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Résumé — Les faibles teneurs recherchées pour des composés appartenant a des classes tres diversifiées reste un réel
challenge analytique quel que soit le domaine d’application (clinique, agroalimentaire, environnemental,. . .). L’évolu-
tion de I’instrumentation en termes de séparation et de détection a permis d’améliorer la sensibilité des méthodes et
de réduire le temps d’analyse. Cependant, les faibles niveaux de concentration et la complexité des matrices requierent
encore ’incorporation d’étapes de purification et de préconcentration avant 1’analyse chromatographique. Parmi les
approches possibles, des supports d’extraction mettant en jeu un mécanisme de reconnaissance moléculaire peuvent
étre développés. L’ objectif est alors d’extraire sélectivement une molécule ou une famille structurale de molécules en
I’isolant des autres constituants de 1’échantillon de maniere a rendre leur analyse quantitative plus fiable et plus sensible.
Ainsi, il est possible d’utiliser des supports d’immunoaffinité (immunoadsorbants) fondés sur I’utilisation d’anticorps
spécifiques des molécules d’intérét. La grande sélectivité et la grande affinité de 1’interaction antigéne-anticorps permet
alors 1’obtention d’un extrait propre et de facteurs d’enrichissement élevés. Ce méme mécanisme de rétention peut éga-
lement étre exploité par I’ utilisation de polymeres a empreintes moléculaires dont la voie de synthese permet 1’ obtention
de cavités mimant un site de reconnaissance antigene-anticorps. Enfin, des supports greffés par des aptameres ont tres
récemment montré leur grand potentiel pour de I’extraction sélective. Par comparaison de ces diftérentes approches, les
principes, les avantages et les limites de ces outils d’extraction sélective seront exposés.
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Abstract — The determination of compounds at a very low level of concentration is still a real analytical challenge in
the various application fields. The evolution of the instrumentation in terms of separation and detection has allowed a
real improvement in the sensitivity and the analysis time. However, the very low level of concentration and the high
degree of complexity of the real matrices still required a step of purification and preconcentration before the chromato-
graphic analysis. Therefore, extraction sorbents based on a molecular recognition mechanism were developed. The
use of these supports is dedicated to the selective extraction of a target molecule and its structural analogs to render
the quantitative analysis more reliable and sensitive. A possible approach is the use of immunoaffinity supports (im-
munosorbent) based on the use of specific antibodies of the molecule of interest. The high selectivity and affinity of the
antigen-antibody interactions allow a selective clean-up with high enrichment factors. This same mechanism can also
be exploited by the use of molecularly imprinted polymers whose synthesis leads to the formation of specific cavities
miming the recognition site of an antibody. A third selective sorbent was very recently developed and successfully
applied. It consists of the use of aptamers. By comparison of these various approaches, the principles, the advantages
and the limitations of these selective extraction tools are presented.
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1 Introduction

L’ analyse quantitative de composés recherchés a de faibles
teneurs (ng.L~") est encore 4 I’heure actuelle un véritable chal-
lenge analytique et ce, quel que soit le domaine d’application
(clinique, agroalimentaire, environnemental...). L’évolution
de I’instrumentation permet maintenant de réaliser des sépara-
tions chromatographiques rapides et efficaces couplées a une
détection par spectrométrie de masse performante permettant
une analyse spécifique et sensible. Néanmoins, la complexité
des échantillons a traiter tels que les fluides biologiques (sang,
plasma, urine...) conduit trés souvent a des phénomenes de
suppressions d’ions lors de la détection diminuant considéra-
blement la sensibilité du dosage [1]. Outre 1’utilisation d’éta-
lons internes, qui est souvent colteuse dans le cas d’étalons
deutérés, I’amélioration des performances en termes de purifi-
cation de I’étape de traitement de I’échantillon peut permettre
de réduire grandement ces phénomenes. Une des méthodes de
choix est I’extraction sur phase solide. Elle consiste a faire
percoler I’échantillon sur un adsorbant généralement hydro-
phobe (silice greffée C;g, polymeres...), ce qui s’apparente a
un simple processus chromatographique [2]. Cependant, la ré-
tention des composés sur les phases commercialement dispo-
nibles repose uniquement sur leur polarité, ce qui peut induire
la co-extraction de nombreux interférents. A cet effet, des sup-
ports d’extraction sélective mettant en jeu un mécanisme de
reconnaissance moléculaire ont été développés. L’ objectif est
alors d’extraire sélectivement une molécule cible et éventuel-
lement ses analogues structuraux (métabolites) en les isolant
des autres constituants de 1’échantillon de maniere a rendre
I’analyse quantitative plus fiable. Le principe d’extraction reste
analogue a une extraction sur support conventionnel. Il com-
porte quatre étapes (conditionnement, percolation, lavage et
élution) et est décrit en figure 1. Par la spécificité apportée par
le support, les composés ciblés sont retenus lors des étapes de
percolation et de lavage tandis que les interférents sont élués.
L’étape d’élution est assurée par la rupture des interactions dé-
veloppées entre les composés cibles et le support sélectif.

