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Avant-Propos 
Les maladies neurodégénératives (MNs) sont un groupe de maladies caractérisées par 

une lente dégénération neuronale. Ces pathologies, très invalidantes, entrainent une perte 

d’autonomie progressive des malades. Les MNs sont pour la plupart liées à l’âge. De par 

l’augmentation de la durée de vie, le nombre de patients augmente actuellement de manière 

forte, et les conséquences sociaux-économiques des MNs sont donc appelées à être de plus 

en plus importantes. Les MNs restent malheureusement à ce jour toujours principalement 

dépourvues de solutions thérapeutiques. Cette situation peut en partie être expliquée par le 

fait que la communauté scientifique peine à identifier avec certitude les causes à l’origine de 

ces pathologies. Un second frein majeur est que les MNs aux stades précoces présentent 

souvent des symptômes similaires, et un diagnostic précis ne peut généralement être posé 

qu’aux stades les plus avancés de la maladie.  

Cette thèse avait pour but d’aider la communauté scientifique à mieux comprendre et 

diagnostiquer les MNs. Mon travail visait à développer des sondes moléculaires, appelées 

aptamères, spécifiques de plusieurs conformations de fibres d’α-synucléine (α-syn). Les fibres 

d’α-synucléine sont retrouvées accumulées au sein d’agrégats dans le cerveau des patients 

pour plusieurs maladies neurodégénératives, qui sont regroupées sous le nom de 

«Synucléinopathies». Parmi elles on retrouve notamment la maladie de Parkinson (MP), 

l’atrophie multi-systématisée (AMS) ou la démence à corps de Lewy (DCL). Ces aptamères 

spécifiques des conformations permettraient à la communauté scientifique d’étudier 

l’hypothèse selon laquelle l’existence des différentes synucléinopathies (MP, AMS, DCL) 

pourraient être dues à des conformations différentes de fibres. 

Dans l’introduction, nous justifierons le bien-fondé de l’approche choisie dans ce 

travail : l’intérêt des cibles choisies, et la pertinence du choix des aptamères comme sondes 

moléculaires pour celles-ci. Dans un premier temps, nous présenterons les caractéristiques 

générales des MNs. Nous décrirons ensuite la protéine α-syn et les facteurs déclenchant son 

agrégation sous forme de fibres. Nous exposerons ensuite les travaux ayant mis en évidence 

l’existence de différentes conformations de fibres d’α-syn, et les études ayant évaluées leurs 

liens avec le développement de différentes synucléinopathies. Nous décrirons enfin les 

différents ligands déjà existants pour la détection de la protéine α-syn. Dans un second temps, 

nous présenterons la technique du SELEX, et les différentes étapes menant à l’identification des 

aptamères. Cette étape permettra de justifier la pertinence du choix des aptamères pour la 

recherche de ligands spécifiques des conformations d’α-syn. Nous décrirons ensuite les 

aptamères ayant déjà été développés pour les différentes formes de la protéine α-syn. 
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I. Présentation générale des Maladies Neurodégénératives 

et des Synucléinopathies 

A. Points communs des maladies neurodégénératives 

1) Présentation générale des maladies neurodégénératives  

  « Neurodégénération » est un terme fréquemment employé, dont le sens est facilement 

intelligible. Il est composé des termes « neuro », qui désigne les neurones, et de 

« dégénérescence » qui fait référence dans le cas d’un tissu ou organe à une perte de structure 

ou de fonction. Ainsi, « neurodégénération » désigne toute condition pathologique affectant 

les neurones. Néanmoins, le terme « maladies neurodégénératives » (MNs) ne désigne pas 

l’ensemble des pathologies pour lesquelles on observe une neurodégénérescence, mais 

seulement celles dont la cause première est la mort des neurones. Ainsi, les hémorragies et 

traumatismes du système nerveux qui entrainent la mort des neurones ne sont pas considérés 

comme des maladies neurodégénératives. De même, la sclérose en plaque qui est une maladie 

d’origine auto-immune, n’est pas considérée comme une MN, bien que la 

neurodégénérescence soit un phénomène central dans cette pathologie (Przedborski et al., 

2003; Williams, 2002).  

Les MNs désignent un groupe de pathologies aux symptômes cliniques très divers qui 

ont pour point commun d’être des maladies chroniques à évolution lente caractérisées par un 

dysfonctionnement et une mort progressive des cellules nerveuses (Figure 2) (Gao and Hong, 

2008). Les troubles induits par cette neurodégénérescence peuvent être d’ordre moteur, 

cognitif ou même sensoriel. Ils s’aggravent au fur et à mesure de l’évolution de la maladie et 

handicapent de manière croissante les patients (Trojsi et al., 2018; McIsaac et al., 2018; 

Levenson et al., 2014; Batista and Pereira, 2016). Les MNs les plus connues sont : la maladie 

d’Alzheimer (MA), la maladie de Parkinson (MP), la maladie de Huntington et la Sclérose 

latérale amyotrophique (SLA). 

 
Figure 1 - Illustration du phénomène de Neurodégénérescence. Les MNs se caractérisent 

par une perte neuronale importante. Ici on peut par exemple observer qu’un cerveau d’un 

patient à un stade avancé de la MA est sujet à une importante perte de volume. Venant de 

(Kidd, 2008). 
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La fréquence des MNs augmente de manière importante avec l’âge. Or, en raison du 

vieillissement progressif de la population, le nombre de personnes souffrant de MNs a 

considérablement augmenté au cours des dernières décennies et devrait croître de manière 

régulière dans les années à venir (Heemels, 2016). Par exemple, l’Organisation mondiale de la 

Santé estime aujourd’hui à 50 millions le nombre de personnes souffrant de démence dans le 

monde, et prévoit 250 millions de patients à l’horizon 2050 (World Alzheimer Report, 2019; 

Naqvi, 2017). Les MNs sont des pathologies extrêmement invalidantes qui entrainent 

progressivement une perte d’autonomie des patients. Ces maladies impactent donc non 

seulement la vie des patients mais aussi celle de leur entourage. Les conséquences sociaux-

économiques des MNs sont particulièrement importantes. Ainsi, la fondation Médéric 

Alzheimer estime que le coût médical et paramédical (établissement du diagnostic, soins, etc.) 

de la MA en France est de 5.3 milliards d’euros par an. De plus, les coûts de l’aide informelle 

prodiguée par l’entourage du malade et le coût médico-social (prise en charge de la 

dépendance à domicile ou en institution) ont été estimés à respectivement 14 et 13 milliards 

d’euros par an. Le coût global de la MA est donc d’environ 32 milliards d’euros par an en France 

(www.fondation-mederic-alzheimer.org, 2017). Par conséquent, les organisations 

gouvernementales considèrent les MNs comme un défi majeur, contre lequel elles doivent 

organiser un plan d’action. Ainsi, la France qui compte plus d’un million de personnes souffrant 

de MNs, a mis en place un plan Alzheimer pour la période 2008-2012 suivi d’un plan Maladies 

neurodégénératives en 2014-2019 (World Alzheimer Report, 2019). 

2) Des protéinopathies aux origines encore mal cernées 

Les causes des MNs restent à ce jour largement méconnues (Przedborski et al., 2003). 

En outre, lorsque l’origine de la maladie a été identifiée, les mécanismes moléculaires menant 

à la mort des neurones restent mal compris. Par exemple, bien que cela fasse un quart de siècle 

que les causes génétiques de la maladie de Huntington aient été identifiées, on n’a toujours 

pas déterminé avec certitude le mécanisme par lequel un surnombre de répétition du triplet 

CAG dans la séquence codant pour la protéine Huntingtine peut aboutir à la mort des neurones 

chez les patients (Grima et al., 2017). La compréhension des causes et des mécanismes menant 

à la neurodégénérescence chez les patients atteint de MN demeure donc un défi d’importance 

pour la communauté scientifique. 

Des observations histologiques ont très tôt mis en évidence que les maladies 

neurodégénératives ont pour point commun important une singularité : la présence anormale 

de dépôts intra ou extra-neuronaux dans le cerveau des patients. Il a été démontré que ces 

dépôts contenaient souvent des protéines mal repliées et agglomérées entre elles formant ce 

qu’on appelle des « agrégats » de protéine (Dugger and Dickson, 2017). Cette accumulation 

d’agrégats protéiques est un phénomène commun caractéristique de l’ensemble des MNs. On 

appelle « protéine amyloïde », l’ensemble des protéines formant des agrégats de ce type 

(Knowles et al., 2014). Les protéines les plus fréquemment retrouvées dans les MNs sont les 

protéines : Amyloïde-β (Aβ), Tau, α-synucléine (α-syn), la protéine de liaison à l'ADN TAR 43 

(TDP-43) et la protéine de liaison à l'ARN fusionnée dans le sarcome (FUS). Ainsi, dans le 

cerveau des patients atteint de la maladie d’Alzheimer, on observe des dépôts nommés 
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plaques Amyloïdes composés en partie d’agrégats de la protéine Amyloïde-β. De même, chez 
les patients atteints de la maladie de Parkinson on observe des dépôts nommés corps de Lewy 

composés en partie d’agrégats de la protéine α-syn. Lorsque ce dépôt n’est pas observé dans 

un corps de neurone mais dans une neurite (axone ou dendrite) du neurone, on parle de 

neurite de Lewy (Figure 2 – A ). On désigne sous le terme « protéinopathies », les MNs ayant 

pour caractéristique l’accumulation d’agrégats de protéines, et l’on distingue différents types 

de protéinopathies, en fonction des protéines retrouvées agrégées dans les dépôts. Ainsi, on 

appelle synucléinopathies l’ensemble des maladies caractérisées par l'accumulation anormale 

d'agrégats de protéine α-syn. De même, on appelle Tauopathies l’ensemble des maladies 

caractérisées par l'accumulation anormale de protéine Tau agrégée. Une particularité 

importante des MNs est qu’une même protéine peut s’agréger et former des dépôts dans 

plusieurs pathologies différentes (Figure 2 – B) . Par exemple, la protéine α-syn agrégée est 

retrouvée dans des dépôts à la fois chez les patients Parkinsoniens mais aussi chez ceux 

souffrant d’atrophie multisystématisée (AMS). La seule exception concerne la protéine 

Huntingtine : la seule maladie où elle est retrouvée agrégée est la maladie de Huntington. 

Plusieurs protéines différentes peuvent également s’agréger et former des dépôts au sein 

d’une maladie. Ainsi, chez les patients atteint de la maladie d’Alzheimer, les protéines Aβ et 

Tau s’agrègent toutes les deux et s’accumulent ensuite au sein de dépôts nommés plaque 

Amyloïde et enchevêtrement neurofibrillaires ( Figure 2 – B) (Briston and Hicks, 2018).  
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les chances de voir se produire le phénomène d’agrégation de protéine, déclenchant ensuite 

la neurodégénérescence (Bertram and Tanzi, 2005; Brown et al., 2005; Bradley et al., 2018). 

La recherche de la compréhension du mécanisme de neurodégénérescence des MNs, 

en vue de l’élaboration de stratégies thérapeutiques, s’est donc majoritairement concentrée 

sur trois axes de recherche. Le premier concernait la recherche de causes génétiques ou 

environnementales favorisant le mauvais repliement et l’agrégation des protéines dans les 

MNs. Le deuxième était la recherche de l’élément neurotoxique précis entrainant la mort des 

neurones : était-ce plutôt les protéines mal repliées, les agrégats ou le dépôt final composé 

d’agrégats? (Ross and Poirier, 2004). Le troisième concerne l’étude des mécanismes par 

lesquels ces agents neurotoxiques peuvent entrainer la mort des neurones (Jellinger, 2010). 

Néanmoins, l’hypothèse selon laquelle la neurodégénération a pour origine un 

phénomène d’accumulation d’agrégat de protéines mal repliées est aujourd’hui l’objet de 

débat au sein de la communauté scientifique (Ricciarelli and Fedele, 2017). En effet, des essais 

thérapeutiques ont montré une efficacité à réduire la présence d’agrégat de protéines mais 

n’ont montré aucune amélioration sur l’évolution de la maladie chez les patients (Hardy, 2006, 

2018). De plus, les dysfonctions neuronales observées chez les MNs sont nombreuses et 

variées : dysfonctionnement mitochondrial, stress oxydatif, neuroinflammation, problème dans 

les voies de dégradation, etc… (Jellinger, 2010). Or, le mécanisme par lequel l’accumulation 

d’agrégats de protéines entrainerait à elle seule cet ensemble de problèmes n’a toujours pas 

été identifié. De nouvelles hypothèses sont ainsi étudiées et on considère aujourd’hui que le 

développement des MNs ne serait pas uniquement dû à l’apparition d’une protéine mal repliée, 

mais pourrait être une combinaison de facteurs conduisant à un dysfonctionnement cellulaire 

général lié à la vieillesse. L’accumulation observée des protéines pourrait par exemple être un 

signe d’une diminution de l’efficacité des voies de dégradation autophagique et endo-

lysosomale dans les neurones (Malik et al., 2019)(Hardy, 2019). Ces nouvelles théories 

complexifient la recherche de solutions thérapeutiques pour les MNs car empêcher le 

vieillissement cellulaire général est plus complexe que de simplement stopper l’accumulation 

d’un composé neurotoxique unique. 

3) Des maladies avec un besoin critique de nouvelles solutions de 

diagnostic 

a) Un diagnostic actuellement difficile à poser 

Aujourd’hui, l’élaboration de solutions thérapeutiques pour les MNs demeure un 

challenge car on ne connait toujours pas la cible moléculaire ou le mécanisme précis à cibler 

pour la plupart des maladies. De plus, deux autres problèmes fondamentaux se posent. 

Le premier problème est la difficulté rencontrée par les médecins pour réaliser un 

diagnostic précis de la pathologie. Actuellement, le diagnostic des MNs repose sur 

l’observation des troubles cognitifs, moteurs et sensoriels éprouvés par les patients. Ce 

diagnostic est délicat à faire car des MNs différentes peuvent conduire à des symptômes 

similaires, surtout aux premiers stades de la maladie. Souvent, un diagnostic certain ne peut 

être posé que lorsque la maladie a atteint un stade avancé et que le patient souffre des formes 
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les plus sévères des symptômes  (Gómez-Río et al., 2016). La solution la plus fiable pour 

identifier la maladie demeure l’analyse histologique des lésions présentes dans le cerveau. Elle 

permet d’identifier les régions cérébrales touchées par la neurodégénérescence et la 

caractérisation des dépôts protéiques présents dans les tissus.  Néanmoins, ces analyses 

histologiques se font post-mortem, et ne permettent donc qu’une validation à posteriori du 

diagnostic. Il est donc capital de pouvoir mettre au point de nouvelles méthodes de diagnostic 

permettant de faire une distinction fiable entre les différentes MNs. En sus, un meilleur 

diagnostic permettrait de donner aux patients et à leurs proches un pronostic plus fiable de 

l’évolution de la maladie.  

