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Annexe 1 Caractérisation de I'aptara anti-lysozyme par CE-ESI/MS

Annexe 1

Caracterisation de I'aptamere anti-lysozyme par CE-
ESI/MS

L’aptamere dirigé contre le lysozyme est un oligdéatide ADN de 30 bases dont
voici la séquence : 5’-ATC AGG GCT AAA GAG TGC AGBTT ACT TAG-3'. Sa masse
moléculaire est de 9320 Da. Afin de visualiser [mectre de masse de l'aptamere,
I'électrophorese capillaire a été couplée a unedii®n par spectrometre de masse (MS) a
analyseur quadripolaire, via une interface d’émutbulisation (ESI) a liquide additionnel
coaxial. Cette interface se présente sous la falen&ois capillaires concentriques coaxiaux
(Figure 1) : le capillaire en silice vierge utilipéur la séparation électrophorétique est entouré
par deux capillaires en acier inoxydable (cap#agentral et capillaire externe) assurant
respectivement I'écoulement du liquide additioneeldu gaz nébulisant (air ou azote)
favorisant le processus d’évaporation des ions dwsl’électronébulisation. L’ajout d’un
liquide additionnel permet d’augmenter le débitfdide sortant du capillaire de séparation
(de l'ordre de quelques centaines de nL/min) afatteindre des débits compatibles avec le
spectrometre de masse (de l'ordre de quelgliésin). L’ionisation de I'aptamere, chargé
négativement du fait de la présence de groupenmrasphate sur les bases nucléiques, est
réalisée en mode négatif ; un faible pourcentage?p de triéthylamine (TEA) est donc
introduit dans le liquide additionnel hydro-orgamqg(méthanol-eau 50:50) afin de favoriser

l'ionisation de I'aptamere.

Gaz nébulisant

Liquide additionnel ~ m—(p
C Bl A— —» MS

Liquide additionnel  e—)>

Gaz nébulisant

Figure 1: schéma de linterface a liquide additionel coaxial pour le couplage CE/ESI-MS [1]A:
capillaire de séparation CE en silice vierge ;dpillaire central pour I'écoulement du liquide &idenel ; C :
capillaire externe pour I'écoulement du gaz nélanlis
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L'appareillage utilisé est un systéme ¥€E (Agilent Technologies, Waldbronn,
Allemagne) équipé d’'un détecteur a barrette deedipdouplé a un spectrometre de masse
simple quadrupole Agilent Series 1100 MSD (Agil&ethnologies) via une interface ESI a
liquide additionnel coaxial (Agilent Technologietg liquide additionnel est acheminé vers

l'interface par une pompe HPLC isocratique Agil8etries 1100. Les données sont traitées a

I'aide du logiciel HPChemstation.

1. Infusion directe

Une solution agueuse d’aptamére anti-lysozyme au®0@ été infusée (i.e. poussée
par pression) directement dans le spectromeétreadsanvia un capillaire en silice vierge. La
détection du front de I'aptameére est réalisée gamément par absorbance UV sur I'appareil
de CE, et par MS en mode balayage de 500 a 2000Lmtgration du massif obtenu en

mode balayage permet d’accéder au spectre de massptamere.

1.1. Optimisation de la tension de fragmentation

A B
104 Max: 52 100 Max: 73
80] 80]
60] 60]
40|

MN mem ik MMM ol

T T T T T
1000 1500 m/z 500 1000 1500 m/z

100 100
Max:| 135

Max: 16

80] 80]

60] 60]

40] 40]

| i d

560 1600 léOO ‘ m/z 560 1600 1500 ‘ m/z
Figure 2 : spectre de masse de I'aptamére obtenu &E-ESI/MS par infusion directe, en appliquant une
tension de fragmentation de 50 V (A), 100 V (B), B0V (C) ou 400 V (D).Capillaire en silice vierge : 50m
de diameétre interne, 80 cm de longueur totale ¢diére UV 20 cm). Echantillon : solution aqueusepdéamere
anti-lysozyme 20QM. Température : 25°C. Détection UV : 200, 254 &) 2m. Détection MS : mode négatif,
balayage 500 — 2000 m/z. Liquide additionnel : E&@@®H 50:50 + TEA 0,1%, débit 4L/min. Gaz nébulisant

20}




Annexe 1 Caractérisation de I'aptara anti-lysozyme par CE-ESI/MS

(azote) : 8 psi. Gaz séchant (azote) : 350°C, 7rL./Parameétres d’acquisition : pas de 0,30 ; largeupic 0,3
min ; temps de pause 880 ms ; balayage rapideidreds fragmentation : 50 V (A), 100 V (B), 200 &)(ou
400 V (D).

Une tension de fragmentation (également appelégotenle cone) comprise entre 50
et 400 V a été imposée afin d’étudier son influeswwel’allure des spectres de masse obtenus
(Figure 2). Pour une tension de fragmentation deo&G0100 V, un spectre de masse
caractéristique de l'aptamere est observé (Figéree2B). Le maximum d’abondance est
légerement supérieur a 100 V par rapport a 50 V{732, respectivement) ; en outre, le
spectre obtenu a 100 V semble mieux résolu. Ennche lorsque la tension de
fragmentation est supérieure ou égale a 200 \pdetse n'est plus observé (Figure 2C et D),
sans doute du fait d’une dégradation trop impoetadé la molécule. La tension de
fragmentation optimale a donc été fixée a 100 V.

Il est a noter que le maximum d’absorbance danscoeditions d’analyse est tres
faible, dénotant une mauvaise sensibilité qui pautiellement s’expliquer par l'ionisation en
mode négatif. La limite de détection est estim&@ aM, contre environ 21M en absorbance

UV, soit une sensibilité 25 fois plus faible.

1.2. Analyse du spectre de masse de I'aptamere

Le spectre de masse de I'aptamére a été enredaigtles conditions précédentes, en

fixant la tension de fragmentation a 100 V (FigBye

Max: 336
50

40
-16

30

776.3
1
=
848.3 l
933.5 i
o
1
1334.0 !

20

10

L L ‘ L L 1 . 1 | . | T | . | ‘ - L L

581.6

1

[N

N

.y

1

1868.0 H

m\m mlLl\luh\umniumlﬂlhl‘l i WWI!I i mu\nuanumm\.ulwmllﬂlh M\W'm\uhthlwn\ ikl ”H mw |\|\|M|W|\tulmmm

%MM W‘ M VM MVWW NMW W M ' nmm d — ‘ '

Figure 3 : spectre de masse de I'aptamére obtenu 6DE-ESI/MS par infusion directe. Conditions : cf.
Figure 2, sauf tension de fragmentation : 100 V.
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Celui-ci correspond bien au spectre théorique ¢@loour la gamme balayée (Tableau 1).

Tableau 1 : spectre de masse théorique de I'aptam@anti-lysozyme (M = 9320 Da) entre 500 et 200 m/z.

z

-5 -6 -7 -8 -9 -10 -11 -12 -13 -14 -15

-16

m/z théo 1863 1552 1330 1166 1034 931 846 776 716 664 620 1

58

Pour chaque m/z, on observe un massif constitud dhsemble de pics, ce qui pourrait
provenir de la formation d’adduits avec les évelstsels, issus de I'étape de synthese et/ou
de purification et présents a I'état de traces dars®lution d’aptamere. Le calcul du surplus
de masse par rapport a la masse théorique de riapta (9320 Da) suggere notamment
I'existence d’adduits avec le sodium (M = 23,0 g-Mple calcium (M = 40,1 g.md) et la
TEA (M = 101,2 g.mol) (Tableau 2).

Tableau 2 : attribution des pics du massif correspadant a un taux de charge de -9

z m/z Masse (Da)| Surplus Adduit
9 1037,3 9344,7 24,7 Na
9 1040 9369 49 Ca
9 1046,3 9425,7 105,7 TEA

Les conditions dénaturantes employées pour I'apaties 'aptamere (présence d’un
liquide additionnel hydro-organique) sont défavéeaba I'étude des interactions non
covalentes. La détection du complexe aptamere/eibl€E-ESI/MS nécessite donc I'emploi
d’'un liquide additionnel non dénaturant, tel queali pure, ce qui a pour effet de diminuer
I'efficacité de lionisation et donc la sensibilitee la détection MS. Au vu de la tres faible
abondance obtenue en conditions dénaturantes, agpt®che n’a donc pas été envisagée

pour I'analyse de I'aptamere.

2. Migration électrophorétique

Une petite zone d’aptamere a ensuite été injecfite cheffectuer sa migration
électrophorétique dans un tampon formiate de sodinmM (pH 8,9) compatible avec le
spectrometre de masse. La détection MS s’effectuns des conditions optimales définies
précédemment, en enregistrant simultanément ulségnmode balayage 500 — 2000 m/z et
deux signaux en mode d’ion sélectionné (SIM) polzx m620,9 et 666,8 (correspondant a

des taux de charge de -15 et -14, respectivemearg)profils obtenus sont présentés Figure 4.
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Figure 4 : profil électrophorétique de I'aptamere dtenu en détection UV a 254 nm (noir) ou SIM a m/z
620,9 (gris fonce) et 666,8 (gris clair)Capillaire en silice vierge : 54m de diametre interne, 80 cm de
longueur totale (détection UV 20 cm). Marqueur neufMN) : solution aqueuse de formamide 0,05%.
Echantillon : solution aqueuse d’aptamere antizysee 200uM. Electrolyte de séparation : formiate de sodium
10 mM (pH 8,9). Injection hydrodynamique : MN (3®ans, 3 s), BGE (30 mbars, 2 s), échantillon (3@nsb
3s), BGE (30 mbars, 2 s). Tension appliquée : #80Tlempérature : 25°C. Détection UV : 254 nm. Détat
MS : mode négatif, balayage 500 — 2000 m/z + SINI,82t 666,8. Liquide additionnel : eau/MeOH 50450
TEA 0,1%, débit 41L/min. Gaz nébulisant : 8 psi. Gaz séchant : 350°C/min. Paramétres d’acquisition : pas
de 0,30 ; largeur de pic 0,3 min ; temps de pa88en&s ; balayage rapide. Tension de fragmentatl@®:V.

Huit injections successives ont été realisées a@dirtester la répétabilité des mobilités, des
aires et des abondances (Tableau 3). Le marqueurenetilisé (formamide) n’étant pas
détecté en MS (m/z < 50), la détermination de |dilité électroosmotique est effectuée en
détection UV a 200 nnmLa mobilité apparente de I'aptamere présente uitdefaéviation
standard (< 3%) quel que soit le mode de détectierqui traduit une répétabilité tout a fait
acceptable. La mobilit¢é apparente déterminée enem®tM est comparable, quoique
légérement supérieure a celle obtenue en détettwn+6%). Le rapport des temps de
migration obtenus en détection MS et UV (respeatimet ~10 min et ~2,5 min, soit un
rapport de 4) correspond au rapport des longueitestiges (respectivement 80 et 20 cm).
Les pics obtenus en mode SIM présentent des valkaibendance trés dispersées (RSD 25-
30%). Cette dispersion peut s’expliquer en paréie lp répétabilité médiocre de Il'injection,

révélée par la dispersion des aires obtenues entiét UV (RSD 14%).

Tableau 3 : étude de la répétabilité des mobilitégles aires (détection UV) et des abondances (détent
MS en mode SIM).Conditions opératoires : cf. Figure 4.

. . Meo Me Mg Aire du pic a 254 nm
Detection (10°cnt.Vis?h) | (10° cmz.p\/'l.s'l) (10° crrf}.)Q/'l.s'l) ou abondance
UV 200 nm 91,8+0,8 -63,0+£1,2 28,8+0,9 2023,5 + 279AUmin

SIM m/z = 620,9 - - 30,5+0,7 1122+ 34,7
SIM m/z = 666,8 - - 30,6 +0,8 141,1 £ 34,7
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Ces résultats indiquent la faisabilité d’'une carasation et quantification de I'aptamere par
CE-ESI-MS en conditions dénaturantes. La senglilins les conditions actuelles ne semble
cependant pas permettre la quantification pour gpacentration en aptameére sub-

micromolaire.

[1] Mokaddem, M.,Couplage de I'électrophorése capillaire avec ladpamétrie de masse
via une interface a électronébulisation : compr&ien des phénomenes a l'interface et
développement de nouvelles méthodologies pour desn#éllons complexes et pour les
séparations par focalisation isoélectriqu&hese, Université Pierre et Marie Curie, Paris
2008, p. 29.
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Annexe 2

Etude de [linteraction entre [|aptamere anti-
lysozyme et le magnésium par analyse frontale

électrocinétique continue (FACCE)

Les paramétres de l'interaction entre I'aptameré-lgsozyme et le magnésium ont
été déterminés par analyse frontale électrocinétipntinue (FACCE) dans des conditions
similaires a celles employées précédemment enr@dairése capillaire d'affinité (ACE).
L’injection électrocinétique continue de I'aptamégg® uM) incubé avec une concentration
croissante de magnésium (gamme 0,25 — 10 mM) arésthisée, dans un électrolyte
MOPS/NaOH 30 mM (pH 7,0). Le capillaire est modifgar un polymére neutre,
I’hydroxypropylcellulose (HPC), afin de supprimer flux électroosmotique (cf. article). La
détection étant réalisée par absorbance UV, saptdmere peut étre détecté, le magnésium
étant transparent en détection UV-visible. Uneitanaégative (-10 kV) est donc appliquée,
conduisant a I'apparition du front de I'aptameledi

1. Etalonnage de la hauteur du palier de concentoat de
I'aptamere

Dans un premier temps, nous avons Vérifié la litdate la hauteur des paliers de
concentration de I'aptamere libre en fonction decsacentration dans le mélange injecté.
Pour cela, 'aptameére anti-lysozyme seul a ét&igjen mode FACCE, dans les conditions
décrites précédemment, a trois niveaux de condentrdifférentes : 5, 10 et 20M. Le palier
de concentration obtenu étant parfaitement hor&offigure 5), la détermination de sa

hauteur est effectuée sans ambiguité.

10
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Figure 5: électrophérogrammes obtenus par injectio électrocinétique continue de I'aptamére (mode
FACCE) a différentes concentrations : 5uM (A), 10 uM (B) et 20 uM (C). Capillaire modifié HPC : 5@m
de diameétre interne, 35 cm de longueur totale @iéte 26,5 cm). Echantillon : solution d’aptaménetia
lysozyme 5uM (A), 10 uM (B) et 20uM (C) dilué dans I'électrolyte de séparation. Helstte de séparation :
MOPS/NaOH 30 mM (pH 7,0). Injection électrocinétqaontinue. Tension appliquée : -10 kV (I = dA).
Température : 25°C. Détection UV : 254 nm.

Afin de tester la répétabilité de la mesure, tegiges d’échantillons sont préparées par
dilutions successives (soit 9 échantillons en faitYrois mesures successives sont réalisées
par échantillon. Les donnés obtenues conduisent fesutrois séries a des droites de
régression linéaire de coefficient de corrélaticn>R0,9998 : la hauteur du palier mesurée
peut donc étre considérée comme proportionnell@ &oincentration en aptamere dans
I'échantillon injecté. Si la répétabilité des mesuréalisées sur un méme échantillon est tres
satisfaisante (CV < 2,5%), elle est un peu plubldéaentre les échantillons issus de séries
différentes mais reste correcte (CV < 10%). La nmoypedes mesures sur les trois séries (soit
9 mesures par niveaux de concentration, réalia@ge3 &chantillons différents) conduit a une
droite de régression linéaire d'équation : y = 204— 1,3167 avec = 0,9998 (Figure 6).
Cette droite d’étalonnage permettra de calculalacentration en aptamére libre lors de la

détermination de la constante d’'interaction avaundgnésium.

25 ~

Hauteur du palier a 254 nm
(mAU)

O T T T 1
0 5 10 15 20

Concentration en aptamére ( M)

Figure 6 : corrélation entre la hauteur du palier e concentration de l'aptamére anti-lysozyme et la
concentration en aptameére injectéeTrois séries de 3 niveaux de concentration (5,tZD@M), 3 répétitions
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Annexe 2 Etude’miedraction entre I'aptameére anti-lysozyme et lagnésium par FACCE

par échantillons. Moyenne sur les 3 séries pougudaniveau de concentration. Equations de la dmbéte
régression linéaire (n = 3) : y = 1,0427x — 1,3{®87= 0,9998). Conditions : cf. Figure 5.