2 Immunoadsorbants

Il est possible d’utiliser des supports d’immunoaffinité (ou
immunoadsorbants) fondés sur 1’utilisation d’anticorps spé-
cifiques des molécules d’intérét. La forte affinité anticorps-
antigéne est alors exploitée pour I’obtention d’un extrait purifié
et de facteurs d’enrichissement élevés. Méme si la production
d’anticorps spécifiques de petites molécules reste longue, elle
conduit cependant a un support de fort potentiel pour I’extrac-
tion d’un composé ciblé ainsi que ses analogues structuraux
tels que des métabolites dans un échantillon complexe. Ces
approches ont déja été développées avec succes pour de nom-
breuses classes de composés [3] (pesticides, HAPs et leurs
métabolites urinaires, toxines alimentaires ou algales,...).
Certains de ces supports sont d’ailleurs disponibles commer-
cialement. Les immunoadsorbants peuvent également &tre uti-
lisés pour I’analyse d’une protéine ciblée. L’étude de protéines
ciblées comme des biomarqueurs dans des échantillons biolo-
giques est de nos jours un réel défi pour le diagnostic médical.
D’un point de vue analytique, la chromatographie en phase
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Fig. 1. Principe d’extraction sur phase sélective.
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Fig. 2. Principe du dispositif expérimental pour 1’analyse en ligne
d’une protéine ciblée par immunoaffinité et digestion enzymatique.

liquide couplée a la spectrométrie de masse a supplanté 1’élec-
trophorese en gel bidimensionnel. Cependant, 1’étape de diges-
tion des protéines en peptides, nécessaire avant leur analyse,
est la plus souvent réalisée en solution, impliquant alors un
manque d’automatisation de la méthode et des temps d’analyse
relativement longs. En vue d’une automatisation du processus
analytique et afin de réduire le temps de digestion, I’étape de
digestion couplée en ligne a I’analyse a été mise au point par
immobilisation d’une protéase (pepsine) sur un support solide
de sépharose activée pour former un réacteur enzymatique. Sa
caractérisation et son optimisation a été réalisée a partir d’une
protéine modele, le cytochrome c. Le réacteur ainsi obtenu
a ensuite été conditionné en pré-colonne et a pu étre incor-
poré au systeme analytique [4]. Compte tenu de la complexité
des échantillons biologiques tels que le plasma, une méthode
d’extraction sélective a été également développée par immo-
bilisation d’anticorps anti-protéine ciblée sur un support so-
lide (immunoadsorbant). Apres la mise au point du protocole
d’extraction, I’'immunoadsorbant a pu étre totalement intégré
au systeme analytique en le couplant en ligne avec le micro-
réacteur de digestion enzymatique [5]. Ce type d’analyse est
présenté a la figure 2. De trés bon résultats en termes de ren-
dement (>90 %) et de répétabilité (<10 %) ont pu étre obtenus
et ont été clairement confirmés par 1’analyse totale en ligne de
la protéine cible a un échantillon complexe, le plasma. Ainsi
grice a I'utilisation de deux outils bioanalytiques couplés, un
microréacteur de digestion et un immunoadsorbant, la durée de
I’étape de digestion a été considérablement réduite (d’une di-
zaine d’heures a 20 min) et la protéine modele a pu étre extraite
en ligne de facon sélective avec une limite de quantification de
85 pmol dans le plasma.