Le deuxième problème des MNs concerne les phases précliniques (début de la maladie 

en absence de symptôme détectable) et prodromales (symptômes avant-coureurs légers) qui 

peuvent être très longues. Ainsi, lorsque que les symptômes des MNs se déclarent chez les 

patients, cela fait en réalité plusieurs années que la neurodégénérescence est à 

l’œuvre (Katsuno et al., 2018). Par exemple, on estime que lorsque les symptômes moteurs de 

la maladie de Parkinson apparaissent, 50% des neurones dopaminergique de la substantia 

nigra sont déjà morts (Cheng et al., 2010).  Pouvoir détecter le début des MNs avant l’apparition 

des symptômes est donc essentiel, car cela permettrait de commencer des traitements plus 

tôt, lorsque le phénomène de neurodégénérescence n’a pas encore pris trop d’ampleur. Pour 

certaines MNs des changements physiologiques et psychiques sont parfois observés lors de la 

phase préclinique (Katsuno et al., 2018). Par exemple, pour la MP, certains troubles sont 

souvent observés chez les patients quelques années avant le début des premiers symptômes 

comme la dépression, l’anxiété, la constipation ou des troubles de l’équilibre (Schrag et al., 

2015). Malheureusement, ces signes ne sont pas assez significatifs pour prédire l’arrivée de la 

MP. Il est donc nécessaire de se tourner vers d’autres méthodes pour pouvoir diagnostiquer le 

début d’une MN en phase préclinique ou prodromale. 

b) Recherches de nouveaux marqueurs pour établir des 

méthodes de diagnostic plus fiables et plus précoces 

Pour diagnostiquer avec précision les MNs, deux types de marqueurs ont été plus 

particulièrement étudiés: les biomarqueurs génétiques et biochimiques.  

Les biomarqueurs génétiques sont des séquences d’ADN dans le génome qui 

prédisposent à la maladie. Ces marqueurs permettent ainsi d’identifier une population « à 

risque » qui a une plus forte probabilité de développer des MNs. Il peut s’agir d’allèles qui sont 

retrouvés chez les patients atteints de formes familiales, et qui peuvent déclencher des formes 

précoces de la maladie. Par exemple, des mutations dans le gène Parkin sont retrouvées dans 

50% des formes familiales de la maladie de Parkinson (Pankratz et al., 2003). Ces marqueurs 

génétiques peuvent également être identifiés en comparant des cohortes de patients atteints 

de formes sporadiques de la maladie avec des personnes non malades. Ainsi, l’allèle E4 du 

gène ApoE est retrouvé dans 40 à 50% des cas sporadiques de la maladie d‘Alzheimer et il est 

considéré comme un facteur de risque important pour la maladie d’Alzheimer (Bekris et al., 

2010).  
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Les marqueurs biochimiques sont des biomolécules dont la quantité est corrélée à 

l’évolution de la pathologie. Par exemple, la MP est marquée d’un point de vue histologique 

par l’accumulation d’α-syn au sein de corps de Lewy (Katsuno et al., 2018). Les marqueurs 

biochimiques sont donc considérés comme des marques du développement de la maladie 

alors que les biomarqueurs génétiques sont plutôt des facteurs de prédisposition à développer 

la maladie.  

L’identification de marqueurs biochimiques peut permettre de détecter l’apparition 

d’une maladie de manière précoce, de réaliser des diagnostics plus précis, de suivre l’évolution 

de la maladie plus facilement, et aussi d’évaluer avec précision l’efficacité d’une thérapie. 

Actuellement, de nombreux efforts sont donc à l’œuvre pour identifier des biomolécules 

présentes dans les tissus ou fluides biologiques des patients : sang, sérum, fluide cérébrospinal 

etc. (Agrawal and Biswas, 2015; Beach, 2017). Par exemple, chez les patients atteints de MA, on 

observe une diminution de la quantité Aβ42 dans le fluide cérébro-spinal (Lewczuk et al., 2017). 

Des études se sont aussi concentrées sur la phase pré-symptomatique des MNs, afin 

d’identifier des biomarqueurs permettant de détecter une MN avant l’apparition de 

symptômes. Par exemple, une étude menée sur une population « à risque » pour la SLA, a 

permis de mettre en évidence que la quantité d’un type de neurofilament appelé « light » 

augmentait dans le sérum et le liquide cérébro-spinal environ 12 mois avant l’apparition des 

premiers symptômes cliniques chez les patients. Les neurofilaments de type « light » seraient 

donc de bons candidats pour diagnostiquer l’apparition de la SLA chez une population à risque 

(Benatar et al., 2018).  

Une fois qu’un marqueur biochimique est identifié, il est également important de 

développer une méthode de détection efficace de ce marqueur. Cette méthode doit avoir une 

sensibilité et une spécificité suffisantes pour permettre la détection de ces marqueurs 

biochimiques dans des échantillons de patients. Le coût de cette détection est également un 

facteur à prendre en compte pour permettre de réaliser des mesures dans des populations 

importantes. La mise au point de ces méthodes de détection est donc elle-même un champ de 

recherche important. 

B. Les Synucléinopathies, des maladies neurodégénératives 

caractérisées par l'accumulation anormale d'agrégats de protéine α-

synucléine 

Les Synucléinopathies sont des maladies neurodégénératives caractérisées par 

l'accumulation anormale d'agrégats de protéine α-synucléine. Je vais ici présenter les trois 

principales synucléinopathies : la maladie de Parkinson (MP), la démence à corps de Lewy (DCL) 

et l’atrophie Multi-Systématisée (AMS). Ces MNS partagent de symptômes similaires et des 

caractéristiques anatomopathologies (morphologie des anomalies macroscopiques et 

microscopiques des tissus et des cellules) semblables. Les caractéristiques de ces trois 

synucléinopathies sont présentées Tableau 1. 
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1) Maladie de Parkinson 

a) Présentation et épidémiologie de la maladie de 

Parkinson 

La MP a été décrite pour la première fois en 1817, par James Parkinson dans un article 

nommé « An essay of shaking palsy » qui décrivait des patients avec des troubles moteurs sans 

atteinte intellectuelle (Parkinson, 1817). C’est seulement 50 ans plus tard que Jean-Martin 

Charcot donnera à cette pathologie le nom de maladie de Parkinson (Charcot, 1872). 

La maladie de Parkinson est une maladie liée à l’âge : l’âge moyen des patients au 

moment du diagnostic est de 60 ans. Bien qu’extrêmement invalidante, cette maladie ne réduit 

pas l’espérance de vie. Actuellement, la maladie de Parkinson touche 200 000 personnes en 

France (www.franceparkinson.fr, 2020). En 2016, on estimait à 6.1 millions le nombre de 

patients dans le monde, et on prévoit 12 millions de personnes atteintes en 2050 (Rocca, 2018).  

b) Symptômes et diagnostic de la maladie de Parkinson 

Le premier critère pour poser le diagnostic de la MP est une observation des 

symptômes moteurs asymétriques. Quatre symptômes sont regardés. 1) Tremblement au 

repos : tremblement du pouce lorsque la main est posée sur le genou, on peut observer aussi 

des tremblements de la main, du bras, des pieds etc. 2) Rigidité : Lorsque l’on fait tourner le 

poignet ou le coude du patient, on observe une résistance. 3) Akinésie ou bradykinésie : 

Lenteur dans les mouvements du patient, hésitation lors de l’initiation de ceux-ci. 4) Instabilité 

posturale : survient au stade avancé de la maladie, besoin de se tenir à quelqu’un pour marcher 

ou se lever. Actuellement, pour pouvoir faire le diagnostic de la MP, le patient doit avoir au 

moins deux symptômes sur quatre, mais un deuxième critère est nécessaire : le patient doit 

aussi répondre à la L-DOPA (dopamine synthétique). C’est-à-dire que les symptômes moteurs 

éprouvés par le patient doivent être inhibés par l’administration de L-DOPA (D’Costa et al., 

1995). En effet, la MP est caractérisée par une perte des neurones dopaminergiques qui 

produisent la dopamine dans la substantia nigra pars compacta (SNpc). L’administration de L-

DOPA compense cette perte et permet de réduire les symptômes moteurs des patients. 

Néanmoins ce traitement ne fonctionne que quelques années pendant une période appelée 

« lune de miel » (Tableau 1) (Holford and Nutt, 2008).  

On peut distinguer au sein de la MP différents « sous-types » composés de patients 

avec différentes combinaisons de troubles moteurs (Marras and Lang, 2013). Différentes 

classifications existent, néanmoins deux principaux sous-types sont communément admis. Le 

premier sous-groupe comprend des patients avec des tremblements dominants, souvent sans 

autres symptômes moteurs. Le deuxième sous-groupe est composé de patients présentant au 

contraire une forte rigidité sans tremblement (Eggers et al., 2012). 
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 Maladie de Parkinson Démence à corps de Lewy Atrophie multi-systématisée 

Age au 

diagnostic 
≈ 60 ans ≈ 70 ans ≈ 60 ans 

Incidence 

(nombre de 

cas pour 

100 000 

personnes par 

an) 

10 à 18 3,5 
0,1 à 3 

(12 chez les plus de 70 ans) 

Prévalence 

(nombre de 

cas pour 

100 000 

personnes) 

1903 cas 

chez les plus de 65 ans 

700 cas 

chez les plus de 65 ans 

 

1,9 et 4,9 cas 

7,8 cas pour les plus de 40 ans 

Nombre de 

cas en France 
200 000 150 000 ND 

Principales 

zones du 

cerveau 

touchées 

o Neurones 

dopaminergiques de la SNpc 

o SN 

o Tronc cérébral 

-Multiples zones touchées - 

MSA-C : Cervelet Pont 

MSA-P : SNpc, striatum 

o Moelle épinière, etc. 

Réponse à la 

L-DOPA 
Oui Variable Non 

Principales 

Cellule 

affectées 
Neurone Neurone Oligodendrocyte 

Symptômes 

prodromaux 

o Troubles du 

comportement en sommeil 

paradoxal 

o Dépression 

o Perte de l’odorat 

o Constipation 

o Fatigue 

o Troubles du comportement en 

sommeil paradoxal 

o Dépression 

o Perte de l’odorat 

 

o Trouble de comportement du 

sommeil paradoxal 

o Dépression 

o Anxiété 

o Troubles urogénitaux 

Symptômes 

moteurs 

-Asymétrique - 

o Tremblement 

o Akinésie/Bradykinésie 

o Instabilité posturale 

-Symétrique- 

o Rigidité 

o Ralentissement 

-Symétrique- 

o Tremblement 

o Akinésie/Bradykinésie 

o Instabilité posturale 

o Ataxie cérébelleuse   

(maladresse) 

Symptômes 

non moteurs 

-Tardifs- 

o Défaillance du système 

autonome 

o Troubles des systèmes 

exécutif et visuospatial 

o Troubles cognitifs : perte de 

mémoire, Troubles des systèmes 

exécutif et visuospatial, etc. 

o Symptômes psychiatriques : 

hallucinations, dépression, etc. 

o Défaillance du système 

autonome 

 

Sous-Types 
Tremblement 

dominant 

Rigidité 

dominante 

« Pure » 

Troubles 

surtout 

exécutif 

et pas 

mémoriel 

« DCL 

associée 

à la 

MA » 

Maladie 

à déclin 

rapide 

« MP avec 

démence » 

Troubles 

prodromaux 

de la MP 

 

MSA 

cérébelleuse 

(MSA-C) 

Ataxie 

principalement 

 

MSA avec 

parkinsonisme 

(MSA-P) 

Symptômes 

moteurs 

parkinsoniens 

 

Tableau 1 - Comparaison des caractéristiques des différentes Synucléinopathies : Démence à corps 

de Lewy (DLB) , Maladie de Parkinson (PD) et Atrophie Multi-systématisée (MSA) , ND : non déterminé. 

Données épidémiologiques à partir de (Bower et al., 1997; Schrag et al., 1999; Tison et al., 2000; 

Chrysostome et al., 2004; Mayo and Bordelon, 2014; Pringsheim et al., 2014). Données des symptômes 

prodromaux à partir de (Gilman et al., 2008; Bonnet et al., 2012; Postuma et al., 2012; Jellinger, 2018). 

Données concernant les sous types : (Camicioli, 2004; Gilman et al., 2008; McCann et al., 2014; Fujishiro et 

al., 2015; Jellinger, 2018) 
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Le diagnostic de la MP est néanmoins délicat à poser car il existe d’autres pathologies 

présentant un ou plusieurs des symptômes similaires à ceux de la MP (tremblement, rigidité, 

bradykinésie, instabilité posturale). Par conséquent, l’ensemble de ces pathologies est 

communément appelé « syndrome parkinsonien » ou « Parkinsonisme » (Fernandez, 2015). Les 

autres maladies présentant des syndromes Parkinsoniens les plus connues sont : l’atrophie 

multisystématisée (AMS), la paralysie supranucléaire progressive, la dégénérescence 

corticobasale et la démence à corps de Lewy (DCL). Certains syndromes Parkinsoniens sont 

aussi des synucléinopathies, comme par exemple l’AMS ou la DCL. D’autres sont au contraire 

des tauopathies comme la paralysie supranucléaire progressive ou la dégénérescence 

corticobasale. Quelques-uns des syndromes parkinsoniens ne sont pas des MNs, mais ont une 

origine infectieuse ou ont pour origine l’ingestion de composés toxiques (Dickson, 2012).   

Le diagnostic de la MP peut être confirmé par autopsie après la mort du patient. En 

plus d’une perte de neurones dopaminergiques, la présence d’inclusions (de dépôts) 

éosinophiles cytoplasmiques nommés « corps de Lewy » est observée. Ces corps de Lewy ont 

été décrits en 1912 par F.H. Lewy qui leur donna son nom. Les corps de Lewy sont observés 

principalement dans SNpc (substantia nigra pars compacta), néanmoins des études ont aussi 

montrées qu’ils pouvaient être retrouvés dans d’autres régions du cerveau (mésencéphale, 

diencéphale, le cerveau antérieur basal, amygdale, bulbe olfactif...) mais aussi dans la moelle 

épinière, et même dans les neurones de la région du plexus entérique du tractus gastro-

intestinal (Lebouvier et al., 2008; Dickson et al., 2009). 

On retrouve souvent parmi les patients des symptômes communs lors de la phase 

prodromique et même parfois préclinique de la MP. Ces symptômes sont très variés et peuvent 

être d’ordre physiologique ou psychique (Tableau 1). Néanmoins ces marqueurs sont 

compliqués à utiliser pour une détection en phase prodromique de la MP.  Certes leur 

sensibilité est très forte (c’est-à-dire un fort pourcentage de personnes atteinte de la MP a 

éprouvé ces symptômes) mais leur spécificité est généralement faible (Beaucoup de personnes 

âgées sont touchées par ces symptômes, et le plus grand nombre ne développeront pas la 

MP). Le marqueur le plus prometteur est le symptôme des troubles du comportement en 

sommeil paradoxal : le patient présentant ce symptôme a un risque de 65% de développer la 

MP dans les dix années qui suivent (Postuma et al., 2012).  