2. Etude de I'interaction aptameére — magnésium gahCCE

Des mélanges aptamére — magnésium, de concent@siante en aptamere (20
uM) et de concentrations variables, réparties eiv8anx, en MgCGl (de 0,25 & 10 mM) ont
été préparés dans I'électrolyte MOPS/NaOH 30 mM Tp®) puis analysés par électrophorese
capillaire en mode FACCE. Afin de garantir la contié de la conductivité du milieu entre
I'échantillon et I'électrolyte, le magnésium esb@E dans I'électrolyte de séparation a une
concentration identique a celle de I'échantillonesLélectrophérogrammes obtenus se
composent d’'un front de migration prolongé d’unigralle concentration horizontal, attribué a
'aptamere libre présent dans le mélange, dontalagur diminue lorsque la proportion de
magnésium augmente (Figure 7). Parallelement, @erogb un décalage du front vers les
temps de migration élevés, qui reflete la diminutide mobilité électrophorétique de

'aptamere liée a 'augmentation de la force iomiglobale du milieu.
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Figure 7 : électrophérogrammes obtenus par injectio en mode FACCE de mélanges aptamére 3M -
magnésium 0,25 mM (A), 0,5 mM (B), 1 mM (C) et 10 M (D). Capillaire modifi¢ HPC : 5@m de diamétre
interne, 35 cm de longueur totale (détection 26rf). Echantillon mélange aptamere anti-lysozymeuRD+
MgCl, 0 — 10 mM, incubé dans I'électrolyte de séparatitiactrolyte de séparation : MOPS/NaOH 30 mM (pH
7,0) avec MgGl (0 — 10 mM). Injection électrocinétique contindesnsion appliquée : -10 kV (I = 11A).
Température : 25°C. Détection UV : 254 nm

La concentration en aptamere libre est calculéaitdisant la droite d’étalonnage
établie précédemment (Figure 6). Les données arpatales ont été exploitées en faisant
jouer a I'aptameére le rble de substrat et au magméselui de ligand. La concentration en
magnésium libre n’étant pas directement accessiblee-ci doit d’abord étre déterminée via
une estimation directe des parameétres d’interadoptimisation du taux d’association n de

fagcon a minimiser I'écart-type sur les constantekutées pour chaque composition du
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systeme). L'isotherme d’adsorption (Figure 8A) et $ormes linéarisées (x-réciprogue ou
représentation de Scatchard, y-réciproque et denéblproque) (Figure 8B-D) sont obtenues
via les équations établies dans I'Annexe 5. Ce$érgiites méthodes de linéarisation
permettent d’estimer les parametres de l'interaciptamére — magnésium (Tableau 4). Une
constante de dissociationg(kde 1,3 + 0,4 mM est obtenue, ce qui est cohémgat les
valeurs déterminées par électrophorese capilldaiirdté (3,1 £ 0,2 mM [61]). Le nombre

de sites sur I'aptameére, n, est de 0,61 + 0,10.

10 A 4,0E-04 B
3,5E-04 - ®
08 1 .\O\o
,.g 3,0E-04 |
0,6 < 2,5E-04 1
- . £ 20E-04
0.4 o o 2 15604
° = °
021 & < 1,0E-04
° 5,0E-05 -|
0,0 ‘ ‘ 0,0E+00 | | |
0,E+00 5,E+03 1,E+04 0,0 0,2 0,4 0,6
[M]jiore (UM) n
16e+04 1 C 14 - D
— 1,4E+04 - 12
'% 1,2E+04 - 10 -
~— 1,0E+04 - i
c = 8
~ 8.0E+03 S 6
S 6,0E+03 1 4
g 4,0E+03 -
= 2,0E+03 - 2
0,0E+00 \ ‘ 0
0,E+00 4,E+03 8,E+03 0,E+00 2,E-03 4,E-03 6,E-03
-1
[Mg] jiore (M) 1/[Mg]jpre (MM™)

Figure 8 : représentation des données expérimentaleobtenues pour la détermination de l'interaction
aptamére — magnésium par analyse frontale sous ldsrmes de l'isotherme (A), x-réciproque (B), y-
réciproque (C) et double réciproque (D)Conditions : cf. Figure 8.

Dans la gamme de concentration en magnésium eéjuthéeeprésentation de
Scatchard (R= 0,7557) se compose de deux segments de drbitps¢ 8B). Ce phénoméne
se retrouve, dans une moindre mesure, sur les seaadions y-réciproque et double-
réciproque. La détermination des parametres dex degments de droite conduit aux
valeurs (Tableau 4):

kd; =6,2+1,4mM n=2,33 + 0,42 (0,25 < [Mg@l< 1 mM)
kd,=0,5%+0,1 mM p= 0,45+ 0,02 (1 < [MgQ] < 6 mM)
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Ces résultats traduisent une tendance du magnésisa lier a I'aptamere par
'intermédiaire de deux classes de sites d’affmidéfférentes, via un mécanisme coopératif
(kd; > kdy). La proportion relative de chacun des sites @g déterminée en calculant la
contribution relative de leurgkau k global. Il résulte ainsi qu'’il existe environ 108é sites
de faible affinité, actif a faible concentration aptamere (< 1 mM) et environ 90% de sites
de haute affinité, actif a concentration en aptanpdus élevée (> 1 mM). L'existence de ces
deux classes de sites n'avait pas été observé€endans I'électrolyte MOPS/NaOH.

Tableau 4 : détermination des parameétres de l'intesction aptamére — magnésium par les méthodes de
linéarisation et le calcul direct.Conditions : cf. Figure 8.

Equation des droites K (mM) | n(Mg/Apt) | % de sites

Calcul direct - 34114 0,94 -

C o Aariaat: x-réc :y = -0,0008x + 0.0005 (R= 0,7557)
Linearisation y-réc |y = 2,0077x + 1763,2 (= 0,9908) | 1.3+0,4 | 0,61 +0,10 -
Mg 0,25 -6 mM d-réc :y = 2381,9x + 1,4218 (&= 0,974)

S X-Téc : y = -0,0002x + 0.0004 (k= 0,7386)
Lineanisation y-réc 1y = 0,4588x + 2699,5 (R=0,7959) | 6,2+ 1,4 | 2,33+ 0,42 8,5
Mg 0,25 -1 mM d-réc : y = 2754,9x + 0,3564 (R= 0,9985)

Pt x-réc : y = -0,002x + 0.0009 (= 0,8525)
Linearisation y-réc :y = 2,1124x + 1321,5 (R= 0,9948) 0,5+0,1 0,45+ 0,02 91,5
Mg 1-6mM d-réc : y = 925,81x + 2,2723 (&= 0,9065)
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Annexe 3

Etude de linteraction aptamere — thrombine par

électrophorese capillaire d’affinité (ACE)

Avant d’aborder linteraction entre le lysozymesein aptamére, nous nous sommes
intéressés a I'étude d’'un systéme modéle, dontaly@e en électrophorese capillaire est
particulierement bien décrite dans la littératuiles’agit du couple aptameére-thrombine. Un
aptamere anti-thrombine marqué par un fluorophor@tamment été employé en CE-LIF
pour l'analyse quantitative de la thrombine par NMEEM [1-3] ou pour I'étude de
l'interaction thrombine-protéine [4]. L’affinité dd’aptamere pour la thrombine est
relativement faible : des constantes de dissocigl@) de 240 + 16 nM [1] et ~ 450 nM [3]
ont été déterminées, alors que la plupart des a&peardirigés contre des cibles protéiques
présentent desd<de I'ordre de 18 M.

Les conditions opératoires seront choisies de facom que I'aptamere et la thrombine
soient tous deux chargés négativement (tamponéptat9,2), afin de limiter les problemes
d’adsorption et d’éviter les interactions électatisfues non spécifiques. Deux configurations
seront employées et comparees, et l'effet de laefaonique du milieu sur laffinité du

complexe formé sera discuté.

1. Description et propriétés de la thrombine

La thrombine est une glycoprotéine globulaire,(M 37 423 Da) composée de deux
chaines [5, 6] : une chaine légere (appelée chdirmmnstituée de 36 acides aminés (M =
5614 Da), et une chaine lourde (appelée chaineoB3tituee de 259 acides aminés (M =
31 819 Da) comportant une portion peptiden(M 29 485 Da) et une portion carbohydrate
(M =2 334 Da). Il est probable que la chaine Autéda spécificité de la chaine B, chaine
catalytique dite « trypsin-like » [7].

La thrombine est une protéase (enzyme clivant ilsohs peptidiques) issue du
clivage enzymatique de la prothrombine par le face coagulation, également appelé
facteur X. Son r6le principal est la transformatida fibrinogéne en fibrine (protéine
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insoluble a l'origine de la formation du caillotngmiin) par clivage de la liaison arginine-
glycine [8], derniere étape de la cascade de lgutation plasmatique.

La thrombine existe sous plusieurs formes, la foaogve @-thrombine) pouvant
conduire par dégradation a des formes inactiggbrombine ety-thrombine) [9]. L'activité
enzymatique de la thrombine dépend ainsi fortentenfpH, de la température et de la
présence de composés délétéres [10]. En miliele atadthrombine est inactivée de facon
réversible entre pH 3,5 et pH 4,1, et de facornvargible en dessous de pH 3,5. En milieu
basique, I'inactivation débute a pH 10 et devie&s marquée au-dela de pH 11. En solution
agueuse, un chauffage a 40°C pendant 30 minuteduitod une inactivation partielle ; a
60°C, l'inactivation est quasi-totale. Enfin, l&&pence d’acide nitrique entraine l'inactivation
de la thrombine.

La thrombine existe sous plusieurs isoformes datpdsoélectriques (pl) compris
entre 6,30 et 7,55. L'isoforme majoritaire a unda 7,31. Elle est soluble dans I'eau a
environ 3 mg/mL, mais la solubilité peut augmenisgu’a 10 mg/mL dans les solutions de
force ionique élevée (environ 3 M). Conservéeseefitret 5°C, les solutions aqueuses de

thrombine sont stables pendant une semaine [8].

2. Caractérisation des constituants du systeme par

électrophorese de zone

Dans un premier temps, nous avons caractérisénipavement électrophorétique des
constituants du systeme d’interaction (thrombinapamere anti-thrombine) afin de faciliter

le développement ultérieur de la méthode de détertion de la constante d’interaction.

2.1. Caractérisation de la thrombine

La thrombine utilisée est issue de plasma humains pyophilisée. Deux lots
différents ont été testés : le lot n°1 (Sigma, Té1009) et le lot n°2 (Biochemika, réf. 89223),
gui ne contient que 4% en masse de protéine (I&s r@Stant consistent majoritairement en
des sels de lyophilisat : chlorure et citrate dditsm).

Afin d’éviter la précipitation de la thrombine et timiter son adsorption sur la paroi
interne du capillaire en silice vierge, la cardstdion de la thrombine a été réalisée a un pH

supérieur a son pl, de facon a ce qu'elle soitgdmmeégativement. Différents électrolytes
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(gamme pH 7 — 10) ont été testés : phosphate dersdgH 7,2), Tris-HCI (pH 8,1), borate
de sodium (pH 9,5) et formiate d’ammonium (pH 108)r une gamme de force ionique
allant de 20 a 50 mM. Le profil électrophorétigeeplus satisfaisant en termes d’allure des
pics (symétrie, finesse) et de stabilité de ladigie base a été observé dans I'électrolyte
borate de sodium 20 mM (pH 9,5). L’électrophérogramobtenu (Figure 9) présente deux
pics : (i) un pic légérement asymétrique, de mubiélectrophorétique voisine de -35°10
cn.V1.st (Thrl), et (i) un pic fortement asymétrique, dehitité électrophorétique voisine
de -50.1F cnt.V1.s* (Thr2). La symétrie respective des pics peut siexer par la mobilité

du co-ion borate (-28.10cn?.V1.s%), proche de celle du pic Thrl et trés différergecdlle

du pic Thr2. Les deux pics observés présententfaibée absorption a 280 nm (longueur
d’'onde caractéristique des protéines, du fait derésence d’acides aminés aromatiques) ce
qui confirme leur nature protéigue. La présencecele deux pics pourrait éventuellement
s’expliquer par l'existence de deux formes difféesnde la thrombine (monomere et
dimére ?), bien qu’a notre connaissance ce phénmmait pas été reporté dans la littérature.
Afin d'obtenir des résultats cohérents et répégblié est nécessaire d’homogénéiser

régulierement la solution de thrombine en procéddiagitation de I'échantillon (vortex).

20 - MN
g 15 -
8
,(c\]t; =) 10 - Thr2
8 E Thr 1
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2
(@] N .
8 0 T T T T l
< 0 1 2 3 4 5
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Figure 9 : profil électrophorétique de la thrombine (Thr). Capillaire en silice vierge : 5m de diameétre
interne, 35 cm de longueur totale (détection 8,5. &ftectrolyte de séparation : borate de sodiumm®0 (pH
9,5). Marqueur neutre (MN) : solution aqueuse deétihnylformamide (0,05% v/v). Echantillon (Thr) :lston
aqueuse de thrombine (lot n°1) a 0,20 mg/mL. Ipechydrodynamique : MN (30 mbars, 3 s), BGE (30arsb

2 s), échantillon (30 mbars, 3 s), BGE (30 mbars).2Tension appliquée : +15 kV. Température : 25°C
Détection par absorbance UV a 200 nm.

Les profils observés pour chacun des lots (élegdborate de sodium 20 mM (pH
9,5)) sont similaires. Les mobilités électrophayétis obtenues pour chaque lot sont reportées
dans le Tableau 5. Sauf précision contraire, lanttnine utilisée ultérieurement sera issue du
lot n°1. La différence de mobilité électrophorétigue mesuyséar le pic Thr2 provient trés
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probablement de la forme étalée du pic qui indaé détermination peu précise de la mobilité

électrophorétique. Le rapport des aires corrigéesThr2/Thrl selon les deux longueurs

d’onde semble indiquer un caractére « plus praggpour la Thrl.

Tableau 5 : mobilité de la thrombine (pics Thrl etThr2) et rapport des aires corrigées (pic Thr2 / pi
Thrl) & 200 et 280 nm pour les 2 lots testéSonditions : cf. Figure 9.

Rapport des Rapport des
5 5 aires corrigées | aires corrigées
Echantillon Meo (10° cm2.V1.sh) mepggl_l(lf mepzﬂ\‘;ﬂ(l_? des pic% des picgs
cm.V7.s7) CMVES) | Th2/Thrl (200 | Thr2/Thrl (280
nm) nm)
Lot n°l (n=4) 595+04 -34,6 + 0,3 -52,5+0,3 5711 1,56
Lot n°2 (n = 3) 67,7+04 -35,4+0,3 -58,1+0,1 48+1,3 16,2

L’analyse de la thrombine a également été effectug@dl inférieur au pl, dans un

électrolyte acétate de sodium 30 mM (pH 5,0). Afelimiter I'adsorption de la thrombine

chargée positivement sur la paroi interne du capdl) une modification dynamique par le

PEO a été réalisée [11, 12]. L'injection de la thbine dans ces conditions conduit a un

unique pic de mobilité électrophorétique quasi@ulfm, = -0,4.10 cnf.V'ls?),

dissymétriqgue du fait de la différence de mobilitéec le co-ion de I'électrolyte mais ne

présentant pas de trainée d’adsorption. Ces résatiaroborent ce qui avait déja été observé

lors de l'analyse du lysozyme en capillaire modif&O (cf. Chapitre II), suggérant

I'existence d’interactions entre les protéinesd?EO.

2.2. Caractérisation de I'aptamére anti-thrombine

L’aptamere anti-thrombine est un oligonucléotide M\Dle 15 bases dont voici la
séquence : 5-GGT TGG TGT GGT TGG-3', fournit parrégentec France (Angers, France).

Riche en guanine, cet aptamere est notamment qoounuformer une structure quadruplexe

intramoléculaire (Figure 10) constituée de deuxuartets et de trois boucles latérales [13].

