9 du Tableau 9) identifiée peu de temps apres la premiere
est, elle aussi, constituée de deux parties : la partie bleue, responsable du mécanisme de
reconnaissance du Cd(ll), et la partie noire, ajoutée pour le développement du capteur [169].
Cette séquence a été identifiée a la suite du procédé SELEX aprés 10 cycles de sélection
positive ainsi que 4 cycles de sélection négative contre I'ion Zn(ll). Cette seconde séquence,
moins utilisée que la précédente par d’autres auteurs, a cependant été utilisée une fois telle
quelle [178] mais aussi aprés modification de la partie 5’ avec la suppression de la partie noire

et I'ajout d’un groupement poly-A [179].

Les méthodes de détection mises en jeu dans les capteurs développés sont de nature variée,
telles que la colorimétrie ou la fluorescence. Cela est réalisé par simple ajout, pour la plupart
en 3’ du brin, d’un groupement réactif tel que le bleu de méthyléne [174] ou encore la 6-
carboxyl fluorescéine (aussi appelée FAM) [169]. La détection électrochimique peut aussi étre

mise en ceuvre.

On constate aussi que la plupart des mesures faites avec ces capteurs ont été réalisées dans
des tampons de mesure différents de celui utilisé pour le SELEX. Il faut pour cela que ce
tampon soit mentionné dans I'article en question, ce qui n’est pas le cas pour la seconde
séquence. Cela pose une premiere question quant au choix qui devra étre fait pour les
conditions de percolation lors du développement d’une étape d’oligoextraction avec ces

aptameéres, la nature du tampon de percolation jouant un role fondamental sur les
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performances analytiques attendues. En effet, ce dernier peut stabiliser ou déstabiliser la

conformation de I'aptameére et donc modifier la rétention de la cible.

Les constantes de dissociation ont été déterminées pour chacune des deux séquences, a
respectivement 34 nM et 220 nM. Il semble donc que la premiére séquence présente une
affinité pour Cd(ll) supérieure a la seconde, expliquant peut-étre sa grande utilisation pour le
développement de capteurs. Les gammes de linéarité observées pour les capteurs utilisant
ces deux séquences s’étendent de quelques pg/L au mg/L. Cette large gamme s’explique

notamment par des méthodes de détection plus ou moins sensibles.

De nombreux ions interférents potentiels ont été étudiés par les auteurs. Sur I'ensemble de
ces ions, seuls ceux indiqués en gras ont également donné un signal au niveau du capteur. Il
est a noter que la spécificité obtenue peut grandement étre influencée par la méthode de
détection mise en ceuvre. On constate que dans le cas de la séquence 1, des interférences
avec Hg(ll), Pb(Il), Cu(ll) et Zn(ll) ont été constatées par différents auteurs [14,18,21,134,170—
172]. Afin d’éliminer ces interférences, I'un d’eux propose I'utilisation d’un complexant des
métaux, I'acide nitrilotriacétique (NTA) [175]. En ce qui concerne la séquence 2, seule une
interférence avec Cu(ll) a été observée. Cependant pour I'ensemble de ces articles, aucune
séquence contrdle n’a été étudiée. Il est donc impossible de savoir si la spécificité constatée
par les auteurs est liée a la spécificité des aptameres ou a celle de la méthode de mesure.
Comme expliqué précédemment, la spécificité lors du développement d’un support solide a
base d’aptamere est I'un des parameétres clés a étudier. Une attention particuliere devra donc
étre portée sur 'étude de la spécificité vis-a-vis de ces ions. L'utilisation d’une séquence
controle semble aussi nécessaire afin d’évaluer si la rétention est due a des interactions non

spécifiques ou spécifiques.

En ce qui concerne le type d’échantillons analysés, ils sont pour la plupart de nature
environnementale, tels que les eaux potables, de riviéres ou encore des eaux de rejet. Dans
ces eaux, aucun des auteurs n’a rapporté de modification de la réponse du capteur par rapport
a un milieu pur. Seuls deux travaux ont porté sur la détection de Cd(ll) dans un milieu
biologique, a savoir le sang humain [176] ou la salive synthétique [174]. Il est cependant a
noter que les auteurs ayant travaillé sur le sang humain ont réalisé un prétraitement des
échantillons par filtration suivie d’une dilution au 1002™¢ dans le tampon de mesure. Il a
cependant été constaté par les auteurs une diminution de 36 % du rendement d’extraction
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méme apres dilution de I'échantillon. Ceux travaillant sur la salive synthétique ont dilué

I’échantillon au 2™ dans le tampon de mesure.

Concernant la réutilisabilité des capteurs développés, seules deux études ont évalué ce
paramétre. Dans la premiére, le dispositif a été réutilisé 3 fois sans diminution de la réponse
mesurée [174]. Dans la seconde, 5 cycles de régénération ont été réalisés sur une période de
10 jours sans diminution de la réponse mesurée [21]. L'électrode était alors plongée pendant
10 min dans une solution de régénération constituée d’1 mM d’EDTA, 50 mM de NaCl et 10
mM de Tris-HCI. De plus, il est a noter que la fabrication du capteur a été réalisée 5 fois afin

de vérifier que les résultats obtenus étaient similaires d’une fabrication a une autre.

11.3.2. Séquences ciblant Pb(ll)

Tout comme pour Cd(ll), plusieurs séquences présentant de I'affinité pour Pb(ll) ont été
décrites. L'ensemble des séquences est regroupé dans le Tableau 10. Dans un premier temps,
on constate que la majeure partie des séquences décrites contiennent un motif de répétition
contenant deux a trois guanines suivies d’une thymine (séquence 1-8 et 10 du tableau 10). Ce
motif est connu pour former une structure tridimensionnelle appelée G-quadruplex,
représentée en Figure 21. Elle est formée par empilement de structures G-quartet,
constituées de 4 guanines interagissant par des liaisons hydrogene [180]. Cette structure peut
étre stabilisée par la présence de cations en son centre qui permet de réduire les répulsions
électrostatiques entre les guanines [180]. Différents cations ont été étudiés, dont Pb(ll). Il a
été constaté que Pb(ll) interagit fortement avec le motif G-quadruplex en stabilisant sa
structure [181]. Par la suite, de nombreux auteurs, et notamment ceux apparaissant dans le
Tableau 10, ont utilisé ce phénomeéne pour développer des capteurs reconnaissant Pb(ll) mais
aussi des systemes d’extraction sur phase solide en mode dispersif. Cela explique donc
pourquoi, pour ces séquences formant un motif G-quadruplex, la méthode traditionnelle de

sélection par le processus SELEX n’a pas été mise en ceuvre.
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Tableau 10. Aptaméres décrits dans la bibliographie ayant pour cible I’ion Pb?*. Les séquences formant une structure G-quadruplex sont

No

séquence

Aptameéres

indiquées en gras. Les éléments interférents lors de la mesure sont indiqués en gras.

Application

Détection

Tampon de
Sélection

Tampon de
mesure/dilution

Gamme de
linéarité

Autres
L

Echantillon

AAAAAAAAA Ajustement a pH K, Na, Ca, Sang et eaux
A GGG TGG Mg, Zn, Fe, de
1 GTG GGT dSPE GFAAS - - 6 avec l\,\l:)OH (0,2 0,5-8 ug/L Al Cu, distribution [182]
GGGT Ni, Ba, Co et de lac
Tris-HCl (10 mM) Ca, Me, Zn,. Eaux de
] ~ | sk @mmy, pH | ZAPe/L-Fe, Cd ALNL i tion, | [183]
/P 10,4ng/L | Cu,Mn,K, o
8 de riviere
Ag, Hg
. Eaux de
. . PBS, pH 7,4 01-30,4 1 CoZn NL | gistribution, | [184]
pg/L Cu, K, Sn ,
sérum
Electrochimie Co, Zn, Mg, Eaux de
Tris-HCI (20 mM), 33,2 pg/L - K, Ag, Cu, Ni, L
pH 7 33,2 ng/L Ca, Hg, Cd, d';;”:\:’;gfen' [185]
GGG TGG Mn
2 GTG GGT Capteur PBS : KCI (0,1 M)
GGG T +KHPOL (0,1 M) | 207 pg/L- | M8 He | Eauxde
- - Cu, Cd, distribution, | [186]
+ Na;HPO, (0,1 20,7 ug/L o
Ba, Zn de riviere
M)
PBS :
A
] | Na:HPO4/NaH:PO | 20,7 ng/L - ch)' gi (F:S Eauxde | oo
4 (10 mM) + NaCl 2,1 ug/L H' N'i K' riviére
Fluorescence (0,3M), pH 7 5
Ag, Fe, Ca,
) | PBS(Na;HPO./ | 2,1-90,1 | Co,Cu,Hg, ] (188]
NaH,PQO,) pH 7,4 ug/L Cd, Ni, K, Mg,
Zn, Ba, Fe
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Tris-HCI (20 mM)

Co, Cu, Zn,

Ampérométrie - + NacCl (0,2 M), 0,2 ug/L-0,2 C?’ Me, Cd, Eaux de [13]
7 mg/L Ni, Mn, Ag, riviere
P Hg, K
TT GGG TGG PBS : Na, K, Zn, Ni Eaux de
Photo- Na;HPO4/NaH,PO 20,7 ng/L - P o
GTG GGT Capteur , . - Fe, Co, Al, distribution, | [189]
GGG T électrochimie 4 (10 mM) + NacCl 10,4 pg/L M de lac
(0,1M), pH 7,4 g
. Ca, Mg, Zn,
T TTT TAC dSPE ICP-MS - A’;j?:;”;:;: H| 03- 8/?7'5 Fe, Cu, Ni, | Sangeturine | [15]
CCA GGG He Mn, Cd, Hg
TGG GTG o PBS (0,1 M) + .
coreceT | o | Secreciis | ksooms | 2L ke Ue s o
KCI (0,1 M) pH 7,4 4 HE » Bl L, T8
TcT:cT:I;I;?;C Piézo- HEPES (25 mM) + Cd, Hg, As
1GG GTG Capteur clectrique - NaCII_(|07,14M), 1-41,4 pg/L cu - [191]
GGT GGG T PH /s
Na, Li, K, Ni, Eaux de
dSPE FAAS _ | PBS(OIM)pH | 33-1000 | Cu Co,Ca | o vion, | [192]
7,4 pg/L Zn, Ba, Cd, de mer
Cr, Al, Fe
K, Ca, Zn, CI, Urine, eaux
Fluorescence - Tris-HCI, pH 3,24 0,1-353 Cu, Na, Fe, d’étang, [193]
ue/L Cr, Ba, Mg, Usées
Hg, Al, Co
Capteur Al, Co, Zn,
P PBS : Na;HPO, Ca,
Diffusion par (200 mM) 2.9ng/L-8.7 | Cu, Mo, Mn, ,
- E 1
resonance NaH,P0O4(200 pg/L Ba, Fe, Li, Sn, auxusees [194]
mM) pH 7,4 K, Hg, Ag+,
Mg
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Tris-HCI (20 mM),

20,7 pg/L -

Infra-rouge - - oH 7.4 2.1 mg/L - - [195]
HEPES (50mM) +
- 855 MgCl; (3 mM) + 0,1-1000 Zn, Cu, Cd,
Electrochimie - nM | NaCl (120 mM) + pg/L Hg [196]
CAAC
KCI (5 mM)
7 Capteur Mz Cd Ce
MOPS(10mM) + | ) 59 cg' Cu. Ni,
Fluorescence - - NaNOs (50 mM), ’ ’ A - [197]
7 pg/L Fe, Mn, Zn,
P Hg, Ag
HEPES (20 mM) + 2,1-103,6 Ca, Co, Cu, Eaux de lac,
Colorimétrie - - NaCl (25 mM), pH | pg/Let0,1 - Ba, Ni, Hg, échantillon [12]
7,4 5,2 mg/L Zn, Cd de sol
GTG GGT 0,2 -207 Cu, Cd, Ag
FI - - NaCl pH 7- ! oo e E | 14
8 AGG GCG Capteur uorescence aClpH7-8 me/L Fe, Hg, As auxdelac | [14]
GGT TGG Mn, Mg, Cd, Eaux de
Ph - L- N K
Pnoto . . HCI 7 % 995 ng/L- | Ca, Na, CU K, | i tion, | [198]
luminescence 0,3 mg/L Zn, Hg, Ag, o
) de riviere
Co, Ni, Fe,
CTC AGT CGA Tris-Hac
CGA CGG .
(20mM) + | 760 | Tris-Hac (20 mM) Mn, Al, Cu,
CCA GTAGCT , .
9 GAC ATC Capteur Fluorescence acétate de + + acétate de 20,7 ug/L - Co, Zn, Ca, Eaux de lac, [199]
P sodium (10 | 180 | sodium (10mM), | 0,2mg/L | Ba,Cd,Hg, | sérum bovin
AGT GTA mM), pH nM H7,4 Ni
CGA TCT AGT ; ;p PR/
CGT CGA !
GGT GGT Eaux de
PBS (10 mM) ou Cd, Co, Ag, T
10 GGT GGT Capteur Electrochimie - - Tris-HCI (10 mM), 0,2 pg/L-0,2 Cu, Mg, Ni, dIStr,IbUtlon' [200]
TGT GGT H74 pg/L 7n. Fe usées, de
GGT GGT GG pH /s ’ vallée
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GTA GAG

AAG GAT
ATC ACT CAT
TITTITTIT Tris-acetate (50 01 pg/L-1 'glun’cl-;g’hig'
11 TGA GTG Capteur Electrochimie - mM) + NaCl (50 ! P Eaux de lac | [201]
ATA AAG mM), pH 7,5 mg/L ir, Cl\cli_, Ac\g,
CTG GCC e, Ni, Lo
GAG CCTCTT
CTCTAC
TTITTTT CGA PBS : Na;HPO4 Eaux de
12 T'X_\I_;T(SGA:ACT Capteur Electrochimie - KHZ(F’IOOS(TOI\(;')r:M), 1 ni{;/LOA CU,ZE?:AI;Ig, distribution, | [202]
AGA GATG pH 7,4 de lac

Note: dSPE : dispersive solide phase extraction ; GFAAS : graphite furnace atomic absorption spectroscopy ; FAAS : Flame atomic absorption
spectroscopy ; ICP-MS : inductively-coupled plasma mass spectrometry ; HEPES : 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethane-1-sulfonic acid;
MOPS : 3-(N-morpholino)propanesulfonic acid ; PBS : phosphate buffer salin ; Tris-HCl : [tris(hydroxymethyl)aminomethane] and HCI.
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Figure 21. Structure G-quadruplex : (A) forme tridimensionnelle formée d’empilements de
structures G-quartet (B) liaisons hydrogéne formées sur un G-quartet et stabilisées par un
cation [180]

Les gammes de linéarité sont encore une fois trés variées, cependant la plupart d’entre elles
se situent autour du pg/L jusqu’a la centaine de pug/L, correspondant aux normes fixées dans
plusieurs matrices et notamment dans les eaux destinées a la consommation humaine.
Comme précédemment, des éléments ont été testés afin de vérifier les interférences possibles
avec la mesure du Pb(ll). Tres peu d’éléments interférents ont été identifiés pour I'ensemble
des séquences. Seule la séquence identifiée en vert semble reconnaitre aussi Hg(ll), Ag(l) et
K(1). K(I) est notamment connu pour interagir avec les structures formant des G-quadruplex,

cette interférence pouvait donc étre attendue [203].

Les capteurs ont été appliqués, comme dans le cas de Cd(ll), majoritairement sur des matrices
environnementales, a savoir des eaux potables et de rivieres. Les auteurs ont réalisé pour cela
une filtration préalable de I'eau. Aucune différence d’intensité du signal n’a été constatée
entre les échantillons synthétiques et les échantillons réels. Quelques applications en fluides
biologiques ont été réalisées notamment dans l'urine [190,193] mais aussi dans du sérum
bovin [199] et humain [184]. Dans le cadre de 'urine, dans I'une des études, une digestion

préalable de cette derniere a été réalisée [193], alors que dans l'autre il s’agit d’'une simple
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filtration suivie d’'une centrifugation [190]. Aucun effet de matrice n’a été constaté par les
auteurs lors de la mesure sur capteurs. Pour le sérum, une filtration suivie d’'une centrifugation
ainsi que d’une dilution au 20™e dans le tampon de mesure ont été réalisées [199]. Dans la
seconde étude, les auteurs n’ont pas expliqué la méthodologie de pré-traitement de

I’échantillon [184]. Aucun de ces auteurs n’a constaté d’effets de matrice lors de la mesure.

Il existe ici quelques développements de systemes de dSPE utilisant des aptameéres ciblant
Pb(ll) [15,182,192]. Les séquences utilisées étaient toutes constituées d’un motif de répétition
de 2 [192] ou 3 [15,182] guanines. Pour ce faire, les aptaméres ont été immobilisés sur des
particules magnétiques, permettant une séparation simplifiée des ions libres ou liés aux
aptameres. Des volumes de 5 mL a 25 mL d’échantillon ont été traités par I'introduction de
guelques centaines de mg de particules d’OS. L’échantillon a été ensuite laissé en contact avec
les particules pendant 15 a 35 min. Aucune solution de lavage n’a été utilisée. Les particules
ont ensuite été séparées de I'échantillon puis placées dans une solution d’élution constituée
d’EDTA [15], d’acide nitrique [182] ou d’acide chlorhydrique [192] avant de procéder a la

détermination du Pb(ll) extrait.

L'un des inconvénients majeurs des protocoles développés est le manque de réutilisabilité des
supports puisque seule I'étude utilisant de 'EDTA comme solution d’élution a réutilisé ses
supports par la suite, alors que les autres auteurs sacrifiaient leur support a chaque
échantillon. De plus, la spécificité des supports étudiés ne correspondait pas a celle définie
précédemment pour les molécules organiques. En effet, les auteurs ont ajouté d’autres ions
que l'ion Pb(Il) dans les échantillons et ont juste regardé si leur présence affectait la mesure
de la concentration de Pb(ll). Cela ne permet pas de déterminer si les autres ions testés étaient
aussi retenus par le support. lIs n’ont pas plus étudié le comportement des ions sur un support
de contréle. Ce manque de données quant a la sélectivité de la procédure d’extraction

souligne lI'intérét de compléter ces travaux.

Les matrices réelles étudiées sont ici des eaux telles que I'eau de mer ou de distribution mais
aussi du sang et de l'urine humaine. Une premiere étude en dSPE a porté sur I'analyse de
différents types d’échantillon, a savoir le sang mais aussi des eaux de lac et de distribution
[182]. Le rendement d’extraction en milieu synthétique était de 100 % avec un facteur
d’enrichissement de 17,73. Lors du passage en matrice réelle, et notamment pour le sang, une
digestion micro-onde a été réalisée, suivie d’une dilution au 100°™e. Ainsi, le facteur
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d’enrichissement atteint en milieu synthétique n’a donc pas été retrouvé pour les échantillons
réels au vu de cette dilution. L’eau de lac ou de distribution ont quant a elles seulement été
filtrées et leur pH ajusté. En ce qui concerne I'eau certifiée, cette derniére a été diluée mais
I’on ne connait pas le facteur de dilution. Lors de la mesure en GFAAS, aucun effet de matrice

n’a été constaté, avec un rendement d’extraction compris entre 91 et 109 %.

Dans I'étude traitant du sang et de l'urine, un rendement de 100 % a été obtenu en milieu pur
et avec un facteur d’enrichissement de 50 [15]. Cependant, ce facteur d’enrichissement a été
abaissé lors du passage en matrices réelles, puisqu’une digestion assistée par micro-onde
suivie d’une dilution du 5™ au 25°™¢ ont été réalisées. |l est & noter que les auteurs ont réalisé
le protocole sur du sang certifié afin de vérifier la suppression des effets de matrices en ICP-
MS, sans pour autant comparer les résultats avec un extrait de digestion acide qui n’aurait pas
subi le protocole de dSPE. Enfin, la réutilisabilité du support a été testée avec 8 cycles de
régénération, sans préciser pour autant si cela a été réalisé apres I'extraction d’échantillons

réels.

En ce qui concerne I'étude utilisant comme matrice réelle I’'eau de mer, seule une dilution
dans le tampon de percolation a été réalisée avant I'extraction en dSPE [192]. Le facteur
d’enrichissement théorique était de 17,37, mais sans que I’on connaisse exactement le facteur

) . . . , . .
d’enrichissement pour les échantillons réels. Aucune perte de rendements d’extraction ni
d’effets de matrice n’ont été constatés lors du passage en échantillon réel, que cela soit lors

de I'extraction mais aussi lors de la mesure en spectroscopie a flamme.

11.3.3. Séquences ciblant Cu(ll)

L'ensemble des séquences d’aptameéres identifiées comme étant spécifiques a Cu(ll) est
regroupé dans le Tableau 11. Une grande partie d’entre-elles a été utilisée pour développer
des capteurs. La premiere séquence décrite dans ce tableau a été identifiée suite a un procédé
SELEX et utilisée pour le développement d’un oligoadsorbant utilisé en mode dispersif [16].
Par ailleurs, dans cet article, les auteurs ont décrit avec soin les conditions d’extraction telles
gue les milieux de dispersion et de désorption, les méthodes de régénération ou encore la

spécificité du support de dSPE. En plus de démontrer la spécificité de cette séquence en
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étudiant I'extraction d’ions interférents, les auteurs ont effectué des mutations et délétions
sur cette derniére. lls ont par la suite mesuré les Kp des séquences obtenues et ont émis une
hypothese sur les sites de reconnaissance du cuivre, identifiés en couleur sur la Figure 22. La
constante de dissociation mesurée pour cette séquence est de 18 pM. Cette valeur,
particulierement faible, s’avere parfaitement adaptée au développement d’OS utilisé en mode

non dispersif.