2) Démences à corps de Lewy 

a) Présentation et épidémiologie de la démence à corps 

de Lewy  

La démence à corps de Lewy (DCL) a été décrite pour la première fois en 1961 (Okazaki 

et al., 1961). Okasaki et son équipe décrivaient deux patients souffrant de démence associée à 

des troubles moteurs. Ils reportaient aussi des inclusions ressemblant à des corps de Lewy dans 

les neurones corticaux des patients. Néanmoins, la DCL ne sera pleinement décrite et  

réellement reconnue qu’en 1996 (McKeith et al., 1996). Des évolutions seront apportées par la 

suite dans la description des symptômes secondaires ainsi que dans les méthodes de 

diagnostic de la DCL (McKeith et al., 2005; McKeith, 2006). 
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On estime aujourd’hui que la DCL est la 2ème MN la plus répandue après la MA, elle 

représente environ 20% des cas de MNs. En France, plus de 150 000 personnes seraient 

atteintes de la MCL, cependant deux tiers des malades ne seraient pas diagnostiqués. Cela est 

dû en partie au fait que la DCL est souvent confondue avec la MA ou la MP lors du diagnostic. 

C’est une maladie très invalidante qui réduit l’espérance de vie (www.a2mcl.org). 

b) Symptômes et diagnostic de la démence à corps de 

Lewy 

La DCL est principalement caractérisée par 3 groupes de symptômes. 1) Des troubles 

cognitifs : perte de mémoire, problèmes d’orientation, déficit des compétences visuo-spatiales 

et de l’attention. Ces symptômes ressemblent à la démence de la MA, expliquant la confusion 

parfois faite entre ces deux maladies. 2) Des troubles moteurs symétriques: ralentissement 

physique et rigidité. Ces troubles s’apparentent à des symptômes Parkinsoniens, expliquant la 

confusion parfois faite avec la MP. 3) Symptômes psychiatriques : hallucinations visuelles, 

dépression. Si le patient présente au moins deux des trois groupes de symptômes, on fait alors 

un diagnostic probable de DCL. Si le patient présente seulement un des trois groupes de 

symptôme, c’est alors un diagnostic de DCL possible qui est fait. (Papka et al., 1998; Mayo and 

Bordelon, 2014).  

Ces symptômes sont souvent accompagnés de trois autres types de troubles qui sont 

considérés comme des caractéristiques secondaires pour le diagnostic. 1) Troubles du 

comportement en sommeil paradoxal. 2) Sensibilité accrue aux neuroleptiques. 3) Activité 

dopaminergique réduite dans les ganglions de la base (observé par imagerie SPECT ou TEP) 

(Mrak and Griffin, 2007). Les DCL sont aussi caractérisées par pas ou peu de réponse à la L-

DOPA, ce qui permet d’effectuer une distinction avec la MP lors du diagnostic (Mayo and 

Bordelon, 2014).   

Comme pour la MP, poser un diagnostic certain est très compliqué car il existe des 

variations dans les symptômes éprouvés par les patients. Ainsi, certains distinguent plusieurs 

sous-types. Les 3 sous-types les plus communément reconnus sont les DCL « pures », la MP 

avec démences, ou encore les DCL associées à la MA (Tableau 1). 

Les patients éprouvent aussi lors de la phase prodromique de la DCL des symptômes 

caractéristiques, qui sont proches de ceux éprouvés par les patients qui développeront la MP 

(Tableau 1). 

Le diagnostic de DCL peut être confirmé par histologie après la mort du patient. Au 

contraire de la MP, on retrouve des corps de Lewy dans les régions corticales et sous-corticales 

du cerveau. Ces corps de Lewy sont décrits comme étant plus diffus et plus abondants (Kosaka, 

1978). Des corps de Lewy sont aussi observés dans les noyaux de la substantia nigra et du tronc 

cérébral, mais également dans le système limbique, le cortex parahippocampiques, l'amygdale 

et le cortex (Kosaka, 1990; Mayo and Bordelon, 2014). Les observations neuropathologiques 

ont aussi permis de distinguer, 3 sous-types différents de DCL. Le type « tronc cérébral » où 

les corps de Lewy sont identifiés uniquement dans le diencéphale et le tronc cérébral, ce qui 

est assez proche de la MP. Le type « transitionnel » où de nombreux corps de Lewy sont 
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présents dans le diencéphale et le tronc cérébral, mais très peu dans le cortex cérébral et les 

ganglions de la base. Et le type «diffus» où les corps de Lewy sont largement distribués dans 

le cortex cérébral, les noyaux gris centraux, le diencéphale et le tronc cérébral (Kosaka et al., 

1980; Papka et al., 1998; Mrak and Griffin, 2007). 

3) Atrophie multi-systématisée 

a) Présentation et épidémiologie de l’Atrophie multi-

systématisée 

L’AMS est définie en 1969 par Graham et Oppenheimer, qui ont rassemblé sous le 

même nom des pathologies jusque-là distinctes :  l’atrophie olivopontocérébelleuse, le 

syndrome de Shy-Drager et la dégénérescence striatonigrale. Les patients de ces pathologies 

présentaient des symptômes parfois très différents mais avaient en commun des perturbations 

du système autonome et une issue fatale rapide (quelques années). De plus, les études 

histologiques post-mortem ont mis en évidence que ces pathologies présentaient toutes une 

série de dégénération neuronale (atrophie) à de multiples endroits, ce qui a donné son nom à 

la pathologie (Graham and Oppenheimer, 1969; Jellinger, 2018). 

L’AMS est une maladie rare, dite « orpheline » dont le diagnostic est compliqué. Elle 

survient en majorité chez des personnes allant de 50 à 70 ans (www.orpha.net, 2006). L’AMS 

réduit l’espérance de vie des personnes (Petrovic et al., 2012).  

b) Symptômes et diagnostic de l’Atrophie multi-

systématisée 

L’AMS est caractérisée par des combinaisons variées de symptômes très divers : 

syndromes parkinsoniens, syndrome cérébelleux, dysfonction des systèmes autonome et 

moteur. 

Deux critères sont nécessaires pour prononcer un diagnostic d’une AMS « probable ». 

1) le patient souffre d’une défaillance sévère du système autonome : système gastro-intestinal, 

cardiovasculaire (sévère hypotension orthostatique) ou urogénital (incontinence, impuissance). 

2) Ces troubles doivent être accompagnés de symptômes Parkinsoniens ne répondant pas à la 

L-DOPA ou alors d’ataxie cérébelleuse (se caractérisant par de la maladresse ou des 

déséquilibres). Aux stades les plus avancés de la maladie, les patients peuvent développer de 

nouveaux symptômes : dysphonie (trouble de la voix), dysphagie (sensation de gêne ou de 

blocage ressentie lors du passage des aliments dans la bouche, le pharynx ou l'œsophage) et 

dystonie (trouble du mouvement) (Gilman et al., 2008; Jellinger, 2018) 

Les patients éprouvent aussi lors de la phase prodromique de l’AMS des symptômes 

caractéristiques, qui sont proches de ceux éprouvés par les patients qui développeront la MP 

et de la DCL (Tableau 1). 

 Le diagnostic de l’AMS ne peut être confirmé de manière certaine que post-mortem 

par une analyse histologique (Jellinger, 2018). Le caractère principal de l’AMS est la présence 

d’inclusion d’α-syn dans le cytoplasme des cellules gliales du système nerveux, et plus 
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principalement des oligodendrocytes (Trojanowski et al., 2007). Néanmoins, des inclusions 

dans des neurones ont parfois été observées (McCann et al., 2014). Les principales régions du 

cerveau affectées par la neurodégénérescence (les plus atrophiées) sont : le cervelet et le pont 

(surtout pour MSA-C), la SNpc et le striatum (surtout MSA-P), ainsi que la moelle épinière et le 

système nerveux entérique (Benarroch et al., 2005; Pouclet et al., 2012; Jellinger, 2018). 

II. L’α-synucléine, la protéine centrale chez des 

synucléinopathies 

A. Structure et fonction d’α-synucléine à l’état physiologique dans 

les neurones  

1) Une protéine à la structure versatile 

L’α-syn est une protéine de 14 kDa, composée de 140 acides aminés, qui tient son nom 

des vésicules synaptiques où elle a été isolée pour la première fois en 1988 (Maroteaux et al., 

1988). L’α-syn, qui est codée par le gène SNCA, est principalement exprimée dans le cerveau, 

où on la trouve surtout au niveau des terminaisons présynaptiques des neurones (Burré, 2015). 

Néanmoins, son expression a aussi été reportée dans d’autres tissus : on la trouve en quantité 

importante  dans les globules rouges et en quantité plus faible dans d’autres tissus (Askanas 

et al., 2000; Tamo et al., 2002; Kim et al., 2004; Nakai et al., 2007). Cette protéine a deux 

homologues : les protéines β et γ-synucléines, qui sont aussi retrouvées principalement dans 

les terminaisons présynaptiques des neurones. Ces formes β et γ semblent capables d’assurer 

en partie les fonctions exercées par l’α-syn (Jakes et al., 1994; Lavedan et al., 1998; Ninkina et 

al., 2012). Les protéines β et γ-Synucléines ne sont pas présentes dans les corps de Lewy, mais 

elles ont été retrouvées accumulées avec l’α-syn sous forme de dépôt dans les axones et 

dendrites des neurones chez des patients atteints de la maladie de Parkinson ou de la démence 

à corps de Lewy (Galvin et al., 1999).  

L’α-syn est composée de deux domaines : en N-terminal, le domaine de fixation aux 

lipides (résidus 1 à 95) et en C-terminal (résidus 96 à 140) un domaine dit « non structuré » 

(Figure 4 – A) (Burré, 2015). Le domaine de fixation aux lipides est composé de 7 répétitions de 

11 acides aminés ayant pour séquence consensus « KTKGEV ». Ces 11 répétitions, forment des 

hélices α qui permettent l’interaction de l’α-syn avec les membranes lipidiques (Davidson et 

al., 1998; Bussell and Eliezer, 2003). C’est dans le domaine N-terminal qu’est situé le fragment 

tenu pour responsable de l’agrégation d’α-syn dans les synucléinopathies (Uéda et al., 1993). 

Ce fragment (résidus 60 à 95) appelé « NAC » (composant non Amyloïde-β), est aussi impliqué 

dans l’interaction avec les lipides et détermine le degrés d’affinité de l’α-syn pour les 

membranes lipidiques (Fusco et al., 2014). C’est dans le domaine N-terminal que sont 

retrouvées toutes les mutations associées aux formes familiales dominantes des 

synucléinopathies : A30P, E46K, H50Q, G51D, A53E, et A53T. Ceci semble indiquer qu’une 

perturbation de la liaison de l’α-syn aux membranes lipidiques pourrait être liée aux 

synucléinopathies (Pasanen et al., 2014; Flagmeier et al., 2016). Le domaine C-terminal non 

structuré est la cible de plusieurs modifications post-traductionnelles (Oueslati et al., 2010).  
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Des études ont montré que ce domaine pouvait être potentiellement impliqué dans : des 

interactions avec des protéines ; des ions, des polycations (Brown, 2007); la modulation de la 

liaison à la membrane (Sevcsik et al., 2011); la protection contre l’agrégation de l’α-syn (Hoyer 

et al., 2004). 

 
 

Figure 4 - Structures et conformations de la protéine α-syn. A - Structure des domaines 

d’α-syn. Lors de la liaison aux membranes lipidiques, le domaine N-terminal se replie en 

deux hélices. Ce domaine de liaison aux lipides peut être divisé en sept séquences hautement 

conservées de 11 acides aminés. C’est l’hélice n° 2 qui contient le domaine NAC sujet à 

l'agrégation. Toutes les mutations liées aux synucléinopathies sont localisées dans les 

tronçons de 11 acides aminés du domaine N-terminal (Burré, 2015). B - Schéma des 

structures adoptées par l’α-syn lorsqu’elle est enchâssée au sein des micelles et des vésicules. 

Les petites micelles très incurvées ne peuvent pas accueillir la structure hélicoïdale étendue, 

l’α-syn adopte donc une structure en 2 hélices  (Jao et al., 2008). C – Modélisations 

structurales à partir de données de résonance magnétique nucléaire. En haut, structure du 
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domaine NAC de l’α-syn au cœur des fibres (Protein Data Bank: 4RIL). En bas, modèle 

structurel d'une fibre de l’α-syn (Protein Data Bank: 2N0A) (Wang et al., 2016) 

A l’état physiologique, la protéine α-syn peut être soluble ou bien liée à une membrane.  

A l’état soluble dans le cytosol, l’α-syn a une structure désordonnée (Fauvet et al., 2012). En 

présence de membrane lipidique, la partie N-terminale de l’α-syn adopte une structure en 

hélice α qui permet son enchâssement au sein de  membranes lipidiques (Eliezer et al., 2001). 

Lorsqu’elle est liée à une membrane de large diamètre (au moins 100 nm), l’α-syn adopte la 

forme d’une grande hélice allongée  (Figure 4 – B) (Trexler and Rhoades, 2009). Lorsqu’au 

contraire elle interagit avec des petites vésicules (et donc à forte courbure), l’α-syn adopte une 

structure composée de deux petites hélices α (Figure 4 - B)(Chandra et al., 2003). 

L’α-syn peut également adopter des conformations dites « pathologiques » riches en 

feuillet-β. Ces conformations pathologiques ont une forte propension à former des agrégats 

fibrillaires qui sont retrouvés sous forme de dépôts intracellulaires dans les synucléinopathies 

(Figure 4 - C) (El-Agnaf et al., 1998a). 

Les modifications post-traductionnelles de l’α-syn pourraient influencer sa structure, 

son affinité pour les membranes, sa capacité à s’agréger et à former des fibres (McFarland et 

al., 2008; Paleologou et al., 2008, 2010; Bartels et al., 2014; Zhang et al., 2019). Ainsi, l’α-syn est 

souvent retrouvée phosphorylée dans les corps de Lewy : il a été reporté que dans les cerveaux 

de patient atteint de la MP ou de la DCL, 90% des protéines α-syn étaient phosphorylées au 

niveau du résidus S129  (Oueslati, 2016).  

2) Une protéine aux multiples fonctions encore mal cernées 

La fonction physiologique de l’α-syn est encore mal connue en dépit de plusieurs 

décennies de recherche. Même si l’α-syn est principalement localisée dans les terminaisons 

présynaptiques des neurones, des études ont rapporté qu’elle pouvait aussi être située dans 

les mitochondries, dans le réticulum endoplasmique dans l’appareil de golgi et dans le noyau. 

Ces différentes localisations suggèrent que l’α-syn pourrait avoir une multitude de fonction. 

