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B Contexte

les énantioméres D- des acides aminés jouent un réle prépondérant en biochimie, notamment dans la neurotransmission.

= la D-sérine est impliquée dans I'évolution de maladies neurologiques, telles que la schizophrénie ou I'épilepsie.

= le D-aspartate a été détecté dans le cas de la maladie d'Alzheimer ou encore de la cataracte.

Comprendre le réle des formes D- des acides aminés dans la fonction neurologique permetirait une avancée considérable dans la
compréhension des maladies qui en découlent. De nouveaux outils d'analyse adaptés sont nécessaires.

B Obijectifs Développer un outil de type Lab-on-chip pour :
| > Doser avec une grande sensibilité et spécificité les D-acides aminés dans les fluides biologiques

>
et Résultats . v cic o eme de 'analyse haut débit

e - 4. Détection
1. Dérivatisation chimique A H
L . - 9 SChema du Lab'on_Chlp « Objectif : quantifier les acides aminés séparés par LIF
* Objectif : rendre les acides aminés fluorescents « Contraintes :
. i . 4 :
Contraintes : {;} - sensibilité maximale souhaitable

« la dérivation doit étre quantitative
« les dérivés doivent étre reconnus par les anticorps
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v Dérivation quantitative (eau/acétonirtrile)
v Dérivation en milieu biol, (sérum)
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3. Séparation

« Objectif : Séparation chirale des acides aminés dérivés préconcentrés
par électrochromatographie ou électrophorése capillaire de zone.
« Contraintes :

« Support synthétisable in-situ et adapté a la séparation chirale

« Compatibilité des étapes de préconcentration et de spération

(1) Moreau T. et al. Anal. Chem. En préparation

2. Immuno-préconcentration

« Objectif : immuno purifier et concentrer les D-acides aminés dérivés
« Contraintes :
« Support synthétisable in-situ et localisable (monolithe glycidyl
acrylate photopolymérisé)

v Support synthétisable in-situ pour électrochromatographie
v’ Séparation chirale en mode électrophorése capillaire de zone
avec sélecteur adapté

(5) Ladner Y., et al. J Chromatogr A. 2010, 1217 : 8001-8,(6) Faure K et al.
Electrophoresis, 2008, 29 : 4947-4955 (7) Faure K., Electrophoresis, 2010, 31,

Support adaptel au greffage (':ovale.nt d'anticorps i 2499-2511, (8) R. Roux et al. J. Chromatogr. A, 2009, 1216: 38573863, (9) M.
_ * Elution compatible avec la séparation L b Zaher et al. Anal. Bioanal. Chem., 2009, 393:655-660 ,(10) M. Zaher et al. Anal.
Electrophoresis, 2009, 30:2869-2873
L-Immunoaffinité L A Conditions électrophorétiques

2-lavage ~ Capillaire PVA: 1,4=8,5 cm, Tampon P 100mM + 5 mM vancomycine, pH 7

20 kV, 20°C, dérivés énantioméres de la serine 0.5 mM (-50 mb, 8s),

I Conclusions, Perspectives

v La faisabilité de chaque étape a été démontrée séparément.
[P v De nouveaux outils méthodologiques uniques ont été développés
v’ La réalisation « off line » de ’ensemble de I’'analyse est en cours

Echantillon

contenant les
acides aminés
D et L dérivés

°
v Support synthétisable in-situ dans lab-on-chip s v Le couplage en ligne de I'étape de préconcentration et de I'étape
¥ Anticorps spécifiques du D-asp et D-ser obtenus (polyclonaux). de séparation chirale (en format capillaire) et leur transfert en

v Greff: lent d ti 9.3 pg d’antis /mg d rt; . < PR T, < .
reffage covalent des anticorps (3.3 pg d'anticorpsimg de support microsystéme seront réalisés trés prochainement

(2) Moreau T et al. Analytica chimica acta, 2011 submitted, (3) Faye C. Anal. Biochem. 2011 submitted, (4)
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