Celle-ci peut étre stabilisée par intercalationndtation monovalent (K[14-16], RB ou
NH;" [16]) ou divalent (B& [14, 16] ou ST [14, 16]), favorisant ainsi l'interaction de

'aptamére avec la thrombine. Cependant, certaétesles ont montré que linteraction

pouvait avoir lieu méme en I'absence de cationili$aht, la formation du quadruplexe étant

alors induite par la complexation avec la thromijing 18].
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Figure 10: structure G-quadruplexe (a gauche) et eprésentation schématique (a droite) du G-
quadruplexe intramoléculaire de I'aptameére anti-thrombine [14]

L’aptamere anti-thrombine a donc été caractériséefectrophorese de zone, dans le
méme électrolyte que celui employé pour I'analysdadthrombine (borate de sodium 20 mM
(pH 9,5)). Afin de promouvoir la formation du quagtexe, un cation divalent (MY a été
ajouté dans I'échantillon d’aptameére, et celui-cété soumis a une activation thermique :
chauffage pendant 10 minutes au bain-marie a 7ptUx refroidissement a température
ambiante pendant au moins 30 minutes. Le profiemibt est présenté Figure 11. L'aptamere
apparait sous forme d’un pic de mobilité électraptique -35.18 cn?.V1.s?, 1égérement
dissymétrique du fait de la difféerence de mobiitec le co-ion borate @n= -28.10° cnt.\V°
! s%). L'absorption UV & 254 et 280 nm est caractégistides acides nucléiques.
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Figure 11 : profil électrophorétique de I'aptamereanti-lysozyme (AT). Capillaire en silice vierge : 50m de
diameétre interne, 35 cm de longueur totale (déiac2i6,5 cm). Electrolyte de séparation : boratsadium 20
mM (pH 9,5). Marqueur neutre (MN) : solution aquege diméthylformamide (0,05% v/v). Echantillon (AT
aptamére anti-thrombine 20 dans I'électrolyte + MgGI10 mM. Activation thermique : bain-marie 75°C (10
min), refroidissement ah, (< 30 min). Injection hydrodynamique : MN (30 mbaB s), BGE (30 mbars, 2 s),
échantillon (30 mbars, 3 s), BGE (30 mbars, 2 ghsion appliquée : +15 kV. Température : 25°C. Etén
par absorbance UV a 200 nm (noir), 254 nm (grieéyret 280 nm (gris clair).
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Afin d’évaluer la stabilité temporelle de I'aptaraéanti-thrombine, celui-ci a été
incubé dans des milieux de pH différents : (i) dauformiate d’'ammonium 10 mM (pH 9,8)
et (iii) formiate d’ammonium 10 mM (pH 10,3). Ledfdrents échantillons ont été analysés
dans un électrolyte formiate d’'ammonium 10 mM (p#3) a différents temps d’incubation.
L’évolution de la mobilité électrophorétique ne rtrenpas de différence notable entre les
différents échantillons. L’incubation de I'aptamérendant 24h dans les différents milieux
testés n’entraine aucune évolution notable de lailitdoet des profils électrophorétiques, ce

qui démontre la stabilité temporelle de I'aptamenéme a pH basique.

2.3. Injection directe du mélange aptamere — thromibe
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Figure 12 : profil électrophorétique obtenu lors del'analyse par CZE du mélange incubé aptameére-
thrombine. Capillaire en silice vierge : 50m de diamétre interne, 35 cm de longueur totale(dién 26,5 cm).
Electrolyte de séparation : borate de sodium 20phh 9,5). Marqueur neutre (MN) : solution aqueuse de
diméthylformamide (0,05% v/v). Echantillon : mélangptamére anti-thrombine activé (ATuSI + thrombine

5 uM incubé dans I'électrolyte + Mg&ll0 mM. Activation thermique de I'aptamere : baiasie 75°C (10 min),
refroidissement a sk, (< 30 min). Injection hydrodynamique : MN (30 mbaB s), BGE (30 mbars, 2 s),
échantillon (30 mbars, 3 s), BGE (30 mbars, 2 snhsion appliquée : +15 kV. Température : 25°C. Ctin

par absorbance UV a 200 nm (noir) et 254 nm (gris).

Afin d’obtenir une premiére estimation de la stiédildu complexe aptamere-
thrombine, nous avons tout d’abord procédé a Lingm directe d'un mélange pré-incubé,
suivie d’'une séparation des constituants par épbtrése capillaire de zone dans des
conditions identiques a celles employées lors dadactérisation individuelle des partenaires.
Le profil électrophorétique obtenu (Figure 12) prés 4 pics caractéristiques, outre le
marqueur neutre (Tableau 6) :

- un pic de mobilité électrophorétique -35,3°1€n?.V'.s?, absorbant & 200 et 254

nm, correspondant a I'aptamere anti-thrombine I{(&VE) ;
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- deux pics de mobilités électrophorétiques -33,8.40f.V s et -50,5.10 cnf.V°
! s, absorbant & 280 nm mais pas a 254 nm, correspbada thrombine (Thr 1 et
Thr 2) ;

- un pic de mobilité électrophorétique -9,9°17.V*.s*, n'absorbant ni & 254 nm ni
a 280 nm.

Tableau 6 : attribution des pics de I'électrophérogamme obtenu lors de I'analyse par CZE du mélange
incubé aptamére-thrombine(cf. Figure 12).

Magp (10° cm”.V1.s1) Mep (10° cm”. V181 Attribution
57,2 - Marqueur neutre (MN)
47,3 -9,9 ?
23,5 -33,6 Thrombine 1 (Thr 1)
21,9 -35,3 Aptamere (AT)
6,7 -50,5 Thrombine 2 (Thr 2)

Ce dernier pic pourrait correspondre au complexas ha finesse de I'ensemble des pics ainsi
que l'absence de variation notable de l'aire etlalehauteur des pics correspondant a
'aptamere et a la thrombine entre l'injection widuelle des composés et I'injection du
meélange suggerent plutdt une dissociation totale cdmplexe lors de la migration

électrophorétique, le pic observé résultant pradrabht de la présence d’'une impureté.
L’injection directe du mélange incubé aptamerehrornbine ne permet donc pas d’étudier

I'interaction.

3. Détermination des parametres de l'interactiontapmere —

thrombine par électrophorese capillaire d’affinité

L’électrophorése capillaire d'affinité (ACE) conws a effectuer la migration
électrophorétique d’'un des partenaires de I'intswadsubstrat) dans un électrolyte contenant
une concentration variable de l'autre partenaingafid). L’évolution de la mobilité
électrophorétique du substrat en fonction de laceotration en ligand conduit & une
isotherme d’adsorption, qui permet la déterminatim la constante d’affinité via des
méthodes de linéarisation mathématique. Pour ldemsyes aptamere-thrombine, deux
configurations sont envisageables :

(i) injection de la thrombine dans un électrolyte coate une concentration croissante
d’aptamere. La thrombine joue alors le role de sahst I'aptamere celui de ligand.
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(i) injection de I'aptamére dans un électrolyte comémn@e concentration croissante de

thrombine. L'aptamére joue alors le role de subsétda thrombine celui de ligand.

3.1. Injection de la thrombine (lot n°1)

3.1.1. Influence de la concentration en magnésiunursle profil de la
thrombine

La présence d’un cation divalent est souvent pirigéerafin de favoriser la formation
de la structure quadruplexe de l'aptamere, et dwot interaction avec la thrombine. La
configuration envisagée implique donc d’injectetieombine dans un électrolyte contenant a
la fois I'aptamere et le magnésium. Or la présetic@ cation divalent dans I'électrolyte
modifie sa force ionique, et donc la mobilité deth@ombine. Nous avons donc dans un
premier temps étudié I'influence sur le comportetr@actrophorétique de la thrombine de
'ajout de magnésium dans I'électrolyte de sépamatafin de déterminer la concentration
permettant une analyse optimale.

Pour cela, la thrombine a été injectée puis sépaaédCZE dans un tampon borate 20 mM
(pH 9,5) contenant une concentration croissant@agnésium (0 — 6 mM). L’évolution de la
mobilité électroosmotique et de la mobilité éleptrorétique des deux pics de la thrombine
est présentée Figure 13. L'attribution des pics 2 est effectuée par comparaison des aires
corrigées obtenues. A partir d’'une concentrationrmaignésium de 1,5 mM, on observe une
inversion des pics Thrl et Thr2 de la thrombinemiabilité électrophorétique du pic Thr2
devenant inférieure (en valeur absolue) a cellgidul. L'influence de la concentration en
magnésium n’est ainsi pas la méme pour les deug @& la thrombine : la mobilité
électrophorétiqgue du pic Thrl ne dépend quasimastde la concentration en magnésium
dans I'électrolyte, alors que la mobilité électropftique du pic Thr2 diminue fortement (en
valeur absolue) lorsque la teneur en magnésium eawoigm Cette évolution est due a
'augmentation de force ionique induite par I'ajale magnésium, qui se traduit aussi par une
diminution du flux électroosmotique du fait de lanthution de I'épaisseur de la double-
couche électrique.

Pour [MgC}] > 1,5 mM, la mobilité électrophorétique du picrThdevient supérieure
(en valeur absolue) a la mobilité électroosmotiguen’est donc pas visualisé en polarité

positive. A partir d'une concentration en magnésigapérieure a 4 mM, la mobilité
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électroosmotique est inférieure aux mobilités étgatiorétiques des deux pics de la

thrombine, qui doivent donc étre tous deux viséalien polarité négative.

® O ©

[MgCl ;] (mM)

Figure 13 : influence de la concentration en magné&sn dans I'électrolyte de séparation sur la mobilié
électroosmotique @) et sur la mobilité électrophorétique de la thromline (pics Thrl (o) et Thr2 (x)).
Capillaire en silice vierge : 50m de diameétre interne, 35 cm de longueur totalée(dién 8,5 cm). Electrolyte
de séparation : borate de sodium 20 mM (pH 9,5) gCM (0 — 6 mM). Marqueur neutre (MN) : solution
aqueuse de diméthylformamide (0,05% v/v). Echamtillthrombine uM dans le borate de sodium 20 mM (pH
9,5). Injection hydrodynamique : MN (30 mbars, 3BFE (30 mbars, 2 s), échantillon (30 mbars, BSE (30
mbars, 2 s). Tension appliquée : +15 kV. Tempéeat@5°C. Détection par absorbance UV a 200 nm.

En électrophorése d'affinité, il sera donc nécessale maintenir constante la
concentration en magnésium de ['électrolyte, afia de pas introduire de facteur
supplémentaire dans I'évolution de la mobilité ddghHrombine. Le choix de la concentration
en magnésium doit notamment répondre aux contgmguivantes :

(1) visualisation des deux pics en polarité positifdgCl,] < 1,5 mM
(i) temps de migration suffisamment courts pour garamé bonne définition des
pics et donc une détermination correcte des mébilifMgC}] < 0,5 mM
(iii)  résolution suffisante des pics 1 et 2 : [Mg@! 0,3 mM
(iv)  symétrie de pic proche de celle obtenue en l'alselecMgCi : [MgCly] < 0,2
mM
Au vu de ces différentes considérations, nous avgoi® pour une concentration en
magnésium de 0,1 mM. Il est a noter que cette curat@on est d’'un a deux ordres de
grandeur plus faible que celle habituellement eygdolors de la mise en ceuvre de

l'interaction aptamére — thrombine (1 — 10 mM).
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3.1.2. Mise en ceuvre de I'électrophorese capillaitaffinité

Des électrolytes borate de sodium 20 mM (pH 9,%)temant une concentration
croissante d’aptamere (0,05 — 1001) ainsi que 0,1 mM de magnésium sont préparés par
dilutions successives, a partir d'une solution-méi@ptamere 10QuM réalisée dans un
tampon borate de sodium 20 mM (pH 9,5) contenami\N de magnésium, puis activée
thermiquement. La migration électrophorétique dehle@mbine (5uM dans I'électrolyte
borate de sodium 20 mM pH 9,5) est réalisée daneapiilaire en silice vierge, dans les
différents électrolytes préparés. Trois injectiosigccessives sont réalisées pour chaque
concentration en aptamere. L’échantillon de thrarabest homogénéisé au vortex entre
chaque série de mesures. La Figure 14 présentgd'ales profils électrophorétiques obtenus
selon la concentration en aptamére de I'électroldee |égere diminution des temps de
migration, visible surtout pour le pic Thr2 de feadmbine (Thr 2) est observée parallélement
a l'augmentation de la concentration en aptameagluisant la diminution de la mobilité
électrophorétique. Pour les concentrations en agiates plus élevées (10 — 10d), le pic
Thrl de la thrombine devient négatif, probablememtpartie du fait de I'absorbance de

'aptamere présent dans I'électrolyte.

150 - [aptameére]
NM OuM
E 100 0.1 M
S
—10p
~ 50 - _
">U 5 Thr 1 Thr 2 100 pM
D E 0 - : |
3= 0 2 4 6 8
S 50-
2
?  -100 -
o)
<
-150 -

Temps (min)

Figure 14 : évolution du profil électrophorétique e la thrombine lors de I'ajout de I'aptamére dans
I'électrolyte de séparation.Capillaire en silice vierge : 50m de diamétre interne, 35 cm de longueur totale
(détection 8,5 cm). Electrolyte de séparation abde sodium 20 mM (pH 9,5) + aptamere anti-thiamb,05

— 100 uM + MgCl, 0,1 mM. Marqueur neutre (MN) : solution aqueuseddaéthylformamide (0,05% v/v).
Echantillon : thrombine miM dans le borate de sodium 20 mM (pH 9,5). Injettiydrodynamique : MN (30
mbars, 3 s), BGE (30 mbars, 2 s), échantillon (8@ns, 3 s), BGE (30 mbars, 2 s). Tension appliquéé kV.
Température : 25°C. Détection par absorbance UdGan2n.

3.1.3. Correction de la mobilité électrophorétique

La variation de mobilité de la thrombine observées Ide I'ajout d’aptamére dans

I'électrolyte de séparation peut étre causée, qudrela complexation avec I'aptamere, par
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d’autres phénomenes tels que l'augmentation deosiiec et de force ionique qu’entraine
I'ajout de I'aptamére. Avant de pouvoir exploitesIrésultats obtenus, plusieurs corrections
doivent donc étre apportées aux mobilités électaigues mesurées :

(i) correction de viscosité

(i) correction des longueurs de migration

(i) correction de force ionique

3.1.3.1. Correction de viscosité

La mobilité électrophorétique d’'un composé ionigdépend de la viscosité de
I'électrolyte de séparation, suivant le modele deckes (I'ion étant considéré comme une
sphére dure imperméable au solvant) (Equation 1) :

ze
00 - == l

671N R S
m” est la mobilité du composé a dilution infineson nombre de charge,la charge de

I'électron, n la viscosité du solvant & le rayon hydrodynamique du composé (également
appelé rayon de Stockes).

Lors des expériences d’ACE, l'ajout d’'un des paters dans I'électrolyte de
séparation est susceptible d’entrainer une augtiamtde la viscosité de ce dernier, et donc
une diminution de la mobilité du composé injectdinAde s’assurer que I'évolution de
mobilité du substrat est due a la complexation aeetigand, et non aux variations de

viscosité, il est nécessaire de corriger la mabéiectrophorétique du substrat (Equation 2) :

corr _ n
mep - mep (2)
1o
Mep " €t Mep SONt la mobilité électrophorétique respectivenwantigée et non corrigée, la
viscosité de I'électrolyte considérésgtla viscosité de référence (ici celle de I'électtelsans

ligand).

Les mesures de viscosité par électrophorése dapitlansistent a remplir le capillaire
avec I'électrolyte de séparation, a injecter ungrigozone de marqueur neutre, puis a percoler
SOuS une pressidPy avec I'électrolyte. Le temps de sortie du marqueutre permet alors de
déterminer la viscositg de I'électrolyte selon la loi de Hagen-Poiseujlguation 3) [19] :

— dc2 I:)O t0

32L1 )
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dc est le diamétre interne du capillaire (fRy,la pression de percolation (P&)Je temps de
sortie du marqueur neutrg, et | les longueurs totale et effective du capillaireuPune
meilleure exactitude des mesures, le prodsiR®, peut étre calibré a I'aide d’une solution de
viscosité connue, comme I'éthyléne glycgl ¥ 16.1x10° Pa.s & 25°C) ou le diéthyléne
glycol (7 = 29.0x10° Pa.s & 25°C).

La viscosité de chacun des électrolytes employéA@&a a donc été déterminée via
cette procédure. Trois mesures ont été réaliséas ghaque concentration en aptamere. La
Figure 15 présente les résultats obtenus, qui setdisés lors de la correction des données
expérimentales obtenues en ACE. Il a été notéeuelume de solution dans le vial avait une
influence notable sur la valeur de la viscosité unés : il est donc important de réaliser les
différentes mesures sur des volumes de solutiomtiglees (50QuL). De fagon étonnante, la
viscosité de I'électrolyte augmente d’abord rapidamavec la concentration en aptamere

ajouté, puis semble atteindre un palier pour lesentrations supérieures a2d.