 La localisation présynaptique de l’α-syn et sa capacité à interagir avec des membranes 

à forte courbure et des protéines synaptiques, suggèrent fortement une fonction associée à la 

synapse (Burré, 2015). Des résultats suggèrent cependant que l’α-syn, ainsi que ces 

homologues les β et γ-Synucléines, ne sont pas vitales ou que leur fonction peut être en partie 

compensée par d’autres protéines. Elles pourraient avoir un rôle dans la régulation et le 

maintien à long terme de la fonction synaptique (George, 2002; Burré, 2015). Ainsi, des études 

ont montré que l’α-syn était exprimée seulement après la formation des synapses dans des 

cultures primaires de neurone de rat de l’hippocampe (Murphy et al., 2000). Dans une autre 

étude, des souris transgéniques ont été générées avec un triple know-down des formes α, β et γ-Synucléines. Ces souris étaient viables mais présentaient une altération dans la structure 

synaptique ainsi qu’une espérance de vie diminuée (Greten-Harrison et al., 2010; Anwar et al., 

2011). Une diminution de l’assemblage du complexe SNARE (Soluble N-éthylmaleimide-

sensitive-factor Attachment protein REceptor)  a également été observée dans ce modèle 

animal (Burré et al., 2010).  
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B. Les mécanismes à l’origine de l’agrégation la propagation de l’α-

synucléine 

1) Un mécanisme d’agrégation et propagation de type prion 

Un prion est un agent pathogène constitué d’une protéine cellulaire possédant une 

conformation erronée. Cet agent pathogène est à l’origine d’encéphalopathie spongiforme, 

humaine et animale. L’encéphalopathie la plus ancienne est la tremblante du mouton (ou 

« scrapie » en anglais). La protéine cellulaire PrPc une fois convertie dans sa forme pathogène 

est appelée PrPSc pour « scrapie ». Les formes PrPSc ont la capacité de se propager d’une cellule 

infectée à une autre encore saine, et là de transmettre leur mauvaise conformation aux protéine 

saines PrPC, générant des formes autonomes se propageant elles-mêmes dans les tissus sains 

(Prusiner, 1991).  

Il existe de grandes similitudes fonctionnelles entre le prion et les protéines amyloïdes. 

Par exemple, leurs formes pathogènes agrégées sont riches en feuillet β et s’accumulent au 

sein de dépôt. Il a été suggéré que l’agrégation et la propagation des protéines dans les 

synucléinopathies pourrait avoir un mécanisme de type prion (Figure 6). Selon cette hypothèse, 

une protéine, de structure fonctionnelle native riche en hélice α, pourrait subir un changement 

de conformation et adopter une structure mal repliée riche en feuillet β et non fonctionnelle. 
Cette nouvelle conformation, selon le mécanisme de type prion, aurait la capacité d’interagir 

avec d’autres protéines natives qui adopteraient alors la conformation mal repliée, pour former 

un complexe nommé oligomère. Ces oligomères s’allongeraient ensuite par le recrutement 

successif de protéines natives, jusqu’à former de grandes fibres qui sont retrouvées dans les 

dépôts protéiques (Dunning et al., 2013).  

 
Figure 6 – Un mécanisme d’agrégation de type prion. Une protéine native fonctionnelle 

acquière un mauvais repliement. Sa nouvelle structure riche en feuillet β, la rend non 
fonctionnelle. Néanmoins elle lui procure une nouvelle compétence de type prionique : la 

capacité de recruter des protéines natives en changeant leur conformation pour s’agréger 

ensemble en formant des oligomères. Ces oligomères s’allongent par recrutement successif 

de protéine native pour former des longues fibres qui sont retrouvées accumulées dans des 

dépôts protéiques. Adapté de (Wolf, 2012).  
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Ce mécanisme de type « prion » a été particulièrement étudié pour la protéine α-syn : 

de nombreuses études ont en effet permis de mettre en évidence la capacité de protéines d’α-

syn mal repliées à propager leur mauvaise conformation à d’autres α-syn natives selon un 

mécanisme de type prion. Ainsi, deux études ont rapporté en 2008 que des patients atteints 

de la MP qui avaient subis une greffe de neurones fœtaux dopaminergiques lors d’essais 

thérapeutiques, avaient développés quelques années plus tard des corps de Lewy dans ces 

neurones greffés (Kordower et al., 2008; Li et al., 2008a). De plus, des expériences in vitro ont 

montré qu’il était possible de purifier des formes agrégées d’α-syn (Conway et al., 1998; 

Uversky, 2007). Il a été reporté que ces fibres d’α-syn étaient capables de recruter et de 

convertir des α-syn solubles en fibre lorsqu’elles étaient internalisées par différents types de 

cellules. Ces expériences ont été réalisées à la fois in vitro dans des cultures cellulaires et in 

vivo suite à des injections dans des cerveaux d’animaux (Volpicelli-Daley et al., 2011; Luk et al., 

2012; Peelaerts et al., 2015). De plus, il a été observé qu’une très faible quantité de fibre était 

suffisante pour aboutir à cette propagation (Luk et al., 2009; Volpicelli-Daley et al., 2011).   

2) Propagation de l’α-syn dans les synucléinopathies 

Une étude histologique de grande ampleur réalisée par Braak sur une centaine de 

patients atteints de la MP a permis de mettre en évidence une apparition progressive des 

formes agrégées dans le cerveau. Selon cette étude, la progression de la MP peut être 

catégorisée en 6 stades, chacun correspondant à la progression de l’apparition des corps de 

Lewy dans le cerveau des malades atteints de la MP (Figure 7). La pathologie débuterait au 

niveau du bulbe olfactif, du tronc cérébral, avant de se propager dans le cerveau (Braak et al., 

2003). La découverte d'agrégats d’α-syn dans les tissus intestinaux des patients atteints de la 

MP, en particulier dans les neurones du système entérique, suggère également que la 

pathologie pourrait débuter dans l'épithélium gastrique avant d’être transmise via le nerf vagal 

jusqu'au mésencéphale basal et le cerveau antérieur puis atteindre le cortex cérébral (Braak et 

al., 2006; Gelpi et al., 2014). De plus, Braak a mis en évidence que les types et la sévérité des 

symptômes rencontrés par les patients étaient corrélés à la progression des stades 

histologiques. Par exemple, le stade 1 correspond aux troubles digestifs  (Pfeiffer, 2003) tandis 

que le stade 3 correspond à l’apparition des symptômes moteurs, lorsque 50 à 60 % des 

neurones dopaminergiques de la SNpc sont morts (Lee et al., 1994; Dickson et al., 2009; 

Kordower et al., 2013).  

Une propagation en plusieurs stades semble moins évidente pour les autres 

synucléinopathies. Pour la DCL, certains proposent que la pathologie débuterait dans le 

mésencéphale avant de se propager au néocortex  (McCann et al., 2014), tandis que d’autres 

au contraire soutiennent que la DCL commencerait dans les régions corticales avant de se 

propager dans le mésencéphale (Kosaka, 2014) 
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a) Mécanismes de sécrétion de l’α-syn   

Des études ont mis en évidence que des fibres d’α-syn pouvaient passer la barrière 

hémato-encéphalique (BHE) et être distribuées dans différentes régions du cerveau lorsqu’elles 

étaient injectées dans la veine caudale de rats (Peelaerts et al., 2015). De même, il a aussi été 

montré que des vésicules riches en α-syn venant des érythrocytes pouvaient passer la BHE par 

un mécanisme de transcytose (Figure 8 –A) (Matsumoto et al., 2017). 

De nombreuses études ont démontré l'existence de différentes voies de sécrétion 

possible pour l’α-syn. Ainsi, l’α–Syn, présente dans le lumen des vésicules, peut être sécrétée 

par des cellules neuronales par une exocytose non classique qui ne met pas en jeu l’appareil 

de golgi mais le réticulum endoplasmique (Lee et al., 2005). D’autres travaux ont aussi mis en 

évidence que les formes monomériques, oligomériques et fibrillaires d’α-syn pouvaient être 

libérées par des exosomes sécrétés par les cellules. Ces structures sont de petites vésicules, 

générées par la fusion des corps multivésiculaires avec la membrane plasmique, et libérés dans 

le milieu extracellulaire (Colombo et al., 2014). Des exosomes contenant des espèces agrégées  

d’α-syn ont été retrouvées dans le fluide cérébrospinales de patient atteint de la MP (Stuendl 

et al., 2016). Dans les cellules neuronales dopaminergiques, il a aussi été démontré que des 

monomères et des formes agrégées d’α-syn peuvent être sécrétées par exophagie, un 

mécanisme de sécrétion peu conventionnel (Figure 8 –B) (Ejlerskov et al., 2013).  

b) Mécanismes d’internalisation de l’α-syn   

On ne connait toujours pas avec certitude le mécanisme exact d'internalisation de l’α-

syn. L’α-syn étant connue pour interagir avec les lipides ou des protéines au niveau de la 

membrane plasmique, cela pourrait faciliter son entrée de manière non spécifique (Fortin et 

al., 2004). Des  récepteurs pouvant être impliqués dans l'endocytose d’α-syn ont également 

été identifiés comme par exemple  la sous-unité α3 de la Na +/ K +-ATPase (Shrivastava et al., 

2015) ;  la neurexine-1β, la protéine-1 de type précurseur amyloïde-β et la protéine LAG3 (Mao 

et al., 2016).  

c) Mécanismes de transmission directe de l’α-syn   

De minuscules tunnels d’échange (Tunneling NanoTubes, TNT) pourraient également 

servir à la diffusion de l’α-syn. Ce sont des connexions tubulaires transitoires permettant une 

communication directe entre des cellules distantes permettant de transférer protéines, 

métabolites, ou organelles de cytoplasme à cytoplasme (Ariazi et al., 2017). Le transfert 

intercellulaire des fibrilles d’α-syn via les TNT a été observé pour la première fois dans une co-

culture de cellules neuronales et de neurones primaires (Abounit et al., 2016). Un autre étude 

mettant en jeu une co-culture de cellules SH-SY5Y et de péricytes primaires du cerveau humain, 

dérivées de cerveaux post-mortem PD, ont montré que les transferts d’α-syn via TNT étaient 

possibles (Figure 8 –D) (Dieriks et al., 2017).  
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Enfin, un grand nombres d'études in vivo ont montré que les agrégats d’α-syn 

pourraient se propager préférentiellement le long des régions cérébrales anatomiquement 

interconnectées, suggérant que l’α-syn se propagerait par un mécanisme trans-synaptique 

(Recasens and Dehay, 2014). Le transport axonal d’α-syn agrégée a ainsi été étudié en utilisant 

des neurones primaires cultivés dans des dispositifs microfluidiques, permettant la séparation 

des compartiments somatodendritiques et axonaux. Il a été démontré que les fibrilles d’α-syn 

peuvent être internalisés par les neurones primaires corticaux, transportées à l'intérieur des 

axones, puis transférées à d’autres neurones (Freundt et al., 2012; Brahic et al., 2016).  

4) Quels mécanismes pourraient expliquer l’apparition de mauvais 

repliement d’α-syn ? 

On suppose que des erreurs de repliement donnant lieu à l’apparition des formes 

agrégées d’α-syn se produisent en proportion très faible de manière stochastique tout au long 

de la vie (Jarrett and Lansbury, 1993). Mais certains facteurs pourraient favoriser ces mauvais 

repliements. Par exemple, chez les personnes atteintes d’une forme familiale de la MP, des 

mutations présentes dans la séquence de l’α-syn pourraient augmenter la fréquence d’erreur 

de repliement (Devine et al., 2011). 

Certaines formes de stress cellulaire (par exemple, celles associées à l'exposition aux 

pesticides et aux toxines environnementales) pourrait augmenter l’expression d’α-syn, et par 

conséquent le risque de formation d’espèces agrégées (Cicchetti et al., 2009). De même, le 

stress oxydatif et d'autres stimuli pourraient déclencher des modifications post-

traductionnelles de l’α-syn qui augmentent sa propension à s'agréger (Giasson et al., 2000a).  

 En situation non pathologique, on suppose que les espèces d’α-syn mal repliées sont 

éliminées par des mécanismes de protéostase. Mais cette élimination pourrait être réduite avec 

l’âge conduisant à une augmentation de formes agrégées dans les neurones (Xilouri et al., 

2013) (Brundin and Melki, 2017).  

C. Le mécanisme de la neurotoxicité encore mal cerné 

La communauté scientifique n’a toujours pas identifié avec certitude parmi les formes 

agrégées de l’α-syn (oligomères, fibres, formes phosphorylées ou tronquées...) lesquelles 

étaient les plus toxiques, et par quel(s) mécanisme(s) celles-ci pouvaient engendrer la 

dysfonction et la mort des cellules dans les synucléinopathies. (Wong and Krainc, 2017). 

Certaines études suggèrent que les oligomères seraient les formes les plus toxiques. 

Bien que la communauté scientifique ne soit pas d’accord sur une définition précise du terme 

« oligomère ». Ce terme lorsqu’il est utilisé fait généralement référence à un assemblage de 

protéines α-syn de petite taille. Pour certains ces assemblages ont une conformation différente, 

pour d’autres il s’agit en réalité d’une fibre de très petite taille ayant la même conformation 

que les fibres de taille usuelle.  Des études ont rapportées des niveaux accrus d'oligomères 

solubles dans le cerveau des patients atteints de PD et de DLB (Sharon et al., 2003). De plus, 

les mutations A53T et A30P liées à la MP accélèrent l'oligomérisation de l’α-syn mais pas son 

arrangement sous forme de fibre (Conway et al., 1998). Néanmoins, d’autres travaux récents in 
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vitro et in vivo ont montré au contraire que les fibres de l’α-syn seraient la forme la plus 

neurotoxique. Ainsi, une équipe a montré in vitro sur des cultures cellulaires, que les fibres 

induisaient un taux d’apoptose plus fort que les oligomères (Pieri et al., 2012). Cette même 

équipe a réalisé une autre étude in vivo dans laquelle différents assemblages de l’α-syn ont été 

injectés dans la SNc de rats (Peelaerts et al., 2015). Ils ont observé que les fibres induisaient 

une plus grande quantité de troubles moteurs, une perte plus élevée de cellules 

dopaminergiques et une altération synaptique plus forte que l’injection d’oligomères. 

Bien que l’α-syn à l’état normal soit surtout retrouvée au niveau des synapses, les 

formes agrégées, elles, sont observées partout dans le corps cellulaire, ce qui suggère que ces 

formes agrégées engendrent des dysfonctions cellulaires au-delà des terminaisons 

synaptiques. En effet, de multiples dysfonctions ont été observées au sein de nombreux 

organites cellulaires : mitochondries, appareil de golgi, réticulum endoplasmique,  lysosomes 

et noyau cellulaire (Ingelsson, 2016). 