Les auteurs ont aussi étudié la sélectivité du support par |'utilisation d’'un support controle
non greffé avec des aptameres. Cu(ll) n’a pas été retenu sur le support non greffé, ce qui
traduit I'absence de rétention non spécifique sur I'agarose activé streptavidine utilisé comme
support solide. Le support d’extraction développé a été appliqgué a des eaux de drainage
minier. Les échantillons ont pour cela subi un traitement par bioréacteur passif sulfato-
réducteur sans que d’autres détails soient indiqués. Les rendements d’extraction en milieu
pur ont été estimés a 90 %. Cependant, I'objectif de cette étude était d’éliminer le cuivre de
I’échantillon. C’est pour cette raison que dans le cadre des échantillons réels, la mesure a été
effectuée dans la solution issue de la percolation sur le support afin de s’assurer que le cuivre
était bien resté fixé sur le support. Cette valeur étant trés proche de zéro dans les échantillons
de drainage minier, le cuivre était donc retenu a 100 % par les aptameéres. Enfin, les auteurs
ont étudié la réutilisabilité du support. Aprés 20 cycles d’utilisation, moins de 10 % de

diminution du rendement a été observé, démontrant une bonne stabilité du support.

Une autre séquence, annotée ici comme séquence 4, a été identifiée a la suite d’'un procédé
SELEX [204]. Cette séquence n’a été mise en ceuvre que dans des capteurs et la constante de
dissociation mesurée est de 1,99 uM, ce qui est bien plus élevé que celle décrite pour la
séquence 1 et peu compatible avec le développement d’un OS. Deux tampons de mesure
différents (Tris-HCl et PBS) ont été utilisés avec succés pour le développement des capteurs.
Il est a noter que cet aptamere a été appliqué a la reconnaissance de Cu(ll) dans des
échantillons de poissons, une matrice particulierement complexe [205]. Pour cela, le poisson
a été broyé et dilué dans le tampon de mesure. Le mélange a ensuite été centrifugé et filtré.
La mesure par le capteur a été réalisée et comparée avec une mesure en ICP-MS. Aucune

différence notable dans les concentrations mesurées par les deux dispositifs n’a été constatée.

En ce qui concerne I'ensemble des séquences décrites et leur utilisation, un tampon de mesure
a particulierement été utilisé, le PBS. Cependant, les compositions précises des PBS utilisés ne
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sont pas toujours décrites. Cela est en effet constaté dans I’article décrivant la séquence 3. Il
est cependant a noter que cette séquence a été appliquée sur des échantillons réels
complexes comme le sang humain. Pour cela, le sang a été introduit dans un tube contenant
un anti-coagulant. Par la suite, le mélange a été centrifugé, le surnageant récupéré et du PBS
ajouté afin de réaliser I'extraction. Des rendements compris entre 92 % et 107 % ont été

obtenus, confirmant qu’il n’existe pas d’effets de matrice lors de cette mesure.

Enfin, on constate que bien qu’un grand nombre d’éléments interférents probables aient été
testés, aucun élément interférent lors de la mesure n’a été identifié pour I'ensemble des
capteurs. Dans les articles portant sur le développement de capteurs, aucune séquence

controle permettant I’étude de la sélectivité n’a été testée.
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Tableau 11. Aptaméres décrits dans la bibliographie ayant pour cible I'ion Cu?*. Les séquences sélectionnées d l'issue du processus SELEX sont

Numéro de

séquence

Aptameres

GG TAATAC
GACTCACTA
TAG GGA
GAT ACCAGC
TTATTC AAT
TCC CAG GCT
TGG ATA GCA
CAT TCA TGG
CAG CGT TCT
TTA CGA GAT
AGT AAG TGC
AAT CT

Application

dSPE

Détection

ICP-MS

Tampon de
Sélection

20 mM
Na,HPO,4 +
150 mM
NaCl+ 1
mM
imidazole

18,3
pM

Tampon de
mesure/dilution

20 mM NazHPO4
+ 150 mM NaCl +
1 mM imidazole

Gamme de
linéarité

1-300
mg/L

indiquées en gras. Les éléments interférents lors de la mesure sont indiqués en gras.

Autres
éléments
testés

Mg, Na,
Ni, Co, Ca,
Fe, Mn,
Cd, Zn

Echantillon
réel

Eaux de
drainage
minier

[16]

GAATTCTAA
TAC GACTCA
CTATAG GAA
GAG ATG GCG
ACT GTT TAG
AAG CAG GCT
CTTTCT TAT
GCG TCT GGG
CCTCTTTTT
AAG AAC

Capteur

Electrochimie

0,007 -
635,5 pg/L

Ca, Co,
Mg, Ni,
Pb, Sn, Zn

Eaux de lac
et de
distribution

(17]

GGT GGT GGT
GGT TGT GGT
GGT GGT GG

Capteur

Fluorescence

PBS 10 mM

1,3-9,5
ug/L

Mg, Zn, K,
Fe, Ca,
Mn, Na,
Cr

Sang
humain

[206]




Autres

Numéro de \ . .. ; . Tampon de Tampon de Gammede . Echantillon
) Aptameres Application Détection P . TR s éléments
séquence Sélection mesure/dilution linéarité )
testés
ATC GCG ATA 317,8 fg/L Pb, He, Eauxddee =
C El hermi PB - PB ’ A 204
TTT TCT GTA apteur ectrothermie S > 3177 pg/L Fer’ A gA's distribution | 204
4 GCG ATT CTT e et sols
GTT TGA GCG Cr, Ba, K,
CTC GGT ACG Capteur Electrochimie i 1,99 Tris-HCI 0,01 M, 0,6 —190,7 | Ni, Li, Co, Poissons [205]
AAC AGA P uM oH 8 ug/L As, Mg,
Fe, Na, Ca
phosphate buffer salin ; Tris-HCI

Note: dSPE : dispersive solide phase extraction ; ICP-MS : inductively-coupled plasma mass spectrometry ; PBS :

: [tris(hydroxymethyl)aminomethane] and HCI.
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Figure 22. Modélisation de la séquence 1 proposée par les auteurs et identification des sites
de rétention [16]
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11.4. Conclusion

Dans ce chapitre, une description détaillée de la nature des aptameres ainsi que de leur mode
de sélection par le procédé SELEX a été réalisée. Par la suite, I'application des OS a I'extraction
de molécules a été décrite, permettant de mieux appréhender les paramétres clés liés a
I'utilisation d’aptameéres comme éléments de reconnaissance sélectifs greffés sur un support
solide. Il s’est avéré que le choix du support d’immobilisation, sa nature comme sa
fonctionnalisation, ainsi que le choix du bras espaceur peuvent modifier les performances du
support. Le choix des milieux de percolation, de lavage et d’élution sont aussi des parametres

influencant de manieére significative les performances finales du processus d’extraction.

Parmi celles-ci, on peut évoquer la sélectivité du support. Cette sélectivité peut étre étudiée
en utilisant en paralléle un support de contréle qui est le méme support solide soit non greffé,
soit greffé avec une séquence ne retenant théoriguement pas l'ion cible. L'utilisation d’un
support contrble greffé devrait dans le cas de I'extraction des ions permettre d’étudier la
sélectivité en prenant en compte la présence de groupements phosphate sur le squelette de
I’'aptamere pouvant réaliser des interactions électrostatiques non spécifiques avec les cations

métalliques ciblés dans notre étude.

L’étude bibliographique portant sur |'utilisation d’aptameres pour la reconnaissance et le
piégeage des ions ciblés dans cette étude a montré que, pour Cd(ll), aucun OS n’a été décrit.
Pour Pb(ll) et Cu(ll), tres peu d’OS ont été décrits et ces derniers ont tous été mis en ceuvre
en mode dispersif et sans l'utilisation en parallele de supports de contréle permettant de
vérifier que I'extraction était bien liée a I'affinité des aptameres pour leur cible. Il a également
été constaté, pour Cd(ll) et Pb(ll), que les milieux de mesure et/ou d’extraction sont nombreux
et tres divers en termes de composition et de force ionique. Il sera donc nécessaire de réaliser
une étude approfondie du choix des milieux de percolation et de lavage, qui influencent la
conformation et donc a priori I'affinité de I'aptameére et donc la rétention de la cible. De plus,
la composition du milieu peut influencer la spécificité constatée puisque certains éléments
présents dans le milieu de percolation mais aussi de lavage peuvent entrer en compétition
avec les éléments interférents. Il est aussi constaté que les taux de greffage sur les billes
magnétiques utilisées en dSPE n’ont jamais été déterminés. De plus, on constate que sur le

peu d’articles traitant d’extraction et non de développement de capteurs, seuls deux articles
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donnent une valeur de capacité pour les supports développés: 7,194 mg/g de support,
calculée de maniere théorique par le modele de Langmuir pour le plomb [182] et 0,1 mg pour
200 pL de support, déterminée expérimentalement pour le cuivre [16]. La capacité du support
permettant de connaitre la quantité maximale d’analyte pouvant étre retenu sur le support,
il parait primordial de déterminer cette valeur théoriquement et expérimentalement dans le

cadre de notre développement analytique.

Enfin, dans I’ensemble de la bibliographie sur les trois ions cibles, les applications ont surtout
été réalisées sur des eaux environnementales. L’étude de matrices biologiques constitue donc
un enjeu analytique supplémentaire. De plus, trés peu d’études de la répétabilité et de la
stabilité des mesures ont été réalisées. Siles capteurs s’averent étre a usage unique, les temps
de synthése ainsi que la complexité de ces derniéres s’avérent étre une grande contrainte de

ce type de dispositif.

L’étude de la bibliographie concernant l'identification des séquences spécifiques au Cd(ll),
Pb(Il) et Cu(ll) couplée aux connaissances acquises dans le cadre de |'oligoextraction de
molécules nous permet cependant d’envisager le développement de supports solides

fonctionnalisés par des aptameéres pour I'extraction de ces ions dans des matrices complexes.
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Chapitre lll

Développement de supports fonctionnalisés
par des aptameres pour I’extraction du
cadmium d’échantillons de sérum

97



98



Chapitre Il - Développement de supports fonctionnalisés par
des aptameres pour I'extraction du cadmium d’échantillons de
sérum

Dans les chapitres précédents, nous nous sommes intéressés, dans un premier temps, aux
méthodes de quantification des ions métalliques ainsi qu’a l'utilisation de la SPE comme
méthode de purification et de préconcentration de I'échantillon. Apres avoir conclu quant a
la faible spécificité des supports conventionnels, l'utilisation de supports hautement
spécifiques a été détaillée. Dans un second temps nous nous sommes intéressés aux
aptameres, dont les performances ne sont plus a démontrer dans le cadre de I’extraction de
molécules organiques. Enfin, une recherche bibliographique des séquences décrites pour les
cibles a permis de conclure que pour le cadmium, a notre connaissance, aucune séquence
n’avait été utilisée pour le développement de supports de SPE. En effet, seuls des capteurs
ont été développés avec les séquences décrites dans la littérature. Deux groupes ont réalisé
I'ensemble du processus de sélection, aboutissant pour chacun a lidentification d’une
séquence spécifique au cadmium. Ces deux séquences ont, par la suite, été réutilisées et
modifiées afin de correspondre au mode de détection mis en ceuvre pour le développement
de capteurs variés. L'ensemble des modifications apportées a la premiére séquence décrite

sont représentées en Figure 23.

Il existe cependant un certain nombre d’interrogations a lissue de la lecture de Ia
bibliographie avant d’utiliser ces séquences comme support d’extraction, tel que le milieu de
percolation a utiliser, puisqu’un grand nombre de tampons de mesure différents ont été
décrits. De plus, la sélectivité des séquences n’a pas été étudiée via I'intégration dans ces

travaux d’une séquence controle.

Dans ce chapitre le développement d’un nouveau support d’extraction a base d’aptameres a

été réalisé via I’étude détaillée des deux séquences décrites dans la littérature.

Ce chapitre se présente sous la forme d’un article rédigé en anglais, publié dans Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis : « Novel oligonucleotide-based sorbent for the
selective extraction of cadmium from serum samples » Fanny Gignac, Nathalie Delaunay,

Valérie Pichon.
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ouverte de la pa

A CCG ACC GTG CTG GAC TCT GGA CTG TTG TGG TAT TAT TTT
TGG TTG TGC AGT ATG AGC GAG CGT TGC G

 n e e e T i ATG GGT CTC ACT ATG GGA i i GGG CTG GGA GGG TTG GGG |

! T 66 TG Tac ! | CTGTIGTGGTATTATTIT |, GGACTG TTGTGG TATTAT |

e ! 1 TGGTTGTGCAGTATGACTA |1 TITTGGTIGTGCCCTATG |

i GGA CTG TTG TGG TAT TAT i i GG GGA CTG TTG i i GGG GGG GGA CTG i i GGG GGA GGA CTG |

| TITTGGTIGTGCAGTATG ! | TGGTATTATTIT , ! TIGTGGTATTAT | 1| TIGTGGTATTAT i

—————————————————————— | TGGTIGTGCAGT | TITTGGTIGTGC 1 1 TITTGGTTGTGC :
! o AGT Vo |

Figure 23. Représentation schématique des modifications apportées a la séquence 1 [14,18—
21,134,170-177]
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Article 1 - Novel oligonucleotide-based sorbent for the selective

extraction of cadmium from serum samples

Fanny Gignac ?, Nathalie Delaunay ?, Valérie Pichon "

@ Department of Analytical, Bioanalytical Sciences, and Miniaturization, UMR 8231 Chemistry,
Biology and Innovation, ESPCI Paris, PSL University, CNRS, 10 rue Vauquelin, Paris 75005,
France

b Sorbonne Université, Paris 75005, France

Abstract

The objective was to develop a sorbent functionalized with aptamers for the selective
extraction of cadmium from biological samples. Two oligonucleotide sequences reported in
literature as specific to cadmium were covalently grafted on activated Sepharose, with
grafting yields of 45%. Once the supports packed in cartridges, a thorough study of the
percolation conditions favoring Cd(ll) retention was performed, demonstrating the
importance of the nature of this medium. A high selectivity was reached when applying the
optimal conditions as a recovery of 85% was obtained using the sorbent functionalized with
one of the specific aptamers and only 1% on the control sorbent grafted with a scramble
sequence. A high specificity was also obtained as recoveries for most of other ions were lower
than 15%. The capacity of this oligosorbent estimated to 180 ng of Cd(ll) for 30 mg of support
was perfectly adapted to the trace analysis of Cd(ll). The extraction procedure was then
applied to a serum sample which was first subjected to acid digestion. The initial concentration
of cadmium in the serum was estimated to 1.83 pg/L using standard addition method and an
extraction yield of 75 + 1.6% was measured. Comparison of these results with those obtained
without oligoextraction (recovery of 57%) showed a significant reduction of matrix effects in
ICP-MS thanks to the use of the oligosorbent, underlining its interest for a more reliable
quantification of Cd(ll). This result was confirmed by performing the oligoextraction protocol

on a certified serum.

Keywords: Solid-phase extraction; Aptamers; Oligoextraction; Cadmium; ICP-MS

* Corresponding author: e-mail address: valerie.pichon@espci.fr (V. Pichon)
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I11.1. Introduction

Cadmium is a naturally occurring metal, which belongs to the class of transition metals. It is
now considered as one of the most toxic metals to humans. It is recognized as carcinogen
[207] and can cause tissue damage by creating oxidative stress [208,209]. It can also compete
with other ions, such as Fe(ll) and Zn(ll) [210], and disrupt their mechanisms of physiological
action on the human body. Cadmium is commonly used for anthropogenic activities such as
Nickel-Cadmium batteries or paint pigments [211]. The main source of population exposure
to cadmium is the ingestion of cigarette smoke [212]. In order to monitor accidental exposure
of the population, some countries have set levels of cadmium concentration to be found in

the blood [213], which is 4 pug/L in France, for example [4].

Cadmium trace analysis is typically performed by inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICP-MS) [214]. However, matrix effects can compromise the accuracy of the
results obtained with this instrument especially when dealing with complex samples such as
biological fluids. In order to overcome these problems, a sample treatment technique is
mandatory before the ICP-MS measurement. Solid phase extraction (SPE) is by far the most
used technique to purify and preconcentrate ions in order to quantify them at the trace level
[215]. Conventional sorbents such as cation exchange resins [216] have been largely used but
their specificity is limited as some other cations are co-extracted. In order to overcome this
lack of specificity, new highly specific and selective supports have been developed such as ion-
imprinted polymers (IIPs) [83,84]. They are synthetic supports with cavities allowing a
selective trapping of the target ion. The potential of IIPs has been largely demonstrated [8]

but their synthesis remains a complex step in analytical development.

The objective of this study is to investigate the potential of aptamers to specifically and
selectively extract cadmium from complex samples. Aptamers are single-stranded DNA or RNA
(typically 20 to 110 bases) that have a specific and high affinity for molecules or ions. They are
identified by a complex process called SELEX for Systematic Evolution of Ligands by
EXponential enrichment [217]. Aptamers immobilized on solid supports have been widely
reported for the extraction of molecules, from small drugs to proteins [10,11,101], but little

for the extraction of ions. Concerning cadmium, cadmium-specific oligonucleotide sequences
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have been identified and applied to develop specific sensors [14,18-21,134,169-
172,174,176,177,179].

A first cadmium-specific sequence, characterized by a dissociation constant of 34 nM and
composed of a so-called specific sequence placed between two non-specific sequences at the
5'and 3' ends, was described for the development of a sensor [134]. This sequence was further
modified at the 3' and/or 5' ends by deleting the non-specific part or by adding nucleotides or
chemical groups to modify the sensor detection mode [14,19,21,174,176]. Some of the
authors [18,174] deleted the non-specific part in 5', but kept it partially in 3' (the first 6
nucleotides) to improve the sensor sensitivity. Once the sensors developed, they were applied
to the determination of cadmium in tap and river waters. A second cadmium-specific
sequence, characterized by a dissociation constant of 220 nM [179], was reported [169].
During SELEX, after having identified several sequences showing some affinity for cadmium, a
negative selection round was performed to eliminate the sequences with an affinity for zinc,
chosen because of its similar chemical behavior to cadmium in solution. The sequences
identified during the SELEX process were then compared in terms of affinity using circular

dichroism and one of them was selected for the development of a light-up biosensor.

These two sequences were thus considered here to develop for the first time oligosorbents
(OSs) to be used as cadmium-selective extraction sorbent. After grafting the reported
sequences on CNBr-activated Sepharose and measuring the grafting yields, the performances
of the two resulting OSs were evaluated and compared in terms of affinity, selectivity and
specificity. The optimization of the percolation, washing and elution media allowed to
demonstrate their strong influence on the affinity of the OS for Cd(ll), i.e. on its retention. To
evaluate the selectivity of the retention process, the behavior of Cd(ll) on a given specific
oligosorbent was compared to that of a support grafted with the same sequence but
scrambled acting as a control OS. Based on selectivity toward the control OS and specificity
towards other ions, one of the two specific OSs was selected. Once the extraction protocol
was optimized, the performance of this specific OS was determined in terms of capacity and
specificity towards several other cations. Finally, the protocol was applied to extract Cd(ll)
from spiked and certified serum samples before its analysis in ICP-MS and the results were
compared with the ones corresponding to the analysis of the samples not submitted to

oligoextraction.
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I11.2. Experimental

I11.2.1. Reagents and samples

Metal standards (in 2%  nitric  acid), Trizma  hydrochloride  (Tris-HCI),
ethylenediaminetetraacetic acid tetrasodium salt (EDTA), sodium phosphate dibasic, sodium
dihydrogen phosphate dihydrate, sodium acetate, sodium chloride, magnesium chloride,
Trizma buffer, 65% nitric acid, triethylamine (TEA), glacial acetic acid, human serum, and CNBr-
activated Sepharose (4B, 90 um) were obtained from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier,
France). Acetonitrile (ACN) was obtained from Carlo Erba (Val-de-Reuil, France). Hydrochloric
acid 32% was obtained from Merck (Darmstadt, Germany). Serum certified for trace elements
was obtained from UTAK (Santa Clarita, California, USA). The serum comes from lot C9377,
which has a certified cadmium value of 8 pug/L with an uncertainty of + 1.2 ug/L. High-purity
water was obtained using a Milli-Q purification system (Millipore, Saint-Quentin-en-Yvelines,
France). The ICP-MS was daily tuned using an Agilent tuning solution (Ce, Co, Li, Mg, Tl, and Y
at 1 pg/L in 2% HNOs (Les Ulis, France)). 5’-amino-modified with Ce¢ spacer arm DNA
oligonucleotides (sequences 5'-GGACTGTTGTGGTATTAT TTTTGGTTGTGCAGTATG-3' for AC1,
5’ -ATGATTGATGTTAGGTGTTAGTTGCTCGTTGTG TGT-3’ for scramble AC1 (named cl), 5'-
CTCAGGACGACGGGTTCACA GTCCGTTGTC-3 for AC2, and 5’-
GATGAAGTGCAGTGCTTGCTCACCGCCCTG-3’ for scramble AC2 (c2)) were synthetized and
purified by Reverse-Phase High-Performance Liquid Chromatography (RP-HPLC) from
Eurogentec (Angers, France). The sequence modeling was done thanks to Mfold web server

provided by M. Zuker.

111.2.2. ICP-MS

The determination of ion concentrations in solutions was performed with an ICP-MS 7850
from Agilent Technologies (Les Ulis, France) equipped with a glass MicroMist nebulizer and a
guartz Scott spray chamber with an ASX-500 autosampler. The parameters applied during the
measurement were as follows: RF power, 1550 W; sampling depth, 8 mm; plasma gas flow

rate, 15 L/min; auxiliary gas flow rate, 0.9 L/min; Helium flow rate, 4.3 mL/min. During the
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daily performance check, the monitoring of ’Li, &Y, 29°Tl, CeO/Ce ratio and Ce?*/Ce ratio was
carried out in order to ensure constant performances on all measurements. The limit set for
ratios was CeO/Ce < 1.2% and Ce?*/Ce < 2%. The measurements were carried out with five
replicates with 100 sweeps per replicate with an integration time of 1 s. The isotopes
measured for the tested ions is: 2*Mg, >°Co, ®°Ni, 63Cu, ®6Zn, 11Cd, 2°8Pb, 2°7Pb, and 2%8Pb. All
the samples were diluted to 1/10 in 2% HNO3 before ICP-MS measurement. To quantify ions
in the different solutions, calibration curves were daily studied between 5 ng/L and 5 pg/L.
The limit of quantification (LOQ) was determined by measuring 10 blank solutions (HNO3 2%).
The equation described in Equation S1 (see Supplementary data) was then applied and the
calculated LOQ value for Cd(ll) was 4.2 ng/L. The LOQ values for the interfering ions were
determined using the same method and are given in Table S1 (see Supplementary data).
Another method was also used for determining the Cd(Il) LOQ. It consisted of studying the
calibration curve and determining the relative standard deviation (RSD) values obtained using
3 independent solutions for each concentration level and of considering a concentration level
as quantifiable when the RSD values are lower than 5 %. Results are reported in Table S2. The
minimum quantifiable concentration for Cd(ll) was 5 ng/L, that is in good agreement with the

previously calculated LOQ of 4.2 ng/L.