1.08

1.04 :

1.00 ¢ : + ’
0.96

0.92

Viscosité (cP)

0.88

0.84 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Concentration en aptamére dans I'électrolyte (  uM)

Figure 15 : viscosité de I'électrolyte borate de slium 20 mM (pH 9,5) en fonction de la concentratioren
aptameére anti-thrombine. Capillaire en silice vierge : 5@m de diamétre interne, 35 cm de longueur totale
(détection 26,5 cm). Electrolyte : borate de sod20mM (pH 9,5) + aptameére anti-thrombine 0,05 8 (10l +
MgCl, 0,1 mM. Marqueur neutre (MN): solution aqueuse diméthylformamide (0,05% v/v). Injection
hydrodynamique : MN (30 mbars, 3 s), BGE (30 mbarss). Percolation : 30 mbars. Température : 25°C.
Détection par absorbance UV a 200 nm.

3.1.3.2. Correction des longueurs de migration
Une correction de la longueur de migration estemgeht effectuée pour le marqueur
neutre (Equation 4) et pour I'échantillon (Equat®)ri20] :

INMCorr =l=(,+l;+1,)-051 (4)

" =1-1,-05l, (5)
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li est la longueur de zone correspondant a chageetion, calculée d’'apres la loi de Hagen-
Poiseuille (Equation 6) :
=l Pl g
32n L
d. est le diameétre du capillaire (B la pression d’injection (Pal),; le temps d’injectiony
la viscosité de I'électrolyte ét la longueur totale du capillaire. Les longueursndgration
corrigées doivent donc également tenir compte dedeosité de I'électrolyte mesurée, et

differeront ainsi en fonction de la concentrationaptamere dans I'électrolyte.

3.1.3.3. Correction de force ionique

Aucune variation notable du courant électriquegi&@observée lors de 'augmentation
de la concentration en aptaméfd ¢ 1 pA, soit une variation de 4% lors de I'ajout de 100
uM d’aptamere dans I'électrolyte), ce qui refleteeuforce ionique quasi-constante de
I'électrolyte de séparation. Ceci est cohérent deefait que la concentration en aptamere
(0,05 — 100uM) reste faible par rapport a celle des constitsiase I'électrolyte (acide
borique : 9,34 mM ; borate de sodium: 20 mM). kst donc pas utile de corriger les

mobilités électrophorétiques de ce facteur.

3.1.4. Exploitation des résultats

Aprés correction des longueurs de migration et deviscosité, la mobilité
électrophorétigue de chacun des pics de la thramlainété tracée en fonction de la
concentration en aptameére dans I'électrolyte. ltfisome d’adsorption obtenue (Figure 16)
montre une augmentation de la mobilité électroptiopué de la thrombine (en valeur absolue)
lorsque la concentration en aptamere dans I'élgtér@ugmente. Cette constatation est en
accord avec I'évolution attendue : en effet, la ptaxation de la thrombine, molécule de
grande taille (M = 37 423 g.md) et chargée négativement, avec I'aptamére, padyade
taille plus restreinte (M = 4 726,13 g.rifpl est susceptible de conduire & une faible
augmentation de taille couplée a une augmentatissimportante de la charge, aboutissant
ainsi a une augmentation de la mobilité électrogtmue (proportionnelle au rapport
chargel/taille). Rappelons qu'une éventuelle augatiemt de la force ionique due a la
présence de l'aptameéere dans I'électrolyte de s@&par@onduirait au phénomeéne inverse
(diminution de la mobilité électrophorétique). Iotherme est ensuite linéarisée suivant

plusieurs méthodes mathématiques (cf. Annexe 5).
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Figure 16 : isotherme d'adsorption de la thrombine: mobilité électrophorétique corrigée des pics 1u) et
2 (o) de la thrombine en fonction de la concentrationreaptamere dans I'électrolyte Conditions : cf. Figure
14.

La représentation de Scatchard (Figure 17A), iskuéa linéarisation de I'isotherme
par la méthode x-réciproque, fait apparaitre urmgtelipour les concentrations en aptamere

inférieures ou égales a 0,g2M.
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Figure 17 : linéarisation de l'isotherme d'adsorpton de la thrombine par la méthode x-réciproque (A)y-
réciproque (B), double-réciproque (C) et isothermg(D) pour les pics 1 &) et 2 () de la thrombine.
Conditions : cf. Figure 14.
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Au-dela de cette valeur, les points semblent suinee répartition aléatoire, sans doute du fait
de I'éloignement entre la gamme de concentratiola €onstante de dissociation ou d’'une
trop faible concentration en magnésium (1@®1). La linéarisation des données
expérimentales sera donc effectuée pour une ganenoertcentration en aptamere allant de
0,05 a 0,25uM.

Les représentations graphiques obtenues via l&ratites méthodes de linéarisation
sont présentées Figure 17. Les équations des slamteespondantes, ainsi que les constantes
de dissociation (K et les mobilités du complexe {,mo) qui en découlent figurent dans le
Tableau 7. Les valeurs de Kbtenues pour les deux pics de la thrombine (otiseenent 279
+ 280 et 110 £+ 98 nM) sont du méme ordre que cedipsrtées dans la littérature (240 *+ 16
nM [1] et ~ 450 nM [3]). Elles présentent cependane tres forte dispersion, due a
'hétérogénéité des valeurs obtenues pour lesrdiffés méthodes. Compte tenu de cette
dispersion, les affinités des deux pics peuverg étnsidérées comme équivalentes. Ces
résultats appuient I’hypothése selon laquelle kesxdpics observés correspondraient & des
formes différentes de la thrombine. La détermimatie la constante d’interaction étant trop

imprécise pour conclure, la deuxieme configuragaomisagée a donc été mise en ceuvre.

Tableau 7 : équation des droites (y = ax + b), commte de dissociation (k) et mobilité électrophorétique
du complexe (mmxo) obtenues par les différentes méthodes de linéaatson pour les deux pics de la
thrombine.

Pic | Méthodes a b R K4 (NM) Megue (10° cm?.V .51
X-réc 3,5331 -4,1541]  0,9713 283 -33,7
y-réc -0,1987 -0,1328]  0,9970 668 -37,5
1 double-réc 0,0461 -0,3381 0,979 136 -29,5
isotherme 34,794 -1,7054 0,9822 29
Moyenne 279 = 280 -33,6 £4,0
X-réc 4,0347 -2,6993] 0,9192 248 -46,7
y-réc -0,1622 -0,0069] 0,9984 43 -52,2
2 double-réc 0,0257 -0,228( 0,9752 113 -41,6
isotherme 26,6670  -1,5302 1,0000 37
Moyenne 110 £ 98 -46,8 £ 5,3

3.2. Injection de I'aptamere

3.2.1. Influence de la concentration en magnésiunr ¢ profil de 'aptamere

Afin d’étudier linfluence de la concentration enagnésium sur le comportement
électrophorétique de I'aptamére anti-thrombine, delitions d’aptamere a 10M dans

I'électrolyte contenant une concentration varialdle MgCh (0 — 10 mM), activées

29



Annexe 3 Etude de I'ireetion aptameére — thrombine par ACE

thermiquement ou non, ont été analysées par CZE léanorate de sodium 20 mM pH 9,5.
Contrairement a ce qui avait été observé pourdimgre anti-lysozyme, cette étude n'a mis
en évidence aucune influence notable de la coratériren magnésium ni de I'activation
thermique sur le comportement électrophorétiqué’aggamere anti-thrombine (mobilité et
profil). Ces observations corroborent certaineslé&uselon lesquelles la structure G-quartet
responsable de l'affinité de I'aptamere pourraitfa@ner en I'absence de cation stabilisant

[17], contrairement & ce qui est généralement admis

3.2.2. Mise en ceuvre de I'électrophorese capillaitaffinité

La migration électrophorétique de I'aptamere amtoinbine (5uM dans I'électrolyte
borate de sodium 20 mM (pH 9,5) + MgQI mM, activé thermiquement) est réalisée dans un
capillaire en silice vierge, dans des électrolytesate de sodium 20 mM (pH 9,5) contenant
une concentration croissante de thrombine (0,05uMp Trois injections successives sont
réalisées pour chaque concentration en thrombies. Pesures de viscosité sont également
réalisées pour chaque électrolyte afin d'effectaerorrection des mobilités expérimentales.
La Figure 18 présente I'allure des profils élechm@tiques obtenus selon la concentration en

thrombine dans I'électrolyte.
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Figure 18 : évolution du profil électrophorétique ¢ I'aptamere anti-thrombine lors de I'ajout de la
thrombine 0 uM (A), 0,1 uM (B), 0,5 uM (C) et 1 uM (D) dans I'électrolyte de séparation.Capillaire en
silice vierge : 5Qum de diamétre interne, 35 cm de longueur totalee@dién 8,5 cm). Electrolyte de séparation :
borate de sodium 20 mM (pH 9,5) + thrombine 0,05 gM. Marqueur neutre (MN) : solution aqueuse de
diméthylformamide (0,05% v/v). Echantillon : aptamenti-thrombine mM dans le borate de sodium 20 mM,
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pH 9,5 + MgC} 1 mM. Injection hydrodynamique : MN (30 mbars,)3BGE (30 mbars, 2 s), échantillon (30
mbars, 3 s), BGE (30 mbars, 2 s). Tension applique® kV. Température : 25°C. Détection par abande
UV a 254 nm.

A partir d’'une concentration en thrombine deu, I'aptamére n’est plus visualisé. Ceci
pourrait étre di a un phénomene de diffusion pfat gbule, causé par 'augmentation du
courant (voisin de 6QA pour une concentration en thrombine deM, au lieu de 4Q.A en
'absence de thrombine). Les données ne pourronc cgire exploitées que pour une
concentration en thrombine inférieure aM. Dans cette gamme de concentration, le courant

observé est relativement stable : les variation®ie ionique seront donc négligées.

3.2.3. Exploitation des résultats

Apres correction des longueurs de migration et deviscosité, la mobilité
électrophorétique de I'aptamere anti-thrombineéatgtcée en fonction de la concentration en
thrombine dans I'électrolyte. L’isotherme d’adsawpt obtenue (Figure 19) montre une
augmentation de la valeur absolue de la mobilit¢ajgamere lorsque la concentration en

thrombine dans I'électrolyte augmente.
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Figure 19 : isotherme d'adsorption de I'aptamere ati-thrombine : mobilité électrophorétique corrigée de
I'aptamere (AT) en fonction de la concentration enthrombine (Thr) dans I'électrolyte. Conditions : cf.

Figure 18.

L’évolution observée ne peut étre attribuée a uaeation de la force ionique : en effet,

'augmentation de celle-ci conduirait a une dimioatde la mobilité (en valeur absolue), ce
qui est contraire a I'évolution observée. En oukaeyariation de courant est négligeable, ce
qui indique que la force ionique de I'électrolyt® guasi-constante. L’évolution observée et

la constante d’affinité qui en découle semblentcdmprésentatives de I'interaction étudiée.
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Annexe 3 Etude de I'ireetion aptameére — thrombine par ACE

Les représentations graphiques obtenues via ldératites méthodes mathématiques de
linéarisation de [lisotherme sont présentées Fig@fk Les équations des droites
correspondantes, ainsi que les constantes de @isenc(Ky) et les mobilités du complexe

(mcpbf’) qui en découlent figurent dans le Tableau 8.
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Figure 20 : linéarisation de l'isotherme d’adsorpton de I'aptamére anti-thrombine par la méthode x-
réciproque (A), y-réciproque (B), double-réciproque(C) et isotherme (D).Conditions : cf. Figure 18.

Le Ky obtenu (75 £ 13 nM) est légerement inférieur aaleurs reportées dans la
littérature (240 £ 16 nM [1] et ~ 450 nM [3]) aingi’'a celles déterminées dans la premiéere
configuration. La dispersion est plus faible quesdka configuration précédente et du méme
ordre de grandeur que celle reportée dans laditigg. Ceci peut s’expliquer par une
meilleure homogénéité des valeurs obtenues viailésrentes méthodes. La mobilité du
complexe (-37,9 + 4,1 cnf.V'1s?) s'apparente & celle obtenue précédemment pour
l'interaction avec le pic Thrl de la thrombine (83 4,0 10 cnf.V™'.s'). On remarquera
notamment que cette valeur est différente de celteespondant au pic « inconnu » observé
lors de linjection directe du mélange &+ -9,9.10° cnf.V's'), ce qui confirme quil

s’agissait vraisemblablement d’'une impureté etswwioomplexe aptamere-thrombine.
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Annexe 3 Etude de I'ireetion aptameére — thrombine par ACE

La difference entre le Kobtenu et les valeurs reportées dans la littérapeut
provenir de I'utilisation de conditions opératoigiférentes, notamment en ce qui concernent
le tampon d’incubation de I'aptamére (borate dewod20 mM, MgC 1 mM (pH 9,5) au
lieu de Tris-HCI 20mM, KCI 5mM, MgGI1mM (pH 8,3) [1] ou NgHPO, 5mM, KH,PO,
5mM, MgChL 2mM (pH 8,2) [3]).

Tableau 8 : équation des droites, constante de digsation (Kg) et mobilité électrophorétique du complexe
(mcp.xo) obtenues par les différentes méthodes de linéaaison de I'isotherme d’adsorption de I'aptamére.

Méthodes a b R K4 (NM) Mg (10° cm?. V.51
X-réc -12,6590( -44,6920 0,971b 79 -33,2
y-réc -0,2764 | -0,0242| 0,9980 88 -40,3

double-réc -0,0215 0,2877 0,9881 75 -40,2

isotherme 17,6290 -0,8042 0,9763 57

Moyenne 7513 -37,9x4,1

3.3. Comparaison des deux configurations

L’étude de l'interaction aptamere-thrombine par A&germis d’accéder a des valeurs
de constante d’affinité cohérentes avec cellesrtées dans la littérature. La deuxieme
configuration testée (injection de I'aptamere) skngdus favorable pour cette détermination,
pour diverses raisons.

Tout d’'abord, les profils électrophorétiqgues depticanére présentent un pic unique,
alors que ceux de la thrombine sont constituésels gbics de mobilités différentes, dont
l'identification est ambigle. De plus, les valeuls constantes d'affinité présentent une
dispersion plus importante dans la premiéere cordigon que dans la deuxiéme. Enfin,
l'injection de I'aptamére dans un électrolyte comtet la thrombine permet de limiter la
consommation de I'aptamere par rapport a la cordigpn inverse.

Cette configuration semble en outre avoir leve arig I'ambiguité sur les deux pics
visualisés lors de linjection de la thrombine s legsultats (notamment la mobilité du

complexe) semblent indiquer que le pic 1 interpggférentiellement avec I'aptamere.

3.4. Etude complémentaire du lot n°2 de thrombine

3.4.1. Mise en ceuvre de I'électrophorese capillaitaffinité

L’interaction entre I'aptamére et la thrombine sslu lot n°2 a également été étudiée,

en employant la configuration 2 (injection de lampiere). On rappelle que ce lot ne contient
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Annexe 3 Etude de I'ireetion aptameére — thrombine par ACE

gue 4% en masse de thrombine, le reste étant tanstiajoritairement de sels de lyophilisat
(chlorure et citrate de sodium). Les concentratiemshrombine utilisées par la suite tiennent
compte de la teneur effective en protéine du ptodui

La migration électrophorétique de I'aptamere amtoinbine (25.M dans I'électrolyte
formiate de sodium 10 mM (pH 10,3) + MgQl mM, activé thermiquement) est réalisée dans
un capillaire en silice vierge, dans des électesytormiate de sodium 10 mM (pH 10,3)
contenant une concentration croissante de thromfige — 10uM) dans une gamme
identiqgue a celle employée précédemment lors deidé& du lot n°l. Cing injections
successives sont réalisées pour chaque concentetithrombine. Un post-conditionnement
(2 min eau, 5 min NaOH 0,1 M, 2 min eau sous umsgion de 935 mbars) est réalisé entre
chaque série de mesures afin de limiter I'éverguaiisorption de la protéine. Des mesures de
viscosité sont également réalisées pour chaquéedige. La Figure 21 présente l'allure des
profils électrophorétiques obtenus selon la comadinh en thrombine dans I'électrolyte.
L’ajout de la thrombine dans I'électrolyte de sépian entraine une augmentation rapide et
importante du courant (passage de 27 aA@vec I'ajout de 0,;%M de thrombine, pour une
tension appliquée de +30 kV), ce qui traduit umtef@augmentation de la force ionique due
aux sels présents dans la solution de thrombinetehaion de migration doit donc étre
adaptée a chaque concentration en thrombine afifimdter la diffusion par effet Joule
(maintien d’'un courant < 50A).
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Figure 21 : évolution du profil électrophorétique ¢ I'aptamere anti-thrombine lors de I'ajout de la
thrombine 0 pM (A), 0,5 uM (B), 1 uM (C), 2,5 uM (D), 5 uM (E) et 10 uM (F) dans I'électrolyte de
séparation.Capillaire en silice vierge : 50m de diamétre interne, 35 cm de longueur totalee(dién 26,5 cm).
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Electrolyte de séparation : formiate de sodium M (pH 10,3) + thrombine 0,5 — &M (lot n°2). Marqueur
neutre (MN) : solution aqueuse de diméthylformamid®5% v/v). Echantillon ; aptamere anti-thrombR&
uM dans le formiate de sodium 10 mM (pH 10,3) + MgQl mM, activé thermiquement. Injection
hydrodynamique : MN (20 mbars, 5 s), BGE (30 mbars), échantillon (20 mbars, 5 s), BGE (30 mbars).
Tension appliquée : +30 kV (A, B), +20 kV (C), +k% (D), +10 kV (E) et +5 kV (F). Courant : 37A (A), 50
uA (B), 32 uA (C), 40uA (D), 42 uA (E) et 35pA (F). Température : 25°C. Détection par absorbdsi¢ed 200
nm.