1) Des dysfonctions au niveau des organites  

Au niveau de la synapse, il a été montré que les oligomères de grandes tailles étaient 

capable d’empêcher la formation du complexe SNARE (Figure 9)(Choi et al., 2013). Ce 

phénomène inhiberait la fusion des vésicules transportant les neurotransmetteurs à la 

membrane synaptique, et entrainerait ainsi une diminution de la libération de la dopamine à 

la synapse (Choi et al., 2013). D’autres études, de manière plus générale, ont mis en évidence 

qu’une augmentation du niveau de l’α-syn diminuait la taille et la mobilité du pool de vésicules 

présynaptiques (Nemani et al., 2010; Scott and Roy, 2012).   

 
Figure 9 - Les différentes hypothèses des mécanismes de la neurotoxicité de l’α-

syn. Le dysfonctionnement des organites (a, encadrés violets), les défauts des contacts 

entre les organites (b, encadré bleu) et la dynamique des organites dysfonctionnelles (c, 

encadré verts) sont tous potentiellement impliqués dans la toxicité de l'α-synucléine. 

Image de (Wong and Krainc, 2017) 
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L’agrégation de l’α-syn pourrait aussi être liée à des dysfonctions au niveau des 

mitochondries (Figure 9). Ainsi, une étude sur des souris portant la mutation A53T de l’α-syn a 

montré que celles-ci avaient un taux supérieur d’altération de l’ADN mitochondrial et de 

mitophagie. D’autre part, il a été montré que l’α-syn pouvait indirectement altérer la biogenèse 

mitochondriale : il a été observé chez des souris portant la mutation A30P et dans des cerveaux 

de patients parkinsoniens, une diminution du niveau du facteur PGC-1 α lié à la biogenèse 

mitochondriale.  

Des dysfonctions au niveau de l’appareil de golgi et du réticulum endoplasmiques ont 

été aussi constatées (Figure 9). En effet, une étude a été réalisée dans des levures utilisées 

comme modèle de la MP chez lesquelles l’α-syn a été exprimée. Il a été observé une 

perturbation du transport vésiculaire du réticulum endoplasmique vers l’appareil de golgi, ainsi 

qu’une augmentation du stress au niveau du réticulum endoplasmique (Cooper et al., 2006).  

D’autres études ont mis en évidence dans des modèles de drosophiles et de souris de 

la MP, que l’α-syn mutée avait une localisation plus importante au noyau (Fares et al., 2014; 

Kontopoulos et al., 2006). De nombreuses altérations du niveau transcriptionnel ont aussi été 

reportées (Figure 9). Par exemple dans un modèle de rat surexprimant la protéine α-syn, il a 

été observé une diminution de l’activation d’un facteur de transcription de la voie autophagie-

lysosomale nommé TFEB (Decressac et al., 2013).  

2) Des dysfonctions à l’échelle cellulaire et tissulaire  

D’autres études mettent en lumière des dysfonctions au niveau de la dynamique 

(transport, fusion, fission) des organites cellulaires dues aux formes agrégées de l’α-syn (Figure 

9). Ainsi, deux travaux rapportent des augmentations de la fragmentation des mitochondries 

en cas de surexpression d’α-syn (Calì et al., 2012; Guardia-Laguarta et al., 2014). Une autre 

étude a mis en évidence que les fibres de l’α-syn diminuent le transport axonal des 

autophagosomes (Volpicelli-Daley et al., 2011).  

D’autres travaux ont rapporté que les oligomères d’α-syn pouvaient créer des pores 

dans la membrane cellulaire et ainsi perturber l’homéostasie cellulaire. Ces pores augmentent 

la perméabilité de la membrane permettant l’entrée d’ions venant du milieu extra-cellulaire et 

aboutissent à une dépolarisation de la membrane des neurones (Volles et al., 2001; Volles and 

Lansbury, 2002; Danzer et al., 2007).   

 De même, une neuroinflammation a été observée dans des modèles animaux chez 

lesquels l’α-syn est surexprimée (Theodore et al., 2008; Chung et al., 2009). Le rôle de cette 

neuroinflammation est encore inconnu, des études reportant des effets protecteurs ou au 

contraire délétères (Ingelsson, 2016).  

3) Des dysfonctions dans les voies autophagiques et lysosomales  

Les formes agrégées de l’α-syn sont aussi à l’origine de dysfonctions majeures dans les 

voies autophagiques et lysosomales (Figure 9). Cette déficience des mécanismes de nettoyage 

cellulaire favorise donc la propagation des formes agrégées qui sont moins dégradées. Ainsi, 

une étude sur des cultures de cellules ont mis en évidence que les formes mutantes de l’α-syn 
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A53T et A30P se liaient plus étroitement que l’α-syn normale au récepteur lysosomal LAMP2A, 

qui appartient à la voie autophagique des protéines chaperonnes (Cuervo et al., 2004). Ces 

formes mutantes bloquent le récepteur et inhibent alors leur propre dégradation par cette voie 

autophagique. D’autres études dans des cultures neuronales ont mis en évidence que la 

dégradation des fibres de l’α-syn par autophagie était bloquée (Tanik et al., 2013) : les 

autophagosomes se formaient normalement autour des fibres, mais la liaison aux lysosomes 

était défectueuse, ce qui donnait lieu à une accumulation d’autophagosomes ne pouvant pas 

mener à bien l’autophagie. Enfin, plusieurs études dans des cultures cellulaires ont mis en 

évidence que les activités des enzymes lysosomales, sur lesquelles reposent le mécanisme de 

l’autophagie, étaient réduites lorsque les formes agrégées de l’α-syn s’accumulaient dans les 

cellules (Mazzulli et al., 2016; Wong and Krainc, 2016).  

Des dysfonctions des voies autophagiques et lysosomales ont aussi été détectées chez 

des patients atteints de MNs autre que des synucléinopathies. L’ensemble de ces observations  

a donné lieu à une nouvelle hypothèse au sein de la communauté scientifique : Ces 

dysfonctions des voies de « nettoyage cellulaire » pourraient être en réalité l’évènement 

majeur expliquant la mort des neurones dans les MNs (Hardy, 2019; Malik et al., 2019).  

 

III. Mise en évidence de différentes conformations de fibres 

d’α-synucléine 

Depuis la découverte que des protéines peuvent former des formes agrégées 

pathologiques dans les MNs, la communauté scientifique a cherché à caractériser de manière 

précise la structure de ces formes. Il a été mis en évidence qu’il était possible de reproduire in 

vitro l’agrégation et la formation de fibres amyloïdes à partir de protéines natives solubles, 

permettant ainsi leur isolation et leur étude.   

A. Développement in vitro et caractérisation biochimique des 

différentes conformations de fibres d’α-synucléine 

De nombreuses équipes ont mis en évidence que l’α-syn forme des fibres amyloïdes de 

morphologies variées en fonction des conditions d’assemblage ou de mutations ponctuelles 

(El-Agnaf et al., 1998b; Heise et al., 2005; Zibaee et al., 2007).  Lors de l’assemblage des 

filaments, un ou plusieurs structures amyloïdes peuvent se former et conduire à l’obtention 

d’un mélange de fibres amyloïdes polymorphes.  

En 2013 Bousset et al. identifièrent deux types de fibres nommées F pour « fibre » et R 

pour « Ruban » (Bousset et al., 2013) pouvant être obtenues en l’absence de polymorphes. Ces 

fibres obtenues à partir de protéines recombinantes produites par une souche d’Escherichia 

coli surexprimant l’α-syn humaine. Les paramètres d’assemblage permettant d’obtenir l’un ou 

l’autre type de filament sont les tampons d’assemblage (50mM Tris-HCl, pH 7.5, 150mM KCl 

pour la fibre F ; 5mM Tris-HCl, pH 7.5 pour la fibre R). La protéine monomérique est dialysée à 

4°C contre 1000 volumes de tampon de fibre R, tandis que la fibre F est obtenue directement 

dans le tampon de purification. L’assemblage est obtenu par incubation, sous agitation (600 
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rpm), à 37°C pendant 7 jours. La caractérisation précise par microscopie et RMN du solide de 

ces fibres a permis de mettre en évidence que ces fibres avaient des structures très différentes 

(Figure 10 - A). Ainsi, les fibres F ont un aspect cylindrique tandis que les R sont plus aplaties 

et entortillées sous forme de spirale. De même, bien que le pourcentage de la séquence d’α-

syn impliquée dans les feuillets-β soit la même pour les fibres F et R (de l’ordre de 70%), la 

distribution des feuillets-β au sein de la séquence est très différente entre les fibre F et R (Figure 

10 – B) (Gath et al., 2014). Des essais in vitro sur des cultures cellulaires ont montré que la fibre 

F induisait une mortalité cellulaire deux fois plus importante que la fibre R. La fibre F montrait 

aussi des capacités de propagation supérieures au sein de culture de neurones primaires.  

  
 

Figure 10 - Les différences structurales entre les conformations de fibres d'α-

synucléine. A - Image par microscopie à force atomique de 4 conformations de fibre d’α-

syn : Fibre, Ruban, Fibre 65 et Fibre 91. Adapté de (Makky et al., 2016). B- Prédiction des 

acides aminés d’α-syn impliqués dans les feuillets β pour les conformations de fibre d’α-syn 

Fibre F et Ruban à partir des données de RMN du solide. Les flèches symbolisent les feuillets 

β prédits. Adapté de (Bousset et al., 2013) 

Il a été mis en évidence que ces fibres F et R étaient capables de transmettre leur 

conformation aux α-syn solubles générées selon un mécanisme de type « prion ». En effet, des 

tests in vitro ont montré que lorsque des fibres R ou des rubans étaient incubées avec des α-

syn solubles dans le tampon d’assembalge de la fibre F, elles étaient capables de recruter des α-syn solubles pour allonger ces filaments en leur imposant leur propre conformation. Lorsque 

les fibres F et R étaient au contraire incubées dans le tampon d’assemblage de la fibre R, seules 

des fibres R étaient générées. D’autres tests ont été réalisés dans des cultures cellulaires. Après 

une infection de culture de neurones par des fibres F et R, une analyse par protéolyse ménagée 

à la protéinase K des lysats cellulaires a mis en évidence que les motifs de dégradation étaient 

très différents entre les neurones infectés par les fibres F et R. Ceci suggère que les fibres F et 
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R sont capables de transmettre leur conformation aux protéines α-syn endogènes de ces 

cultures cellulaires. Suite à ces expériences, les auteurs en ont déduit que ces conformations F 

et R de fibres pourraient être considérées comme deux « souches » de prions distinctes.  

En 2016, deux nouvelles conformations de fibres nommées fibre 65 et fibre P91 ont été 

reportées (Makky et al., 2016; Verasdonck et al., 2016). Ces fibres sont obtenues par des 

protocoles similaires aux fibres F et R : une dialyse suivie d’une incubation longue à 37°C des α-syn solubles. Les seules différences résident dans le contenu des tampons d’assemblage. 

Ainsi, le tampon utilisé pour l’incubation de la fibre 65 est le suivant: 20 mM MES (acide 2-(N-

morpholino)éthanosulfonique) pH 6.5, 150 mM NaCl, et le tampon: 20 mM KPO4, pH 9.1, pour 

les fibres 91.  

Des analyses par RMN du solide et microscopie à force atomique ont permis de préciser 

les différences structurales entre ces quatre fibres (Figure 10 - A). Ainsi les fibres sont longues 

de 1 à 2 µm en moyenne, avec une largeur de l’ordre de 15 à 20 nm, les fibre F étant les moins 

larges, et les fibres 65 les plus larges. Leur hauteur est de l’ordre de 5 à 7 nm, les fibres R étant 

les moins hautes et les 65 les plus hautes. Enfin, les fibres 65 et 91 présentent des variations 

périodiques de la hauteur, au contraire des fibres F et R. D’autres analyses ont aussi mis en 

évidence que les quatre types de fibres avaient des propriétés mécaniques différentes. Ainsi, 

les fibres F sont les plus rigides, avec une mesure de la résistance à la flexion quatre fois 

supérieure à la fibre R et deux fois supérieure aux fibres 65 et 91.  

B. Conformations de fibre déclenchants différents symptômes in 

vivo 

Un modèle animal de rat a permis de mettre en évidence, que l’injection de fibres de 

type F et R dans le cerveau d’animaux, conduisait de deux phénotypes différents.  

Les Fibres F et R ont été injectées dans les SN de rat, et les animaux ont été suivi pendant 

4 mois avec des analyses comportementales, et histologiques. En parallèle, des rats témoin 

négatif et positif ont été inoculés avec des oligomères d’α-syn, ou des homogénats de cerveaux 

issus de souris transgéniques de 18 mois exprimant l’α-syn mutée A30P présentant une grande 

quantité d’alpha synucléine pathologique) (Peelaerts et al., 2015).  Quatre mois après l’injection 

des fibres, il a été observé que la fibre R avait généré un plus grand nombre de corps de Lewy 

et de neurite de Lewy que la fibre F. Néanmoins, aucune perte significative de neurone 

dopaminergique n’a été observée pour les deux conformations (Figure 11- a). Cependant, 

lorsque cette inoculation a été conjuguée à une surexpression de l’α-syn par injection de 

vecteur viral adéno-recombinant (rAAV), il a été observé une perte de neurones 

dopaminergiques pour chacune des formes F et R injectées (Figure 11- c). Cette co-injection a 

également entraîné un fort déficit moteur pour chaque forme injectée, avec une perte plus 

importante pour la fibre F (Figure 11- d). Un déficit moteur plus léger a été observé lorsque les 

fibres étaient injectées seules avec également un déficit légèrement plus important pour la 

fibre F (Figure 11- b). En conclusion, la fibre F a provoqué dans ce modèle un déficit moteur 

plus important, tandis que le fibre R a engendré un nombre plus important de dépôts de types 

de corps et de neurite de Lewy.  
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Figure 11 – Des différences dans les symptômes générés par les conformations F et R des fibres d’α-

syn. (a) et (c) : Quatre mois après l’injection des fibres F et R dans la SN de rat, quantification des cellules 

positives (TH +) à la tyrosine hydroxylase (une enzyme marqueur des cellules dopaminergiques) pour le côté 

dans lequel l’injection a été faite (ipsilatéral) et celui pour lequel aucune injection n’a été faite (contralatéral).  

(b) et (d) : Test quantifiant l’utilisation de la patte avant chez les souris. Adapté de (Peelaerts et al., 2015) 

Une étude en 2019 a été réalisée sur les capacités de propagation des fibres F et R dans 

un réseau de neurone en culture dans un dispositif microfluidique (Gribaudo et al., 2019). Il a 

été observé que les fibres F et R étaient transportées de neurone à neurone, pouvaient recruter 

des α-syn solubles endogènes et ainsi se propager dans les cultures neuronales. De nouveau, 

les résultats indiquent que les fibres R induisent l'accumulation de l’α-syn phosphorylée dans 

les neurones avec plus d’efficacité que les fibres F, ce qui est en accord avec les observations 

précédemment réalisées (Peelaerts et al., 2015).  