111.2.3. LC-UV analysis of aptamer

This method was adapted from previous studies realized by our group [155]. Grafting yields
were determined by analyzing aptamer content in the solutions recovered after the grafting
procedure by ion pair RP-HPLC-UV (Reverse Phase High Performance Liquid Chromatography)
using an Agilent 1200 series HPLC system equipped with an 1100 series autosampler and a
1200 series UV detector. The aptamers were monitored at 260 nm. The separation was
achieved on a Kinetex core shell C18 column (150 x 3 mm i.d., 5 um, 100 A) from Phenomenex
(Le Pecq, France) at 50°C. The column was connected to a precolumn filter (0.5 um frit, 2.39 x
1.65 mm, Upchurch Scientific, Oak Harbor, WA, USA). The mobile phase was composed of
water with 0.1 M triethylammonium acetate (TEAA, prepared with TEA and acetic acid) pH 7

and acetonitrile. The gradient applied is as follows: 7% ACN for 5 min then a ramp of 15% ACN
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is performed in 15 min, 15% ACN is then maintained for 5 min before re-equilibrating the
column to 7% ACN during 10 min. The flow rate was set at 200 pL/min and the injected volume
was 20 pL. Before sample injection, a calibration range for each aptamer sequence was

performed from 0.1 to 10 yug/mL in 200 mM Na;HPO4 and 5 mM MgCl,.

I11.2.4. Oligosorbent synthesis

The procedure used to immobilize aptamers on CNBr-activated Sepharose has been previously
described by our group to develop OS for organic molecules [155]. Briefly, prior to
immobilization, the aptamers were dissolved at 1 g/L in a buffer (200 MM NazHPOs and 5 mM
MgCly, pH 8) and denatured by heating at 75°C for 5 min. The solution was then left at room
temperature for 30 min. CNBr-activated Sepharose (30 mg) was swollen and washed 6 times
with 1 mM HCI and then rinsed with 1 mL of ultrapure water. The aptamer solution (150 L)
was then mixed with the Sepharose gel overnight at room temperature. The oligosorbent was
then placed in a 1 mL SPE cartridge between two frits and washed 3 times with 1 mL of 200
mM Na;HPO4 pH 8. These washing solutions were recovered and diluted in 200 mM Na;HPO4
and 5 mM MgCl, in order to measure their content in non-grafted aptamers and then to
calculate the grafting yield for each support. A 0.1 M Trizma solution was percolated through
the cartridge during 2 h to block the remaining active groups of Sepharose. Finally, the OS was
washed 3 times alternately with 2 mL of an acetate buffer (0.1 M acetate + 0.5 M NacCl, pH 4)
and 2 mL of a Trizma buffer (0.1 M + 0.5 M NaCl, pH 8). The sorbents were conditioned with 5
mL of ultrapure water. The different oligosorbents synthetized in this study are called 0OS1
(oligosorbent grafted with the sequence AC1), OS2 (oligosorbent grafted with the sequence
AC2) and OSc1 and 0Sc2 for the non-specific OS grafted with the respective c1 and c2 scramble

sequences.

[11.2.4. Extraction procedure

111.2.4.1. Pure media
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Before each extraction, the OS was conditioned with 5 mL of the tested buffer. The percolation
solution consists of the tested buffer spiked at 30 pg/L with Cd(Il) and eventually other ions
(each at 30 pg/L) to study the specificity. The sorbent was further washed with the same
tested buffer. Finally, elution is performed with 2 x 500 puL of 1 mM EDTA. All these steps were
performed with solutions maintained at 4°C. Each SPE fraction (percolation, washing and
elution) was then diluted 1/10 in 2% HNOs for ICP-MS analyses. After determining the optimal
percolation medium (25 mM NaxHPO4 + 25 mM NaH,PO4 + 150 mM NaCl), the capacity of the
most promising OS was determined using the same protocol described above but by
percolating 1 mL containing increasing amounts of Cd(ll) from 30 to 600 ng on the OS. The
elution fractions were then diluted in 2% HNOsz with a dilution factor adapted to the

introduced amount of Cd(ll) to be in the calibration curve range.

111.2.4.2. Serum samples

A first step of acid digestion of the serum samples was performed to eliminate proteins that
may complex cadmium. For this, 500 pL of serum (spiked or non-spiked) were introduced in
an Eppendorf tube and mixed with 30 pL of 65% HNOs. The mixture was centrifuged (10 min,
12 000 rpm) and the supernatant was then recovered and submitted again to centrifugation
(10 min, 12000 rpm). The resulting supernatant was placed in a 5 mL polypropylene tube to
be diluted with 4.5 mL of buffer (25 mM Naz;HPO4 + 25 mM NaH;PO4 + 150 mM NacCl, pH 6.6).
The pH was adjusted to 6.6 with 2 M NaOH. The optimized oligoextraction protocol was
applied on 1 mL of treated serum sample. After oligoextraction, the elution fractions were
diluted 1/10 in 2% HNOs and analyzed by ICP-MS. The determination of cadmium
concentrations was done thanks to a calibration curve performed before each sequence (an
example is provided in Figure S1). To demonstrate the potential of oligoextraction, the non-
certified serum was spiked at concentrations of 2, 4 and 30 pg/L of Cd(Il) and the content of
serum sample determined after oligoextraction was compared to the Cd(ll) content
determined after the analysis of a serum sample only submitted to an acid digestion and a
dilution step (dilution rate of 50 in order to obtain the same dilution factor as after the
oligoextraction). Two replicates were performed for each spiking level. The same protocol was

also applied to the certified serum.
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[11.3. Results and discussion

111.3.1. Oligosorbent synthesis and grafting yields

As previously mentioned, the Cd-specific sequence first described [134] has been modified by
many authors [14,19,21,170,172,174,176] in order to adapt it to the immobilization procedure
(addition of thiols or amino functions) or detection mode (fluorescence, electrochemistry, ...)
for the development of aptasensors. Indeed, only a part of the sequence allows the
recognition of the Cd(ll) ion. As done by some authors, [18,174] it was chosen to delete the
non-specific part identified by the first team [134] while keeping the first 6 nucleotides in the
3' part, this sequence being named AC1 in this work. A second sequence, named AC2, also
described in the literature although less widely used, [169] was also selected. Two control
sequences were also synthesized, respectively c1 and c2. These control sequences have the
same composition as AC1 and AC2 but with a different nucleotide base order randomly
established through a base shuffling tool provided by the Genscript website. While this kind
of control sequences were not used in the development of the aptasensors, they allow the
selectivity of the Cd(ll) retention process to be assessed. This ensures that any observed
retention is attributed to the conformation of the sequence rather than nonspecific
interactions that could occur between Cd(ll) ions and the nucleotide base and their anionic

phosphate groups.

The sequences were then grafted on CNBr-activated Sepharose and the grafting yields were
estimated by determining the residual amount of the non-grafted aptamers in the recovered
solution of grafting and in the solutions used for washing after the immobilization step by ion
pair RP-HPLC-UV analysis. The values of grafting yields are reported in Table 12. They are
between 35% and 63%, similar to those obtained when grafting aptamers specific of organic
molecules on CNBr-activated Sepharose [10]. Two independant syntheses were carried out
for each OS, demonstrating a good repeatability of the grafting for each sequence (a maximum
of 11% of difference between each synthesis for a given aptamer). Once the grafting yield is
known, it is possible to determine the theoretical capacity of each OS functionalized with a
Cd(Il) specific aptamer by assuming that one mole of aptamer can retain one mole of cadmium

ion. The theoretical capacity values for SPE cartridges containing 30 mg of grafted Sepharose
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are also reported in Table 12. They are between 680 and 840 ng (i.e. between 23 and 28 ng/mg

of grafted Sepharose), which is sufficient to extract trace amounts of cadmium from serum.

Table 12. Grafting yields for each OS and the corresponding theoretical capacities of the SPE
cartridge containing 30 mg of grafted Sepharose. The two values correspond, for each
sorbent, to two independent immobilization procedures.

Oligosorbent|Grafting yield (%) | Theoretical capacity (ng)
0s1 46 ; 57 680 ; 840
0S2 45 ;42 810; 750
0OSc1 63; 63 -
0Sc2 35,41 -

I11.3.2. Selection of the percolation media

The first step of an SPE procedure consists in the percolation of the sample, during which
retention of the target analyte is expected. It is therefore necessary to select a percolation
buffer promoting the Cd(ll) retention on OS1 and 0S2. Although no medium promoting the
retention of Cd(ll) on an OS has been described in the literature, it is commonly admitted that
choosing a buffer as percolation medium with a composition close to the aptamer sequence
selection buffer should favor retention during the percolation step since an optimal affinity is
then expected. Furthermore, it is reasonable to assume that a buffer used for Cd(ll)
measurement with an aptasensor should also be a buffer favorable to the Cd(ll) retention on
the OS functionalized with the same aptamer. However, for the two selected sequences, the
nature of the measuring buffer was not clearly described and of very variable composition
(buffers, salt solutions...). Therefore, several percolation media including those described in
the works related to aptasensors, were studied with the objective to retain Cd(Il) on OS1 and
0S2. Two ions were also introduced with Cd(ll) in the percolated buffer for these first
experiments in order to compare the behavior of the target ion Cd(ll) and some other ions, to
evaluate the specificity of the retention process. Co(ll) and Pb(ll) were selected for their
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double charge and for their easy determination in ICP-MS. Selectivity was also studied by
comparing the ability of the support functionalized with the specific sequence to retain Cd(ll)
with that of the support functionalized with the control sequence. Once percolation was done,
a washing step of the supports was carried out to eliminate the interfering ions potentially
retained during percolation. Initially, the washing medium used was similar to that used during
percolation. Subsequently, an optimization of the washing step was performed by changing
the volumes and/or the nature of the washing medium. Then, the elution of the ions retained
on the support was carried out with 1 mM EDTA selected for its ion chelating properties. After

dilution of all the recovered fractions with 2% HNO3, ions were quantified by ICP-MS.

All the tested percolation media are listed in Table 13, which presents also the results in a
simplified way. The detailed ones are presented in Figures S2-S13 in supplementary data. Due
to the large number of media tested and the need to assay ions all the fractions (percolation,
washing and elution fractions), some extraction procedures were carried out only once.
Nevertheless, this approach enabled us to obtain a trend in the behavior of the various ions
as a function of the percolation media. In the first column (Cd retention), the positive sign
means that Cd(ll) is retained on the specific OS during the percolation. In the second column
(Cd vs Pb and Co), the positive sign indicates that only cadmium is retained until elution, the
+ sign indicating that cadmium but also one of the two interfering ions tested is retained until
elution. The minus sign indicates that Cd(ll), Co(ll) and Pb(ll) are retained until elution, thus
indicating a poor specificity of the retention process. In the third column, the positive sign
indicates that Cd(ll) is retained until the elution only on the specific OS and not on its control
OS thus meaning that selectivity is obtained using this percolation and washing media. For this
column, the minus sign indicates that cadmium is retained until the elution on the specific OS

but also on its control OS (meaning that no selectivity was observed).
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Table 13. Evaluation of cadmium retention during percolation, specificity (retention of Cd(ll)
vs. Co(ll) and Pb(1l) until elution on the specific 0OS) and selectivity (retention of Cd(ll) until
elution on the specific OS vs the control OS) for all the percolation media tested. The results
are presented in detail in Figures $2-513.

*Tris-HCl (20 mM), KCI (25 mM), NaCl (50 mM), MgCl; (5 mM), pH 7.4. **Sodium acetate (10
mM), sodium perchlorate (10 mM), pH 6.0. PBS1: Na2HPO4 (10 mM), KH2PO4 (1.8 mM), NaCl
(137 mM), KCI (2.7 mM), pH 6.6. PBS2: NaH2PO4 (25 mM) + NazHPO4 (25 mM) + NaCl (150

mM), pH 6.6.
Cd retention cd v(s:on & Cd behavior
Percolation media
0s1 | 0s2 | os1 | 0s2 Oosslc\f OOSSZC‘;S
ultra-pure H20 + + S = - -
EDTA (10°M to 103 M) - - - - - -
NaCl (10 mM pH 6.0) + + = - - -
MgClz (5 mM pH 6.0) - + - + - +
NaNOs (10 mM pH 6.0) + + + - - -
NazHPO4 (100 mM pH 7.0)| - + - + - +
HEPES (30 mM pH 6.5) + + 5 = - -
MES (50 mM pH 6.0) + |+ ; - ] ]
Tris-HCI + KCI + NaCl + i N ) . ) .
MgClz* -
Acetate + perchlorate** + + - + - +
PBS1 - + - + ; +
PBS2 S ] +

When percolating spiked ultra-pure water (Figure S2), both specific OSs (0OS1 and 0S2)
retained cadmium during percolation, however neither selectivity or specificity were
observed, but EDTA 1 mM induced the ion elution. Using increasing amount of EDTA from the
percolation to washing and next elution solutions (Figure S3) to potentially observe a
difference in the behavior of Cd(Il) vs. Pb(Il) and Co(ll) (by expecting that the interfering ions
would elute with a lower EDTA concentration), none of the ions were retained on the OSs,

even at a very low EDTA concentration (10-5 M). As it is well known that some ions favor the
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conformation change of aptamers, different solutions containing NaCl (Figure S4), MgCl,
(Figure S5), NaNOs (Figure S6) or Na;HPO4 (Figure 25A and S7) were then evaluated as
percolation media. None of its salts allowed to obtain a selective and specific retention of
cadmium on OS1. In return, some selectivity and specificity for Cd(ll) vs. Co(ll) was observed
on OS2 using MgCl, and Na;HPOa, even if Pb(ll) was retained as was Cd(ll). Then, buffers such
as HEPES (Figure S8) or MES (Figure S9) were investigated as they were reported as
measurement media of some aptasensors developed for Cd(ll). In these buffers, only Co(ll)
appears to be partially lost in the washing fraction but neither specificity of Cd(ll) vs. Pb(ll) or
selectivity were observed on the OSs. A Tris buffer (Figure S10) containing salts was also tested
on the OSs, as it was used as measuring medium of aptasensors. In this medium, only OS2 led
to the retention of Cd(ll) until elution and selectivity and specificity towards Co(ll) were
observed. However, the lack of specificity towards Pb(ll) persisted. Based on literature, an
acetate + perchlorate medium was next tested (Figure S11). Cd(ll) was retained on OS1 during
percolation but not until elution. On OS2, for the first time, a specific and selective retention
was observed. Finally, the use of PBS (phosphate buffered saline) was envisaged as it was also
reported in literature, even if its composition has not been precisely detailed. Two PBS buffers
of two different compositions and ionic strengths were then tested (Figure 25B, S12 and S13).
On 0S1 none of the two PBS buffers allowed the retention of Cd(ll) during the percolation
step. On OS2 when percolating PBS1 containing Na* and K* cations (Figure S12), Cd(ll) was
retained along with Pb(Il) until elution whereas with the PBS2 containing only Na* as cation,
only Cd(Il) was retained until elution, leading to both selectivity and specificity (Figure S13).
This illustrates that ions present in the percolation and washing solutions strongly impact the
OS behavior, affecting the conformation of the aptamer and competing with target ions to

potentially interact with the aptamer.

To conclude with OS1, none of the tested media allowed to obtain the expected SPE
performances in terms of specificity and selectivity. As illustrated by Figure 24, which presents
the best SPE profile obtained with 0OS1, some specificity was observed as Co(ll) was only very
weakly retained by 0S1, but selectivity was low, since Cd(ll) retention was the same on 0S1

and OScl. Therefore, this sorbent has not been characterized further in the following.
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Figure 24. Extraction profiles of Cd(ll), Co(ll) and Pb(ll) ions in optimized media for OS1 and
its control. Extraction procedure: P: 1 mL of 30 mM MES + 10 mM NaNO3 spiked with 30 ng
of Cd(ll), Co(ll) and Pb(ll) each; W: 4 mL of 10 mM NaNO3; E: 2 mL of 1 mM EDTA.

With 0S2, only two of the media tested (NaH2PO4 + Na;HPO4 + NaCl (PBS2) or CH3COONa +
NaClOa.) generated specificity since the recovery of Pb(ll) in the elution fraction is less than
20%. However, when using perchlorate + acetate, specificity was only observed during the
washing steps, whereas when using PBS2, the interfering ions were mostly eliminated during
the percolation step. Furthermore, as the objective was to selectively extract Cd(ll) from
serum samples, the percolation medium chosen for further study was the one that most
closely resembles the composition of serum, i.e. a phosphate buffer. This is why PBS2 was

selected.

Then, the extraction procedure was optimized by varying the volume of the washing and
elution fractions. The resulting extraction profiles of Cd(ll) and interfering ions on OS2 and its
control are reported on Figure 25B. An extraction yield of 85% + 2.6% (n=3) was obtained for
Cd(ll) in the elution fraction of 0S2, whereas it was only 1% + 0.3% with the control,
demonstrating that the retention on OS2 was due to interactions with the specific AC2
aptamer. Regarding Co(ll) and Pb(ll), they were mostly removed from OS2 and its control

during the percolation of the sample.
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Figure 25. Extraction profiles of Cd(ll), Co(ll) and Pb(ll) ions percolated on OS2 and its control
in (A) Na;HPO4 100 mM or (B) PBS2 after optimization of the whole extraction procedure
(n=3). SPE procedure: (A): Percolation: 1 mL of Na;HPO4+ 100 mM spiked with 30 ng of Cd(ll),
Co(ll) and Pb(1l); Washing: 2 mL of the percolation solution; Elution: 2 mL of EDTA 1 mM +
NaCl 50 mM + Tris HCl 10 mM, pH 7.0; (B): Percolation: 1 mL of Na;HPO4 25 mM + NaH>PO4
25 mM + NaCl 150 mM (PBS2) spiked with 30 ng of Cd(ll), Co (Il) and Pb(ll); Washing: 1 mL of
PBS2; Elution: 500 uL of EDTA 1 mM.

111.3.3. Simulation of aptamer conformations

In order to try to understand the impact of the cation nature on the aptamer conformation,
and thus the consequent OS2 behavior, the AC2 sequence was modelled. Unfortunately, in
the software typically used, only the concentrations of Mg?* and Na* can be fixed whereas the
presence of other ions cannot be simulated. However, a simulation was done with a Na*
concentration of 225 mM (corresponding to the sodium concentration in the optimal
percolation medium PBS2) and compared to the one achieved with 10 mM Na*, a
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concentration which did not allow to obtain selectivity or specificity on the OS2 support (as
shown in Figure S4). No difference in the secondary structure of AC2 was observed between
the two tested sodium concentrations (the modelization obtained for the two Na*
concentration is shown in Figure S14). A further comparison between 225 Na*and 5 mM Mg?*,
a medium which provides selectivity and specificity for Co(ll) but not for Pb(ll), was carried out
and the same secondary structure was obtained. It seems therefore that, although it could
be of great help in limiting the number of conditions to be evaluated in this type of study, this
type of modelling is still not sufficient to understand the mechanisms involved in the retention

of cadmium on the OS2 support grafted with the AC2 sequence.

I11.3.4. Experimental capacity of the oligosorbent

Once the optimal extraction conditions fixed, the capacity of OS2 was determined. It
corresponds to the maximum amount of analyte that can be retained on a given amount of
OS by specificinteractions. In order to measure it, the optimized procedure described in Figure
25B was applied using PBS2 as percolation medium spiked with increasing amounts of Cd(ll)
(from 30 to 300 ng). The amounts of Cd(ll) retained on OS2 and its control, corresponding to
the amount found in the elution fractions, are reported in Figure 26. For OS2, the curve is
composed of two parts. In the first part, the quantity retained increases proportionally to the
quantity percolated, corresponding to a constant extraction yield. It is in Figure 25B (85% +
2.6%, n=3)). The curve then reaches a plateau indicating the saturation of OS2 by Cd(ll) ions.
For 0Sc2, regardless the Cd(ll) amount introduced, the slope of the curve remains constant
and close to zero, illustrating once again the selectivity of the SPE procedure previously
optimized where no non-specific interactions occur with the optimized SPE protocol.
According to Figure 26, the OS2 capacity (which corresponds to the break in the slope) is about
180 ng of Cd(ll) per 30 mg of sorbent (i.e. a capacity of 6 ug/g). This experimental capacity is
about four times smaller than the calculated theoretical value (cf. Table 12, 2nd synthesis).
One hypothesis for this difference is steric hindrance between grafted aptamers, which
prevents them from assuming a conformation suitable for Cd(ll) trapping. However, even if

the experimental capacity value seems low, it is perfectly adapted to the percolation of
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samples contaminated at the trace level such as blood, since the threshold value of Cd(ll) in

this fluid is 4 pg/L.
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Figure 26. Capacity curves obtained for Cd(ll) after the percolation of an increasing amount
of Cd(ll) on OS2 (circle) and OSc2 (triangle). The retained amount of Cd(ll) corresponds to the
amount found in the elution fraction after applying the optimized extraction procedure
described in Figure 258B.

I11.3.5. Specificity of the oligosorbent

In order to carry out a more detailed study of the specificity of OS2, a mixture containing the
ions Mg(ll), Co(ll), Ni(ll), Cu(ll), Zn(ll), Cd(ll) and Pb(ll) was percolated on OS2 and 0OSc2, the
sum of their percolated amount being lower than the capacity. The results are reported in
Figure 27. Except for Cu(ll), all interfering ions were not retained on OS2 since they are mostly
eliminated during the percolation step and their extraction yields in the elution fraction are
below 20%. Regarding Cu(ll), it is retained on OS2 until elution. However, a similar behavior is
observed on the control, which means that it is retained by non-specific interactions on OS2
unlike Cd(Il) which is retained in a specific way on OS2 (because not retained on 0Sc2). It can
also be noticed that some authors that had used the AC2 sequence for the development of
Cd-aptasensors also mentioned the existence of interference with Cu(ll) [169,179] (Table S3).
However, in return to aptasensors, the use of ICP-MS to analyze the extract after the

oligoextraction step allows to distinguish Cu from Cd thus removing the risk of false positive
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in Cd determination. Moreover, if necessary, the total removal of Cu(ll) from the extract can
be achieved by percolating the sample first on OSc2 which allowed Cu(ll) to be trapped
without trapping Cd(ll) which can be then selectively retained on 0S2. Nevertheless, to

complete this study related to the selective potential of the OS, it was further applied to serum

samples.
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Figure 27. Extraction profiles of Cd(ll) and interfering ions (Co(ll), Pb(ll), Mg(Il), Ni(ll), Cu(ll),
and Zn(ll)) on OS2 (full histograms) and OSc2 (hatched histograms). SPE procedure:
percolation: 1 mL of Na;HPO4 25 mM + NaH»PO4 25 mM + NaCl 150 mM spiked with 15 ng of
Cd(ll), Co(ll), Pb(ll), Mg(ll), Ni(ll), Cu(ll), and Zn(ll); Washing: 1 mL of the percolation buffer;
Elution: 500 uL of EDTA 1 mM.