L’évolution du flux électroosmotique (aprés correctde viscositéne, ™"

en présence d’'une
guantité croissante de thrombine est présenté &i@2. Lorsque la concentration en
thrombine est faible (0 — 0,uM), on observe une légére augmentation du flux
électroosmotique lors de l'augmentation de la cotredion en thrombine, ce qui pourrait
s’expliquer par I'existence d’'une Iégére adsorptiandes interactions hydrophobes. Pour les
concentrations en thrombine plus élevées (;u®)b une diminution du flux est observée lors
de 'augmentation de la concentration en thromboeequi s’explique par 'augmentation de

la force ionique de I'électrolyte.
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Figure 22 : évolution du flux électroosmotique (caigé de la viscosité) en fonction de la concentratn en
thrombine dans I'électrolyte formiate de sodium 10nM pH 10,3. Conditions : cf. Figure 21.

3.4.2. Exploitation des résultats

Apres correction des longueurs de migration et deviscosité, la mobilité
électrophorétique de I'aptamere anti-thrombine gs@orrection de force ionique) a été tracée
en fonction de la concentration en thrombine dadlgdtrolyte. L'isotherme d’adsorption
obtenue (Figure 23) montre une diminution de l&wabbsolue de la mobilité de I'aptameére
lorsque la concentration en thrombine dans I'étdygtie augmente, ce qui est contraire aux

observations faites lors des expériences effectadasle lot n°1.
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Figure 23 : isotherme d’adsorption de I'aptameére ati-thrombine : mobilité électrophorétique corrigée de
'aptamére (AT) en fonction de la concentration enthrombine (Thr) dans I'électrolyte. Conditions : cf.

Figure 21.

Les représentations graphiques obtenues via lesahtes méthodes mathématiques

de linéarisation de l'isotherme sont présentéesreig4.
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Figure 24 : linéarisation de l'isotherme d’adsorpton de I'aptamére anti-thrombine par la méthode x-
réciproque (A), y-réciproque (B), double-réciproque(C) et isotherme (D).Conditions : cf. Figure 21.
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Les équations des droites correspondantes, aiesieguconstantes de dissociation)(Kt les
mobilités du complexe (gb]xo) qui en découlent figurent dans le Tableau 9.’&mskence de
correction de force ionique, la constante de dission obtenue est plus élevée que celle
observée avec le premier lot de thrombing KL uM au lieu de 75 nM), ce qui refléte une
affinité plus faible de I'aptamere. Ceci peut &g conséquence de 'augmentation de la
force ionique de I'électrolyte, du fait de la tenemportante en sels de ce lot. Afin de
déterminer si la diminution de mobilité observéa {(@leur absolue) lors de I'ajout de la
thrombine est due a la formation du complexe ola@gmentation de la force ionique, une

correction supplémentaire des données doit étrertge

Tableau 9 : équation des droites, constante de dissation (Ky) et mobilité électrophorétique du complexe
(mcp.xo) obtenues par les différentes méthodes de linéaaison de I'isotherme d’adsorption de I'aptamére.

Méthodes a b R K4 (NM) Ml (10° cn.V™.s?)
X-réc -0,8368 -1,1779 0,8337 1195 -45,5
y-réc -0,7952 -0,7585 0,9818 954 -48,2

double-réc -0,8888 -0,6724 0,9745 1312 -48,4

isotherme 0,4984 7,3719 1 498

Moyenne 990 + 360 -47,3+1,6

3.4.3. Prise en compte de I'effet de force ionique

Du fait de la forte concentration en sels de cedothrombine (96%), I'exploitation
des résultats doit tenir compte de 'augmentatierfaice ionique entrainée par I'ajout de la
thrombine dans ['électrolyte, celle-ci conduisant @ne diminution de mobilité
électrophorétique de I'aptamére. Cette correctierfalce ionique a été réalisée par mesure

expérimentale ainsi que par un calcul théorique.

3.4.3.1. Mise en évidence expérimentale

Une série d’expériences d’ACE a été menée selg@mdicole utilisé précédemment
en remplacant la thrombine par du chlorure de soditigure 26, carrés grikes résultats
expérimentaux correspondent aux losanges noirscomaentration en NaCl ajoutée a été
ajustée de facon a ce que la force ionique appa@té&électrolyte soit identique a celle
apportée par la thrombine. Pour cela, un étalonmag¢e réalisé, en reportant le courant
correspondant a diverses concentrations en NaCl.dioite obtenue permet alors de
déterminer la concentration en NaCl correspondantc@urant relevé dans I'électrolyte

contenant une concentration donnée de thrombimgei@i2s).
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Figure 25 : courant généré dans I'électrolyte formte de sodium 10 mM pH 10,3 contenant différentes
concentrations en NaCl et détermination de la conogration en NaCl équivalente. Capillaire en silice
vierge : 50um de diamétre interne, 35 cm de longueur totalectEdlyte : formiate de sodium 10 mM (pH 10,3)
+ NaCl 50 — 100 mM. Tension appliquée : +5 kV. Ténagure : 25°C.

L’équivalence entre les concentrations en thrombiren NaCl ainsi que la force ionique des

électrolytes correspondants sont reportées darsdieau 10.

Tableau 10 : concentration en thrombine dans I'él@mlyte, concentration en NaCl équivalente et force
ionique globale de I'électrolyte obtenu.

[Thr] ( pM) 0 0,5 1,0 2,5 5.0
[NaCl] s (mM) 0 43 8,6 215 43
FI (mM) 10 14,3 18,6 31,5 53,0

3.4.3.2. Modélisation

La correction de force ionique peut également i&atisée via le calcul de la mobilité
théorique de I'aptamere a la force ionique de ¢tttdyte, selon le modele empirique de
Friedl [21] (Equation 7) :

m,, (1) = m, (1) explan/zl, Jexpl- an'z! ) @)

megl) et mey(lg) sont respectivement la mobilité électrophorétigeel’aptamere a la force
ioniquel et a une force ionique de référemgéen I'absence de thrombine dans I'électrolyte),
z est la charge effective de I'aptamerevain facteur correctif (0,55 poar=1; 0,77 poug >
2). Cette relation est valable pour des composiémiguies (-1< z < -6) et pour des forces
ioniques comprises entre i@t 10'M.

L’aptamere anti-thrombine est composé de 15 nudést guanine (G) ou thymine
(T). Chaque nucléotide possede une charge to@teitiue de -1,731 :

(i) phosphate : 1 charge négative par nucléotide
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(i) base azotée : charge partielle de -0,731 par nicééa pH 10,3 (pKa = 9,3 : forme
acide (charge 0) : 26,9% ; forme basique (charpe?#3,1%)

L’aptamere possede donc une charge théodgssess 15 x (-1,731) = -26. Cependant, du fait
du phénoméne de condensation de contre-ions (epi€é I, partie 2), 75 a 80% de ces
charges négatives sont écrantées par interact@mlas cations de I'électrolyte [22]. Une
estimation de la charge effective de I'aptaméralest :z. = 0,2zns0= 0,2 X (-26) = -5,2.
Pour chaque concentration en thrombine, la moliiéérique de I'aptamére est donc
calculée en appliquant I'Equation 10 avge 10 mM,w = 0,77 etz=5,2. La force ionique |
de I'électrolyte est celle déterminée lors de laextion expérimentale par NaCl (
Tableau 10). L’évolution de mobilité théorique ahte est représentée sur la Figure 26 (ronds
blancs).

3.4.3.3. Résultats

Aprés correction de viscosité, I'évolution de la bitité électrophorétique de
'aptamere en fonction de la force ionique de Eélelyte obtenue via ces deux approches a
éte comparée a celle observée en présence de theo(Rigure 26).
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Figure 26 : évolution expérimentale de la mobilitélectrophorétique de I'aptamére anti-thrombine en
fonction de la force ionique de [I'électrolyte formate de sodium 10 mM (pH 10,3) contenant une
concentration croissante de thrombine (losange ngirou de NaCl (carré gris). Evolution théorique suiant
le modele de Friedl (rond blanc).

Les trois courbes se superposent quasi-parfaiteroenqui permet de tirer les conclusions
suivantes :
(i) L'évolution de la mobilité électrophorétique de ptamére lors de l'ajout de
thrombine dans I'électrolyte est uniquement du&aagmentation de force ionique
inhérente, et non a la formation du complexe, shmge défavorisée par la teneur

élevée en sels.
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(i) Les modélisations expérimentale et théorique dé&fetede la force ionique
conduisent aux mémes résultats, ce qui montre tanpece du modele utilisé

(Friedl) et valide I'estimation de la charge effeetde I'aptamere.

3.4.4. Effet de la concentration en magnésium

L'effet de la concentration en magnésium dans ditdyte et dans I'échantillon
d’aptameére a été évalué en effectuant trois sdigegpériences dans les conditions suivantes :
(i) absence de magnésium dans I'électrolyte et d@aksantillon, (i) absence de magnésium
dans I'électrolyte, magnésium 1 mM dans I'échamtillet (ii) magnésium 0,1 mM dans
I'électrolyte et 1 mM dans I'échantillon. Dans toles cas, I'évolution de la mobilité de
'aptamere observée semble due trés majoritaire@datvariation de force ionique induite
par I'ajout de la thrombine. Il semble donc que dets présents dans ce lot de thrombine

inhibent I'interaction avec I'aptamere.

4. Conclusion

L’étude de l'interaction aptamere-thrombine par A@¥ec détection UV a permis
d’accéder a des valeurs de constante d’affinitééities avec celles reportées dans la
littérature. La configuration consistant a injedtaptamére dans un électrolyte contenant la
thrombine est apparue préférable du fait de sedreum avantages :

- profil électrophorétique plus simple, constituérdpic unique
- plus faible dispersion des valeurs de constantiéirté obtenues via les différentes
méthodes de linéarisation

- limitation de la consommation d’aptamére

En présence d'une forte quantité de sels dansctiélgte de séparation, I'évolution de la
mobilité électrophorétique de I'aptameére lors dajolit de thrombine dans [I'électrolyte
semble uniquement due a I'augmentation de forcigji@ninhérente, et non a la formation du
complexe, sans doute défavorisée par la teneuréélesn sels. Les modélisations
expérimentale et théorique de l'effet de la form@que ont conduit a des résultats similaires,

ce qui a permis de valider le modele utilisé (medahpirique de Friedl).
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Annexe 4

Etude de linteraction aptamere — lysozyme par

électrophorese capillaire avec détection UV

1. Etude de /linteraction aptamere - Ilysozyme par

électrophorese capillaire d’affinité (ACE)

Aprés avoir montré la faisabilité de I'’étude datidraction aptamére-protéine en ACE-
UV sur I'exemple du couple aptameére-thrombine fgfnexe 3), nous avons appliqué cette
meéthodologie a la caractérisation de I'interactre I'aptamere anti-lysozyme et sa cible.
Ce systeme présente deux difficultés majeuresgpguort a celui étudié précédemment :

) nécessité de travailler en capillaire modifié afie limiter I'adsorption du
lysozyme, protéine fortement basique ;

(i) constante de dissociation plus faible d’un ordrey@gmdeur par rapport a celle du
couple aptamére-thrombine (<80 au lieu de ~10M), et trés inférieure a la
sensibilité de la détection UV (~Em).

Afin de résoudre ce probleme de sensibilité, I'étae I'interaction aptameére-lysozyme sera

eégalement réalisée avec une détection de fluorescen

1.1. ACE en capillaire HPC

D’aprés I'étude réalisée concernant la caractémisatu lysozyme en CZE, la
modification permanente du capillaire par I'hydrprypylcellulose (HPC) semble le
compromis le plus efficace pour limiter I'adsorptidu lysozyme tout en restant compatible
avec l'analyse de I'aptamére. Cependant, du faitedtéstence d’'une adsorption résiduelle du
lysozyme, et afin de limiter la consommation detiéanére, seule la configuration consistant

a injecter 'aptamere dans un électrolyte contefealysozyme sera mise en ceuvre.
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1.1.1. Mise en ceuvre expérimentale

La migration électrophorétique de I'aptamére aygbkyme (2QuM dans I'électrolyte
phosphate de sodium 30 mM (pH 7,0) + MgCImM, activé thermiquement : 90°C pendant
5 min) est réalisée dans un capillaire modifié H&&%hs des électrolytes phosphate de sodium
30 mM (pH 7,0) + MgGl 1 mM contenant une concentration croissante dezlyee (0,5 —

10 uM). Trois injections successives sont réalisées pbaque concentration en protéine. Un
post-conditionnement acide (1 min eau, 4 min H®4,15 min eau sous une pression de 935
mbars) est réalisé aprés chaque injection afin éwsorther le lysozyme éventuellement
adsorbé. Avant chaque injection, une mesure du dlextroosmotique résiduel est réalisée
par la méthode de William et Vigh [1]. La Figure ZWésente l'allure des profils
électrophorétiques obtenus selon la concentration lgsozyme dans ['électrolyte.
L’augmentation de la concentration en lysozyme dadtectrolyte de séparation conduit a
une déformation et a un étalement progressifs du da l'aptamere. A partir d’'une
concentration en lysozyme deull, les électrophérogrammes sont difficilement asales,
sans doute du fait de la forte absorbance de thélgte et de I'étalement du pic de
'aptamere. Pour les concentrations en lysozymersegres ou égales ay, on constate
I'apparition d’un pic négatif aux alentours de énntie migration (rg, ~ -4.10° cnf.V™'.s)

qui pourrait correspondre a la formation du comelekn effet, la complexation avec le
lysozyme, de masse plus élevée et de charge oppob#gtamere, devrait conduire a une
augmentation de la masse, et a une éventuelle dimnde la charge, aboutissant ainsi a une

réduction théorique de la mobilité.

mAU mAU
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30 30
20 20
'5123456789min 123456 7 8 9 min
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C D
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30 8
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10 2
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12345678 9min 12345678 9min

Figure 27 : évolution du profil électrophorétique & I'aptamére anti-lysozyme lors de I'ajout de lysogme 0
pM (A), 1 uM (B), 2 uM (C), et 10uM (D) dans I'électrolyte de séparationCapillaire modifi¢ HPC : 5am
de diametre interne, 35 cm de longueur totale ¢tére 8,5 cm). Electrolyte de séparation : phospldg
sodium 30 mM (pH 7,0) + Mgghlh mM + lysozyme 0,5 — 10M. Echantillon : aptameére anti-lysozyme (AL) 20

43



Annexe 4 Etude de l'interaction aptamére — lysoeypar CE avec détection UV

uM dans le phosphate de sodium 30 mM (pH 7,0) + MgCImM, activé thermiquement. Injection
hydrodynamique : échantillon (30 mbars, 3 s), B@P (nbars, 2 s). Tension appliquée : -20 kV. Post-
conditionnement : 1 min eau, 4 min HCI 0,1 M, 5 meiau (935 mbars). Température : 25°C. Détection par
absorbance UV & 200 nm.