C. Des synucléinopathies distinctes ayant pour origine des 

conformations d’α-synucléine différentes : Une nouvelle hypothèse   

L’ensemble de ces résultats ont conduit l’équipe de Ronald Melki et d’autres groupes à 

proposer une hypothèse :  l’existence des différentes synucléinopathies (MP, AMS, DCL) 

pourrait être expliqué par le fait que ces pathologies sont dues à des « souches » différentes 

de fibres. Ces différentes souches auraient des capacités de propagation distinctes dans le 

cerveau, liées à leurs différences structurales. Cette hypothèse est supportée par de nouveaux 

résultats récents. 

La PMCA « protein misfolding cyclic amplification » est une technique qui permet de 

multiplier in vitro par des cycles d’amplification successifs des formes agrégées prioniques 

(Saborio et al., 2001). Cette technique a été adaptée avec succès en 2019 pour la détection de 

formes agrégées d’α-syn dans des échantillons de patients (Fenyi et al., 2019). La PMCA a été 

de nouveau utilisée avec succès dans une étude très récente, dans laquelle plusieurs nouveaux 

types de fibres d’α-syn ont été isolés par PMCA à partir d’homogénats de cerveaux de patients 

souffrant la MP, d’AMS ou de DCL (Van der Perren et al., 2020). Les nouvelles fibres obtenues 

ont des formes différentes. Des essais de protéolyse limitée ont mis en évidence que les 

souches obtenues des patients souffrant de MP ou d’AMS se ressemblaient et ressemblaient 

plus à la fibre de type R tandis que les fibres issues des patients souffrant de DCL avaient un 

profil ressemblant plus à la fibre F. Ces souches ont été ensuite inoculées dans la SN de rat en 

même temps que des rAAV surexprimant la protéine α-syn. Les fibres issues de l’AMS sont 
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celles qui ont induit un plus grand déficit moteur. Des lésions au niveau du striatum ont été 

observées pour les fibres issues des 3 pathologies, celles issues de l’AMS présentant les pertes 

les plus fortes. Enfin, les dépôts d’α-syn étaient plus abondants lorsque les rats étaient injectés 

avec les fibres issus de patient souffrant d’AMS. Ces observations in vivo sont cohérentes avec 

les observations cliniques : l’AMS étant une pathologie très agressive.  

D. Structures atomiques des conformations de fibres d’α-syn 

La résolution de la structure des fibres amyloïdes présentes chez les patients 

permettrait aux chercheurs de mieux comprendre les mécanismes par lesquels les fibres 

peuvent être toxiques et se propager. Cela permettrait également de comprendre par quels 

mécanismes différentes conformations de fibres pourraient donner lieu à des 

synucléinopathies distinctes.  

Ce n’est que depuis quelques années qu’il est techniquement possible de résoudre la 

structure d’une fibre amyloïde hélicoïdale à la résolution atomique. La cryo-microscopie 

électronique permet l’observation par microscopie électronique en transmission des fibres 

amyloïdes congelées. Le traitement de ces images haute résolution avec des logiciels adaptés 

au traitement des fibres hélicoïdales permet de calculer des cartes de densité électronique pour 

ensuite réaliser un modèle atomique tridimensionnel très précis de la structure des fibres. 

Plusieurs structures de fibres d’α-syn produites in vitro ont été résolues, et certaines 

d’entre elles sont présentées dans la Figure 12-A. On peut observer que chaque fibre est en 

fait composée de deux filaments symétriques en interaction, chacun constitué de répétitions 

de protéine α-syn repliées en feuillets-β. 

Trois structures différentes ont été trouvées pour le polymorphe « 1a ». La structure 

6cu7 a été résolue en 2018 par Li et son équipe (Li et al., 2018a), la 6a6b par une autre équipe 

(Li et al., 2018b), et la 6h6b par Guerrero-Ferreira et son équipe (Guerrero-Ferreira et al., 2018). 

Ces trois structures sont assez similaires et présentent de légères variations entre elles. La 

structure du polymorphe 1b, résolue en 2018 par Li et son équipe (Li et al., 2018a) est très 

différente de celles des structures du polymorphe 1a, tant au niveau du repliement des 

protéines α-syn  que des sites d’interaction entre les deux filaments.  

 Les polymorphes 2a et 2b correspondent à deux structures différentes retrouvées dans 

les fibres F. Ces structures ont été résolues en 2019 par Guerrero-Ferreira et son équipe en 

2019 (Guerrero-Ferreira et al., 2019). On peut remarquer que pour ces deux conformations, les 

protéines α-syn sont repliées de la même manière. Néanmoins, l’interaction entre les deux 

filaments se fait à des sites différents. Les structures des fibres R, 65 et 91, elles, n’ont pas 

encore été résolues.  

Actuellement seul un travail reporte la résolution précise par cryo-microscopie 

électronique de la structure de fibre d’α-syn issues de patients atteints de synucléinopathies. 

Schweighauser et son équipe ont identifié deux structures distinctes de fibres d’α-syn à partir 

d’un échantillons de 5 patients souffrant d’AMS (Figure 12-B) (Schweighauser et al., 2020). Les 

filaments de type 1 ont été retrouvés chez les patients 1 à 4, tandis que les filaments de type 2 
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IV. Les différents ligands existants pour la détection d’α-

synucléine 

Un grand nombre ligands pouvant interagir avec l’α-syn ont été décrits. Une attention 

particulière a été portée au développement de ligands pouvant reconnaitre spécifiquement les 

formes agrégées pathologiques de l’α-syn, et les distinguer des formes monomériques natives.   

En biologie, un ligand est une molécule qui se lie de manière réversible à une 

macromolécule par des interactions moléculaires dites « faibles », telles que les liaisons 

ioniques, les liaisons hydrogènes et les forces de van der Waals (Du et al., 2016). L’affinité d’un 

ligand pour sa cible peut être évaluée en mesurant sa constante de dissociation ou constante 

d’affinité nommée Kd qui correspond à la concentration nécessaire en ligand à l’équilibre pour 

occuper 50% des sites récepteurs sur la quantité de molécule cible totale présentée. Plus la 

liaison entre deux molécules est forte, plus le ligand est apte à saturer ces sites à une faible 

concentration, et donc plus le Kd est faible (Craig, 2010).  

Dans le domaine de la biologie, les ligands sont souvent utilisés pour la détection des 

molécules auxquels ils se lient. Outre l’affinité pour sa cible, il est important de vérifier qu’un 

ligand soit spécifique, c’est-à-dire qu’il ait le moins d’affinité possible pour d’autres molécules. 

Cela est particulièrement important si on veut utiliser le ligand pour détecter la molécule cible 

dans un mélange de composés. D’un point de vue pratique, il est également important de 

prendre en compte son coût et la facilité avec laquelle il peut être couplé à un système de 

détection qui permettra de détecter un signal lorsque le ligand entre en interaction avec sa 

cible.  

Actuellement deux types de ligands sont particulièrement utilisés pour détecter la 

protéine α-syn : des ligands chimiques, et plus particulièrement la Thioflavine-T (ThT), et des 

anticorps. Un échantillon des principaux ligands utilisés est présenté dans le Tableau 2.  

A. Ligand chimique aux multiples utilisations : La Thioflavine T 

1) Présentation de la Thioflavine T 

La Thioflavine-T (ThT) est une molécule fluorescente qui, depuis sa première description 

en 1959, est devenu un ligand « étalon » largement utilisé pour la coloration sélective de 

fibrilles amyloïdes ex vivo et in vitro. La fluorescence de cette molécule augmente fortement 

lorsqu’elle se lie aux fibrilles amyloïdes, comme par exemple les fibres d’Aβ et les fibres d’α-

syn (Groenning, 2010). 

La ThT a été utilisée pour la première fois en 1959 pour la coloration de fibre amyloïde 

dans des coupes histologiques (Vassar and Culling, 1959). Depuis 1989, elle a également été 

utilisée pour la détection et la quantification in vitro de fibre amyloïde (Naiki et al., 1989). Elle 

est notamment utilisée pour mesurer la formation in vitro de fibres amyloïdes, comme les fibres 

d’Aβ (LeVine, 1993) et les fibres d’α-syn (Hashimoto et al., 1998).  
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La ThT est constituée d'une benzylamine et d'un cycle benzathiole reliés par une liaison 

carbone-carbone. Ces deux anneaux peuvent tourner librement l’un par apport à l’autre 

lorsque la molécule est en solution (Figure 13-A). La rotation libre de ces anneaux entraine 

l’atténuation de tout état excitation généré par des photons. Ainsi, lorsqu’elle n’est pas liée à 

une fibre amyloïde les propriétés de fluorescence de la ThT sont faibles. Cependant, lorsque la 

ThT se lie aux fibres amyloïdes, la rotation des deux anneaux est alors immobilisée et, par 

conséquent, cette molécule devient fluorescente (Figure 13 –B). Dans cette conformation liée 

à une fibre amyloïde, lorsque la ThT est excitée par une lumière avec une longueur d’onde aux 

alentours de 450 nm, elle peut émettre un signal fluorescent avec une longueur d’onde 

maximale proche 482 nm (Biancalana and Koide, 2010).  

 
 

Figure 13 - Un ligand chimique de l’α-syn : La Thioflavine T (ThT). A – Structure chimique 

de la ThT (en haut). Représentation des deux segments plans de la ThT qui sont en rotation 

l’un par apport à l’autre (en bas). Adapté de  (Biancalana and Koide, 2010). B – Simulation de 

la liaison de molécules de ThT à une protofibrille ayant une structure en feuillet β et 
composée de protéines de séquence KLFFAE.  A gauche : Liaison de plusieurs molécules de 

ThT (montrées en lignes pleines) à la protofibrille (montrée en dessin sous forme de flèches). 

A droite :  Représentation de la liaison d’une molécule de ThT à la protofibrille. Les chaines 

latérales de surface sont représentées en violet, et les chaines latérales cachées sont grises. 

Des flèches représentent le sens de chaque feuillet-β. Les éléments H, O, C et S de la 

molécule de ThT sont en blanc, rouge, cyan et jaune. Adapté de (Wu et al., 2007). 
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L’affinité de la ThT varie selon les fibres amyloïdes. Cependant, bien qu’il y ait des 

tendances générales, il n’y a pas de consensus dans la littérature concernant l’affinité précise 

de la ThT pour chaque type de fibre. En effet, les protocoles de formation de fibre in vitro à 

partir de monomère diffèrent suivant les laboratoires. Les fibres obtenues peuvent donc avoir 

des formes différentes qui pourront avoir des affinités différentes pour la ThT. De plus, la 

mesure de l’affinité entre deux molécules varie en fonction des conditions salines et du pH, les 

résultats peuvent donc également différer en fonction des choix des tampons utilisés.  

Ainsi, le Kd des fibres d’Aβ (1-42) pour la ThT a été calculé à 498 nM à pH7.4 (Maezawa et 

al., 2008). Le Kd de la ThT pour les fibres d’α-syn a été mesuré à 588 ± 2 nM à pH 7 et 948 ± 

271 nM à pH7.4 (Ye et al., 2008; Yu et al., 2012) (Tableau 2).  

Bien que la ThT soit le ligand chimique le plus largement utilisé pour la détection de 

l’α-syn, d’autres ligands chimiques sont aussi connus, comme par exemple le PIB (composé 

Pittsburgh B) (Ye et al., 2008) et le rouge congo (Conway et al., 2000). Comme la ThT, ces 

composés reconnaissent les fibres amyloïdes formées à partir de différentes protéines et ils ne 

sont donc pas spécifique de l’α-syn.  

2) Techniques et méthodes utilisant la ThT pour la détection des 

formes agrégées 

La ThT a été utilisée dans des tests ultrasensibles d'amplification de formes agrégées 

de protéines permettant de détecter les agrégats de protéines mal repliés : l'amplification 

cyclique de protéines mal repliées (« PMCA » - Protein-Misfolding Cyclic Amplification) et la 

conversion induite par sonication en temps réel (« RT-QuIC » - Real-Time Quaking-Induced 

Conversion). Ces deux techniques ayant été utilisées avec succès pour le diagnostic des 

maladies à prions, elles ont été récemment adaptées pour la détection des formes agrégées 

de l'α-syn dans des échantillons de patients atteints de synucléinopathies (Paciotti et al., 2018). 

Actuellement, seules quelques études avec un petit nombre d'échantillons ont été réalisées 

afin d’éprouver la fiabilité diagnostique des techniques de PMCA et de RT-QuIC : ils ont montré 

que ces techniques détectaient les synucléinopathies avec sensibilité et une spécificité très 

élevée, et ce même au stade préclinique. Ainsi, les méthodes de la PMCA et de la RT-QuIC 

semblent avoir un bon potentiel dans la détection au stades précoces de personnes 

susceptibles de développer des synucléinopathies. 

Les techniques RT-QuIC et PMCA sont basées sur le même principe : l'amplification des 

agrégats de protéines mal repliées présentes dans des échantillons de patients, en utilisant leur 

propriété d’élongation prionique. Les échantillons des patients sont incubés dans une solution 

tampon contenant des formes natives d’α-syn monomériques. Si des agrégats sont présents, 

ils s’allongent selon un mécanisme de type prionique en recrutant à leur extrémité les 

monomères. En introduisant une étape d'agitation (pour la RT-QulC) ou de sonication (pour la 

PMCA), les agrégats allongés peuvent être fragmentés pour générer un plus grand nombre 

d’agrégats. Les cycles d'incubation/allongement et de fragmentation sont ainsi répétés 

plusieurs fois, ce qui permet d’obtenir une amplification exponentielle des agrégats 

initialement présents dans les échantillons. Cette amplification progressive des agrégats est 



46 
 

suivie généralement par fluorescence à l’aide de la ThT. La vitesse d’augmentation de la 

fluorescence de la ThT étant proportionnelle à la quantité d’agrégat initialement présente, ces 

techniques peuvent permettre de déterminer la quantité d’agrégat initialement présente dans 

l’échantillon.  

 Plusieurs essais de détection de synucléinopathies par RT-QulC ont été réalisés (Fairfoul 

et al., 2016; Sano et al., 2018; Groveman et al., 2018). Ainsi, Groveman et son équipe ont mené 

une étude sur des échantillons de liquide céphalo-rachidien provenant d’un groupe composé 

de 29 patients souffrant de synucléinopathies (12 de la MP, et 17 de DCL) et de 31 personnes 

contrôles (dont 16 atteints de la MA). Presque tous les échantillons de liquide céphalo-

rachidien de synucléinopathies (27 sur 29) ont donné un résultat de RT-QuIC positif, alors 

qu'aucune amplification n’a été détectée dans les témoins. Le test effectué avait donc une 

sensibilité de 93% et une spécificité de 100%. 