3 MIPs

Une autre approche consiste a synthétiser des polymeres a
empreintes moléculaires (MIP) obtenus par introduction d’une
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Fig. 3. Principe de synthese d’un MIP.

molécule modele (empreinte ou template) dans un solvant en
présence de monomeres choisis pour leur grande affinité avec
la molécule empreinte, d’un agent réticulant et d’un initiateur
de polymérisation. Par initiation thermique ou photochimique,
les monomeres polymérisent autour de la molécule empreinte
induisant la création de cavités spécifiques a 1’image complé-
mentaire de cette molécule empreinte. Une fois la polyméri-
sation achevée, la molécule empreinte est éliminée de la ma-
trice polymérique ce qui conduit a la formation d’un polymere
macroporeux renfermant des cavités spécifiques de la molé-
cule modele (figure 3). Concernant le choix de la molécule
empreinte, il est préférable de prendre un analogue structu-
ral afin d’éviter un éventuel relargage lors des extractions ce
qui entrainerait des faux positifs. Ces supports ont d’ores et
déja été développés pour de nombreuses molécules de proprié-
tés physico-chimiques différentes [6,7]. La comparaison d’un
support imprimé contre les triazines par rapport a un immu-
noadsorbant a méme révélé une capacité 30 fois supérieure en
faveur du MIP [8]. Des MIP sont également disponibles com-
mercialement ou peuvent étre synthétisés a facon (Supelco,
PolyIntell). Si pour les anticorps, les interactions dépendent de
la molécule cible et des acides aminés impliqués dans le site
de reconnaissance, dans le cas des MIP, la nature des interac-
tions est définie par la nature des monomeres et du solvant de
polymérisation utilisé pour la synthése ce qui implique le dé-
veloppement d’un protocole adapté afin de favoriser le déve-
loppement d’interactions spécifiques. Pour illustration, un MIP
spécifique du LSD a été récemment développé et appliqué avec
succes a des matrices biologiques. Une procédure fondée sur
le développement de liaisons hydrogene a permis d’extraire le
LSD des cheveux a des concentrations de 0.1 ng.mg~' avec
82 % de rendement d’extraction. Apres une modification de
la procédure, le MIP a également été appliqué au milieu uri-
naire pour permettre 1’extraction du LSD avec un rendement
de 83 %. Grace a I’utilisation du MIP, la limite de quantifica-
tion du LSD dans 1’urine a pu étre abaissée a 0.2 pg.mL™!.
Enfin, comme l’illustre la figure 4, la comparaison avec un
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Fig. 4. Chromatogrammes obtenus apres 1’extraction sur phase so-
lide d’un échantillon d’urine contenant 0.5 ng.mL~' de LSD sur un
support C18 (A) et sur MIP (B). Analyse LC/MS (m/z :324).

support conventionnel d’extraction (C;g) n’a fait que confirmer
le haut degré de sélectivité apporté par le polymere imprimé.
Cette étude a permis de montrer le grand potentiel des MIPs
pour I’extraction sélective de composés comme le LSD, actif
a de tres faible concentration et pour son application dans le
domaine de 1’analyse toxicologique médico-légale. La grande
sélectivité apportée par le MIP a permis une nette amélioration
de I’étape de purification des échantillons biologiques notam-
ment pour 1’urine améliorant de fagon significative la sensibi-
lité de la méthode.

4 Aptameres

Bien que le potentiel des MIP n’est plus a démontrer, la
synthese de MIP dirigée contre certaines molécules telles que
des toxines n’est pas envisageable pour des questions de cofits.
A cet effet, un autre support alternatif 2 base d’aptaméres im-
mobilisés a été récemment développé. Les aptameres sont des
oligonucléotides (de 15 et 60 bases) qui possedent une forte
affinité et spécificité envers un ligand (petites molécules or-
ganiques, peptides, acides nucléiques, protéines, cellules in-
tactes). Ils sont sélectionnés a partir d’'une banque aléatoire
contenant jusqu’a 10> séquences différentes par une méthode
combinatoire de sélection in vitro appelée Systematic Evolu-
tion of Ligands by EXponential enrichment (SELEX) selon
leur aptitude a reconnaitre une cible et offrent donc une sé-
rieuse alternative a 1’utilisation des anticorps. Les aptameres
font déja 1’objet de nombreuses applications analytiques :
bioessais, capteurs, phases stationnaires pour les séparations
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Fig. 5. Chromatogrammes obtenus apres 1’extraction sur phase solide
d’un échantillon de plasma contenant 0.4 ng.uL~! de cocaine sur un
support C18 (A) et sur aptamere (B). Analyse LC/UV.