La viscosité de chaque électrolyte est déterminée yme série de mesures
indépendantes réalisée dans un capillaire en silarge (4 mesures par électrolyte) afin de
réaliser une correction de viscosité sur la mesierda mobilité électrophorétique. Apres
chaque analyse, un post conditionnement est miseewe afin de désorber la protéine
eventuellement adsorbée : 1 min eau, 3 min HCI M) inmin eau, 3 min MeOH, 2 min eau
(pression de 935 mbars). La faible variation deraouobservée/| < 1 pA, soit 4% de
variation lors de I'ajout de 1QM de lysozyme) permet de négliger la variation decd

ionique engendrée par I'ajout de du lysozyme dahectrolyte.

1.1.2. Exploitation des résultats

La détermination du temps de migration de I'aptamest délicate du fait de la
déformation progressive du pic lorsque la concéptrtaen lysozyme dans [|'électrolyte
augmente. Afin de ne pas surestimer la mobilité’'algtamere, le temps de migratidg
considéré est celui correspondant au milieu du ifassbtenu selon le calcul

suivant (Equation 8) :

tn =t _(tﬁ%t%b) (8)
tqep €t tin Sont les temps correspondant respectivement auredanférieure et supérieure du
massif de I'aptamere.

Le flux électroosmotique résiduel est stable es fi@ible £ 0,5.10° cnf.V™'s?);
cependant, la mobilité électrophorétique de I'apgtaarest calculée en tenant compte de cette
valeur. Une tres Iégére augmentation du courardlestrvée lors de I'ajout du lysozyme dans
I'électrolyte (< 5% pour les concentrations en guoe les plus élevées) ; la variation de
force ionique sera donc considérée comme négligeabl

Apres correction des longueurs de migration et deviscosité, la mobilité
électrophorétique de I'aptameére anti-lysozyme daréige en fonction de la concentration en
lysozyme dans ['électrolyte. L'isotherme d’adsoopti obtenue (Figure 28) montre une
diminution de la valeur absolue de la mobilité Ggptamere lorsque la concentration en
lysozyme dans I'électrolyte augmente. Ceci peutiquer par le fait que la complexation

de I'aptamére chargé négativement avec le lysozymegé positivement pourrait conduire a
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une diminution de la charge et a une augmentatoladaille, et donc a une diminution du

rapport charge/taille.

mu. " (10° cm?Vvis™

-40 -

N
o
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0 2
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Figure 28 : isotherme d'adsorption de I'aptamere ati-thrombine : mobilité électrophorétique corrigée de
'aptamere anti-lysozyme (AL) en fonction de la cooentration en lysozyme (Lyso) dans I'électrolyte.
Conditions : cf. Figure 27.

Les représentations graphiques obtenues via l&ratites méthodes mathématiques

de linéarisation de I'isotherme sont présentéesrgig9.
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Figure 29 : linéarisation de l'isotherme d’adsorpton de I'aptamére anti-lysozyme par la méthode x-
réciproque (A), y-réciproque (B), double-réciproque(C) et isotherme (D).Conditions : cf. Figure 27.
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Les équations des droites correspondantes, airgsileguconstantes de dissociation
(Kg) et les mobilités du complexe (,mo) qui en découlent figurent dans le Tableau 11.
Tableau 11: équation des droites, constante de daxiation (K;) et mobilité électrophorétique du

complexe (mp.xo) obtenues par les différentes méthodes de linéaatson de l'isotherme d’adsorption de
'aptameére.

Méthodes a b R Kq (uM) Moy (10° cm.V.sh)
X-réc -0,4876 13,959 0,9879 2,05 -5,3
y-réc 0,0360 0,0677 0,998% 1,88 -6,1

double-réc 0,0717 0,0349 0,9981 2,05 -5,2

isotherme 0,4588 0,1793 0,9868 2,18 -

Moyenne 2,0+£0,1 -5,7+0,6

La mobilit¢ du complexe déterminée par linéarisatie5,7.10 cnf.V*s') est
cohérente avec I'apparition d’un pic de mobilité4-10° cn?.V*.s* aux fortes concentrations
en lysozyme. En revanche, la valeur deolitenue (2,M) est supérieure de deux ordres de
grandeurs a celle reportée dans la littératuren{@)L Cette faible affinité peut étre attribuée a
une interaction non spécifique entre l'aptameére let lysozyme, via des liaisons
électrostatiques entre les deux partenaires degebaspposées. Afin de pouvoir visualiser
l'interaction spécifique, il faudrait diminuer le®ncentrations en aptamere et en lysozyme
(~10® M), ce qui est difficilement envisageable commeut de la sensibilité de la détection

UV (~10° Mm).

1.2. ACE en capillaire HPC avec mesure simultanéeadrn,, et my.

L’emploi d’'un capillaire modifie HPC conduisant & dres faibles valeurs de flux
électroosmotique, celui-ci doit étre déterminé pel@amment via une méthode spécifique,
ce qui allonge les temps d’analyse et peut gérdrelimprécisions dans la détermination de
la mobilité électrophorétique de I'aptamére (lexfltésiduel pouvant présenter de légéres
variations d’'une analyse sur l'autre). Afin de alice probleme, une nouvelle méthodologie
couplant la méthode de William et Vigh [1] et le eoACE a été développée, consistant a

déterminer simultanément le flux résiduel et labiti@ de I'aptamere.

1.2.1. Mise en ceuvre expérimentale

La méthode est similaire a celle employée pouetarmhination du flux résiduel par la

méthode de William et Vigh [1], & I'exception duofmcole d’injection qui introduit
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l'injection d’'une zone d’aptamére apres la deuxieaore de neutre. La Figure 30 présente
l'allure des profils électrophorétiques obtenusosela concentration en lysozyme dans
I'électrolyte. Ceux-ci comportent deux ensemblesincts :
(i) un ensemble de trois pics fins, régulierement epamrrespondant aux trois zones
de marqueur neutre injectees ;
(ii) le pic de l'aptameére, qui présente une déformagibmin élargissement progressif

lors de 'augmentation de la concentration en lystz dans I'électrolyte.

mAU I!I

mAU
60 60
40 40
20 AL 20] AL
0

1 2 3 45 6 7 min 1 2 3 45 6 7 min

mAU mAU
o]

60 60
40 40
20 AL 20 AL
0 0

1 2 3 45 6 7 min 1 2 3 45 6 7 min

Figure 30 : évolution du profil électrophorétique & I'aptameére anti-lysozyme (AL) lors de I'ajout de
lysozyme OuM (A), 1 uM (B), 2 uM (C), et 3uM (D) dans I'électrolyte de séparation, en mode ACEouplé

a la méthode de William et Vigh.Capillaire modifié HPC : 5um de diametre interne, 35 cm de longueur
totale (détection 8,5 cm). Electrolyte de sépamatiphosphate de sodium 30 mM (pH 7,0) + MgCImM +
lysozyme 0,35 — 1QM. Echantillon : aptamére anti-lysozyme (AL) gM dans le phosphate de sodium 30 mM
(pH 7,0) + MgC} 1 mM, activé thermiquement. Injection hydrodynaneq neutre (30 mbars, 3 s), BGE (30
mbars, 30 s), neutre (30 mbars, 3 s), BGE (30 mi#ss), aptamere (30 mbars, 3 s), BGE (30 mbars, 2
Migration électrophorétique : -15 kV, 150 s. Injeathydrodynamique : neutre (30 mbars, 3 s), BAENnBars,

2 s). Percolation : 30 mbars. Température : 25%e&ion par absorbance UV a 200 nm.

1.2.2. Exploitation des résultats

Du fait de la déformation et de I'élargissementgoessif du massif de I'aptameére, le
temps de migration est relevé au milieu de celujEguation 11). Apres correction des
longueurs de migration et de la viscosité, la nigbilectrophorétique de I'aptamére anti-
lysozyme a été tracée en fonction de la conceotraéin lysozyme dans I'électrolyte.
L’isotherme d’adsorption obtenue (Figure 31) monine diminution de la valeur absolue de
la mobilité de I'aptameére lorsque la concentratonlysozyme dans I'électrolyte augmente,

ce qui est cohérent avec les observations faitégGEn classique.
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Figure 31 : isotherme d'adsorption de I'aptamere ati-thrombine : mobilité électrophorétique corrigée de
'aptamere anti-lysozyme (AL) en fonction de la cooentration en lysozyme (Lyso) dans I'électrolyte.

Conditions :

cf. Figure 30.

Les représentations graphiques obtenues via l&ratites méthodes mathématiques

de linéarisation de l'isotherme sont présentéesreig2.
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Figure 32 : linéarisation de l'isotherme d'adsorpton de I'aptamére anti-lysozyme par la méthode x-
réciproque (A), y-réciproque (B), double-réciproque(C) et isotherme (D).Conditions : cf. Figure 30.

Les équations des droites correspondantes, airsieguconstantes de dissociation)(Kt les

mobilités du complexe (mxo) qui en découlent figurent dans le Tableau 12cdmstante de

dissociation obtenue (348V1) est du méme ordre de grandeur que celle obtenuACE ;
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comme précédemment, cette valeur est trop élevéeapport a celle attendue, du fait de
linadéquation de la gamme de concentration emgoyen revanche, la mobilité du
complexe obtenue est positive (12,421enf.V1s?), & linverse de ce qui a été observé
précédemment, mais sa valeur relativement faibétereompatible avec I'asymptote de
l'isotherme d’adsorptionCette valeur n’est pas incohérente puisque le systst constitué
dans les conditions d’analyse de lysozyme positargnchargé et d’aptamére négativement
chargé.

Tableau 12: équation des droites, constante de daxiation (K;) et mobilité électrophorétique du

complexe (mp.xo) obtenues par les différentes méthodes de linéaaison de I'isotherme d'adsorption de
I'aptamere.

Méthodes a b R Kq (uM) Mepne (10° cm”. V.51
X-réc -0,2756 12,6490 0,703% 3,6 10,7
y-réc 0,0219 0,0765 0,8956 3,5 10,5

double-réc 0,0700 0,0195 0,9869 3,6 16,1

isotherme 0,2538 0,0800 0,9800 3,9 -

Moyenne 3,6 0,2 12,4+4,0

2. Etude de l'interaction aptamere — lysozyme parab/se

frontale électrocinétique continue (FACCE)

Les parametres de linteraction entre I'aptamerdi-lgpozyme et sa cible ont
également été déterminés par analyse frontale rétéoétique continue (FACCE). Le
capillaire a été modifié de facon permanente paydrfoxypropylcellulose (HPC) afin de
limiter 'adsorption du lysozyme. L’injection éleotinétique continue de mélanges aptamere
/ lysozyme a été réalisée, dans un électrolyte M@BSH 30 mM (pH 7). Compte tenu de
'existence d’'une adsorption résiduelle du lysozyrmee tension négative (-10 kV) est
appliguée afin de visualiser le front de migratide I'aptamére libre sans introduire le

lysozyme libre.

2.1. Etalonnage de la hauteur du palier de concerdtion de
I'aptamere

Dans un premier temps, nous avons verifié la lidate la hauteur des paliers de

concentration de I'aptameére libre en fonction deceacentration dans le mélange injecté.
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Pour cela, 'aptameére anti-lysozyme seul a ét&igjen mode FACCE, dans les conditions
décrites précédemment, a 6 niveaux de concentretiompris entre 5 et 50M. Le palier de
concentration obtenu étant parfaitement horizonial,détermination de sa hauteur est

effectuée sans ambiguité (Figure 33A).
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Figure 33 : électrophérogrammes obtenus par injeatin électrocinétique continue de I'aptamere (mode
FACCE) a différentes concentrations (5pM, 10 pM et 20 uM) en absence (A) ou en présence de
magnésium (B).Capillaire modifié HPC : 5qum de diameétre interne, 35 cm de longueur totalee(dién 26,5
cm). Echantillon : solution d’aptamere anti-lysozynd - 20 pM dilué dans I'électrolyte de séparation.
Electrolyte de séparation: MOPS/NaOH 30 mM (pH) A0MgCL 0 mM (A) ou 10 mM (B). Injection
électrocinétique continue. Tension appliquée :kK¢0Température : 25°C. Détection UV : 254 nm.

Une corrélation linéaire entre la concentratioraptamere et la hauteur du palier est obtenue
sur la gamme 5 - 20M (Figure 34A), alors que la linéarité est vérif@a la gamme 5 — 50
uM pour l'aire corrigée du pic obtenu en CZE (Figa4B). Une bonne répétabilité intra-
échantillon (CV < 2,5%) et inter-échantillon (CV K)%) a été observée. Les mesures
complémentaires de viscosité effectuées ont mouotré viscosité quasi-constante des
solutions d’aptamére sur la gamme de concentraéitudiée, ce qui n'a pas permis
d’expliquer I'écart a la linéarité pour la hautelur palier observé au-dela de 2Bl par un

eventuel phénomeéne de dimérisation.
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Figure 34 : corrélation entre la concentration en ptamere anti-lysozyme injectée et la hauteur du par
de concentration (A) ou l'aire corrigée (B) de I'apamere. Equations des droites de régression linéaire : A (n
3):y=1,2686x—1,3 }=0,9988) ; B (n = 6) : y = 0,5506x + 0,692F €R0,9912).

50



Annexe 4 Etude de l'interaction aptamére — lysoeypar CE avec détection UV

Capillaire modifié¢ HPC : 5@m de diamétre interne, 35 cm de longueur totaleedién 26,5 cm). Echantillon :
solution d’aptameére anti-lysozyme 5 — gl dilué dans I'électrolyte de séparation. Electtelge séparation :
MOPS/NaOH 30 mM (pH 7,0). Injection électrocinétiqaontinue (A) ou hydrodynamique (B). Tension
appliquée : -10 kV. Température : 25°C. Détectian:1254 nm.

L’étalonnage a également été réalisé en présenaeagaésium dans I'électrolyte. Les
profils obtenus en mode FACCE dans ces conditiogésemtent une légere perturbation peu
apres le front de migration, suivie d’un palierikontal (Figure 33B). De plus, la hauteur du
palier a 254 nm est plus faible (Figure 35B) qukecebtenue en I'absence de magnésium
(Figure 35A) (diminution de 30% en présence de Md@M mM). L'activation thermique
préalable de I'aptamere conduit a la disparitiorceke perturbations ainsi qu’a une diminution
supplémentaire (environ 20%) de la hauteur du péfgure 35C). Ces résultats pourraient
indiquer l'existence d'un changement de conformmatide I'aptamére en présence de

magnésium, comme notre étude de l'interaction apteroation le suggere [2].
120 -
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Figure 35 : corrélation entre la concentration en ptamere anti-lysozyme injectée et la hauteur du par

de concentration obtenu en I'absence de magnésiurA)(et en présence de magnésium sans (B) ou avec
activation thermique (C). Capillaire modifi¢ HPC : 5um de diametre interne, 35 cm de longueur totale
(détection 26,5 cm). Echantillon: solution d'aptam anti-lysozyme 5 - 50 dilué dans [I'électrolyte d
séparation. Electrolyte de séparation : MOPS/Na©OHn81 (pH 7,0) + Mgl 0 mM (A) ou 10 mM (B et C).
Activation thermique (C) : 5 min a 95°C, refroidéssent > 30 min a jJ, Injection électrocinétique continue.
Tension appliquée : -10 kV. Température : 25°Cebdn UV : 254 nm.

2.2. Etude de l'interaction aptamere — lysozyme pafFACCE

Au vu des tailles respectives des deux partenduesysteme, le lysozyme peut étre
considéré comme le substrat (S) et I'aptamere corl@mkgand (L). L’interaction entre
I'aptameére anti-lysozyme et sa cible peut étreitipar I'équilibre suivant (Equation 9), ou n
correspond au nombre de sites d’'interaction duzlyse (cf. Chapitre 3) :

S+nL < C 9

51



Annexe 4 Etude de l'interaction aptamére — lysoeypar CE avec détection UV

Deux configurations ont été envisagées pour I'étleléinteraction aptameére — lysozyme par
FACCE :

(i) injection de mélanges contenant une concepfratiariable d’aptamere et une
concentration constante de lysozyme ;

(ii) injection de mélanges contenant une conceptratonstante d’aptamere et une

concentration variable de lysozyme.