[11.3.6. Oligoextraction of Cd(Il) from serum samples

Once the performance of OS2 evaluated with spiked buffers, the extraction procedure was
applied to real serum samples. An acid digestion step was performed before oligoextraction
to remove proteins that could complex Cd(ll) and plug the SPE cartridge [218,219]. The
digested serum was further centrifuged and the supernatant was either diluted with the
phosphate buffer PBS2, to be passed through 0S2 before the ICP-MS analysis of the elution
fraction, or diluted with HNO3 2% and directly analyzed by ICP-MS. This procedure was applied

on a human serum not spiked or spiked at levels ranging from 2 to 30 pg/L (n=2 for each
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concentration level). Results are reported in Figure 28. The calculated concentrations were
plotted as a function of the spiking levels. The concentration in the raw serum is then
determined by extrapolating the line to y = 0. Hyperbolas of 95% confidence are plotted to
determine the uncertainty on either side of the raw serum value. The Cd(ll) concentration in
raw serum is 1.83 pg/L and is between 1.02 and 2.69 pg/L with a 95% confidence interval. The
slope of the curve allows the determination of the extraction yield and a value of 75% with a
standard deviation of 1.6% (n=6) was obtained. This extraction yield is slightly lower than the
one obtained previously with the phosphate buffer and the difference can be explained by
some Cd(ll) loss during the acid digestion step and the associated centrifugation steps. To
confirm this hypothesis, the serum extract was spiked with Cd(ll) at 30 pg/L after performing
these steps. In this case, a Cd(ll) extraction yield of 81% was obtained, confirming a partial loss
of Cd(ll) during the serum pretreatment. By analyzing Cd(ll) in the diluted supernatant
(without an oligoextraction step) by ICP-MS, the recovery was estimated at 57% revealing a

matrix effect in comparison with the results obtained with the oligoextraction step (75%).
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Figure 28. Calibration curves for the analysis of Cd(ll) in a human serum submitted to an acid
digestion step and with (solid lines and square markers) or without (dotted lines and triangle
markers) oligoextraction. Spiking levels are between 0 to 30 ug/L. The 95% confidence
hyperbolas for the results with oligoextraction are shown as dotted lines
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In order to pre-validate the whole method, the protocol was applied to a certified serum
(certified concentration value in Cd(ll) of 8 + 1.2 ug/L). The concentration level determined in
the certified serum sample after applying a purification step on OS2 was 8.84 + 0.21 pg/L (n=3),
which corresponds to the expected value. In return, a value of 5.24 ug/L was obtained when
determining Cd(ll) after the acid digestion but without the oligoextraction step, which is far
from the certified value (a difference of more than 30%). This confirms the presence of matrix
effects in ICP-MS when analyzing the digested extract of serum after a dilution but without an
oligoextraction step, thus preventing a reliable quantification of Cd(ll). All these results
confirm the high potential of oligoextraction as an extraction method of cadmium from a
complex biological sample, allowing its reliable quantification by reducing the matrix effects

in ICP-MS.

Itis also important to notice that, over 40 extraction procedures in pure medium over a period
of 18 months were carried out and no loss of retention was observed. The reusability of the
support in real samples was also investigated and no loss of retention was observed after
more than 20 oligoextraction procedures applied to plasma samples, demonstrating the

excellent stability of the sorbent.

I11.3.7. Conclusions

The objective of this study was to develop for the first time a selective and specific extraction
sorbent based on aptamers to extract Cd(ll) from a serum sample. After identifying two
promising sequences in literature, they were grafted on CNBr-activated Sepharose. If these
two sequences had previously led to good results when used in aptasensors, this study
revealed, by studying in parallel other interfering cations but also the retention of ions on a
control support prepared from a scrambled aptamer, that the achievement of selectivity and
specificity results from the careful optimization of the extraction procedure. In this respect,
the nature of the percolation medium appears to be a key factor in promoting affinity between
the aptamer and the target ion and therefore retention. This study finally showed that once
the procedure was optimized, its application to a real sample led to performances similar to

those obtained in pure medium (75 % vs 85 % in pure media) and guaranteed an equally
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reliable analysis of cadmium in pure medium by suppressing matrix effects. Even if aptamers
are highly sensitive to the percolation medium, it seems that a dilution of serum in percolation
buffer is sufficient to ensure not only cadmium retention but also the specificity and selectivity
observed in pure medium. On a fundamental level, other studies could then be carried out, in
particular by more detailed modelling taking into account the presence of all the ions present
in the media in order to better understand the mechanisms involved in the retention process.
On a more applicative level, although rarely reported in literature, the use of control
sequences is essential to demonstrate the selectivity of the retention process. In the future,
miniaturization of the OS could also be considered in order to couple it on line with the ICP-
MS, which would limit the handling steps by an operator. Another future prospect is the use
of less specific but less costly instruments than ICP-MS, such as ICP optical emission
spectrometry or graphite furnace atomic absorption spectrometry, which further justifies the

use of highly specific support such as 0S2.
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Conclusion du chapitre

Au cours de ce chapitre un support a base d’aptameéres pour I'extraction du cadmium a été
développé. Pour cela, des séquences ayant la capacité de reconnaitre le cadmium ont été
identifiées dans la bibliographie. Cependant ces derniéres n’ont été utilisées que pour le
développement de supports, ce qui ne nécessite pas la rétention mais la reconnaissance de la
cible. De plus, un certain nombre d’informations semblaient manquantes dans les articles
étudiés telles que la régénération des capteurs, ou encore la description précise des milieux
de mesure utilisés. Aucune étude de sélectivité n’a été réalisée. La spécificité a pu étre étudiée
par les auteurs, sans pour autant expliquer si cette derniére était apportée par I'aptamére ou
par la méthode de détection utilisée. Des séquences contrdles appelées « scramble » ont aussi
été sélectionnées par nos soins afin d’étudier la sélectivité des futurs supports. Une fois le
greffage et les premiers essais d’extraction réalisés, il a été constaté que la séquence AC1
(support 0S1), bien que trés utilisée pour le développement de capteurs, ne nous a pas permis
d’atteindre les performances analytiques souhaitées. En effet, cette séquence a la capacité de
retenir le cadmium mais ne permet pas d’éliminer les autres ions présents dans le milieu. De
plus, aucune différence de comportement n’a clairement été identifiée entre cette séquence
et son controle. Cependant AC2 (support OS), en présence de PBS de composition précise dans
le milieu, permet d’obtenir la sélectivité mais aussi la spécificité attendue. Une fois la capacité
déterminée, le support a été appliqué avec succes a des échantillons de sérum, dont I'un est
certifié. L'une des observations majeures de cette premiere étude est I'influence de la nature
du milieu de percolation sur les performances analytiques constatées. Il est aussi a noter
gu’une étude préliminaire sur la contamination en cadmium a été réalisée dans I'ensemble
des milieux percolés sur les supports ainsi que dans les tubes / flacons utilisés pour la collecte
des fractions. En effet, les concentrations attendues pour I'ensemble de I'étude étant
inférieures a la centaine de pg/L, des contaminations par I’environnement et le matériel de

travail ont été constatées.

Afin de pouvoir démontrer la forte affinité de la séquence 0S2, une collaboration avec le
Département de Pharmacochimie Moléculaire (DPM) de l'université Grenoble Alpes a été

réalisé. L'objectif était d’appliquer une méthode développée dans le cadre de la thése de
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Blandine Billet afin de calculer des constantes de dissociation (Kq) de chacune des séquences
pour Cd(Il) mais aussi pour ces Pb(ll) et Co(ll) [220]. Le principe de la mesure est basé sur le
changement d’anisotropie de fluorescence lorsqu’un aptamére, greffé avec un groupement
fluorescéine, interagit avec un ion métallique. En effet lors d’interactions entre I'aptameére et
les ions métalliques, le changement de densité de charge ainsi que de structure influe sur les
contributions locales d’anisotropie. Les réponses obtenues pour le cadmium vont alors étre
comparées a celles obtenues avec les ions plomb. Le cobalt ne peut ici pas étre utilisé car il
entraine un phénomeéne important de quenching de fluorescence. L’'ensemble des mesures
ont été réalisé dans le milieu optimisé, c’est-a-dire NaH,PO4 (25 mM) + Na;HPO4 (25 mM) +
NaCl (150 mM), pH 6,6. Cependant, dans ce milieu aucune variation du signal de fluorescence
n’a été constatée. Il est alors possible que I'utilisation de ce type de tampon ayant une forte

force ionique ne soit pas adapté a ce type de mesure du Kg.
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Chapitre IV

Développement de supports fonctionnalisés
par des aptameres pour I’extraction du
plomb d’échantillons de sérum
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Chapitre |V - Développement de supports fonctionnalisés par
des aptameres pour I'extraction du plomb d’échantillons de
sérum

A l'issu du chapitre précédent, un support spécifique et sélectif des ions cadmium a été
développé. Certains parameétres clés ont alors été identifiés, comme le choix du milieu de
percolation sur les performances analytiques observées. L'importance de ce paramétre
n’avait pas été soulevé lors de la lecture de la bibliographie, puisqu’un grand nombre de
milieux différents ont été utilisés sans réelle justification pour le développement de capteurs.
De plus, cette étude a démontré I'importance du choix d’une séquence contrdle afin d’étudier
la sélectivité. Enfin, aprés avoir déterminé les performances analytiques du support comme la
spécificité ou la capacité, I'extraction du cadmium dans des échantillons de sérum a été

réalisée avec succes.

Les connaissances acquises lors du développement du support spécifique au cadmium ont été
appliquées au développement du support spécifique au Plomb. Pour cela, il est nécessaire de
sélectionner dans la bibliographie, décrite dans le chapitre 2, des séquences d’intéréts
présentant une affinité spécifique pour le plomb. Comme observé dans ce chapitre
bibliographique, certaines séquences ont aussi été utilisées pour le développement de
supports de dSPE. Cependant, a I'issu de la lecture de ces articles, des questions restent en
suspens, comme la sélectivité des supports, car aucun support controle n’a été utilisé, ou
encore la spécificité puisque I'ajout d’ions interférents dans I’échantillon a simplement permis
de vérifier que ces derniers ne rentraient pas en compétition lors de la mesure des teneurs en
plomb, sans pour autant avoir d’informations sur leurs interactions potentielles avec le
support. Bien qu’un manque évident d’informations sur la spécificité et sur la sélectivité des
supports soit a noter, les séquences décrites en dSPE, aussi décrite pour le développement de
certains capteurs ont été sélectionnées puisque ces derniers sont les plus utilisés dans
I’ensemble de la bibliographie. Il est a noter que les séquences constituées de bases
permettant la formation de la structure G-quadruplex et donc la rétention du plomb sont

celles parmi les plus reportées dans la bibliographie (séquences 1 a 7 du tableau 10). Il

125



paraissait donc évident de sélectionner la séquence 2 et la séquence 6 du tableau 10 afin de
commencer le développement de nouveaux supports d’extraction a bases d’aptameéres et de
comparer les performances analytiques des deux supports ainsi développés comme fait

préalablement dans le cadre de I'étude des oligoadsorbants spécifiques des ions cadmium.

Ce chapitre se présente sous la forme d’un article rédigé en anglais : « Development of an
oligonucleotide-based sorbent for the selective and specific extraction of Lead from biological

samples » Fanny Gignac, Nathalie Delaunay, Valérie Pichon
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Article 2 - Development of an oligonucleotide-based sorbent for the

selective and specific extraction of lead from biological samples

Fanny Gignac ?, Nathalie Delaunay ?, Valérie Pichon 2"

@ Department of Analytical, Bioanalytical Sciences, and Miniaturization, UMR 8231 Chemistry,
Biology and Innovation, ESPCI Paris, PSL University, CNRS, 10 rue Vauquelin, Paris 75005,
France

b Sorbonne Université, Paris 75005, France

Abstract

An oligonucleotide-based sorbent was developed for the selective and specific extraction of
lead ions from serum samples. For this, two oligonucleotide sequences already described in
literature as specific to lead ions were grafted onto CNBr-activated Sepharose to get
oligosorbents adapted to solid phase extraction. Two control sequences were also grafted to
study the selectivity of the developed sorbents. After measuring grafting rates of around 50-
70%, experiments focused on optimizing the percolation and washing media to promote
selective retention of lead ions until the elution on the sorbents grafted with the specific
aptamers. A study of the kinetic of elution was also carried out in order to limit the volume of
elution fractions. High selectivity was achieved under optimal conditions, with average
extraction recoveries of 83 + 2.7 % (n=3) and 79 + 8 % (n=3) on the two specific oligosorbents
against 7 and 10 % on the control sorbents. High specificity was also achieved, as extraction
recoveries for most of other tested cations were below 15 %. The capacity of the most
promising oligosorbent was estimated at close to 900 ng for 30 mg of support i.e. 30 ug/g,
which is perfectly suited to the extraction of trace amount of Pb(ll) from serum. The
application of oligoextraction to this complex biological sample was achieved by submitting
serum sample first to an acid digestion before the oligoextraction procedure. The initial
concentration of Pb(ll) in serum was estimated to 87 pg/L by ICP-MS analysis using standard
addition method and an extraction yield of 72 £ 3.2 % (n=9) was measured. A comparison with

a digested serum extract submitted to a simple dilution before ICP-MS analysis was carried
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out, confirming the expected reduction in matrix effects when the oligoextraction was

performed and, above all, the limitation of instrument clogging.

Keywords: Solid-phase extraction; Aptamers; Oligoextraction; Lead; ICP-MS

* Corresponding author: e-mail address: valerie.pichon@espci.fr (V. Pichon)

IV.1. Introduction

Contamination by heavy metals, and lead in particular, is receiving increasing attention as it is
not without consequences for human health. There are many sources of lead exposures, from
paints and batteries to water pipes. Lead poisoning is known to cause irreversible physical and
intellectual retardation in children, including language disorders, slowed growth, motor
difficulties and hearing problems [31]. In order to monitor the exposure of populations and
industrial workers, some countries have set lead concentrations to be found in blood, which
is 300 pg/L for women and 400 pg/L for men in France [5]. For samples as complex as blood,
a sample preparation step is necessary to limit matrix effects and interferences during
guantification. Solid phase extraction (SPE) is the most widely used technique to purify and
preconcentrate ions from blood samples [215]. Conventional resins such as chelating resins
are widely used for Pb(ll) extraction [216]. However, these resins lack specificity, leading to
co-extraction of other cations. In order to overcome this lack of specificity, expensive
instruments such as ICP-MS are used to quantify lead at concentrations of the order of a
hundred micrograms per liter. Another strategy consists in improving the extraction
specificity, which may prevent the use of expensive instruments for the quantification. This is
why, new specific and selective sorbents are being developed, such as ion-imprinted polymers
[83,84]. 1IPs are synthetic polymers with cavities for selective trapping of target ions. The
potential of IIPs has been largely demonstrated [8] but their synthesis remains a complex step

in analytical development. This is why, some authors have turned to aptamer-based sorbents.

Aptamers are single-stranded DNA or RNA (typically 20 to 110 bases) that have a specific and
high affinity for given molecules or ions. They are identified by a complex process called SELEX

for Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment [217]. Aptamers immobilized
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on solid supports have been widely reported for the solid phase extraction, i.e.
oligoextraction, of molecules [10,11,101], from small drugs to proteins, but little for the
extraction of ions. Regarding Pb(ll), specific sequences have been identified and used for the
development of sensors [13,183,184,186-191,193-196,221,222]. Concerning extraction,
some developments have been carried out implementing oligoextraction only in the
dispersive mode [15,182,192]. Although these works demonstrated the capability of certain
sequences to retain Pb(ll), a certain amount of data has not been investigated. One of the
missing studies in these articles is the selectivity of the developed supports, meaning the
comparison of analytical performances between a specific support and a control support. It
has been recently shown in a previous study by our team dealing with cadmium that this
parameter is crucial for selecting a support whose retention is ensured by the sequences and
not by non-specific interactions [223]. Furthermore, a study of competition between lead and
other ions was done by the authors to determine whether the presence of other ions had an
impact on the lead determination, but the study of the retention of these ions on the support,
i.e. of the specificity of the support, was not carried out. However, specificity and selectivity
are particularly important parameters if we wish to use these supports in the future with
methods that are less specific but also less costly than ICP-MS. Regarding the sequences
described in literature, a large portion of them contain the guanine repeat motif that enables
folding into a G-quadruplex structure. Indeed, this structure is well-known for strongly
interacting with lead ions, with the latter positioning itself at the center of the structure to
stabilize it [181]. However, several sequences enabling this folding have been identified,

without the performance of each of them being compared.

The objective of this work was to investigate the potential of aptamers to extract lead ions
from complex samples, while ensuring the contribution of aptamers to the extraction process,
in terms of specificity and selectively, by studying in parallel the behavior of lead and of other
cations on control sorbents. Two sequences among those reported in literature were
therefore chosen to be grafted onto CNBr-activated Sepharose and packed in a cartridge. In
addition to these oligosorbents (0Ss), control sorbents were also prepared by grafting non
lead-specific oligonucleotides on CNBr-activated Sepharose in order to study the selectivity of
the supports, i.e. the ability of the specific sequence to retain the target and not the control

ones. After measuring the grafting yields of oligonucleotides onto CNBr-activated Sepharose,
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the performances of the two lead specific OSs were evaluated and compared in terms of
affinity, selectivity and specificity toward other cations. Once the extraction protocol
optimized, the capacity of the supports was determined and a more detailed study of
specificity towards other cations was carried out. Finally, the optimized extraction protocol
was applied to serum samples prior to ICP-MS analysis, and compared with simply diluted

samples before ICP-MS analysis.

IV.2. Experimental

I11.2.1. Reagents and samples

Metal standards (in 2%  nitric  acid), Trizma  hydrochloride  (Tris-HCI),
ethylenediaminetetraacetic acid tetrasodium salt (EDTA), sodium phosphate dibasic, sodium
dihydrogen phosphate dihydrate, sodium acetate, sodium chloride, magnesium chloride,
Trizma buffer, 65% nitric acid, triethylamine (TEA), glacial acetic acid, human serum, and CNBr-
activated Sepharose (4B, 90 um) were obtained from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier,
France). Acetonitrile (ACN) was obtained from Carlo Erba (Val-de-Reuil, France). Hydrochloric
acid 32% was obtained from Merck (Darmstadt, Germany). High-purity water was obtained
using a Milli-Q purification system (Millipore, Saint-Quentin-en-Yvelines, France). The ICP-MS
was daily tuned using an Agilent tuning solution (Ce, Co, Li, Mg, Tl, and Y at 1 pug/L in 2% HNO3
(Les Ulis, France)). 5’-amino-modified with Cs spacer arm DNA oligonucleotides (sequences 5’-

GGGTGGGTGGGTGGGT-3" (named AP1), 5-GGTTGGTGTGGTTGG-3’ (named AP2), 5'-

ITTTTTTTTTTITTTT-3’ for control 1 (named C1), and 5'-GTGTGTGTGTGTGTG-3’ for control 2
(named C2)) were synthetized and purified by Reverse-Phase High-Performance Liquid

Chromatography (RP-HPLC) from Eurogentec (Angers, France).

IV.2.2. ICP-MS

The determination of ion concentrations in solutions was performed with an ICP-MS 7850

from Agilent Technologies (Les Ulis, France) equipped with a glass MicroMist nebulizer and a
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quartz Scott spray chamber with an ASX-500 autosampler. The parameters applied during the
measurement were as follows: RF power, 1550 W; sampling depth, 8 mm; plasma gas flow
rate, 15 L/min; auxiliary gas flow rate, 0.9 L/min; Helium flow rate, 4.3 mL/min. During the
daily performance check, the monitoring of “Li, &Y, 29°Tl, CeO/Ce ratio and Ce?*/Ce ratio was
carried out in order to ensure constant performances on all measurements. The limit set for
ratios was CeO/Ce < 1.2% and Ce?*/Ce < 2%. The measurements were carried out with five
replicates with 100 sweeps per replicate with an integration time of 1 s. The isotopes
measured for the tested ions is: >°Co, ®°Ni, 63Cu, ©6zZn, 111Cd, 2°6Pb, 297Pb, and 2°8Pb. All the
samples were diluted to 1/10 in 2% HNOs3 before ICP-MS measurement. To quantify ions in
the different solutions, calibration curves were daily studied between 50 ng/L and 10000 pg/L.
The limit of quantification (LOQ) was determined by measuring 10 blank solutions (HNO3 2%).
The equation described in Equation S2 (see Supplementary data) was then applied and the
calculated LOQ value for Pb(ll) was 45 ng/L. The LOQ values for the interfering ions were

determined using the same method and are given in Table S4 (see Supplementary data).