D’autres essais ont été effectués par PMCA (Roostaee et al., 2009; Herva et al., 2014; 

Jung et al., 2017; Shahnawaz et al., 2017; Becker et al., 2018; Fenyi et al., 2019). Par exemple, 

Shahnawaz et son équipe ont mené une étude à partir d’échantillons de liquide céphalo-

rachidien de 193 personnes. 96 de ces personnes souffraient de synucléinopathies : MP n = 76, 

DCL n = 10, AMS n = 10. Le groupe contrôle était composé de 3 types de personnes : 65 

souffrants de troubles neurologiques divers (épilepsie, dystrophie musculaire …), 14 personnes 

diagnostiquées comme souffrant de la MA et 18 personnes affectées par d’autres MN (maladie 

de Huntington, sclérose latérale amyotrophique…). Concernant les patients atteints de 

synucléinopathies :  67 des 76 patients souffrant de la MP, ont eu des résultats positifs de 

PMCA sur l’α-syn. Tous les patients souffrant de DCL, et 8 cas des 10 cas d’AMS étaient aussi 

positifs. Pour les groupes contrôles : 61 patients des 65 (94%) affectés par d'autres troubles 

neurologiques étaient négatifs. De manière intéressante, deux des patients qui avaient eu des 

résultats positifs été ont été par la suite diagnostiqués comme souffrant de la MP quelques 

années après la collecte d'échantillons : la PMCA semble donc pouvoir identifier des patients 

au stade prodromique. Sur les 14 patients souffrant de la MA, 5 ont montré des résultats 

positifs. Néanmoins, ces résultats ne sont pas forcément des faux positifs, car les inclusions 

d’α-syn sont parfois observées chez les personnes souffrant de la MA. Enfin, 16 des 19 patients 

atteints d’autres MNs ont eu des résultats négatifs. Les auteurs de ce travail ont calculé la 

sensibilité et la spécificité de cette étude en excluant les patients atteint de la MA de l'analyse. 

La sensibilité était de 88,5% pour la MP, 100% pour la DCL et 80% pour l’AMS. La spécificité 

était de 94%, atteignant 97% en considérant les patients atteints de troubles neurologiques, 

mais pas neurodégénératifs. 

Ainsi, la PMCA et la RT-QulC sont deux techniques de détection très prometteuses. Des 

résultats récents, publiés par l’équipe de Ronald Melki ont aussi mis en évidence que les fibres 

d’α-syn obtenues par PMCA sur des échantillons de patients de différentes synucléinopathies 

avaient des conformations différentes (Van der Perren et al., 2020). Il semblerait donc que la 

PMCA conserve les conformations des fibres des échantillons des patients. Ainsi, il serait 

possible de coupler l’usage de la PMCA à une caractérisation des fibres obtenues en utilisant 

des ligands spécifiques de conformation. Ceci permettrait de diagnostiquer chez les patients 
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souffrant de MN non seulement s’il s’agit d’une synucléinopathie, mais en plus de déterminer 

quelles conformations de fibres sont présentes chez eux. 

B. Ligands biologiques : Anticorps 

Les anticorps sont des glycoprotéines complexes, produites par le système immunitaire 

adaptatif pour détecter et neutraliser les agents pathogènes de manière spécifique. On nomme 

« antigène », toutes les substances que le système immunologique d’un individu reconnaît 

comme étrangère. Les anticorps peuvent être divisés en deux catégories : les anticorps 

monoclonaux, qui se lient à un seul épitope, et les anticorps polyclonaux qui sont des mélanges 

d’anticorps reconnaissant plusieurs épitopes sur le même antigène. In vivo, la réponse 

immunitaire est généralement polyclonale, mais les anticorps utilisés comme outils 

moléculaires dans les laboratoires sont généralement des anticorps monoclonaux.  

Les anticorps ont de fortes affinités pour leur molécule cible (Kd de l’ordre du pM au 

nM). Ils sont aujourd’hui principalement produits par des techniques de génie génétique. La 

technique la plus utilisée pour obtenir des anticorps monoclonaux est celle de 

l’immunisation (Kim et al., 2014). L’antigène (ou la molécule ciblée) est injecté à un animal de 

laboratoire (souris ou rat principalement), qui par réaction immunitaire produit des anticorps 

contre cet antigène. L’animal est ensuite sacrifié et on récupère alors les cellules B du système 

immunitaire qui produisent les anticorps. Ces cellules B sont ensuite fusionnées avec des 

cellules cancéreuses appelées myélomes, ce qui permet d’obtenir un « hybridome » capable 

de se multiplier rapidement pour produire un clone qui sécrète les anticorps exprimés chez les 

cellules B. Les clones et les anticorps qu’ils sécrètent peuvent ensuite être testés afin de 

sélectionner des anticorps ayant la meilleure spécificité de reconnaissance pour 

l’antigène/molécule d’intérêt.  

Les anticorps sont de très bons ligands et sont donc couramment utilisés pour la 

détection et la quantification des protéines. Ils sont des outils très utile pour les travaux de 

recherche fondamentale, mais aussi pour les applications biomédicales de diagnostic. Ainsi, les 

anticorps sont communément utilisés pour : localiser une protéine au sein de tissus 

(immunohistochimie), pour quantifier une protéine par immunodosage ou ELISA, comme 

réactif d'affinité pour la purification de protéines, pour détecter une protéine dans des 

échantillons (western blot), pour concentrer un antigène (immunoprécipitation), et pour 

neutraliser un antigène. Une dernière application est aussi actuellement en voie de 

développement :  l’utilisation des anticorps comme inhibiteur, on parle alors d’anticorps 

thérapeutiques (Chatterjee and Kordower, 2019). 

1) Anticorps non-spécifique de forme 

De nombreux anticorps ont été générés contre la protéine α-syn. Des anticorps ont 

d’abord été générés  contre des corps de Lewy purifiés (Baba et al., 1998), puis contre des 

protéines d’α-syn recombinantes (Crowther et al., 1998; Giasson et al., 2000b). Dans cette 

partie, j’ai choisi de présenter leurs caractéristiques communes principales en prenant pour 

exemple les anticorps les plus utilisés.  
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Tableau 2 - Comparaison des différents ligands déjà existants pour α-synucléine. Certaines études 

plutôt que de mesurer l’affinité d’un anticorps pour sa cible de manière directe (mesure du Kd), mesure 

celle-ci de manière indirecte en mettant cet anticorps en compétition entre sa cible d’intérêt et une autre, 

pour laquelle son interaction est quantifiée. Dans ce cas-là on mesure la concentration inhibitrice médiane 

(CI50), qui correspond à la concentration de la cible d’intérêt nécessaire pour inhiber à 50% la liaison de 

l’anticorps à l’autre cible (Aykul and Martinez-Hackert, 2016). ND : non déterminé 

Nom de la 

molécule 

Affinité pour  

l’α-syn 

Spécificité de 

« protéine » 

Spécificité de « forme » 

(monomère, oligomère, fibre) 
Références 

Exemple de ligand chimique le plus couramment utilisé 

Thioflavine-

T (ThT) 

Kd = 588±2 nM  

(Ye et al., 2008) 

Kd = 948±271 nM  

(Yu et al., 2012) 

×  Reconnait tous les 

type de fibres amyloïdes 

Ne reconnait que les fibres 

amyloïdes à feuillet β 

 

(Vassar and 

Culling, 1959) 

Exemple d’anticorps non spécifiques de forme les plus courant 

Syn-1 ND Spécifique de l’α-syn ×  Reconnait toutes les formes  

(Perrin et al., 

2003; Choi et 

al., 2006) 

5G4 ND 
Résidus 46 à 53 de l’α-

syn 
×  Reconnait toutes les formes  

(Kovacs et al., 

2012) 

nSyn8, 

nSyn14 et 

nSyn24 

ND 
Spécifiques de la 

forme nitrée de l’α-syn 
×  Reconnaissent toutes les formes  

(Giasson et al., 

2000a) 

81a, 

EP1536Y , 

MJF-R13, et 

pSyn#64 

ND 

Spécifiques de l’α-syn 

phosphorylée en 

position 129 

×  Reconnaissent toutes les formes  
(Delic et al., 

2018) 

Anticorps spécifiques de forme existants pour l’α-syn 

mAb49/G 
CI50 (oligomère) = 0.7 nM 

CI50 (monomère) = 80 nM 
ND 

Généré contre les oligomères α-syn - 

HNE 

Inhibe l’agrégation de l’ α-syn 

(Näsström et 

al., 2011) 

mAb38F 

mAb38E2 

mAb38F : 

CI50 (oligomère) = 3 nM 

CI50 (monomère) = 1 µM 

mAb38E2 : 

CI50 (oligomère) = 10 nM 

CI50 (monomère) = 1.5 µM 

Ne reconnaissent pas 

les protéines Aβ et Tau 

Générés contre les oligomères α-syn 

- HNE 

Reconnaissent les formes agrégées 

(Fagerqvist et 

al., 2013) 

Syn9029-03 

Syn75015 
ND 

Ne reconnaissent pas 

les protéines Aβ et Tau 

Reconnaissent les formes agrégées 

Syn9029-03 = spécifique « fibre de 

souche B » 

Syn75015= spécifique « fibre de 

souche A » 

(Guo et al., 

2013; Covell 

et al., 2017) 

Syn9048 ND 
Ne reconnait pas les 

protéines Aβ et Tau 

Reconnait les formes 

agrégées uniquement; Inhibe 

l’agrégation de l’α-syn 

(Fagerqvist et 

al., 2013) 

Syn-F1 

Syn-F2 

Syn-O1 

Syn-O2 

Syn-O3 

Syn-O4 

Syn-O2 : 

CI50 (monomère) = 0.12 nM 

CI50 (fibre) = 3.283 µM 

 

Kd(fibre) = 96 pM 

Ne reconnaissent pas 

les protéines β et γ-

synucléine, amyloïde-β 

et Tau. 

Reconnaissent les formes 

agrégées uniquement 

(Vaikath et al., 

2015) 

Aptamères sélectionnés contre l’α-syn 

M5-15 ND Ne reconnait pas Aβ × Reconnait toutes les formes  
(Tsukakoshi et 

al., 2010) 

T-SO508 

T-SO530 

Kd(oligomère) = 68 nM 

Kd(oligomère) = 63 nM 

× Reconnait les 

oligomères d’Aβ 

Meilleur affinité pour les oligomères 

que pour les monomères et les fibres 

d’α-syn 

(Tsukakoshi et 

al., 2012) 

F5R1 

F5R2 

Kd(fibre) = 68 nM 

Kd(fibre) = 63 nM 

Ne reconnaissent pas 

Aβ 

F5R2 n’a pas d’affinité pour les 

formes monomériques (F5R1 n’a 

qu’une affinité légère pour celle-ci) 

(Zheng et al., 

2018; Ren et 

al., 2019) 
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Même si les anticorps sont souvent générés contre la protéine α-syn recombinante 

entière, ils reconnaissent généralement un épitope plus restreint sur la protéine. Ainsi, 

l’anticorps Syn-1, très utilisé dans les laboratoires, a été décrit dans un premier temps comme 

reconnaissant les résidus 15-123 de l’α-syn humaine. Néanmoins, des études ultérieures ont 

montré que cet anticorps était en réalité dirigé contre les résidus 91-99 (Perrin et al., 2003). De 

même l’anticorps 5G4, qui a été généré par immunisation des souris avec un peptide 

correspondant aux résidus 44 à 57 de l’α-syn, reconnait en fait l’épitope 46-53 (Kovacs et al., 

2012).  

Du fait des grandes similitudes entre les séquences de l’α-syn des différentes espèces, 

les anticorps développés contre l’α-syn d’une espèce peuvent souvent reconnaitre celle d’une 

autre espèce. Ainsi, l’anticorps Syn-1, au départ développé contre l’α-syn humaine, reconnait 

aussi l’α-syn de rat car les séquences sont les mêmes au niveau de la région reconnue par cet 

anticorps (Perrin et al., 2003).  

Les anticorps dirigés contre l’α-syn native détectent à priori toutes les formes (natives 

ou agrégées) de cette protéine dans le cerveau, y compris la protéine endogène trouvée dans 

le cerveau de patients sains, et ne peuvent pas être de bons marqueurs des formes pathogènes 

agrégées de l‘α-syn.  

Certains anticorps ont été développés contre des formes de la protéine α-syn avec des 

modifications post-traductionnelles. Ainsi, les anticorps nSyn8, nSyn14 et nSyn24, 

reconnaissent de manière spécifique la forme nitrée de l’α-syn. Ces anticorps ne reconnaissent 

pas la forme native non modifiée de l’α-syn. Ces anticorps, en révélant seulement la forme 

nitrée de la protéine α-syn, ont permis de mettre en évidence par immunohistochimie que les 

formes nitrées de l’α-syn étaient retrouvées en grande quantité dans les corps de Lewy 

(Giasson et al., 2000a). D’autre part, il a été mis en évidence que les formes phosphorylées 

favorisaient l’agrégation et l’accumulation de la protéine α-syn : ainsi, il a été reporté que dans 

les cerveaux de patients atteints de la MP ou de la DCL, 90% des protéines α-syn étaient 

phosphorylées au niveau du résidus S129 (Oueslati, 2016). Beaucoup d’anticorps ont donc été 

développés contre la protéine α-syn phosphorylée en position 129, comme par exemple les 

anticorps 81a, EP1536Y (IgG de lapin), MJF-R13 (IgG de lapin), et pSyn#64 (IgG de souris). Des 

études d’immunohistochimie ont mis en évidence que l’anticorps EP1536Y avait la meilleure 

sensibilité et la meilleure spécificité pour la protéine α-syn phosphorylée en position 129 (Delic 

et al., 2018).  

2) Anticorps spécifique de forme 

Des anticorps reconnaissant spécifiquement les formes agrégées ont également été 

générés. 

En 2011, une équipe a généré un anticorps nommé mAb49/G contre des oligomères 

d’α-syn formés in vitro (Näsström et al., 2011). Ces oligomères ont été formés par une 

incubation longue d’α-syn monomériques avec du 4-hydroxy-2-nonenal (HNE), qui est une 

molécule impliquée dans les synucléinopathies. En effet, un grand nombre de protéines 

modifiées par des HNE ont été observées dans les zones touchées des cerveaux de patients 
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atteint de synucléinopathies. De plus, des études ont aussi montré que les molécules de HNE 

induisaient la conversion des α-syn monomériques en oligomères (Näsström et al., 2009). Des 

tests sur des cultures cellulaires ont montré que l’anticorps mAb49/G était capable d’être 

internalisé et d’inhiber l’oligomérisation à l’intérieur de cellules (Näsström et al., 2011). 

mAb49/G est donc un candidat intéressant pour une éventuelle piste thérapeutique. La même 

équipe a généré une deuxième fois des anticorps contre des oligomères HNE par immunisation 

de souris (Fagerqvist et al., 2013). Les anticorps obtenus nommés mAb38F et mAb38E2, ont 

été capables de mettre en évidence par immunohistochimie les corps de Lewy dans les 

cerveaux des patients atteints de MP ou de DCL. L’anticorps mAb38F a été utilisé dans la même 

étude pour faire un test ELISA en sandwich. Ce test a permis de détecter avec succès des 

oligomères et des fibres d’α-syn dans des extraits de cerveau de souris. 