2.2.1. Injection de mélanges contenant une concatitin variable d’aptamere

et une concentration constante de lysozyme

2.2.1.1. En I'absence de magnésium dans I'électrodyde séparation

Des mélanges aptamére — lysozyme, de concenti@imstiante en lysozyme (201)
et de concentrations variables, réparties en 7anween aptamere anti-lysozyme (5 —80)
ont été préparés dans [|'électrolyte MOPS/NaOH 30 rqgWl 7,0) puis analysés par
électrophorése capillaire en mode FACCE. Les @pbtrogrammes obtenus se composent
d’'un front de migration prolongé d’'un palier de centration horizontal, de mobilité voisine
de -30.1CF cnf.vVis?!, attribué & I'aptamére libre présent dans le ngdafFigure 36). A
partir d’'une concentration en aptamere depdd, ce pallier est suivi d'un second palier
d’absorbance croissante (Figure 36a-b), qui pauctarespondre a I'adsorption du complexe

sur la paroi du capillaire.
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Figure 36 : électrophérogrammes obtenus par injeatn en mode FACCE de mélanges lysozyme a0/ -
aptamere 50 (a), 40 (b), 20 (c) et M (d). Capillaire modifié HPC : 5um de diamétre interne, 35 cm de
longueur totale (détection 26,5 cm). Echantillanélange lysozyme 2(M + aptamére anti-lysozyme 0 — 50

uM, incubé dans I'électrolyte de séparation. Eldgteode séparation : MOPS/NaOH 30 mM (pH 7,0). dtin
électrocinétique continue. Tension appliquée kKXt0Température : 25°C. Détection UV : 254 nm

La concentration en aptameére libre est déduiteadealteur du palier en utilisant la
droite d’étalonnage établie précédemment (Figur).3des données expérimentales ont été

exploitées en faisant jouer au lysozyme le rélswlestrat et a I'aptamere celui de ligand. La
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concentration en aptamere étant variable, la détetian des parametres de linteraction est
basée sur I'évolution de la concentration en ligéaqutamere) libre, directement mesurable.
L'isotherme d’adsorption (Figure 37A) et ses forméeéarisées (x-réciproque ou
représentation de Scatchard, y-réciproque et dagblproque) (Figure 37B-D) sont ensuite
obtenues via les equations établies dans I'anngxe.linéarité acceptable est obtenue sur la
gamme de concentration 10 — 30 uM en aptamereyiceogespond a une concentration en
aptamere libre située dans la gamme de linéaritéadeauteur du palier (< 20 uM). La
détermination des parametres de linteraction aptarms lysozyme (Tableau 13a) conduit a
des valeurs de constante de dissociation ligaeddsit (cf. paragraphe 3.2. de ce chapitre et
annexe) tres dispersées selon la méthode de Baéari considérée yk 754 £ 223uM, soit
une valeur supérieure de deux ordres de grandewaeurs déterminées précédemment par
électrophorése capillaire d’affinité {k= 1,2 + 0,7uM) et supérieure de quatre ordres de
grandeurs a celle reportée dans la littérature (B, a laquelle s’ajoute une précision

relativement faible. Le nombre de sites affinsledysozyme, n, est estimé a 0,46 + 0,01.
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Figure 37 : représentation des données expérimenes obtenues pour la détermination de l'interaction
aptameére — lysozyme par analyse frontale (cas deaptameére variable) sous les formes de I'isothermé\},
x-réciproque (B), y-réciproque (C) et double récipoque (D).Equations des droites de régression linéaire (n =
4) : (B) y = -1,3509x + 0,6228 {R= 0,8151) ; (C) y = 2,1331x + 2,0984%R 0,9997) ; (C) y = 1,2033x +
2,2361 (B = 0,8643). Conditions : cf. Figure 36.

2.2.1.2. En présence de magnésium dans I'électrayde séparation
Une série d’expériences similaires a été menégoemaat du magnésium (Mg£Lo

mM) dans ['électrolyte. La détermination des parae®e de l'interaction (Tableau 13b)
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conduit a un nombre de sites sur le lysozyme simaila celui obtenu en I'absence de
magnésium (n = 0,45 = 0,1) et & une constante skodation Iégerement plus faibley k
355 + 120uM), mais toujours peu précise et trés élevée pepard aux valeurs attendues.
L’ajout de MgC}h semble indiquer une augmentation de laffinitérente lysozyme et
'aptamere, peut-étre dd a un changement de coafoym mais les valeurs deyKestent
toujours trop élevées.

Tableau 13 : équation des droites et parametres diferaction obtenus via les différentes méthodes de

linéarisation pour l'interaction aptamére — lysozyne en mode FACCE (cas de I'aptamere variable) en
absence (a) ou en présence (b) de magnésium dag&eltrolyte.

(a) Sans MgC} (b) Avec MgCl, 10 mM
Méthodes a b R n kq (NM) a b R’ n kg (NM)
X-réc -1,3509| 0,6228 0,8151 0,46 740 -2,1910 0,9933 @8y8 0,45 456
y-réc 2,1331 2,0984 0,9997 0,47 984 2,2795 0,5084  0,9993 0,44 223
d-réc 1,2033 2,2361 0,8643 0,45 538 0,8592 2,2321 0,8b00 0,45 385
Moyenne 0,46+0,01| 754+223 0,45+0,01| 355120

2.2.2. Injection de mélanges contenant une concafibn constante en

aptameére et une concentration variable de lysozyme

2.2.2.1. En I'absence de magnésium dans I'électrodyde séparation

Des mélanges aptamere-lysozyme, de concentratitstastie en aptamere (M) et
de concentrations variables, réparties en 8 niveanxtysozyme (1-7QM) ont été préparées
dans I'électrolyte MOPS/NaOH 30 mM (pH 7,0) puisalgsés par électrophorése capillaire
en mode FACCE. Les électrophérogrammes obtenusrapasent d’'un front de migration
prolongé d’un palier de concentration horizont#tilzué a I'aptamére libre présent dans le

mélange, dont la hauteur diminue lorsque la proapode lysozyme augmente (Figure 38).
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Figure 38 : électrophérogrammes obtenus par injeadn en mode FACCE de mélanges aptamére 2 -
lysozyme 0 (a), 1 (b), 2 (c), 10 (d), 20 (e) et p@I (f). Capillaire modifi€¢ HPC : 5@m de diameétre interne, 35
cm de longueur totale (détection 26,5 cm). Echantil mélange aptamere anti-lysozymey@® + lysozyme 0 —

70 uM, incubé dans I'électrolyte de séparation. Eldgteode séparation : MOPS/NaOH 30 mM (pH 7,0).
Injection électrocinétique continue. Tension apydig : -10 kV. Température : 25°C. Détection UV 4 2
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La concentration en aptameére libre, située dagahame de linéarité (0 — 20M), est
déduite de la hauteur du palier en utilisant laitdral’étalonnage établie précédemment
(Figure 34A). Les données expérimentales ont épéoiges en faisant jouer au lysozyme le
réle de substrat et a I'aptameére celui de ligarad cancentration en ligand (aptamere) étant
constante, la détermination des parametres destddntion est basée sur I'évolution de la
concentration en substrat (lysozyme) libre. Ceile*étant pas directement accessible, elle
doit d’abord étre déterminée via une estimationeae des parametres d’interaction
(optimisation de n de fagcon a minimiser I'écarteygur les constantes calculées pour chaque
composition du systeme). L’isotherme d’adsorptiBigre 39A) et ses formes linéarisées (x-
réciprogue ou représentation de Scatchard, y-mégigr et double-réciproque) (Figure 39B-
D) sont ensuite obtenues via les équations étatidies I'annexe.
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Figure 39 : représentation des données expérimenés obtenues pour la détermination de l'interaction
aptamere — lysozyme par analyse frontale (cas dexftamere constant) sous les formes de I'isotherma)
x-réciproque (B), y-réciproque (C) et double récipoque (D).Conditions : cf. Figure 38.

Ces différentes méthodes de linéarisation permedfestimer les parametres de I'interaction
aptamere — lysozyme (Tableau 14). La constantasdedation (k) obtenue (23,3 = 6,6M)

est supérieure d'un ordre de grandeur aux valewterminées précédemment par
électrophorése capillaire d’affinité k= 1,2 £ 0,7uM) et supérieure de trois ordres de
grandeurs a celle reportée dans la littératuren(8L Le nombre de sites sur le lysozyme, n,
est de 0,42 + 0,08.
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Tableau 14 : détermination des paramétres de lintection aptamére — lysozyme par les méthodes de
linéarisation et le calcul direct.Conditions : cf. Figure 38.

. . % de
Equation des droites ks (M) n (Apt/lyso) sites
. kqr: 69,2 £3,9 n,: 0,42
Calcul direct - kpp:103+13 | np: 1,83 -
S x-réc :y = -0,0407x + 0,0182 = 0,6829)
Linearisation y-réc 1 y = 2,0788x + 60,6870 (R 0,8392) 23,3+ 6,6 0,42 + 0,08 -
Lyso 1 —70uM d-réc : y = 48,4630x + 3,0082 (R 0,9922)
PR : x-réc :y = -0,0794x + 0,0214 (2R: 0,5285)
Linearisation y-réc 1y = 4,7487x + 42,4100 (= 0,8797) 11,725 0,25 + 0,04 93
Lyso 1 —20uM d-réc : y = 47,9320x + 3,5201 (R 0,9912)
S x-réc : y = -0,0053x + 0.0084 (== 0,7904)
Linearisation y-réc 1y = 0,6640x + 117,5100 (R 0,8523) | 1809 + 6,7 1,53 + 0,05 7
Lyso 20 — 70uM | ¢ :y = 117,5600x + 0,6640 (R 0,9997)

Dans la gamme de concentration en lysozyme étuldiéeprésentation de Scatchard
se compose de deux segments de droites (Figure 88B)hénomene se retrouve, dans une
moindre mesure, sur les représentations y-récigr@juouble-réciproque. La détermination

des parameétres des deux segments de droite candwialeurs suivantes (Tableau 14) :

Kap=11,7+£2,5M n; =0,25 + 0,04 (1< [lyso] < 2(M soit 1< r=Apt/Lyso < 20)
Kq2=180,9 6, 1iM n,=1,53 + 0,05 (20< [lyso] < 70M soit 0,3< r=Apt/Lyso < 1)

Ces résultats traduisent une tendance du lysozysediar a I'aptameére par l'intermédiaire de
deux classes de sites d’affinités différentes, wiesgmblerait correspondre a un mécanisme
anticoopératif (kg < ky2). La proportion relative de chacun des sites @géngt déterminée en
calculant la contribution relative de leuy &u k global. 1l résulte ainsi qu’il existe environ
7% de sites de faible affinité et environ 93% dessd’affinité plus élevée.

Trois autres séries d’expériences identiques ontduid a des résultats similaires
(Tableau 15), démontrant la répétabilité de la wd¢hdéveloppée.

Tableau 15 : constante de dissociation gket nombre de sites sur le lysozyme obtenus lorgsltrois séries
d’expérience en FACCE par estimation directe (1 <yso] < 20uM).

Série d’expériences | kg (uM) n,
1(90113) 69,2 + 3,9 0,42
2 (90108) 61,3+0,8 0,36
3(90115) 65,4 = 1,0 0,40
4 (90115) 61,7 + 1,9 0,37
Moyenne 64,4 + 3,7 0,39 + 0,03
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2.2.2.2. En présence de magnésium dans I'électrayde séparation

Une série d’expériences similaires a été menégoataat du magnésium (Mgelo

mM) dans I'électrolyte. L'isotherme d’adsorptionses formes linéarisées sont représentées

sur la Figure 40.
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Figure 40 : représentation des données expérimenes obtenues pour la détermination de l'interaction
aptamere — lysozyme en présence de magnésium paiagyse frontale (cas de I'aptamere constant) soussle
formes de Il'isotherme (A), x-réciproque (B), y-régroque (C) et double réciproque (D).Conditions : cf.
Figure 38, sauf électrolyte de séparation : MOPSIN&SO mM (pH 7,0) + MgGI10 mM.

Contrairement a ce qui a été observé en l'absercenadgnésium dans I'électrolyte de
séparation, les représentations graphiques obteunésgntent une linéarité acceptable. Le
Tableau 16 regroupe les équations des droites gideametres d’interaction obtenus via les
différentes meéthodes de linéarisation. La constdatdissociation (k= 74,1 + 7,QuM) est du
méme ordre que celle obtenue en 'absence de magnésandis que le nombre de sites sur
le lysozyme présente une valeur légérement plugélg = 0,75 + 0,04).

Tableau 16 : équation des droites et paramétres diferaction obtenus via les différentes méthodes de

linéarisation pour l'interaction aptamere — lysozyne en mode FACCE (cas de I'aptamére constant) en
présence de magnésium dans I'électrolyte.

Méthodes a b R n kq (uM)
X-réc -0,0139 0,0102 0,9337 0,73 71,9
y-réc 1,3953 98,0150 0,9687 0,72 70,2
d-réc 100,2800| 1,2535 0,9955 0,80 80,0

Moyenne 0,75+0,04] 74,1+£7,0
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3. Conclusion

L’étude de I'interaction entre I'aptamere anti-lggme et sa cible par électrophorese
capillaire par ACE et FACCE) avec détection UV awb a des constantes d’affinités de
I'ordre de 10 & 10° M respectivement, supérieures de plusieurs ordeegrandeurs aux
valeurs attendues. Il semble donc que la faiblsibgité de la détection UV ne permette pas
de visualiser l'interaction spécifique entre I'aptre et sa cible, mais uniquement des
interactions non-spécifiques, d'affinité plus faibl Afin d’appuyer cette hypotheése,
l'interaction entre le lysozyme et un aptamere spécifique ('aptamére anti-thrombine) a
ete éetudiée par FACCE, et a conduit a I'obtentiamel constante de dissociation du méme
ordre que celle observée lors de l'interaction akegatamere spécifique gk~ 50 uM) : il
s’agit donc vraisemblablement d’'une interaction tgpee électrostatique entre I'aptameére
chargé négativement et le lysozyme chargé positwne pH neutre.

Afin de visualiser l'interaction spécifique enttedtamére anti-lysozyme et sa cible, un mode
de détection plus sensible devra donc étre miswemegetel que la détection de fluorescence,

impliquant le marquage de I'un des deux partengieesin fluorophore.

[1] Williams, B. A., Vigh, G.,Anal. Chem1996,68, 1174-1180
[2] Girardot, M., Gareil, P., Varenne, Alectrophoresi®2010,31, 546-555
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Annexe 5

Détermination des parametres d’interaction non-

covalente en solution par électrophorese capillaire

1. Introduction

Plusieurs méthodes de détermination de paraméingsredction non-covalente ont été
décrites en électrophorese capillaire. Parmi cethadés, on distingue celles basées sur
I'électrophorese de zone, pour lesquelles de faibbdumes d’échantillon sont injectés, et les
méthodes basées sur I'analyse frontale électragirgt nécessitant I'injection de volumes
plus importants. Parmi les méthodes basées sacitéphorése de zone, on distingue :

- la méthode par injection directe (DI) du mélangs deux partenaires de l'interaction,
egalement appelée électrophorese capillaire houditre de mélanges équilibrés
(NECEEM) [1], qui quantifie directement les formmsmplexée et libre ;

- les méthodes basées sur la variation de la mol#élgétrophorétigue du substrat
(électrophorese capillaire d’affinité, ACE [2, 3Phu du ligand (électrophorése
capillaire d’affinité et de vacance, VACE [4]) emgleée par la variation de la
concentration en ligand dans I'électrolyte de s&fam ;

- les méthodes fondées sur la détermination des d@&qscs de vacance telles que la
méthode Himmel-Dreyer (HD) [5].