IV.2.3. Oligosorbent synthesis

The procedure used to immobilize aptamers on CNBr-activated Sepharose has been previously
described by our group to develop OS for organic molecules [224]. Briefly, prior to
immobilization, the aptamers were dissolved at 1 g/L in a buffer (200 MM NazHPO4 and 5 mM
MgCly, pH 8) and denatured by heating at 75°C for 5 min. The solution was then left at room
temperature for 30 min. CNBr-activated Sepharose (30 mg) was swollen and washed 6 times
with 1 mM HCI and then rinsed with 1 mL of ultrapure water. The aptamer solution (150 pL)
was then mixed with the Sepharose gel overnight at room temperature. The oligosorbent was
then placed in a 1 mL SPE cartridge between two frits and washed 3 times with 1 mL of 200
mM Na;HPOQO4 pH 8. These washing solutions were recovered and diluted in 200 mM Na;HPO4
and 5 mM MgCl, in order to measure their content in non-grafted aptamers and then to
calculate the grafting yield for each support. A 0.1 M Trizma solution was percolated through
the cartridge during 2 h to block the remaining active groups of Sepharose. Finally, the OS was

washed 3 times alternately with 2 mL of an acetate buffer (0.1 M acetate + 0.5 M NaCl, pH 4)
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and 2 mL of a 0.1 M Trizma buffer + 0.5 M NaCl, pH 8. The sorbents were conditioned with 5
mL of ultrapure water. The different oligosorbents synthetized in this study are called 0S1
(oligosorbent grafted with the sequence AP1), OS2 (oligosorbent grafted with the sequence
AP2) and 0OSc1 and OSc2 for the non-specific OS grafted with the control C1 and C2 sequences,

respectively.

IV.2.4. RP-HPLC-UV analysis of aptamer

Grafting yields were determined by analyzing aptamer content in the solutions recovered
after the grafting procedure by a method adapted from a previous study from our group [224].
It consists of ion pair RP-HPLC coupled to UV detection using an Agilent 1200 series HPLC
system equipped with an 1100 series autosampler and a 1200 series UV detector. The
aptamers were monitored at 260 nm. The separation was achieved on a Kinetex core shell C18
column (150 x 3 mm i.d., 5 um, 100 A) from Phenomenex (Le Pecq, France) at 50°C. The column
was connected to a precolumn filter (0.5 um frit, 2.39 x 1.65 mm, Upchurch Scientific, Oak
Harbor, WA, USA). The mobile phase was composed of water with 0.1 M triethylammonium
acetate (TEAA, prepared with TEA and acetic acid) pH 7 and acetonitrile. The gradient applied
is as follows: 7% ACN for 5 min then a ramp of 15% ACN is performed in 15 min, 15% ACN is
then maintained for 5 min before re-equilibrating the column to 7% ACN during 10 min. The
flow rate was set at 200 pL/min and the injected volume was 20 uL. Before sample injection,
a calibration range for each aptamer sequence was performed from 0.1 to 10 pg/ml in 200

mM Na;HPO4 and 5 mM MgCl,, pH 8.

IV.2.5. Extraction procedure

IV.2.5.1. Pure media

Before each extraction, the OS was conditioned with 5 mL of the tested buffer. The percolation
solution was the tested buffer spiked at 30 pg/L with Pb(Il) and eventually other ions (each at
30 pg/L) to study the specificity. The sorbent was further washed with the same tested buffer.
Finally, elution was performed with 3 x 250 uL of 1 mM EDTA. All these steps were performed
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with solutions maintained at 4°C. Each SPE fraction (percolation, washing and elution) was
then diluted 1/10 in 2% HNO3s for ICP-MS analysis. After determining the optimal percolation
medium (5mM MgCl,, pH 6), the capacity of the most promising OS was determined using the
same protocol described above but by percolating 1 mL containing increasing amounts of
Pb(ll) from 30 to 900 ng on the OS. The elution fractions were then diluted in 2% HNOs with a
dilution factor adapted to the introduced amount of Pb(ll) to be in the calibration curve range

of the ICP-MS analysis.

IV.2.5.2. Serum samples

A first step of acid digestion of the serum samples was performed to eliminate proteins that
may complex lead. For this, 500 uL of serum (spiked or non-spiked) were introduced in an
Eppendorf tube and mixed with 30 plL of 65% HNO3. The mixture was centrifuged (10 min, 12
000 rpm) and the supernatant was then recovered and submitted again to centrifugation (10
min, 12000 rpm). The resulting supernatant was placed in a 10 mL polypropylene tube to be
diluted with 9.5 mL of MgCl; solution (5 mM MgCl,, pH 6). The pH was adjusted to 6 with 2 M
NaOH. The optimized oligoextraction protocol was applied on 1 mL of treated serum sample.
After oligoextraction, the elution fractions were diluted 1/3 in 2% HNO3 and analyzed by ICP-
MS. The determination of lead concentrations was done thanks to a calibration curve
performed before each sequence (an example is provided in Figure S15). To demonstrate the
potential of oligoextraction, the serum was spiked at concentrations of 100 and 300 pg/L of
Pb(Il) and the content of serum sample determined after oligoextraction was compared to the
Pb(ll) content determined after the analysis of a serum sample only submitted to an acid
digestion and a dilution step (dilution rate of 60 in order to obtain the same dilution factor as

after the oligoextraction). Three replicates were performed for each spiking level.

I\V.3. Results and discussion

IV.3.1. Oligosorbent synthesis and grafting yields
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As previously mentioned, sequences enabling G-quadruplex folding were identified as specific
to Pb(ll). They were then chosen to develop selective sorbents for the trapping of this target
ion. The first sequence consists of a repeating motif of 3 guanines separated by a thymine.
This motif is repeated 4 times to form a sequence called AP1. The second sequence consists
of a repeating motif of 2 guanines separated by one or more thymines to form the G-
quadruplex motif. This sequence is called AP2. Two other sequences were also synthesized
and grafted to prepared control sorbents in order to evaluate the selectivity of these
sequences towards Pb(ll), i.e. the retention of the target compound on the specific support
and not on the control, in different percolation media. .This type of control sorbent was
prepared using a scrambled sequence, i.e. a sequence with the same nucleotide bases than
the specific one but placed in arandom order [10,147,150] However, given the repeat patterns
present in AP1 and AP2, it was impossible to use scrambled sequences here, as it was
impossible to mix the nucleotide bases randomly without obtaining a sequence containing
two guanines next to each other. Therefore, another strategy was used to elaborate two
different control sequences. The first control sequence, called C1, is a sequence of thymine
bases (poly-T) to ensure that no G-quadruplex folds could be formed, and thus could retain
lead. A second sequence based on alternating guanine and thymine bases, called C2, was
chosen with the same idea to prevent from G-quadruplex formation but whose nucleotide
composition is closer to that of specific sequences., Both control sequences were grafted onto
CNBr-activated Sepharose and the resulting control sorbents are called OScl and OSc2,

respectively.

The grafting yields were then assessed by quantifying the remaining quantity of non-grafted
aptamers in the recovered grafting solution, as well as in the solutions used to wash the
sorbents after the grafting step. The quantification of non-grafted aptamers was carried out
using ion pair RP-HPLC-UV analysis. The grafting yield values are reported in Table 14, ranging
from 53% to 71%. These values are slightly higher to those obtained for the grafting of
aptamers designed for ions and molecules onto CNBr-activated Sepharose (values between

20 and 63%) [10,159,223].

Once the grafting rate determined, it was possible to calculate the theoretical capacity of each
OS functionalized with a Pb(ll) specific aptamer, assuming that one mole of aptamer can retain

one mole of lead ion. These theoretical capacity values estimated for SPE cartridges containing
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30 mg of grafted Sepharose are also reported in Table 14. They are between 3480 and 4170
ng (i.e. between 116 and 139 ng/mg of grafted Sepharose), which is sufficient to extract trace

amounts of lead from real samples.

Table 14. Grafting yields measured for each synthesized OS and their corresponding
theoretical capacity values estimated for SPE cartridge containing 30 mg of grafted

Sepharose.
Oligosorbent | Grafting yields (%) [Theoretical capacity (ng)
OS1 71 4170
0S2 55 3480
OScl 57 -
OSc2 53 -

I\VV.3.2. Selection of the extraction media

The first step of a SPE procedure is the percolation of the sample, during which a retention of
the analyte is expected. Consequently, it is essential to select a percolation medium that
favors the retention of Pb(ll) on OS1 and 0S2. It should be reasonable to assume that a buffer
used to dilute Pb(ll) before its determination with a sensor functionalized with the specific
sequences selected for this study would also favor the retention of Pb(ll) on an OS prepared
with the same aptamer. However, the nature of the measuring buffer was not explicitly
defined for authors working on the development of sensors recognizing ions. It is also noticed
that the nature of the tampons used varies greatly from one author to another (buffers, salt
solutions, etc.). Regarding now the literature related the two selected sequences that were
used to carry out Pb(Il) extraction in dispersive mode [15,182,192] and in aptasensor-related
studies [13,183,184,186-191,193-196,221,222], several percolation media were also
reported,. So, it was decided to study the retention of Pb(ll) in several media such as PBS,
HEPES, or MES buffers, which have been tested in the Pb(ll) dispersive extraction and sensors
literature. Additionally, to understand the behavior of Pb(ll) in the presence of other ions in

the medium, its retention was also studied in other percolation media consisting of only one
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salt such as NaCl, MgCl> and NaNO,. The aim of these experiments is to identify the percolation

medium(s) suitable for specific or selective Pb extraction.

Table 15 shows a simplified presentation of the results obtained for all the tested mediums,
which are presented in detail in Figures S16-S25 as supplementary data. Selectivity was
initially assessed by comparing the retention of Pb(ll) by the support functionalized with the
specific sequence with the support functionalized with a poly-T sequence, OSc1. During these
experiments, not only the selectivity was investigated (specific OS vs. control OS), but also the
specificity (retention of Pb(ll) vs. Cd(Il) and Co(ll)). These two other cations were introduced
with Pb(ll) at the same spiking level in the percolation buffer. These ions were selected
because they are doubly charge like Pb(ll) and are easy to quantify by ICP-MS. After the
percolation step, the supports underwent a washing step with a medium similar to that used
during percolation to eliminate any interfering ions that might have been slightly retained
during the percolation step. Subsequent to this, the elution of retained ions from the support
was performed using 1 mM EDTA, chosen for its chelating properties. The quantification of
ions was achieved through ICP-MS after dilution of all collected fractions with 2% HNOs. As
regards reading Table 15, in the first column (Pb retention), a positive sign indicates retention
of Pb(Il) on the specific OS during percolation. For the second column (Pb vs Cd and Co), a
positive sign indicates exclusive retention of lead ions until elution, a £ sign indicates retention
of lead ions with one of the interfering ions tested, and a negative sign indicates retention of
Pb(ll), Cd(ll), and Co(ll) until elution, i.e. a lack of specificity in the retention process. The
positive sign on the third column indicates that Pb(ll) is retained until elution only on the
specific OS, reflecting selectivity retention of the target ion in this percolation and washing
medium. Conversely, a negative sign in this column indicates retention of lead until elution on

both the specific OS and on 0Scl, signifying lack of selectivity.
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Table 15. Evaluation of Pb(ll) retention during percolation, specificity (retention of Pb(ll) vs.
Cd(ll) and Co(ll) until elution on the specific 0OS) and selectivity (retention of Pb(ll) until elution
on the specific OS vs the control OSc1) for all the percolation media tested. The results are
presented in detail in Figures S16-525.

PBS1: Na;HPO4 (10 mM), KH2PO4 (1.8 mM), NaCl (137 mM), KCI (2.7 mM), pH 6.6. PBS2:
NaH>PO4 (25 mM) + Na;HPO4 (25 mM) + NaCl (150 mM), pH 6.6.

Pb retention Pbvs Cd & Co Pb selectivity
Percolation media 0SLvs | OS2 vs
0Os1 0Ss2 0s1 0Ss2 oscl | oscl
PBS1 + + + + - -
PBS2 = = - - - -
HEPES (30 mM pH 6.5) + + - - - -
MES (50 mM pH 6.0) + + 5 = = -
Tris-HCI (20 mM), KCI (25 mM), NaCl (50 + + + + i i
mM), MgClz (5 mM), pH 7.4
CH3COONa 10mM + NaClO4 10 mM, pH
+ + - - + +
6.6
NaCl (10 mM pH 6.0) + + - - - -
NaNO, (10 mM pH 6.0) + + - - - -
MgClz (5 mM pH 6.0) + + + + + +

Due to the wide range of studied percolation media and the necessity of measuring ion
content in all the recovered fractions (percolation, washing, elution), the extraction
procedures corresponding to each tested medium were carried out only once. Nonetheless,
this strategy enabled us to highlight the effect of the nature of the percolated medium on ion
retention. A first investigation was carried out in phosphate buffer saline (PBS), a medium
widely reported in the literature [184,186-190,192,194,200,202]. However, in these works,
the exact composition of the PBS used was not clearly described. Consequently, two PBS
buffers of two different compositions and ionic strengths were tested (Figures S16 and S17).
Pb(Il) retention and specificity towards other ions were observed on both specific sorbents in
PBS1, but no selectivity was observed. In PBS2, no retention, specificity or selectivity was

observed on 0S1 and 0S2. One of the main differences between these PBSs is the presence
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of K*ions in PBS1, absent in PBS2. This suggests that K* promotes Pb(ll) retention. Next, buffers
such as HEPES (Figure S18) or MES (Figure S19) were studied as they were reported as
measurement media of some aptasensors developed for Pb(ll) [12,191,196]. In these buffers,
although Pb(ll) was retained until elution on OS1 and OS2, none of these buffers provide
selective and specific retention of lead. A Tris buffer was also tested (Figure S20), as it has
been used in literature on aptasensors and, more generally, this buffer is widely used as a
percolation media for molecule extraction [10,13,159,183,193,195,199,201,221]. In Tris
buffer, the behavior was similar to that observed in PBS1, i.e., specific retention of Pb(Il) but
without any selectivity. This could be explained by the fact that this medium also contains KCl,
as in PBS1, and that the presence of the other ions does not seem sufficient to improve
selectivity. Based on literature, a mix of sodium acetate and sodium perchlorate was also
tested (Figure S21). For the first time, a difference in behaviour was observed between 0S1
and OS2 in this medium: Pb(Il) was only slightly retained on OS2, whereas it is retained on
0OS1. In addition, although the specificity with Cd(ll) and Co(ll) was not achieved, a selective

retention of Pb(Il) was obtained for the first time.

Finally, as it is well known that some ions promote conformation changes in aptamers,
different solutions containing NaCl (Figure S22), NaNOs (Figure S23), and MgCl, (Figure S24)
were also evaluated as percolation media. NaCl and NaNOs did not allow selective and specific
retention of lead on both OSs. The only medium that provides specificity (no retention of Cd(ll)
and Co(ll)) as well as selectivity (no retention on 0Scl) is MgCl, 5mM. This study on
percolation media confirms the significant influence of cations present in the percolation

medium on the specific and selective retention of lead.

However, with the best media (MgCl,), the total recovery yields for Pb(ll) are only 60% on both
specific supports, highlighting the necessity to optimize the elution step. An increase in the
elution volume from 1 to 5 mL led to a complete recovery of lead. Next, an increase in the
volume of the washing solution from 1 to 5 mL allowed a improvement of selectivity for both
0S1 and OS2 in comparison with OSc1 (Figure S25). To complete the selectivity study after the
optimization of the washing and elution volumes, these conditions were applied to the second
control sorbent, OSc2, whose nucleotide bases are closer in nature to the specific supports
than OSc1 (Figure S25). An extraction yield of 77 % and 75 % was obtained for Pb (ll) using OS1

and OS2 respectively, whereas it was only 10 % using the two control sorbents, demonstrating
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that the retention on the specific OSs was due to interactions with the G-quadruplex
sequences. These results confirmed the selectivity of the specific supports and also the
importance of the formation of the G-quadruplex structure for Pb(ll) retention. Furthermore,
this study emphasizes the importance of studying the potential of aptamers by studying in
parallel a control sequence when searching for an optimal selectivity of the aptamer
recognition. Indeed, with media such as PBS or Tris-HCl, specificity was achieved, but not
selectivity. However, the lack of selectivity may increase the risk to retain other ions than the
target ion which may affect specificity. However, this optimization also highlighted the need
to use 5 mL of EDTA solution to elute all the percolated lead, which implies dilution of the final
extract prior to ICP-MS analysis, thus affecting the sensitivity of the final method. To overcome

this problem, further study of elution step is required.

IV.3.3. Optimization of the elution conditions

In order to reduce the volume of EDTA required to elute Pb(ll) from the OSs and then to limit
the dilution factor before ICP-MS measurements, tests were carried out by applying 5 x 1 mL
of EDTA solution which were left in contact with the OS for 0, 7, 15 or 30 min. Indeed, it is
well-known that slow kinetic may occur with ion extraction. Each elution fraction was then
recovered from the support, diluted in 2% HNOs3, and the Pb(ll) concentration determined by
ICP-MS. These experiments were carried out with an EDTA solution maintained at 4°C or at
room temperature. The cumulative lead yields obtained for 0S1 and OS2 are shown in Figures
29 and S26, respectively. For both sorbents, it can be seen that the contact time has an
influence on the number of fractions required to elute Pb(ll). Without contact time, Pb(ll)
starts to elute at the 3rd mL, whereas with a contact time of 7 min for each elution fraction, it
elutes from the first mL. When the contact time is increased, lead recovery in the first mL
increases, which demonstrates that there is a kinetic issue with these both OSs. It is
worthwhile to notice that it was not the case with our previous study dealing with OSs
dedicated to cadmium [223]. One may wonder whether this is linked to the fact that with lead,
the interaction site seems to be based on a G-quadruplex, which was not the case with

cadmium. It has notably been observed in the literature that the G-quadruplex structure
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formed in the presence of Pb(ll) is particularly stable, and notably more stable than with other
ions that can stabilize the G-quadruplex form, such as Na* or K* [225]. It is also explained that
the mechanism of formation of the Pb-G-quadruplex structure is achieved through two
intermediates, and the entire formation mechanism of the structure requires a relaxation time

of more than 1 second.
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Figure 29. Extraction yields obtained in cumulated elution fractions on OS1 with a contact
time of 0, 7, 15 or 30 min for each fraction of elution solution (EDTA 1 mM, pH 6.0) at 4°C
(blue histograms) or at room temperature (green histograms).

A kinetic effect having been confirmed, it was logical to study the effect of temperature next.
It can be observed Figure 29 that an increase in the EDTA solution temperature from 4°C to
room temperature induced an increase in the elution kinetic. A compromise had to be found
to limit the total extraction time. Therefore, a contact time of 7 min at room temperature was
selected. The volumes required for Pb(ll) elution were finally optimized at 3 x 250 pL, with a
contact time of 7 min for each elution fraction. The resulting extraction profiles of Pb(ll) and
interfering ions on 0S1, OS2 and on the controls are reported on Figure 30. An extraction yield
of 83% * 2.7% (n=3) for OS1 and 79% * 8% (n=3) for OS2 was obtained for Pb(ll) in the
combined elution fractions (750 uL), whereas it was only 7% * 5% for OSc1 and 10% * 2% for

0Sc2. Similar profiles were obtained for the both specific OSs.
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Figure 30. Extraction profiles of Pb(ll), Cd(ll) and Co(ll) ions percolated on OS1, OS2 and the
control sorbents, OSc1 and 0Sc2. SPE procedure: Percolation: 1 mL of MgCl; 5 mM spiked
with 30 ng of Pb(ll), Cd(ll) and Co(ll); Washing: 5 mL of the percolation solution; Elution: 3 x
250 uL of EDTA 1 mM, Contact time of 7 min at room temperature.

IV.3.4. Evaluation of the experimental capacity

Once the optimal extraction conditions fixed, the capacity of the two specific OSs was
determined. It corresponds to the maximum amount of analyte that can be retained on a given
amount of OS by specific interactions. To evaluate the capacity, the optimized procedure
described in Figure 30 was applied to MgCl solutions spiked with increasing amounts of Pb(ll),
from 30 to 900 ng. The amounts of Pb(ll) retained on each OS and on the control sorbents,
corresponding to the amount found in the combined elution fractions, are reported in Figure
31. For 0S1, a yield of 84 %, obtained until 600 ng of Pb(ll) percolated was similar to that
measured during the optimization phases (82%). During the percolation of 900 ng of Pb(ll) on
the support, the extraction yield drops to 74%, indicating that the support's capacity has been
reached. Therefore, the experimental capacity of OS1 ranges between 600 and 900 ng. For
0S2, a yield of 70 % is observed until 250 ng percolated. For 600 and 900 ng, the extraction

yields drops to 64 % and 58 % respectively. The capacity of OS2 support is between 250 ng
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and 600 ng percolated. In conclusion, the capacity of OS1 is higher than that of 0S2. OS1 is
therefore selected for lead extraction from serum samples, as its estimated capacity aligns
perfectly with the expected values in this matrix. For the OSc1 and OSc2 controls, the slopes
of the superimposed curves correspond to recoveries of about 12%. These results are in good
agreement with extraction recoveries lower than 20% observed in Figure 30, and resulting

from low non-specific interactions.
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Figure 31. Capacity curves obtained after the percolation of an increasing amount of Pb(ll)
on 0S1 (circle), OS2 (triangle), OSc1 (Cross) and OSc2 (diamond). The retained amount of
Pb(ll) corresponds to the amount found in the combined elution fractions after applying the
optimized procedure (see caption of Figure 30). The curves correspond to the constant yield
obtained during extraction when the capacity has not been exceeded.

IV.3.5. Specificity of the oligosorbents

To conduct a more comprehensive investigation of the specificity of the OSs, a solution of
MgCl; spiked with Pb(ll), Co(ll), Cd(ll) but also Ni(ll), Cu(ll), and Zn(ll) was percolated through
the specific OSs and the control supports. The prior determination of capacity was necessary
to ensure that all percolated ions could potentially be retained without competition due to
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the support's capacity limit. The results are reported in Figure 32. With the exception of Cu(ll)
and Pb(ll), all other ions did not bind to OS1 and OS2 as they were largely removed during the
percolation process. The extraction yields for these ions in the elution fraction were found to
be below 30%. Concerning Cu(ll), it remained retained by both supports until elution.
However, a comparable behaviour was observed with the control sorbents, suggesting that its
retention on OS1 and OS2 is due to non-specific interactions. This is in contrast to Pb(ll), which
displays a selective retention on OS1 and OS2 as evidenced by its lack of retention on the
control sorbents. In addition, if a total removal of Cu(ll) from the extract is required, this could
be achieved by percolating the sample first on CNBr-activated Sepharose, which allow the
trapping of Cu(ll) but not of Pb(Il), which could then be selectively retained on the specific
0Ss. This may be very useful if less specific instruments than ICP-MS are used for

guantification.
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Figure 32. Extraction profiles of Pb(ll) and other ions (Cd(ll), Co(ll), Ni(ll), Cu(ll), and Zn(ll)) on
0S1 (full histograms), OS2 (dotted histograms), OSc1 (hatched histograms) and 0Sc2 (square
histograms). SPE procedure: percolation: 1 mL of MgCl; 5 mM spiked with 30 ng of Pb(ll),
Cd(ll), Co(ll), Ni(ll), Cu(ll), and Zn(ll); Washing: 5 mL of the percolation solution; Elution: 3 x
250 ul of EDTA 1 mM. Waiting time of 7 min at room temperature.
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IV.3.6. Oligoextraction of Pb(ll) from serum samples

Once the performance of the two specific OSs was assessed using synthetic spiked solutions
and the OS1 support appearing to be more efficient in terms of capacity, was selected for the
extraction of lead ions from real serum samples. Prior to oligoextraction, an acid digestion
procedure was achieved to eliminate proteins that might form complexes with Pb(ll) and
obstruct the SPE cartridge [226]. The digested serum was further centrifuged, and the
resulting supernatant was either mixed with a solution of MgCl; for percolation on 0OS1 and
analysis of the elution fraction by ICP-MS, or diluted with a 2% HNO3s solution and subjected

directly to ICP-MS analysis.