chromatographiques et electrocinétiques [9]. Des résultats tres
prometteurs ont été obtenus lors de leur utilisation a des fins
d’extraction pour I’extraction sélective d’une molécule mo-
dele, la cocaine, du plasma humain avec un rendement d’ex-
traction de 90 % [10]. La figure 5 illustre I’apport en sélectivité
de I’aptamere pour I’analyse de la cocaine dans le plasma par
comparaison avec une extraction sur un support conventionnel
(C18). Grace a I’étape d’oligoextraction, la co-élution d’inter-
férents est tres nettement limitée, ce qui facilite 1’identification
du composé et sa quantification.

L’oligoextraction semble &tre une trés bonne alternative a
I’immunoextraction et présenterait méme quelques avantages
comme leur taille réduite comparée a celle des anticorps per-
mettant une meilleure densité de greffage, et donc des supports
de plus grande capacité, une synthese facilitée, des durées de
renaturation de quelques minutes contre 24 ou 48 heures pour
les anticorps.

5 Technologies en développement

Un des nouveaux challenges a I’heure actuelle est de tendre
vers une miniaturisation de I’ensemble du systeme analytique
intégrant toutes les étapes de 1’analyse. Cette évolution se jus-
tifie par les tres faibles volumes d’échantillons disponibles
(cellules, tissus...), le cofit de certains réactifs (fragments
d’ ADN, anticorps, enzymes. ..) mais également par la néces-
sité croissante de réduire les temps d’analyse pour permettre de
répondre rapidement a une urgence médicale ou pour traiter un
grand nombre d’échantillons. Ainsi, le développement de mi-
crosystemes analytiques intégrés (u-TAS : Micro Total Analy-
tical Systems) est en plein essor. Un systeme séparatif sur puce
(LC-Chip Agilent) intégrant a la fois un canal de séparation
rempli d’une phase chromatographique et une interface pour
une détection par spectrométrie de masse est d’ailleurs dispo-
nible. Des résultats trés prometteurs en termes de sensibilité
ont déja été reportés [11, 12]. Cependant, la complexité des
échantillons traités ainsi que les trés faibles volumes injectés
dans le systeme rendent inévitables I’intégration d’une étape
de prétraitement de 1’échantillon dans le microsystéme afin
d’extraire et de préconcentrer le plus sélectivement possible
les analytes cibles. A ce titre, les polymeres 2 empreintes mo-
léculaires peuvent étre désormais générés in situ sous forme de
monolithes dans des capillaires de 100 um de diametre interne
et connectés en ligne avec des systemes de nanochromatogra-
phie ou a terme dans des microcanaux de microsystémes ana-
lytiques [13]. Une approche similaire peut alors étre envisagée
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pour des biomolécules comme les aptameres, les anticorps ou
encore les enzymes en greffant ceux-ci sur un monolithe gé-
néré in situ [14].

6 Conclusion

Depuis de nombreuses années, le potentiel des immunoad-
sorbants n’est plus a démontrer pour leur utilisation en extrac-
tion sur phase solide pour divers échantillons biologiques. En
effet, de nombreuses cartouches d’immunoextraction sont dis-
ponibles commercialement. En revanche, ces supports restent,
certaines fois, longs a developper. Les MIPs, par leur sim-
plicité de fabrication et leur faible colit de synthese en font
un support de plus en plus attrayant et complémentaire des
immunoadsorbants. Pour preuve, des sociétés (Supelco, Poly-
Intell...) proposent des cartouches de MIPs pour I’extration
de certaines molécules et également des developpements a fa-
con. Néanmoins, I’utilisation d’un tel support peut étre limitée
par la quantité disponible de molécule empreinte nécéssaire a
la synthese. Enfin, I’exploitation des aptameres comme outils
d’extraction semble extrémement prometteuse compte tenu de
la grande sélectivité apportée lors de 1’extraction, ce dernier
procédé restant complémentaire des deux autres supports.

Conflit d’intérét. Les auteurs déclarent ne pas avoir de conflit
d’intéreét.
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