Dans cette annexe, nous détaillerons le princigendéthodes électrophorétiques de
détermination de paramétres d’interaction employd@ss le cadre des travaux de thése
présentés (ACE et FACCE) ainsi que les traitemeratthématiques permettant d’accéder aux

parametres d’interaction.
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2. Détermination de parametres dinteraction par

électrophorese capillaire d’affinité (ACE)

2.1. Principe de I'électrophorése capillaire d’affnité (ACE)

L’électrophorése capillaire d’affinité Affinity Capillary electrophoresjs ACE)
consiste a injecter une courte zone de I'un detepaires (généralement le substrat) dans un
électrolyte de séparation contenant une concemtratiroissante de l'autre partenaire
(généralement le ligand). La complexation aveddand entraine une variation du rapport
chargel/taille et donc de la mobilité électrophopéti du substrat. Un exemple typique
d’évolution du profil électrophorétique est présehigure 41. Cette variation de mobilité peut
ensuite étre reliée a la constante d’interactiorta anobilité du complexe formé et a la
concentration en ligand libre dans la zone de sab<Tette derniére n’étant pas connue, elle
est en général assimilée a la concentration emdidire totale. Il n’est en particulier pas
nécessaire de connaitre avec précision la contientrdu substrat injecté, ce qui constitue
'un des avantages majeurs de cette méthode, natamdans le cas des protéines. La
simplicité de sa mise en ceuvre et de l'accés aumnéks expeérimentales font de

I'électrophorese capillaire d’affinité 'une des tinédes de détermination de constantes les

plus utilisées.
3 Substrat
Substrat 5 "
. o * libre
libre 2| MN
A
Temps de migration
[ \ Equilibre substrat
MN libre/complexé
Equilibre substrat
Substrat \ libre/complexé
_ MN
[ligand] 1 _A N
\ Substrat
MN complexé
\ - A P —

*MN : marqueur neutre

Figure 41 : électrophérogrammes-types obtenus lorde la mise en ceuvre de I'électrophorése capillaire
d’affinité
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2.2. Détermination des paramétres d’interaction das le cas d’'une

interaction monomoléculaire

2.2.1. Isotherme d’adsorption et formes linéarisées

La constante de formatiorK; associée a un équilibore de complexation de

stoechiométrie 1:1 peut s’écrire (Equation 1) :
Ky :[g[]c':[]t] 1)

ou [C], [S] et [L] sont respectivement les concatitms a I'équilibre du complexe, du
substrat libre et du ligand libre.

Lorsque le substrat est injecté dans I'électrotideséparation contenant le ligand, la
mobilité électrophorétique effectiyé™s du substrat en équilibre avec le ligand est la moge
des mobilités absolues des formes lihte) (et liée f'c) du substrat, pondérées par leur

fraction molaire (Equation 2) :

U =%y°s+%uoc (2)

L’introduction de I'Equation 1 dans I'expressionépédente conduit alors a lisotherme
d’adsorption (Equation 3) :
KelL] .

eff 1
1K X °

T (1 (ah

3)

u

Des méthodes de linéarisation mathématique detHésme d’adsorption permettent
ensuite d'accéder aux parameétres de [linteractidableau 17). Outre la constante
d’interactionK;, les méthodes x-réciproque, y-réciproque et detdatgroque fournissent la
mobilité absolue du complexg’,, tandis que la méthode de Iisotherme nécessite la
détermination préalable de la valeurde Une bonne estimation de cette derniére peut étre
obtenue par mesure de la mobilité effective lirdilesubstrat en présence d’'une concentration
en ligand élevée.

Afin d’obtenir des corrélations linéaires satisfaites, ces méthodes requierent une
différence significative entre les mobilités desnies libre et liée du substrat. Bien que les
formes algébriques de ces quatre équations sajentadentes, la précision expérimentale des
variables posséde un impact différent suivant lgisetont présentes au numérateur ou au
dénominateur. Par exemple, les méthodes x-réciprogu double-réciproque, qui font

apparaitre la variable 1/[L], donnent plus de patiistique aux données correspondant aux
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faibles concentrations en ligand, pour lesquebegrécision expérimentale est plus faible [6,

7].

Tableau 17 : formes linéarisées de lisotherme d’abrption pour la détermination des paramétres
d’interaction en électrophoréese capillaire d’'affinté (ACE).

Méthode Equation (y = a.x + b) K B s
Isotherme L'ueﬁs =K; [L] = f([L]) a Exp
ﬂEﬁS ‘,U c
«
x-réciproque ih& =K, (,ueﬁs —,uos)+ K, (,u°c —,uos) = f(;ﬁﬁs —,uos) -a =
[L] [L] 1 a
-réci — = ; ; — = f(L R =
y-réciprogue s —1's ,uC—,uS+Kf(,uC—,Lls) ([ ]) 5
Double- 1 _ 1 1, 1 _ f( 1} b 1
réciproque u's-p's K, (,Lfc —,u°s)m Uec—U's m a b

2.2.2. Correction de viscosité

La validité de la méthode implique que la variatib® mobilité observée soit due
uniguement a la complexation avec le ligand. A meswe la concentration en ligand dans
I'électrolyte augmente, il est donc nécessaire aleiger la variation de mobilité due aux
changements de force ionique et de mobilité dediéblyte [8]. Dans la majorité des cas,
seule la variation de viscosité est considéréeyalaation de force ionique pouvant étre
négligée (ce qui est justifié lorsque le ligand restitre ou faiblement concentré par rapport a
I'électrolyte de séparation). Les mobilités expdéitales sont corrigées par un terme correctif
v (Equation 4) :

p=1 4)
To
avec; la viscosité de I'électrolyte contenant le ligaad niveaui et 5, la viscosité de

I'électrolyte en I'absence de ligand [9].

2.2.3. Cas des cinétiques lentes

La complexation devant se réaliser dynamiquemerdoaus de la migration dans le
capillaire, I'électrophorése capillaire d’affinitéest adaptée que pour I'étude d’interactions
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présentant des cinétiques rapides de formatiore edigsociation du complexe. Lorsque la
dissociation du complexe est lente relativemertemps de migration, c’est-a-dire lorsque le
rapport In2k.¢ (aveckys la constante de vitesse de dissociation) est mypéx 1% du temps

total de migration, le profil électrophorétique dubstrat est susceptible d’étre déformé
(élargissement, trainée, division partielle voirgpdrition du pic) [10], ce qui peut fausser la

détermination des paramétres d’interaction.

2.2.4. Méthodes de remplissage partiel du capibair

L’'un des inconvénients majeurs de I'électrophoresgillaire d’affinité est la
consommation relativement importante de ligand.eHet, celui-ci doit étre présent dans le
capillaire au moment de l'injection du substratispatroduit en continu lors de la migration
électrophorétique. Afin de réduire le volume deatig consommé, des méthodes de
remplissage partiel ont été développées [11, 1ZnsDce cas, le capillaire est rempli
initialement par I'électrolyte de séparation, puiislarge créneau de ligand est introduit et une
courte zone de substrat est injectée. Au coursaduigration électrophorétique, la zone de
substrat traverse le créneau de ligand, soit ot soit en partie. Comme pour I'ACE
classique, la variation de la mobilité électrophiorée du substrat observée est corrélée a la
concentration en ligand et a la constante d’intevad<;. Néanmoins, cette méthode nécessite
une bonne connaissance préalable du comportemectrofihorétigue des partenaires de
I'interaction, tant sous leur forme libre que coaxdle, et est généralement assez délicate a

mettre en ceuvre.

3. Détermination de parametres d’interaction par agse

frontale électrocinétique continue (FACCE)

3.1. Principe de l'analyse frontale électrocinétiqa continue
(FACCE)

Contrairement aux méthodes de détermination de taoles basées sur
I'électrophorese de zone (telles que I'électropberéapillaire d’affinité) pour lesquelles un
faible volume d’échantillon est injecté, I'analyfsentale consiste a injecter, dans un capillaire

ne contenant que I'électrolyte de séparation, ugelaolume d’'un mélange substrat — ligand
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préalablement incubé. De cette facon, I'intégrigel’dquilibre considéré est conservée, les
partenaires de linteraction n’étant que partiekain séparés lors de la migration
électrophorétique. Il existe deux variantes deecetiéthode, qui different par le mode
d’injection de [I'échantillon (hydrodynamique (FACE)u électrocinétique en continu

(FACCE)).

L’'analyse frontale électrocinétique continue caesis injecter continlment un
mélange substrat — ligand, préalablement incubés datectrolyte de séparation, par
application d’'un champ électrique [13]. La migratiélectrophorétique des constituants du
mélange conduit a la formation de fronts de migragépareés selon les mobilités des espéces
correspondantes. Lorsque toutes les espéces d@msaant détectées, I'injection du mélange
conduit a l'apparition de trois fronts de migrati@orrespondant au substrat, au ligand et au
complexe substrat — ligand formé (Figure 42). Sidand possede la mobilité apparente la
plus élevée, le premier front marque l'arrivée déva détecteur du ligand libre seul (L), a sa
concentration d’équilibre avec le substrat. Les xdefoonts suivants correspondent
respectivement au complexe (C) et au substrat (Byen équilibre. Ces fronts de migration
se prolongent par des paliers de concentrationessifs. L'étalonnage de la hauteur du
premier palier, réalisé par injection du ligandlseermet de déterminer la concentration en
ligand libre dans le mélange substrat — ligandi'en déduire les paramétres de I'interaction

via I’écriture des bilans — matiére.

S
C
L
BGE BGE Ech. BGE Ech. BGE Temps ]

Figure 42 : représentation schématique de la miseneeuvre de I'analyse frontale électrocinétique coimue
et allure de I'électrophérogramme obtenu.Détection des espéces dans l'ordre des mobiliggsrantes
décroissantes : L, CetS.Noir: L+ S+ C; ¢piscé : L + C ; gris clair : L.

3.2. Détermination des parametres d’interaction

3.2.1. Cas général de I'adsorption de ligands sursubstrat

Considérons l'interaction entre un substrat ()religand (L) pouvant étre décrite par
la formation d’'un complexe (C) de stoechiométrie L!équilibre correspondant peut s’écrire
(Equation 5) :
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S+nL < C (5)
La constante de formatioK{= 1/Kg) est définie comme suit (Equation 6) :
C
[C] ©6)

ISl
ou [C], [S] and [L] sont respectivement les concatimns a I'équilibre du complexe, du
substrat libre et du ligand libre.

Dans le cas d'un systéme constitué par deux pamsndont au moins I'un est de
grande dimension moléculaire et susceptible deosedmer a plusieurs entités du second
partenaire, lI'espece possédant le plus grand nonderesites d’interaction potentiels
(correspondant le plus souvent au partenaire de gtande dimension) est généralement
considérée comme le substrat, tandis que le separtdnaire, supposé ne présenter qu’un
seul mode de liaison, est considéré comme le ligdDette situation concerne tout
particulierement les systemes d’intérét biologigteds que l'interaction protéine — petite
molécule. Ainsi, a I'exception d'une interaction d&&oechiométrie 1:1 correspondant a
I'existence d’un site sur chacun des partenaiessybles du substrat et du ligand ne sont pas
symétriques. En particulier, le nombre de sitekfini dans ce modéle correspond au nombre

de sites sur le substrat et non l'inverse.

3.2.2. Modéle multi-sites [6]

Considérons un substrat possédansites d’interaction avec le ligand, d'énergies
identiques. L’interaction élémentaire entre un rigiel et un site s sur le substrat peut se
traduire par I'équilibre monomoléculaire suivant(iation 7) :

s+L=sL (7)
Dans ce modele, les paramétres d'interaction somoimbre de sites d’interactionet la
constante d’association ligand-site ou constantengequek; (=1/kg), définie comme suit

(Equation 8) :

(8)

Les équations de conservation de la matiere s'@atipour ce systeme (Equations 9 et 10) :
L]y =[L]+[sL] (9)
[sl, =[s]+[sL]=nls], (10)
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ou [L]o et [s}h sont les concentrations initiales en ligand etsées, et [L] et [s] les
concentrations en ligand et en sites libres a Ildxa.

Supposons que I'on fasse varierdlpour une concentration initiale en substrat fixée,
et que I'on soit capable de déterminer directerteenbncentration en ligand libre [L]. Le taux
d’association moyem du ligand L sur le substrat S, qui permet ensdieccéder aux
parametres etk de I'interaction, est défini par (Equation 11):

OIS (S YRR (8
(S, [S*ls] 1k

(11)

Le graphe =f([L]), d’allure hyperbolique, est appelé isotherdiadsorption du ligand sur le
substrat. Son tracé permet d’accéder aux valeur& den par ajustement non linéaire
(Tableau 18a). Cette isotherme peut également létéarisée afin de déterminer les
parameétres d’interaction par régression linéaireisTméthodes de linéarisation fondées sur
des réarrangements de la relation (11) sont aiosraecnment décrites. L'équation et la
détermination d& et n correspondant a chaque méthode sont préseatdés le Tableau 18a.
Comme pour I'électrophorese capillaire d’affinilé, poids statistique attribué aux points

expérimentaux differe selon les méthodes.

Si 'on fait varier [sh pour une concentration initiale en ligand fixée,d&finit le taux
d’association moyen; du substrat sur le ligand (Equation 12) :

C_IS-ISI__ [s=l]  _ KklS]
T [, n(L+[s-L)  1¥nk,[S]

(12)

Les parametres d’interaction peuvent alors étrerdéhés a partir de la concentration en
substrat libre [S] via des méthodes d’ajustemardalire et de linéarisation tres similaires a
celles décrites précédemment (Tableau 18b). Someentration en substrat libre n’est pas
accessible expérimentalement, elle doit étre dédaipartir de la concentration en ligand
libre. La stoechiométrie de la complexation n’éfaas connue a priori, une estimation directe
doit étre réalisée dans un premier temps. La cotestde formation est calculée pour chaque
systeme de composition chimique fixée, a parti(Etpiation 13) :
_ [L], - [L]
" ILIx (nS], - [L], +IL)

La valeur den est optimisée de fagon & minimiser la dispersigries valeurs d& obtenues

(13)

pour les systemes chimiques de composition différétudiés, et [S] est calculé a I'aide du

bilan matiere suivant (Equation 14):
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[S]=[S], -[C]=[S], -%

(14)

Tableau 18 : isotherme d’adsorption et ses formesnkarisées pour la détermination de la constante
d’interaction k¢ et du nombre de sites sur le substrat en analyse frontale

Méthode Equation (y = a.x + b) ks n
Ordonnée de
d!sotherme r=f ([L]) Pente\d(,e I:_;l . lasymptote
adsorption tangente a l'origine horizontale
x-réciproque r b
¥ (a) q (représentation de | —— =nk; —rk; —a T
vaﬁggle Scatchard) [L] a
substrat’ _récioroque M = i M a 1
constant y-reciprod rnki n b a
1 1 1 b 1
Double-réciproque F = nk. [L] +H - E
f a
Ordonnée de
d!sotherrr_le ro=f ([S]) Pente\d’e I<’_:1 _ lasymptote
adsorption s tangente a l'origine horizontale
x-réciproque r
s l(ob) (représentation de | —— =K; —nk;rg ~b -alb
ubstrat Scatchard) [S]
variable,
ligand -réciproque 8.1 +nS] 1 a
constant yreciprog I ¢ b
. 1_1 1 b
Double-réciproque - = -
r. k[ a
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Annexe 6

Composition des différents électrolytes de séparain

utilisés

Les tableaux suivants fournissent la force ionigieepH et la composition des

différents électrolytes décrits dans ce manuscrit.

Acétate de sodium

Force ioniqgue (mM) | pH Acide acétique (mM) Acétate de sodium (mM)
30 5,0 14,44 29,99
Bis-Tris/HCI
Force ionigue (mM) | pH Bis-Tris (mM) HCI (mM)
30 5,7 34,01 30,00
6,2 42,68 30,00

Borate de sodium

Force ionigue (mM) | pH Acide borigue (mM) Borate de sodium (mM)
9 9,2 8,67 9,00
20 9,5 9,34 20,00

Formiate d’ammonium

Force ionique (mM) | pH | Formiate d’ammonium (mM) Ammoniac (mM)
10 8,9 9,99 59,29
9,8 9,92 470,96
30 9,1 29,98 267,50
10,0 29,67 2239,26

Formiate de sodium

Force ioniqgue (mM) | pH Acide formique (mM) Formiate de sodium (mM)

30 3,3 30,00 53,35
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MES/NaOH
Force ionigue (mM) | pH MES (mM) NaOH (mM)
6,0 64,14 30,00
30 6,2 51,54 30,00
6,4 43,59 30,00
MOPS/NaOH
Force ioniqgue (mM) | pH MOPS (mM) NaOH (mM)
10 7,4 15,61 10,00
30 7,0 70,11 30,00
7,4 45,97 30,00
50 7,4 75,56 50,00
100 7,4 149,53 100,00

Phosphate de sodium

Force ioniqgue (mM) | pH NaH,PO, (mM) Na,HPO, (mM)
30 7,0 7,60 7,20
7,2 8,34 4,98
50 7,0 13,02 10,93
75 7,0 19,68 15,97
100 7,0 26,57 20,28
Tris/HCI
Force ionique (mM) pH Tris (mM) HCI (mM)
30 8,1 56,75 30,00
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