This protocol was applied to human serum, both non-spiked and spiked at concentrations
ranging from 100 to 300 pg/L (n=3 for each concentration level). The results obtained using
0S1 are provided in Figure 33. The measured concentrations were plotted as a function of the
spiking levels. The concentration in the non-spiked serum was determined by extending the
line toy = 0. Hyperbolas representing a 95% confidence interval were included to quantify the
uncertainty on both sides of the untreated serum value. The Pb(ll) concentration in non-spiked
serum was found to be 87 pg/L, with a 95% confidence interval ranging from 62 to 117 pg/L.
The slope of the curve facilitated the assessment of the extraction yield, resulting in a value
of 72% with a standard deviation of 3.2% (n=7). This extraction yield is slightly lower than that
obtained previously for spiked MgCl; solutions. This difference could be attributed to some

loss of Pb(ll) during the acid digestion step, as well as the accompanying centrifugation steps.

When Pb(ll) was analyzed in the diluted supernatant by ICP-MS without a prior oligoextraction
step, the recovery rate was calculated at 67 + 0,2 %. Although extraction yields were very
similar with and without oligoextraction, it's important to note that fouling of the instrument
was observed if no oligoextraction was performed. Furthermore, the initial concentration in
the serum was determined to be 35 pg/L (confidence interval ranging from 34 to 37 ug/L) with
no oligoextraction compared to 87 ug/L with oligoextraction (confidence interval ranging from
62 to 117 pg/L). Moreover, by applying the dilution factors and yields obtained to the
instrumental limit of quantification, a LOQ of 2.8 pg/L is calculated for the determination of

Pb(Il) in serum when using oligoextraction compared to 4.02 pg/L without oligoextraction.
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Thus, the oligoextraction step helps to prevent from fouling the ICP-MS and to reach lower

limit of quantification.

Additionally, it's also important to note that over 60 extraction procedures were carried out
in pure media over a period of 18 months with no evidence of retention deterioration during
this extended period. In addition, a study of the reuse of the OS in real samples was
undertaken and it is impressive to note that, even after more than 15 oligoextraction
procedures applied to serum samples, no decrease in retention efficiency was observed.

These results collectively underline the stability and reliability the OS.
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Figure 33. Calibration curves for the analysis of Pb(ll) in a human serum submitted to an acid
digestion step and with (solid lines and square markers) or without (dotted lines and triangle

markers) oligoextraction on OS1. Spiking levels in serum are between 0 to 300 ug/L. The 95%
confidence hyperbolas for the results with oligoextraction are shown as dotted lines

Conclusion

The aim of this study was to develop an aptamer-functionalized extraction sorbent for the
selective and specific extraction of Pb(ll). The two sequences identified in the literature as
specific for Pb(ll) have demonstrated their potential for the selective extraction of Pb(ll). In

the course of this work, control sorbents composed of non-specific aptamers were prepared
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and used to evaluate the actual selectivity and specificity of the retention procedure by
studying the retention of lead ions but also of other cations on the two types of sorbents, the
specific and the control. This study also shown the strong effect of the nature of the
percolation medium on selectivity and specificity. After optimizing the selective extraction
procedure in pure media and having determine the capacity, oligoextraction was applied to
the determination of Pb(ll) in serum samples. These experiments shows that extraction
recoveries obtained for the extraction of the target ions from serum sample were closed to
those obtained in pure media. This was compared with an extract that had not undergone
oligoextraction, demonstrating a significant difference in measured concentration in the
serum compared to that obtained through simple dilution and also limiting ICP-MS fouling.
Several future perspectives can be envisaged, such as the use of the solid support on other
matrices such as food matrices like milk. Finally, in view of the high specificity achieved by the
extraction support, it is possible to envisage the use of less specific but also less costly

instruments than ICP-MS, such as atomic absorption spectroscopy.
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Conclusion du chapitre et travaux complémentaires

Au cours de ce chapitre, deux supports d’extraction a base d’aptameres ont été développés
pour extraire le plomb de matrices complexes. Pour cela deux séquences constituées de motif
de répétition de guanines ont été sélectionnées pour leur capacité a former une structure G-
quadruplex, cette derniére étant stabilisée par Pb(ll). Au cours du développement analytique,
il a été une fois de plus constaté, comme dans le chapitre précédent, que la nature du milieu
de percolation influence grandement la spécificité et la sélectivité observée. Le
développement du protocole analytique a aussi nécessité une attention particuliére lors de
I'optimisation de I’étape d’élution afin de réussir a éluer I'ensemble du plomb dans un volume
minimal de solution. L'extraction sur échantillons de sérum a révélé une légere baisse du
rendement d’extraction en comparaison a celui obtenu en milieu pur. Cependant, cette
extraction permet de purifier I’échantillon, dont les concentrations en plomb sont ici
mesurées par ICP-MS. Au vu de la forte spécificité constatée, il peut alors étre envisagé de
réaliser la quantification du plomb par des techniques moins spécifiques. Afin de pouvoir
démontrer la forte affinité des séquences OS1 et OS2, une étude en collaboration avec
I’équipe du Professeur Eric Peyrin (Département de Pharmacochimie Moléculaire (DPM),
Université Grenoble Alpes) a été initiée. L'objectif était d’appliquer une méthode développée,
dans le cadre de la thése de Blandine Billet, permettant de calculer des constantes de
dissociation (Kq) de chacune des séquences pour Pb(ll) mais aussi pour Cd(ll). Le cobalt n’a pu
étre utilisé car il entraine un phénomeéne important de quenching de fluorescence. L’ensemble
des mesures a été réalisé dans le milieu optimisé, c’est-a-dire MgCl, 5 mM. Pour la séquence
AP1, les réponses obtenues pour Pb(ll) et Cd(ll) sont significativement différentes, avec un Kqg
mesuré pour Pb(ll) de 8,6 + 5,4 uM contre 520 + 123,4 uM pour Cd(ll). La séquence a donc une
affinité plus importante pour Pb(Il) que pour Cd(ll). Cela correspond donc aux observations
expérimentales de spécificité du support vis-a-vis du cadmium. Pour AP2, les réponses
obtenues pour les deux ions ne sont pas significativement différentes (70,9 + 23,4 uM pour
Pb(ll) contre 103 + 21,7 uM pour Cd(Il)). Ces résultats ne confirment donc pas les observations

expérimentales.
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Chapitre V

Développement de supports fonctionnalisés
par des aptameres pour I’extraction du
cuivre
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Chapitre V - Développement de supports fonctionnalisés par
des aptameres pour I'extraction du cuivre d’échantillons de
sérum

Aprés avoir étudié la spécificité et la sélectivité d’oligoadsorbants pour I'extraction du
cadmium ainsi que du plomb, nous nous sommes intéressés au développement d’un
oligoadsorbant pour I'extraction du cuivre. En effet, un polymére a empreintes ioniques
ciblant les ions Cu(ll) a été récemment synthétisé au laboratoire dans le cadre de la thése de
P. Cao [86,88], et aprés optimisation de la procédure d’extraction telle que démontré en
Figure 8 du chapitre |, une tres grande sélectivité et spécificité ont été obtenues en milieu pur
mais également en milieu réel (eaux minérales et de mer). Le développement d’un
oligoadsorbant de Cu(ll) offre la possibilité de comparer les performances, avantages et
limitations respectives de I'approche des IIP a celle des oligoadsorbants. Ceci fait donc I'objet

de ce chapitre.

Concernant la bibliographie sur I'utilisation d’aptameres ciblant les ions cuivre, peu de
séquences ont été rapportées (c.f. chapitre 2). Néanmoins, 'une d’entre-elles a fait I'objet
d’une étude approfondie, la séquence 1 du tableau 11 [16]. Les auteurs ont réalisé I'’ensemble
du procédé SELEX pour identifier la séquence puis I'ont greffée sur un support pour réaliser
I’extraction du cuivre en mode dispersif. Cependant, le mode de greffage non covalent sur de
I’agarose activé streptavidine n’est pas le méme que celui qui a été envisagé dans notre étude.
De plus, I'étude de la sélectivité a été réalisée, mais le support contrdle était de I'agarose sans
séquence greffée. Bien que trés utile pour identifier de potentielles interactions non
spécifiques des ions avec le support solide, cela n"apporte pas d’informations sur celles des
ions avec les aptameéres, c’est-a-dire avec les bases et le squelette sucre-phosphate. De plus,
les auteurs ont déterminé les constantes de dissociation du cuivre et de certains ions

interférents, sans pour autant démontrer que ces ions ne sont pas retenus sur le support.

L'objectif de ce chapitre est donc de développer des supports hautement spécifiques et
sélectifs pour I'oligoextraction des ions cuivre. Pour cela, en plus de la séquence 1, deux autres

séquences ont été choisies afin d’approfondir le mécanisme de rétention sur la séquence 1
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ainsi qu’une séquence servant ici de contréle. Ces séquences ont ensuite été greffées de facon
covalente sur Sépharose activée CNBr et les taux de greffages ainsi que les capacités
théoriques ont été déterminés. Par la suite, une étude des milieux de percolation permettant

la rétention spécifique et sélective du cuivre a été réalisée.

V.1. Sélection des séquences

Comme expliqué dans le chapitre 2, peu de séquences présentant une forte affinité spécifique
pour les ions cuivre ont été décrites. Cependant, une étude plus approfondie a été réalisée
dans laquelle une séquence a été identifiée, la séquence 1 du tableau 11 [16]. Cet article est
particulierement intéressant puisque les auteurs ont cherché a déterminer le motif de la
séguence permettant la rétention de Cu(ll). Dans ce méme article, les auteurs ont modélisé la
séquence (Figure 34A) et ont mesuré un Kd de 18 pM. Cette constante de dissociation trés
faible traduit une forte affinité de I'aptamere pour le cuivre. Toujours dans cet article, les
auteurs ont également modélisé une séquence délétée de certaines bases et ont constaté une
augmentation de la constante de dissociation leur permettant d’émettre une hypothese quant
a la localisation du site de fixation du cuivre (séquence appelée par la suite séquence 1-D1).
Le cuivre interagirait alors avec les tiges des deux premiéres boucles présentes en 5’ de la
séquence (zone identifiée sur la Figure 34A). Cette seconde séquence a donc été choisie pour
étre intégrée a notre étude afin de voir si la diminution du Kd rapportée dans la littérature se
traduirait par une diminution de la rétention en SPE du cuivre sur un support solide greffé
avec celle-ci (0OS1-D1) par rapport a un OS greffé avec la séquence 1 non délétée (0OS1).
L’'ensemble des séquences sélectionnées est présenté dans le tableau 16. Il est a noter que
ces deux séquences sont constituées de respectivement 100 et 92 bases, ce qui constitue de
longues séquences par rapport a celles déja utilisées au laboratoire, de tailles comprises entre
15 et 40 bases. Puisque les auteurs ont identifié un site de rétention du cuivre sur la séquence
1, il est alors possible d’envisager de raccourcir cette séquence afin de s’approcher de la taille

des séquences déja greffées sur Sépharose CNBr activée au laboratoire.
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Deux autres séquences d’intérét ont donc été définies pour notre étude. La premiére,
nommeée 1-D2, est une séquence délétée de la partie linéaire de la séquence 1 mais qui
conserve le site identifié par les auteurs comme étant le site d’interaction spécifique des ions
cuivre. Le support greffé avec cette séquence (0S1-D2) devrait donc se comporter comme
celui sur lequel est greffée la séquence 1 (0S1), c’est-a-dire avoir une forte affinité pour Cu(ll).
La seconde séquence, nommée 1-D3, est une séquence pour laquelle les deux boucles visibles
sur la modélisation de la séquence 1 dans la région de reconnaissance spécifique ont été
délétées, dont celle du site assurant supposément la rétention. Le support greffé avec cette
séquence (0S1-D3) ne devrait donc pas retenir le cuivre et devrait nous servir de séquence
contréle pour évaluer la sélectivité des supports greffés avec les trois séquences décrites
précédemment (1, 1-D1 et 1-D2). La modélisation de ces deux séquences est représentée en

Figures 34C et 34D.

Les séquences ainsi sélectionnées ont été commandées avec une modification de I'extrémité
5’ par ajout d’un groupement NH;-Cs pour étre greffées sur Sépharose activée CNBr comme

dans le cas des deux études précédentes.
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Figure 34. Modélisation des séquences sur le site mfold dans NaCl 150 mM a 25°C, avec en :
(A) séquence 1 ;(B) séquence 1-D1 ;(C) séquence 1-D2 et (D) séquence 1-D3.

Tableau 16. Séquences et informations sur les aptameéres choisis

. Effet attendu pour le
Nomdela| Nombre Informations . \
. Ka (nM) . . cuivre apres greffage sur
séquence | de bases complémentaires ,
Sépharose
1 100 1,89 x 1072 Séquence originale Rétention
Délétion de la partie Augmentation du Kd :
1-D1 92 48,4 P quel effet sur la
entre les boucles , .
rétention ?
Délétion de la partie | Pas de modification de la
1-D2 52 - s , .
linéaire rétention / OS1
1-D3 58 - Délétion des 2 boucles Absence de rétention
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V.2. Mesure des taux de greffage

Afin de déterminer le taux de greffage des quatre séquences précédemment sélectionnées
sur de la Sépharose activée CNBr, les fractions issues de la mise en cartouche apres greffage
et des 3 premiers lavages du gel ont été récupérées et analysées par chromatographie en
phase liquide de paires d’ions associée a une détection UV. Pour ce faire, une gamme
d’étalonnage a été réalisée pour chaque aptameére, allant de 0,1 a 10 mg/L (Figure S27-S30).
La connaissance de la quantité d’aptameéres non greffés rapportée a la quantité d’aptameéres
introduits conduit au calcul du taux d’aptameéres greffés sur le gel. Ce taux de greffage permet
de calculer la capacité théorique des supports en supposant qu’une mole d’aptameéres greffés
interagit avec une mole d’ion cuivre. Ces données sont résumées dans le tableau 17. Les taux
de greffage obtenus au LSABM pour d’autres séquences sont compris entre 20 et 50% [10].
Les taux de greffage obtenus sont bien compris dans cet intervalle, sauf pour OS1, dont le taux
de greffage est de 18% alors que c’est 'aptamere le plus long (100 bases). Comme pour OS1-
D1 greffé avec un aptameére de 92 bases, un taux de greffage de 31% a été obtenu, il semble
que la taille des aptameéres, plus élevée que celles des aptameéres greffés jusque-la au
laboratoire, n’a pas impacté le greffage des aptameéres sur le gel de Sépharose. Cependant,
les capacités théoriques étant calculées selon un rapport mole a mole, ces derniéres sont
particulierement faibles a cause des grandes masses molaires des aptameéres au regard de

celle du cuivre.

Tableau 17. Taux de greffage et capacité théorique pour les aptameres greffés

Nombre de

Capacité

. Quantité  Masse moles Quantité  Taux de . .
Oligo- . . . , X : R théorique du
introduite molaire d’aptaméres d'aptameéres greffage
adsorbant : ik support pour
(ng) (g/mol) greffés greffés (ug) (%)
Cu (1) (ng)
(nmol)
0s1 31033,3 0,870 27 18 55
0s1-D1 28600,7 1,626 46,5 31 103
150
0S1-D2 16125,6 3,349 54 36 213
0S1-D3 18048,9 3,407 61,5 41 217
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V.3. Extraction sur phase solide avec les oligoadsorbants synthétises

Dans les chapitres 3 et 4, il a été démontré que le choix du tampon de percolation et de lavage
avait une forte influence sur la spécificité et la sélectivité de ce type de supports. Il est donc
important de bien les sélectionner également dans cette étude. Tout d’abord, le tampon
envisagé a été celui décrit par les auteurs ayant réalisé I'ensemble du processus SELEX [16],
composé de Na;HPO4 (20 mM), NaCl (150 mM) et d’imidazole (1 mM), pH 5,5. Cependant,
I'imidazole étant corrosif et toxique pour I'organisme, il a été décidé dans un premier temps
de ne pas l'utiliser. Les premiers essais ont donc été réalisés dans du Na;HPO4 (20 mM) et NaCl
(150 mM), pH 5,5. De plus, afin de pouvoir étudier la spécificité des supports, les ions Ni(ll),
Pb(Il) et Cd(ll) ont été choisis comme ions interférents. Ni(ll) a été sélectionné car c’est un
métal de transition comme Cu(ll) possédant donc des caractéristiques proches (taille et
charge, lacune électronique). De plus, I'lIP spécifique au cuivre développé par Pengchao Cao
au cours de sa thése avait présenté une bonne spécificité vis-a-vis du Ni(ll) (faible rétention
comparée aux ions cuivre) apres I'optimisation du protocole SPE. Par ailleurs, comme expliqué
dans le chapitre 4, Pb(ll) présente une affinité particuliere pour les bases guanines et comme
les séquences sélectionnées en contiennent, cela en fait donc un élément de choix pour
caractériser la spécificité de la rétention sur ces oligoadsorbants. Enfin, Cd(ll) a été ajouté
comme autre ion interférent, puisque son comportement sur des oligoadsorbants a été
largement étudié précédemment lors de ce travail. Les gammes d’étalonnage en ICP-MS
réalisées pour ces quatre ions sont présentées dans I'annexe 3, ainsi que leurs limites de
quantification (LQ). Il est a noter que lors des SPE, les rendements ont été calculés en
analysant en ICP-MS la solution de percolation sans passage sur les cartouches afin de pouvoir
corriger la concentration obtenue aprés la procédure d’extraction en tenant compte de la

concentration exacte de dopage.

La solution de percolation a été dopée a une concentration de 5 pg/L pour chacun des quatre
ions analysés afin de ne pas dépasser la capacité théorique des supports. Chaque OS a été
conditionné avec 1 mL de la solution tampon. La percolation a été réalisée avec 1 mL de la
solution de tampon dopée. Chaque OS a ensuite été lavé avec 2 x 1 mL de la solution tampon
(non dopée). Pour finir I’élution a été réalisée par 2 x 1 mL d’EDTA 10* M, pH 6. Les taux de
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récupération obtenus dans chaque fraction et pour chaque ion sont présentés en Figure 35. Il
apparait que pour 0S1, 0S1-D1 et 0S1-D2, les ions interférents sont élués principalement dans
les fractions de percolation et de lavage sur tous les supports alors que le cuivre est élué
comme attendu lors de [I"élution, les supports sont donc bien spécifiques au cuivre.
Cependant, le cuivre sort également a I'élution sur 0S1-D3, support dit de contréle, indiquant

une absence de sélectivité.
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Figure 35. Profil d’extraction de Cu(ll), Ni(ll), Pb(ll) et Cd(ll) sur OS1, 0S1-D1, OS1-D2 et OS1-
D3 percolés dans Na;HPO4 20mM + NaCl 150 mM. Procédure SPE : Percolation : 1 ml de
tampon NazHPO4 20 mM + NaCl 150 mM, pH 5,5 dopé a 5 ug/L en Cu(ll), Ni(ll), Pb(ll) et

cd(ll) ; Lavage : 2 x 1 mL de tampon Na;HPO4 20 mM + NaCl 150mM, pH 5,5 ; Elution : 2 x 1

mL d’EDTA 10* M, pH 6.

En faisant I'hypothése que le cuivre a été retenu sur 0S1-D3 par des interactions non
spécifiques, par les groupements phosphate de I’ADN par exemple, 1 mM d’imidazole (ImH),
dont l'utilisation a été rapportée par le groupe ayant décrit ces séquences, a été ajouté au
tampon [16]. En effet, I'imidazole est un complexant du cuivre, il peut donc étre un
compétiteur avec les sites d’interactions non spécifiques des OS. Les profils d’extraction alors

obtenus pour OS1 et 0S1-D3 sont présentés sur la Figure 36 (0S1-D1 et 0S1-D2 se comportant
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Rendements d'extraction (%)

comme 0S1, ils n"ont pas été représentés afin de faciliter la lecture). lls montrent qu’en
présence d’'imidazole les ions interférents sont, comme avec le précédent protocole, élués lors
de la percolation et du lavage, la spécificité des supports est donc conservée. Cependant,
malgré la présence d’une contamination en cuivre dans la fraction de lavage d’0S1, les profils
d’extraction sont similaires a ceux obtenus avec le tampon sans imidazole qui n’a donc pas
provoqué I'effet escompté.

L'une des hypothéses envisagées a donc été que la concentration d’imidazole était
insuffisante pour rompre les interactions non spécifiques, puisque le cuivre était resté fixé sur
le support OS1-D3 jusqu’a I'étape d’élution. Elle a donc été augmentée a 10 mM. Les profils
d’extraction obtenus sont présentés en Figure 36. Lorsque la concentration d’imidazole est de
10 mM, du cuivre est élué lors de la percolation et du lavage sur OS1 et 0S1-D3, mais I'ajout

d’imidazole 10 mM ne semble pas avoir permis d’améliorer la sélectivité du support OS1.
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Figure 36. Profil d’extraction de Cu(ll), Ni(ll), Pb(ll) et Cd(ll) sur OS1 et 0S1-D3 percolés dans
Na;HPO4 20mM + NaCl 150 mM + imidazole 0 ;1 ;10 mM. Procédure SPE : Percolation : 1 ml
de tampon Na;HPO4 20mM + NaCl 150 mM + imidazole 0 ; 1 ou 10 mM, pH 5,5 dopé a 5 ug/L
en Cu(ll), Ni(ll), Pb(ll) et Cd(ll) ; Lavage : 2 x 1 mL de tampon 20 mM Na;HPO4 + 150mM NaCl
+ imidazole 0; 1 ou 2 mM, pH 5,5 ; Elution : 2 x 1 mL d’EDTA 10* M, pH 6.
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Cependant, les rendements totaux obtenus lors de cette expérience avec 10 mM d’imidazole
ont été faibles (de I'ordre de 60-70 %) et il est donc difficile de conclure. Ceci est peut-étre lié
au fait que la LOQ du cuivre est de 0,06 pg/L, or certaines fractions n’étaient pas quantifiables
car les signaux se trouvaient entre les limites de quantification et de détection. Ce phénomeéne
était moins présent dans les manipulations précédentes car le cuivre n’était élué que dans une
fraction d’élution et non dans la percolation, le lavage et I’élution. Ainsi, une solution dopée
uniguement en cuivre a été utilisée afin de pouvoir augmenter sa concentration dans le milieu
de percolation sans risquer de dépasser la capacité des supports. Cela permet alors de
diminuer le rendement minimal quantifiable dans une fraction (6 % contre 12 %

précédemment).

La concentration en cuivre de la solution de percolation (NaHPO4 20 mM + NaCl 150 mM +
imidazole 10 mM, pH 5,5) a donc été augmentée jusqu’a 10 pg/L et une nouvelle extraction a
été réalisée. Les résultats obtenus sont présentés en Figure 37. Sur cette méme figure ont
aussi été ajoutés les précédents résultats obtenus pour un dopage de 5 ug/L. On constate dans
un premier temps que les rendements totaux obtenus a 10 pg/L sont supérieurs a ceux
obtenus pour un dopage de 5 pg/L (80% contre 60% pour OS1). La fraction pour laquelle
I'augmentation du dopage a un effet le plus significatif est celle de lavage. En effet, deux fois
plus de cuivre est retrouvé dans cette fraction aprées passage a 10 ug/L. Cependant, les profils
d’extraction n’ont pas changé puisque le rendement sur le contréle a aussi augmenté de
maniere proportionnelle. L'augmentation de la concentration en imidazole n’a donc pas
permis d’améliorer la sélectivité du protocole d’extraction réalisé sur le support OS1 par
rapport a 0S1-D3. Par ailleurs, la présence d’'imidazole dans le tampon apportant en ICP-MS
de nombreux effets de matrice sans pour autant améliorer la sélectivité de I'extraction,
I'imidazole n’a plus été utilisé par la suite. Néanmoins, I'idée d’introduire dans le milieu de
percolation et/ou de lavage un agent compétiteur semblait intéressante et nous avons donc

décidé d’évaluer d’autres complexants du cuivre.
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Figure 37. Profil d’extraction de Cu(ll) sur 0S1 et 0S1-D3 percolé dans Na;HPO4 20mM + NaCl
150 mM + imidazole 10 mM, pH 5,5. Procédure SPE : (A) : Percolation : 1 ml de tampon
Na;HPO4 20mM + NaCl 150 mM + imidazole 10 mM, pH 5,5 dopé a 10 ug/L en Cu(ll) ;
Lavage : 2 x 1 mL de tampon 20 mM Na;HPO4 + 150mM NaCl + imidazole 10 mM, pH 5,5 ;
Elution : 2 x 1 mL ’EDTA 103 M, pH 6.

Tout d’abord, 'EDTA a été sélectionné du fait de sa constante de complexation élevée avec le
cuivre, dont la valeur est de 101%1[227]. Dans un premier temps, une extraction a été réalisée
dans le tampon Na;HPO4 20 mM + NaCl 150 mM, pH 5,5 dopé a 10 pg/L suivie de lavage
successif avec 1 mL d’EDTA en concentration croissante (de 107 & 103 M). Le cuivre a été alors
élué sur les deux supports (0S1 et 0S1-D3) dans la fraction composé d’EDTA 10> M, pH 6 et
les rendements totaux étaient égaux a 80%. Une seconde extraction a alors été réalisée dans
le méme tampon de percolation (NaHPO4 20 mM + NaCl 150 mM, pH 5,5 dopé a 10 pg/L),
suivi d’un lavage dans ce méme milieu mais non dopé. L’élution a été ici composée de fractions
successives d’EDTA en concentrations croissantes allant de 10° 3 10* M uniquement, mais en
ajoutant un temps d’attente lors du passage sur le support de 'EDTA a 10 M, pH 6, afin de
voir si le probleme de rendement total inférieur a 100 résultait d’'un phénomeéne cinétique,
comme cela avait le cas avec les supports spécifiques au plomb. Le profil obtenu est présenté
sur la Figure 38A. Le cuivre a été de nouveau élué a partir de la fraction d’EDTA a une

concentration de 10> M sur les deux supports. Concernant le temps d’attente, cela n’a pas eu
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d’impact sur les rendements totaux observés comme cela avait été observé pour les supports
spécifiques au plomb. Pour conclure sur 'EDTA, I'ajout de fractions de concentrations
croissantes d’EDTA ne nous a pas permis d’améliorer la sélectivité d’0OS1, puisque son controle

présente des profils d’extraction similaires a ce dernier.

Par la suite I'utilisation du BES comme complexant a été étudié. En effet, il a été décrit comme
pouvant interagir et former des complexes avec I’ADN [228]. La percolation a été réalisée dans
le tampon Na;HPO4 20 mM + NaCl 150 mM, pH 5,5 dopé a 10 ug/L, suivie d’un lavage dans ce
méme tampon non dopé. En ce qui concerne I'élution, un gradient successif de concentrations
de BES compris entre 10°> M et 10 M suivi de deux fractions d’EDTA a 10% M, pH 6 afin
d’assurer I"élution du cuivre percolé a été mis en ceuvre. Les profils SPE obtenus sont
présentés sur la Figure 38B. Il apparait que cela n’a pas permis d’améliorer la sélectivité car le

cuivre a été élué uniqguement lors de I'ajout de 'EDTA.
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Figure 38. Profil d’extraction de Cu(ll) sur 0S1 et OS1-D3 avec (A) 'EDTA comme éluant, (B) le
BES et ’EDTA comme éluant. Procédure SPE : (A) : Percolation : 1 ml de tampon Na;HPO4 20
mM + NaCl 150 mM, pH 5,5 dopé a 10ug/L en Cu(ll) ; Lavage : 2 x 1 mL de tampon NazHPO4

20 mM + NaCl 150 mM, pH 5,5 ; Elution : 4 x 1 mL d’EDTA (10 a 10* M, pH 6). (B)
Percolation : 1 ml de tampon Na;HPO4 20 mM + NaCl 150 mM, pH 5,5 dopé a 10 ug/L en
Cu(ll) ; Lavage : 1 mL de tampon Na;HPO4 20 mM + NaCl 150 mM, pH 5,5 ; Elution : 3 x 1 mL
de BES (10° ¢ 103 M) suivi de 2 x 1 mL d’EDTA 10* M, pH 6.
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Compte tenu du peu de différences de comportement observées entre OS1 et 0S1-D3 pour le
cuivre, le fait que la séquence 0S1-D3 soit réellement un contréle, comme décrit par les
auteurs [16], a été remis en question. Un autre support contréle a alors été choisi, le gel de
Sépharose activée CNBr ayant subi le passage des réactifs de greffage mais sans avoir introduit
d’aptameres (appelé OSNG). Des procédures SPE ont été réalisées en reprenant le protocole
initial, tout d’abord dans le tampon NaHPO4 (20 mM) + NaCl (150 mM), pH 5,5 puis en y
ajoutant 1 mM d’imidazole, puis 2 mM d’imidazole. Les profils d’extraction obtenus sont
présentés en Figure 39. Il apparait que, quelle que soit la concentration d’imidazole présente
dans le milieu, le cuivre est désorbé dans la grande majorité des cas lors de I'élution que ce
soit sur OS1 ou sur le support non greffé. La Sépharose entraine donc la rétention du cuivre
et cela explique donc pourquoi quelle que soit la séquence d’oligonucléotides qui a été

greffée, le cuivre était retenu de la méme maniére sur tous les supports.
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Figure 39. Profil d’extraction de Cu(ll) sur OS1 et OSNG dans Na;HPO4s 20mM + NaCl 150 mM
+imidazole 0 ;1 ;2 mM. Procédure SPE : Percolation : 1 ml de tampon Na;HPO4 20 mM + NaCl
150 mM + imidazole 0; 1 ou 2 mM, pH 5,5 dopé & 10 ug/L en Cu(ll) ; Lavage : 2 x 1 mL de
tampon Na;HPO4 20 mM + NaCl 150mM + imidazole O0; 1 ou 2 mM, pH 5,5 ; Elution : 2 x 1
mL d’EDTA 10% M, pH 6.
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Conclusion

Cette étude avait pour objectif de développer des supports a base d’aptameéres spécifiques du
cuivre afin de pouvoir comparer leurs performances avec les supports d’lIP déja développés
au laboratoire. Une fois les séquences identifiées dans la bibliographie ainsi qu’une séquence
contréle choisie, ces dernieres ont été greffées. Les taux de greffage obtenus (entre 18 et 41%)
ont été similaires a ceux décrits dans la littérature, a I'exception d’OS1 dont la valeur se situe
en dessous du seuil de 20 %. Cependant, la séquence 0S1-D2, délétée de seulement 8 bases
a été greffée avec des taux satisfaisant (31%). Il a donc été conclu que la taille des aptameéres
n’avait pas d’influence sur le taux de greffage obtenu. Par la suite, des extractions en milieu
pur dopé ont été réalisées afin de pouvoir caractériser les performances des supports. Pour
cela, des tampons phosphate contenant différentes concentrations d’imidazole ont été testés
afin d’améliorer la rétention, la spécificité et la sélectivité du cuivre sur les supports 0OS1, OS1-
D1 et OS1-D2. Une bonne spécificité vis-a-vis de Pb(ll), Cd(ll) et Ni(ll) a été observée pour tous
les supports, spécifiques mais aussi de controle. Cependant, quel que soit le milieu testé,
aucune sélectivité n’a été observée. Des extractions ont donc été réalisées en utilisant un
support de Sépharose non greffé et une tres forte rétention du cuivre a également été
observée, ce qui a permis de conclure qu’il n’était pas possible d’évaluer la sélectivité avec
des oligoadsorbants constitués de Sépharose dans le cas d’aptameéres ciblant le cuivre, comme
cela a pu étre fait pour les supports spécifiques au cadmium et au plomb. Il est a noter que
dans l'article identifiant les séquences étudiées, la sélectivité avait été démontrée, mais c’est
de I'agarose activée par de la streptavidine qui avait été choisie comme support solide de
greffage non covalent d’aptaméres biotynilés. Par ailleurs, méme sur le support non greffé, la
spécificité par rapport aux autres ions a été observée. Cela peut s’expliquer avec la série
d’Irving-Williams : Fe(ll) < Co(ll) < Ni(ll) < Cu(ll) > Zn(ll) [229], qui indique une plus grande
stabilité des complexes formés par les ions cuivre par rapport aux autres ions divalents pour
de tres nombreux complexants. Cela constitue donc une observation rassurante concernant
les autres supports développés pour le plomb et le cadmium, puisque ces ions ne sont pas

retenus sur la Sépharose non greffée comme observé ici.
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Une immobilisation des séquences sur un gel d’agarose streptavidine pourrait donc étre
envisagée afin de vérifier que les résultats obtenus en SPE soient similaires a ceux décrits dans
I'article de référence [16]. Une autre possibilité serait de conserver un greffage sur la
Sépharose activée CNBr, mais en réalisant un prétraitement du gel afin de tenter de bloquer
les sites susceptibles de réagir ensuite avec le cuivre. Par la suite, I’étude de la spécificité et
de la sélectivité sera finalisée, afin d’apporter ces informations manquantes dans I'article de
référence développant le protocole de dSPE [16]. Enfin, une fois le ou les supports développés
et les conditions d’extraction optimisées, les performances observées sur ces supports

pourront étre comparées aux |IP développés dans le cadre de la thése de Pengchao Cao [86].
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CONCLUSION GENERALE

Ce travail de thése a porté sur le développement de supports a base d’aptameéres spécifiques
aux ions Cd(Il), Pb(Il) et Cu(ll) afin d’extraire ces derniers d’échantillons complexes par un

procédé sélectif d’extraction sur phase solide.

Dans un premier temps, une étude bibliographique sur les méthodes de quantification ainsi
que sur les supports d’extraction conventionnels a souligné la nécessité de développer des
supports hautement spécifiques pour extraire des métaux présents a I'état de traces dans des
matrices complexes variées. Ces supports devraient permettre notamment d’éliminer les
effets de matrice rencontrés avec des instruments de mesure trés sensibles tels que I'ICP-MS,
mais aussi d’envisager I'utilisation d’instruments de quantification moins spécifiques mais

aussi moins co(iteux.

Puis, apres avoir présenté les différents supports hautement spécifiques en cours de
développement ainsi que leurs limites, nous nous sommes concentrés sur les aptameres.
Ainsi, une étude bibliographique approfondie des aptameéres, de leur mode de sélection ainsi
qgue de leur utilisation dans le cadre de la SPE, a permis de démontrer leur fort potentiel pour
I’extraction de molécules. Concernant les ions métalliques, trés peu de travaux ont mis en
ceuvre des aptameres pour leur extraction, mais ils ont été fortement utilisés pour développer
des capteurs. Une étude bibliographique a donc été réalisée en regroupant les
développements faits dans le domaine des capteurs et de la dSPE. Il en a alors été conclu que
pour chacune de nos cibles des séquences semblaient prometteuses pour le développement
de supports d’extraction. Cependant, certaines informations restaient inconnues telles que la
spécificité des capteurs développés et surtout leur sélectivité, paramétre trés peu étudié par
les auteurs. De plus, de nombreuses données telles que les constantes de dissociation, la
composition exacte des milieux de mesure utilisés ou encore le protocole de régénération des
supports ou surfaces fonctionnalisés étaient manquantes. Une fois les séquences les plus
prometteuses identifiées pour chacun des ions cibles, des séquences controles ont été
sélectionnées pour étudier la sélectivité des supports. Les séquences ont alors été greffées sur

Sépharose et les taux de greffages ont été déterminés.
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Les deux premieres études portant sur le développement de supports spécifique au cadmium
et au plomb ont mis en évidence la tres forte influence du milieu de percolation sur les
performances analytiques constatées, telles que la spécificité et la sélectivité. En effet, dans
la bibliographie, de nombreux milieux de mesure ont été utilisés par les auteurs. Cependant,
en n’étudiant pas la spécificité et la sélectivité, des différences de comportement des ions et
des supports dans chacun des milieux testés n’ont pas été observées. Pourtant, un manque
de spécificité et de sélectivité peut entrainer la co-extraction d’autres ions, diminuant les
performances du protocole analytique. Une fois le milieu optimal de percolation déterminé
pour chacun des ions cibles, la capacité des supports retenus a été mesurée, permettant de
conclure quant a la possibilité de les utiliser pour extraire Cd(ll) et Pb(ll) a des niveaux de
concentrations attendus dans des échantillons de sérum. Il est a noter qu’une étude de la
cinétique d’élution du plomb a été réalisée afin de limiter la dilution lors de I’élution de ce
dernier des supports. Cette étude ne s’était pas révélée nécessaire dans le cadre de I’élution
du cadmium de son support. Enfin, les protocoles d’extraction développés ont permis
d’extraire avec succes le cadmium et le plomb d’échantillons de sérum. La suppression des
effets de matrice a aussi été démontrée, notamment dans le cas du cadmium, par
comparaison de I'analyse en ICP-MS de I'extrait obtenu aprés oligoextraction avec un extrait

de sérum simplement soumis a une digestion acide et a une dilution.

Enfin, un dernier support spécifique au cuivre est en cours de développement. Les séquences
sélectionnées sont issues d’un article développant des supports de SPE. Les premieres
expériences sur ce support ont mis en lumiere un phénomene qui n’avait pas été observé pour
les deux autres ions, c’est-a-dire une rétention non spécifique du cuivre sur le support solide,
la Sépharose. Il est donc envisagé de changer le mécanisme de greffage des séquences en
utilisant un support d’agarose activée Streptavidine. Ce support semble prometteur, car il a
été utilisé dans la bibliographie et les auteurs n’avaient alors pas observé de rétention non

spécifique du cuivre.

L’'ensemble de ces développements nous a permis de se confronter a une différence
significative par rapport aux supports développés pour extraire des molécules organiques. En

effet, dans le cadre du développement de supports pour les molécules organiques, les auteurs
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utilisent de maniere conventionnelle le tampon de sélection comme milieu de percolation.

Dans notre cas, cela ne permet pas d’atteindre les performances analytiques souhaitées.

Bien que le développement de ces supports ait été réalisé avec succes, quelques désavantages
sont a souligner. L'un des inconvénients majeurs est le manque d’effet de préconcentration
généré par la procédure d’extraction et d’analyse. L'un des parameétres influencgant le facteur
d’enrichissement est le volume d’échantillon percolé. Malheureusement, sur ces supports, le
volume maximal pouvant étre percolé sans constater d’élution prématurée des analytes est
de 1 mL pour 30 mg de phase. Cette problématique pourrait étre compensée par de faibles
volumes d’élution. C’'est pour cette raison que dans le cadre du développement du support
plomb, une étude approfondie de la cinétique d’élution a été réalisée afin de minimiser le
volume d’élution nécessaire pour éluer les ions cibles. Dans le cadre du développement du
support cadmium, les volumes d’élution ont été fixés a 2 x 500 pL et regroupés en une fraction
afin d’éluer les ions retenus sur le support. Cependant, ces volumes d’élutions sont encore
trop élevés pour concentrer les échantillons. Un autre point limitant est le volume minimal
d’échantillon nécessaire afin de réaliser une mesure en ICP-MS. En effet, avec le montage
actuel, il est nécessaire d’obtenir un volume final pour chaque fraction de 2 mL. En tenant
compte de la dilution réalisée dans I'acide nitrique qui est au minimum de 1/3, 0,7 mL de
solution d’élution sont donc nécessaire pour réaliser la mesure. Cependant, le changement de
passeur d’échantillon pour un micro-passeur, permettant de diminuer drastiquement les

volumes nécessaires pour mesurer les concentrations de chaque fraction, peut étre envisagé.

En perspectives, il peut étre envisagé de miniaturiser les supports développés au format
macroscopique. En effet, des études précédentes réalisées au laboratoire ont démontré la
possibilité de greffer les aptameéres sur des monolithes synthétisés en capillaire. Cela pourrait
permettre de coupler le systeme d’extraction a I'lCP-MS, limitant de ce fait les manipulations
ainsi que les possibles contaminations qui ont pu étre constatées tout au long de cette these.
Il peut aussi étre envisagé d’utiliser une méthode de quantification des ions contenus dans la
fraction d’élution moins spécifique telle que I'électrochimie. En effet, le développement de
ces supports hautement spécifiques pourrait permettre de s’affranchir de ['utilisation
d’instruments tels que I'ICP-MS, nécessitant du personnel qualifié et des colts d’achat et de

fonctionnement élevés. Il devrait étre aussi possible d’envisager I'utilisation de ces supports
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hautement spécifiques combinés a des mesures de terrain. L'une des interrogations issues de
ce travail est la compréhension des phénomenes liés a la rétention des ions métalliques sur le
support. En effet, la mesure des constantes de dissociation réalisée en collaboration avec
I’équipe du Professeur Peyrin (Département de Pharmacochimie Moléculaire) a permis de
confirmer une affinité du plomb pour la séquence 1. Cependant dans le cadre du cadmium,
cela ne nous a pas permis de confirmer les résultats expérimentaux. Il est donc nécessaire de
mieux comprendre les phénomenes d’interactions des ions avec les aptameres. Cela inclut
notamment une meilleure compréhension du changement de conformation des aptameéres
en fonction du milieu dans lequel ces derniers se trouvent. Enfin, une fois les supports
spécifiques au cuivre développés, ces derniers pourront étre comparés aux IIP spécifiques au
cuivre développés dans le cadre de la thése de Pengchao Cao. Cela permettra d’identifier les
avantages et les inconvénients de chacun des supports et donc de mieux choisir la nature du

support a sélectionner en fonction de ces observations pour de futurs développements.
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ANNEXES

Annexe 1 : Supplementary information - Chapitre Il - Article 1

. e 10 o
Limit of quantification = %

Equation S1. equation for calculating the limit of quantification. o is the standard deviation
in counts per second (cps) of 10 blank solutions (in 2% HNO3) and k the sensitivity of the
instrument (cps/ug/L)

Table S1. LOQ of *°Co, 2%Pb, %3Cu, Mg, °Ni and °Zn in 2% HNO3 determined by ICP-MS
using Equation S1.

Cobalt 1
Lead 45
Copper 51
Magnesium 508
Nickel 44
Zinc 224

Table S2. Cd(ll) concentration average, standard deviation and RSD values calculated for
each calibration solution analyzed in replicate (n= 3) in 2% HNO3 in ICP-MS.

0.5 0.53 £ 0.06 10.7
1 1.13+0.14 12.1

3 3.02 +0.33 11.0
5 520+ 0.25 4.8
10 9.86 + 0.46 4.7
50 49.03 £0.77 1.6
100 96.51 + 0.99 1.0
500 491.74 + 2.15 0.4
1000 984.32 + 14.71 15
3000 2923.39 £ 12.75 0.4
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Extraction yields
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Figure S1.Typical calibration curve for 111Cd obtained by analyzing in ICP-MS solutions of
Cd(ll) in HNO3 2% with concentrations between 5 and 1000 ug/L.

Due to the large number of media tested and the need to assay ions all the fractions
(percolation, washing and elution fractions), some extraction procedures were carried out
only once. Nevertheless, this approach enabled us to obtain a trend in the behavior of the
various ionsas a function of the percolation media.
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Figure S2. Extraction profiles obtained when percolating ultra-pure water spiked with Cd(ll),
Co(ll) and Pb(ll) on (A) OS1 and (B) OS2 and on their corresponding control sorbents. SPE
procedure: Percolation: 1 mL ultra-pure water spiked with 30 ng of Cd(ll), Co(ll) and Pb(ll);
Washing: 1 mL of ultra-pure water; Elution: 1 mL of EDTA 1 mM + NaCl 50 mM + Tris HCI 10

mM, pH 7.0.
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Extraction yields
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Figure S3. Extraction profiles obtained when percolating EDTA 10 M spiked with Cd(ll),

Co(ll) and Pb(ll) on (A) OS1 and (B) OS2 and on their corresponding control sorbents. SPE
procedure: Percolation: 1 mL of EDTA 10 M spiked with 30 ng of Cd(Il), Co (Il) and Pb(ll);
Washing: 1 mL of EDTA 10 M; Elution: 500 uL of EDTA 1 mM + NaCl 50 mM + Tris HCI 10

mM, pH 7.0.
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Figure 54. Extraction profiles obtained when percolating NaCl (10 mM, pH 6.0) spiked with
Cd(ll), Co(ll) and Pb(ll) on (A) OS1 and (B) OS2 and on their corresponding control sorbents.
SPE procedure: Percolation: 1 mL of NaCl (10 mM) spiked with 30 ng of Cd(ll), Co(ll) and
Pb(ll); Washing: 1 mL of the percolation solution; Elution: 3 mL of EDTA 1 mM + NaCl 50 mM

+ Tris HCl 10 mM, pH 7.0.
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Figure S5. Extraction profiles obtained when percolating MgCl; (5 mM, pH 6.0) spiked with
Cd(ll), Co(ll) and Pb(ll) on (A) OS1 and (B) OS2 and on their corresponding control sorbents.
SPE procedure: Percolation: 1 mL of MgCl, (5 mM) spiked with 30 ng of Cd(ll), Co(ll) and
Pb(ll); Washing: 1 mL of the percolation solution; Elution: 1 mL of EDTA 1 mM + NaCl 50 mM
+ Tris HCI 10 mM, pH 7.0.
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Figure $6. Extraction profiles obtained when percolating NaNO3 (10 mM, pH 6.0) spiked with
Cd(ll), Co(ll) and Pb(ll) on (A) OS1 and (B) OS2 and on their corresponding control sorbents.
SPE procedure: Percolation: 1 mL of NaNOs (10 mM) spiked with 30 ng of Cd(ll), Co(ll) and

Pb(ll); Washing: 1 mL of the percolation solution; Elution: 1 mL of EDTA 1 mM + NaCl 50 mM

+ Tris HCl 10 mM, pH 7.0.
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Figure S7. Extraction profiles obtained when percolating Na;HPO4 (100 mM, pH 7.0) spiked
with Cd(ll), Co(ll) and Pb(ll) on OS1 and on its corresponding control sorbent. SPE procedure:
Percolation: 1 mL of Na;HPO4s 100 mM mM spiked with 30 ng of Cd(ll), Co (Il) and Pb(ll);
Washing: 2 mL of the percolation buffer; Elution: 500 uL of EDTA 1 mM + NaCl 50 mM + Tris

HCl 10 mM, pH 7.0.
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Figure S8. Extraction profiles obtained when percolating HEPES (30 mM, pH 6.5) spiked with
Cd(ll), Co(ll) and Pb(ll) on (A) OS1 and (B) OS2 and on their corresponding control sorbents.
SPE procedure: Percolation: 1 mL of HEPES (30 mM) spiked with 30 ng of Cd(Il), Co(ll) and
Pb(ll); Washing: 2 mL of NaNOs (10 mM); Elution: 2 mL of EDTA 1 mM + NaCl 50 mM + Tris
HCl 10 mM, pH 7.0.
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Figure S9. Extraction profiles obtained when percolating MES (50 mM, pH 6.0) spiked with
Cd(ll), Co(ll) and Pb(ll) on (A) OS1 and (B) OS2 and on their corresponding control sorbents.
SPE procedure: Percolation: 1 mL of MES (50 mM) spiked with 30 ng of Cd(ll), Co(ll) and
Pb(ll); Washing: 2 mL of the percolation buffer; Elution: 2 mL of EDTA 1 mM + NaCl 50 mM +
Tris HCI 10 mM, pH 7.0.
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Figure S10. Extraction profiles obtained when percolating Tris-HCI (20 mM) + KCI (25 mM) +
NaCl (50 mM) + MgCl, (5 mM), pH 7.4 spiked with Cd(ll), Co(ll) and Pb(Il) on (A) OS1 and (B)
0S2 and on their corresponding control sorbents. SPE procedure: Percolation: 1 mL of Tris-HCI
(20 mM) + KCIl (25 mM) + NaCl (50 mM) + MgClz(5 mM) spiked with 30 ng of Cd(ll), Co(ll) and
Pb(ll); Washing: 1 mL of the percolation solution; Elution: 3 mL of EDTA 1 mM + NaCl 50 mM
+ Tris HCl 10 mM, pH 7.0.
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Figure S11. Extraction profiles obtained when percolating sodium acetate (10 mM) + sodium
perchlorate (10 mM), pH 6.0 spiked with Cd(ll), Co(ll) and Pb(ll) on (A) OS1 and (B) OS2 and
on their corresponding control sorbents. SPE procedure: Percolation: 1 mL of sodium acetate
(10 mM) + sodium perchlorate (10 mM) spiked with 30 ng of Cd(ll), Co(ll) and Pb(ll);
Washing: 1 mL of the percolation solution; Elution: 2 mL of EDTA 1 mM + NaCl 50 mM + Tris
HCI 10 mM, pH 7.0.
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Figure S12. Extraction profiles obtained when percolating Na;HPO4 (10 mM) + KH2PO4 (1.8
mM) + NaCl (137 mM) + KCl (2.7 mM), pH 6.6 spiked with Cd(ll), Co(ll) and Pb(ll) on (A) 0OS1
and (B) OS2 and on their corresponding control sorbents. SPE procedure: Percolation: 1 mL of
NazHPO4 (10 mM) + KH2PO4 (1.8 mM) + NaCl (137 mM) + KCl (2.7 mM)) spiked with 30 ng of
Cd(ll), Co(ll) and Pb(ll); Washing: 4 mL of the percolation buffer; Elution: 2 mL of EDTA 1 mM
+ NaCl 50 mM + Tris HCl 10 mM, pH 7.0.
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Figure S13. Extraction profiles obtained when percolating Na;HPO4 (25 mM) + NaH>PO4 (25
mM) + NaCl (150 mM), pH 6.6 spiked with Cd(ll), Co(ll) and Pb(ll) on OS1 and on its
corresponding control sorbent. SPE procedure: Percolation: 1 mL of Na;HPO4 (25 mM) +
NaH:PO4 (25 mM) + NaCl (150 mM) spiked with 30 ng of Cd(ll), Co(ll) and Pb(ll); Washing: 1
mL of the percolation buffer; Elution: 2 x 500 uL of EDTA 1 mM + NaCl 50 mM + Tris HCIl 10

mM, pH 7.0.
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Figure S14. Secondary structure of AC2 obtained for [Mg2+] =5 mM, [Na+] = 10 mM and
[Na+] = 225 mM (concentration corresponding to the optimal percolation medium PBS2) at
4°C.
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Table S3. Sequences identified in the literature, interfering ions tested and interferences observed. Two Cd(ll)-specific sequences have been
identified in the literature: the red sequence (which composed the AC1 sequence) and the blue sequence (which composed the AC2 sequence).

Sequences

Authors

Interferings ions tested

Interferings
ions observed

ATG GGT CTC ACT ATG GGA CTG TTG TGG TAT TAT TTT TGG TTG TGCAGTATGACTA | D.Zhou | [19] Hg, Pb, Cd, Ag, Zn, Mn, Ni, Cu .
GGA CTG TTG TGG TAT TAT TTT TGG TTG TGC M. Park | [14] Cu, Pb, Ag, Fe, Hg Hg
R.Y. Lai [174] K, Ca, Mg, Hg, 22’ PZ, Fse, Ag, Co, Cu, Mn, i
GGA CTG TTG TGG TAT TAT TTT TGG TTG TGC AGT ATG r, As, o€
W. Sun [18] Ag, Hg, Cu, Fe, Pb, Ni, Se, Zn Hg and Pb
Na, Sr, Mn, K, Fe, Ca, I, Mg, Cr, Al, U, Zn,
GG GGA CTG TTG TGG TAT TAT TTT TGG TTG TGC AGT Y.S.Wang |[176] s o o T, o Ag
GGG GGG GGA CTG TTG TGG TAT TAT TTT TGG TTG TGC AGT TH.Kim | [21] Zn, Pb, Mn, Co, Fe, Cu, Hg Hg
Z. Wang [170] | Hg, Pb, Fe, Mn, Mg, K, Ag, Cu, Al, Zn, Ca Hg
A CCG ACC GTG CTG GAC TCT GGA CTG TTG TGG TAT TAT TTT TGG TTG TGC AGT ATG | > Repai | [172] Hg, Pb, Zn Hg
AGC GAG CGT TGC G b.zhou | [268]| < €& Me He,Zn, Pb, Fe, Ag, Co, Cu, Mn, | Hg, Pb, Cu
Cr, Ba, Ni and Zn
H. Wan [171] Pb, K, Cu, Ca, Mg, Na Pb
GGG CTG GGA GGG TTG GGG TGT TGT TTT TGG TTG TGC CCT ATG B.Zhou | [20] K, Ag, Na, Ni, Cr, Hg, Zn, Mg, Ca, Ba -
5'-GGG AGG GAA CTG TTG TGG TAT TAT TTT TGG TTG TGC AGT AGG GCG GG B.zhou |[1777] ' N2 Ba Ca Mn, '\é'L'er' Mgy Bl B, -
AAA AAA AAA AAA AAA TTT TCG ACG GGT TCA CAG TCC GTT G X.Yang |[179]| K, Na, Mn, Mg, Ni, Ca, Zn, Pb, Ba, Cu, Hg Cuand Hg
CTC AGG ACG ACG GGT TCA CAG TCC GTT GTC R.Pei  |[169]| Ag, Hg, Ni, Ba, Ca, Co, Mn, Pb, Zn, Cu, Al. Cu
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Annexe 2 : Supplementary information - Chapitre IV - Article 2

. e 10 o
Limit of quantification = %

Equation S2. equation for calculating the limit of quantification. o is the standard deviation
in counts per second (cps) of 10 blank solutions (in 2% HNO3) and k the sensitivity of the
instrument (cps/ug/L)

Table S4. LOQ of *°Co, 2%Pb, %3Cu, °°Ni and ¢6Zn in 2% HNO3 determined by ICP-MS using

Equation S1.
Cobalt 1
Lead 45
Copper 51
Nickel 44
Zinc 224
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Pb(1l) in HNO3 2% with concentrations between 50 and 10000 ug/L.

181



100%

80% N
2 N
3 N s
> 60% N N
c ™ \\*
] N N
£ N N
@ A0% S §
% N N
[ ™ ~
20% § N
i N \
Percolation i Elution
' mPb/OS1 2 mcd/0OS1 0 m Co/0OS1 !
| ®mPb/O0S2 mCd / 052 Co/0S2 :
' NPb/O0Scl ~cd/ 0scl “Co/0Sc1

Figure S16. Extraction profiles obtained when percolating Na;HPO4 (10 mM) + KH2PO4 (1.8
mM) + NaCl (137 mM) + KCI (2.7 mM), pH 6.6 spiked with Pb(ll), Cd(ll) and Co(ll) on OS1, OS2
and OScl. SPE procedure: Percolation: 1 mL of Na>HPO4 (10 mM) + KH2PO4 (1.8 mM) + NaCl
(137 mM) + KCI (2.7 mM)) spiked with 30 ng of Pb(ll), Cd(ll) and Co(ll); Washing: 4 mL of the
percolation buffer; Elution: 2 mL of EDTA 1 mM + NaCl 50 mM + Tris HCl 10 mM, pH 7.0.
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Figure S17. Extraction profiles obtained when percolating Na;HPO4 (25 mM) + NaH>PO4 (25
mM) + NaCl (150 mM), pH 6.6 spiked with Pb(ll), Cd(Il) and Co(ll) on 0S1, OS2 and OSc1. SPE
procedure: Percolation: 1 mL of Na;HPO4 (25 mM) + NaH2PO4 (25 mM) + NaCl (150 mM)
spiked with 30 ng of Pb(ll), Cd(ll) and Co(ll); Washing: 1 mL of the percolation buffer; Elution:
2x1mLof EDTA 1 mM + NaCl 50 mM + Tris HCl 10 mM, pH 7.0.
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Figure S18. Extraction profiles obtained when percolating HEPES (30 mM, pH 6.5) spiked with

Pb(ll), Cd(ll) and Co(ll) on OS1, OS2 and OSc1. SPE procedure: Percolation: 1 mL of HEPES (30

mM) spiked with 30 ng of Pb(ll), Cd(ll) and Co(ll); Washing: 2 mL of NaNOs (10 mM); Elution:
2 mL of EDTA 1 mM + NaCl 50 mM + Tris HCl 10 mM, pH 7.0.
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Figure $19. Extraction profiles obtained when percolating MES (50 mM, pH 6.0) spiked with
Pb(l1), Cd(ll) and Co(ll) on OS1, OS2 and OSc1. SPE procedure: Percolation: 1 mL of MES (50
mM ) spiked with 30 ng of Pb(ll), Cd(ll) and Co(ll); Washing: 2 mL of the percolation buffer;

Elution: 2 mL of EDTA 1 mM + NaCl 50 mM + Tris HCl 10 mM, pH 7.0.
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Figure S20. Extraction profiles obtained when percolating Tris-HCI (20 mM) + KCI (25 mM) +
NaCl (50 mM) + MgCl, (5 mM), pH 7.4 spiked with Pb(ll), Cd(ll) and Co(ll) on OS1, OS2 and
0OScl. SPE procedure: Percolation: 1 mL of Tris-HCI (20 mM) + KCI (25 mM) + NaCl (50 mM) +
MgCly(5 mM) spiked with 30 ng of Pb(ll), Cd(ll) and Co(ll); Washing: 1 mL of the percolation
solution; Elution: 3 mL of EDTA 1 mM + NaCl 50 mM + Tris HCl 10 mM, pH 7.0.
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Figure S21. Extraction profiles obtained when percolating sodium acetate (10 mM) + sodium
perchlorate (10 mM), pH 6.0 spiked with Pb(ll), Cd(Il) and Co(ll) on 0S1, OS2 and OSc1. SPE
procedure: Percolation: 1 mL CH3COONa 10mM + NaClO4 10 mM, pH 6.6 spiked with 30 ng of
Pb(l1l), Cd(ll) and Co(ll); Washing: 1 mL of the percolation solution; Elution: 2 mL of EDTA 1
mM + NaCl 50 mM + Tris HCl 10 mM, pH 7.0.
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Figure S22. Extraction profiles obtained when percolating NaCl (10 mM, pH 6.0) spiked with

Pb(ll), Cd(ll) and Co(ll) on OS1, OS2 and OSc1. SPE procedure: Percolation: 1 mL of NaCl (10

mM) spiked with 30 ng of Pb(ll), Cd(ll) and Co(ll); Washing: 1 mL of the percolation solution;
Elution: 3 mL of EDTA 1 mM + NaCl 50 mM + Tris HCl 10 mM, pH 7.0.
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Figure S23. Extraction profiles obtained when percolating NaNO3z (10 mM, pH 6.0) spiked
with Pb(ll), Cd(ll) and Co(ll) on OS1, OS2 and OSc1. SPE procedure: Percolation: 1 mL of
NaNO; (10 mM) spiked with 30 ng of Pb(ll), Cd(ll) and Co(ll); Washing: 1 mL of the
percolation solution; Elution: 1 mL of EDTA 1 mM + NaCl 50 mM + Tris HCl 10 mM, pH 7.0.
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Figure $24. Extraction profiles obtained when percolating MgCl; (5 mM, pH 6.0) spiked with
Pb(ll), Cd(ll) and Co(ll) on OS1, OS2 and on their control sorbents. SPE procedure: Percolation:
1 mL of MgCl> (5 mM) spiked with 30 ng of Pb(ll), Cd(ll) and Co(ll); Washing: 1 mL of the
percolation solution; Elution: 1 mL of EDTA 1 mM, pH 6.0.
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Figure S25. Extraction profiles obtained when percolating MgCl, (5 mM, pH 6.0) spiked with
Pb(ll), Cd(ll) and Co(ll) on OS1, OS2 and on their control sorbents. SPE procedure: Percolation:
1 mL of MgCl; (5 mM) spiked with 30 ng of Pb(ll), Cd(ll) and Co(ll); Washing: 5 mL of the
percolation solution; Elution: 5 mL of EDTA 1 mM, pH 6.0.
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Annexe 3 : Chapitre V - Gamme d’étalonnage des aptameres par
chromatographie en phase liquide de paire d’ions couplée a un

détecteur UV

Les gammes ci-dessous ont été obtenues apres solubilisation des aptameéres dans une solution

de Na;HPO4 (200 mM) + MgCl, (5 mM) a pH 8.
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Figure S28. Courbe d’étalonnage d’0S1-D1 de 0,1 a 10 mg/L
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Figure $29. Courbe d’étalonnage d’0S1-D2 de 0,1 a 10 mg/L
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Abstract

Many metal ions are recognized as essential for the proper functioning of our organism, but some of
them, such as cadmium or lead ions, are harmful even in trace amounts. Other ions, like copper ions,
can also become harmful when a deficiency or excess is observed in the body. Standards and normal
thresholds have been established, particularly in food products, as well as in biological matrices such
as blood. Therefore, it is necessary to be able to quantify these trace metals in complex matrices. In
order to overcome the performance limitations of elemental analysis instruments, such as lack of
specificity or sensitivity to matrix effects, a preliminary sample treatment step is required, such as
solid-phase extraction. However, conventional supports lack specificity, leading to the co-extraction of
multiple metal ions. To overcome this lack of specificity, new highly specific supports are being
developed, such as ion-imprinted polymers whose potential has already been demonstrated, but
whose synthesis and implementation can be complex.

The objective of this thesis is to investigate the use of aptamers, simple DNA or RNA strands, to develop
highly specific and selective extraction supports for metal ions. While their potential has already been
demonstrated for the extraction of organic molecules, few studies have focused on the extraction of
metal ions such as cadmium, lead, and copper, which are targeted in this study.

Following a literature review on the use of specific aptamers for these metal ions, especially in the
context of sensor development, specific sequences of interest were selected for each target. These
sequences were covalently attached to activated CNBr Sepharose. After evaluating the theoretical
capacity of the supports by measuring the grafting rates, a detailed study of the effect of percolation
and washing media on the retention of targeted ions was conducted thanks to ICP-MS measurement
of each fraction, demonstrating the strong influence of ions present in the medium on specificity and
selectivity. These two parameters were investigated respectively by studying the retention of other
divalent cations on sorbent grafted with specific aptamers and by studying the retention of targeted
ions on supports grafted with so-called control sequences, i.e. with no known affinity for targeted ions.
After optimizing the procedures for each of the most promising supports capable of extracting one of
the target ions, the capacities of the supports were determined. Then, the supports were successfully
applied to the extraction of targeted ions from real samples such as serum, illustrating the strong
potential of aptamers for the extraction of metal ions

Keywords : Aptamers, sample treatment, solid-phase extraction, ICP-MS, ions



Résumé

De nombreux ions métalliques sont reconnus comme essentiels au bon fonctionnement de notre
organisme, mais certains tels que les ions cadmium ou plomb sont eux nocifs, méme a I'état de traces.
D’autres ions tels que les ions cuivre peuvent s’avérer nocif lorsqu’un déficit ou un exces est constaté
dans I'organisme. Des normes et seuils de normalité ont donc été fixés, notamment dans les denrées
alimentaires, mais aussi dans les matrices biologiques comme le sang. Il est alors nécessaire de pouvoir
quantifier ces métaux a I'état de traces dans des matrices complexes. Afin de pallier les limites en
termes de performances des instruments d’analyse élémentaire comme le manque de spécificité ou
encore la sensibilité aux effets de matrices, une étape préalable de traitement de I'échantillon est
nécessaire, telle que I'extraction sur phase solide. Cependant les supports conventionnels manquent
de spécificité, entrainant la co-extraction d’autres ions. Pour combler ce manque de spécificité, de
nouveaux supports hautement spécifiques sont en cours de développement, tels que les polymeéres a
empreintes ioniques, dont le potentiel a d’ores et déja été démontré mais dont la synthése et la mise
en ceuvre peuvent s’avérer complexes.

L'objectif de cette thése est d’investiguer |'utilisation d’aptaméres, de simples brins d’ADN ou d’ARN,
afin de développer des supports d’extraction hautement spécifiques et sélectifs aux ions métalliques.
Si leur potentiel a déja été démontré pour I'extraction de molécules organiques, peu de travaux
concernent a ce jour I'extraction d’ions métalliques tels que ceux ciblés dans cette étude a savoir les
ions cadmium, plomb et cuivre.

Aprés une étude bibliographique portant sur l'utilisation d’aptameéres spécifiques de ces ions
métalliques, notamment dans le cadre du développement de capteurs, des séquences d’intérét ont
été sélectionnées pour chacune des cibles. Ces séquences ont été greffées de maniére covalente sur
de la Sépharose activée CNBr. Apres avoir évalué la capacité théorique des supports obtenus par la
mesure des taux de greffage, une étude approfondie de I'effet des milieux de percolation et de lavage
sur la rétention des ions ciblés a été réalisée grace a la mesure de chacune des fractions en ICP-MS,
démontrant la forte influence des ions présents dans le milieu sur la spécificité et la sélectivité. Ces
deux parametres ont été étudiés respectivement par I’étude de la rétention d’autres cations divalents
sur les supports greffés par les aptameres spécifiques et des ions ciblés sur des supports greffés par
des séquences dites de controle, a savoir n’ayant pas d’affinité connue pour les ions ciblés. Apres
optimisation des protocoles pour chacun des supports les plus prometteurs permettant d’extraire I'un
des ions cibles, les capacités des supports ont été déterminées. Enfin, les supports ont permis avec
succes |'extraction des ions ciblés d’échantillons réels tels que le sérum, illustrant le fort potentiel des
aptameres pour I'extraction d’ions métalliques.

Mots clés : Aptameres, traitement de I'échantillon, extraction sur phase solide, ICP-MS, ions