En 2015, une équipe a généré 6 anticorps reconnaissant spécifiquement les agrégats 

de la protéine α-syn mais pas sa forme native soluble (Vaikath et al., 2015). Ces anticorps ont 

été générés contre des fibres d’α-syn formées in vitro. Une étape de sélection des clones 

d’anticorps obtenus par immunisation a permis d’identifier quelles souches reconnaissaient 

spécifiquement les fibres d’α-syn. Les 6 anticorps finalement retenus ont été nommé en 

fonction de leur préférence pour les oligomères « Syn-Os » ou bien pour les fibres matures 

« Syn-Fs » d’α-syn : Syn-F1, Syn-F2, Syn-O1, Syn-O2, Syn-O3 and Syn-O4. La caractérisation 

des anticorps par ELISA a permis de montrer que les anticorps avaient une très forte spécificité 

pour les fibres par apport aux monomères, avec un ratio de l’ordre du millier, au contraire de 

l’anticorps Syn-1 qui reconnait à la fois monomères et fibres. D’autres tests ont aussi montré 

que ces anticorps ne reconnaissaient pas les autres protéines amyloïdes. Des analyses en 

immunohistochimie utilisant ces anticorps ont permis d’observer que ceux-ci avaient la 

capacité de révéler des agrégats et des neurites de Lewy de très petite taille chez des patients 

atteints de la MP ou de la DCL, et qui ne sont usuellement pas observables avec des anticorps 

habituels. L’anticorps Syn-O2 a été aussi utilisé pour construire un ELISA de type sandwich. Des 

tests avec ce dispositif ELISA ont permis de mettre en évidence un niveau plus important de 

formes oligomériques d’α-syn dans des lysats de cerveaux de patients atteints de DCL par 

apport à des patients souffrant de MA ou à des personnes saines. Ces anticorps ont été par la 

suite utilisés pour détecter des agrégats de la protéine α-syn dans des modèles animaux de 

MNs  (Kim et al., 2016; Sharrad et al., 2017; Duffy et al., 2018), mais aussi sur des biopsies de 

nerfs cutanés venant de personnes souffrantes de la MP (Donadio et al., 2018), et sur des 

coupes histologiques post-mortem de patients atteints de la MP et de DCL (Vaikath et al., 

2019). 

Une autre équipe a réussi à générer deux anticorps arrivant à distinguer deux 

conformations différentes de fibres d’α-syn formées in vitro (Guo et al., 2013; Covell et al., 

2017). Ces conformations nommées « souche A » et « souches B », sont toutes les deux 

formées à partir d’α-syn monomériques tronquées (résidu 1 à 120). Les conditions d’obtention 

de ces deux conformations de fibres sont différentes, et les fibres obtenues ont des structures 

et des capacités de propagation différentes (Guo et al., 2013). Les anticorps Syn75015 et 

Syn9029-03 ont été générés respectivement contre les souches A et B. Des tests ELISA ont mis 

en évidence que ces deux anticorps reconnaissent chacun 3 fois mieux la souche contre 
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laquelle ils ont été générés que l’autre (Covell et al., 2017). Les deux anticorps ont été testés en 

immunohistochimie sur un groupe de 50 patients atteints de la MP. Le Syn7015 détecte à la 

fois les corps de Lewy et les neurites de Lewy, tandis que le Syn9029 détecte les corps de Lewy 

mais moins bien les neurites de Lewy. 

La même équipe en 2020 a de nouveau produit de anticorps contre la conformation B 

de fibres d’α-syn (Henderson et al., 2020). Les anticorps ont été sélectionnés pour leur capacité 

à reconnaitre de manière spécifique les fibres d’α-syn et à inhiber le recrutement des 

monomères par des fibres d’α-syn dans des cultures neuronales. Un anticorps a finalement été 

retenu : le Syn9048. Il a été montré que cet anticorps était plus efficace en immunohistochimie 

que l’anticorps Syn9029 précédemment sélectionné pour révéler les corps de Lewy. L’efficacité 

thérapeutique de cet anticorps a ensuite été testé in vivo sur des souris. Des fibres d’α-syn ont 

été injectées directement dans le striatum de souris, qui ont été ensuite traitées chaque 

semaine pendant 6 mois par une injection de l’anticorps Syn9048. Le Syn9048 n’a pas été 

capable d’atténuer ni les déficits moteurs, ni les pertes neuronales observées chez les souris 

dû à l’injection des fibres d’α-syn. Néanmoins, le niveau mesuré de dopamine dans le striatum 

était meilleur lorsque les souris avaient été traitées par l’anticorps Syn9029.  

Même si des anticorps différenciant les formes monomériques des formes fibrillaires 

ont récemment été décrits, ils ne sont pas encore utilisés « en routine » dans les laboratoires. 

Les 6 anticorps publiés par Vaikath et son équipe en 2015, sont à priori les plus prometteurs 

puisqu’ils ont été utilisés avec succès en immunohistochimie sur des coupes de modèles 

animaux, mais aussi sur des échantillons de patients. Les études publiées par Guo, Covell et 

leur équipe et 2013 et 2017 sur les souches « A » et « B » de fibres d’α-syn montrent qu’il serait 

possible d’obtenir des anticorps différenciant des conformations différentes de fibres.  

V. Présentation des aptamères, des ligands synthétiques 

novateurs 

Les aptamères sont des oligonucléotides dont la structure tridimensionnelle leur 

permet d’interagir avec une molécule cible. Isolés par une méthode d’évolution dirigée, ils sont 

souvent considérés comme des « anticorps synthétiques ». 

A. Le SELEX, un processus d’évolution dirigée pour la sélection 

d’aptamères   

Les aptamères sont isolés in vitro par une méthode d’évolution moléculaire dirigée à 

partir d’une banque composée d’un grand nombre de séquences aléatoires. Les méthodes 

d’évolution moléculaires d’acides nucléiques ont émergées à partir des années 60 (Haruna and 

Spiegelman, 1965). Cependant, c’est à partir de  1990 qu’elles ont été considérablement 

améliorées par  plusieurs équipes en combinant différentes avancées techniques en biologie 

moléculaire (synthèse chimique d’oligonucléotides, méthode de sélection in vitro, amplification 

par PCR) (Blackwell and Weintraub, 1990; Blackwell et al., 1990; Ellington and Szostak, 1990; 

Green et al., 1990; Pollock and Treisman, 1990; Robertson and Joyce, 1990; Thiesen and Bach, 

1990; Tuerk and Gold, 1990).  
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Le terme « aptamère » a été proposé par Andrew D. Ellington et Jack W. Szostak en 

associant l’adjectif latin aptus qui signifie « adapter à » ou « apte à », avec le terme oligomère 

qui est une molécule caractérisée par une chaîne constituée d'un petit nombre de motifs 

monomères (les nucléotides) (Ellington and Szostak, 1990). La technique d’évolution 

moléculaire pour identifier les aptamères a été appelée SELEX (pour systematic evolution of 

ligands by exponential enrichment) par Graig Tuerk and Larry Gold (Tuerk and Gold, 1990).  

1) Avant-propos sur la structure des acides nucléiques et des 

aptamères 

Les oligonucléotides, à l’instar des protéines, ont une structure primaire résultant de 

l’enchainement des acides nucléiques qui peut se replier pour adopter des structures 

secondaires, pouvant elle-même interagir entre elles pour former des structures tertiaires. La 

structure tridimensionnelle d’un oligonucléotide peut lui permettre naturellement d’interagir 

avec d’autres molécules. Il est aussi possible d’utiliser cette propriété pour créer ces ligands de 

manière synthétique. Ainsi, la méthode du SELEX permet d’isoler des séquences nommées 

aptamères dont la structure tridimensionnelle entre en interaction avec un molécule-cible.  

a) Les nucléotides 

Les oligonucléotides sont constitués d’une suite de nucléotides reliés par des liaisons 

phosphodiester entre le 5’ et le 3’ de leur ribose. Les nucléotides comprennent un groupement 

phosphate, un ribose, et une base pyrimidique ou purique. L’ARN se différencie de l’ADN par 

la présence d’un groupement hydroxyle en position 2’ du sucre.  Les bases purines sont 

l’adénine et la guanine, les bases pyrimidiques sont la cytosine, la thymine (pour l’ADN) et 

l’uracile (pour l’ARN). Les nucléotides ne sont pas des éléments figés et peuvent adopter de 

nombreuses conformations. En effet, l’orientation de la base et du phosphate peuvent varier 

par apport à celle du sucre, et de nombreuses rotations sont possibles. Ceci est un paramètre 

important pour expliquer la grande diversité de structures que peuvent adopter les acides 

nucleiques. 

 Un autre paramètre important est le nombre d’interactions faibles que les nucléotides 

peuvent générer. Les nucléotides peuvent réaliser des liaisons hydrogènes, des liaisons 

électrostatiques par l’intermédiaire de leur groupement phosphate et de Van der Waals dans 

les interactions d’empilements entre plateaux des bases.  

b) Structures secondaire et tertiaire adoptées par les 

oligonucléotides 

Un certain nombre de motifs structuraux secondaires récurrents chez les acides 

nucléiques ont été identifiés, et peuvent être prédits à partir de la séquence primaire d’un 

oligonucléotide (Andersen, 2010).  

Les tiges-boucles sont les structures les plus rencontrées. Les tiges sont composées de 

deux fragments d’oligonucléotides de séquences complémentaires, c’est-à-dire composées de 

bases pouvant s’apparier par une interaction de type « Watson-Crick ». La boucle fermant la 
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tige est composée de bases n’ayant pas de séquence complémentaire pouvant s’apparier 

(Figure 14 – A). Ces boucles peuvent adopter des structures tridimensionnelles particulières 

pour interagir avec une cible (Förster et al., 2012).   

 
Figure 14 –Exemple de structures secondaires et tertiaires adoptées par les aptamères. 

A – Présentation de la structure en tige-boucle adoptée par un aptamère anti-tétracycline. 

On peut observer sa structure secondaire en tige-boucle (gauche), et son repliement en 3D 

lui faisant adopter une structure tertiaire (droite) enveloppant la molécule de tétracycline. 

Les tiges P1-P3, leurs régions de jonction J1-2 et J2-3 ainsi que la boucle L3 sont colorées. 

La tétracycline est présentée en vert, et les atomes de magnésium en boule verte. Adaptée 

de (Förster et al., 2012). B- Exemple d’organisation des structures G-quadruplex. Les 

guanines sont représentées par des boules violettes. Les structures peuvent être ordonnées 

en diagonale (conformation aussi connue sous le nom de panier), latérale (aussi connue sous 

le nom de chaise) ou bien sous un modèle de type hélice. Adapté de (Lightfoot et al., 2019). 

C-Structure cristallographique d’un aptamère ARN nommé « Spinach » en complexe avec le 

fragment Fab d’un anticorps.  Cet aptamère a une structure allongée contenant deux 

domaines hélicoïdaux séparés par un motif G-quadruplex. Le motif G-quadruplex et les 

nucléotides adjacents comprennent le site de liaison de liaison de l’aptamère à son ligand, 

un fluorophore.  Adapté de (Lightfoot et al., 2019). 
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Les G-quadruplex sont un autre type de structure souvent rencontré chez les aptamères 

(Platella et al., 2017). Ce type de structures, à forme globulaire, se retrouve dans les séquences 

riches en G. Le cœur de la structure de type « G-quadruplex » est une tétrade de guanine : un 

arrangement plan cyclique de quatre guanines liées par des liaisons hydrogène. L'empilement 

de deux tétrades de guanine ou plus génère un motif G-quadruplex, qui est stabilisé par des 

cations hébergés dans la cavité centrale des tétrades de G (Figure 14 –B). Au sein d’un 

aptamères, différents types de structures peuvent se combiner (par exemple un motif G-

quadruplex avec une tige boucle, voir Figure 14 –C). 

2) Principe général du SELEX, un processus d’évolution dirigée 

pour la sélection d’aptamères   

Le SELEX est une méthode d’évolution dirigée utilisée pour sélectionner un 

oligonucléotide capable de se lier à une molécule-cible. Depuis sa mise au point, le SELEX a 

permis d’isoler des aptamères contre une grande variété de cibles différentes : petites 

molécules (inorganique ou organique), des peptides, des protéines, des mélanges de molécule, 

des cellules, et parfois même des organismes entiers (Stoltenburg et al., 2007) (Cibiel et al., 

2014; Civit et al., 2019). Cette méthode peut être également utilisée pour la sélection 

d’oligonucléotides ayant d’autres capacités, comme par exemple les ARN catalytiques appelés 

«ribozyme» (Green et al., 1990).  

Cette technique a pour point de départ la synthèse chimique d’une population 

d’oligonucléotides qui contiennent une portion de séquence synthétisée de manière aléatoire 

(Figure 15 - A). Cette banque subit ensuite une itération de tours de sélection in vitro composés 

des mêmes étapes (Figure 15 - B): 1- la banque est incubée avec la molécule-cible, 2- les 

séquences s’étant liées à la cible  sont sélectionnées lors d’une étape de séparation, 3- ces 

séquences sont ensuite amplifiées par PCR (ou RT-PCR et transcription in vitro pour l’ARN) 

pour obtenir une nouvelle banque enrichie en séquence ayant de l’affinité pour la cible. Cette 

nouvelle banque est ensuite utilisée comme point de départ pour un 2ème tour de sélection in 

vitro, et ainsi de suite. Au fur et à mesure des tours de sélection la banque s’enrichie 

progressivement en séquence ayant une bonne affinité pour la cible (Bouvier-Muller and 

Duconge, 2018a). De manière empirique, l’opérateur peut décider d’augmenter la pression de 

sélection de manière à sélectionner les séquences répondant le mieux à la sélection. De plus, 

au cours des étapes d’amplifications, les polymérases peuvent introduire des mutations dans 

les séquences. Ces erreurs plutôt que d’être une contrainte, permettent d’augmenter la 

diversité de la banque. Les mutations sont ensuite elles-mêmes sélectionnées en fonction de 

leur capacité à répondre à la pression de sélection.  

Le SELEX peut être considéré comme un processus d’évolution de type darwinien 

puisqu’il valide les principes fondamentaux de la théorie de l’évolution des espèces par 

sélection des individus les plus aptes, décrit par Charles Darwin : 1- Sélection : Seules les 

séquences les plus adaptées aux conditions de sélection pourront survivre, 2‐ Hérédité : Seules 

les séquences ayant été sélectionnées peuvent être amplifiées, 3 - Variation : les polymérases 

peuvent induire des mutations lors de la réplication des séquences, ce qui donne alors de 

nouvelles séquences ayant de légères variations par rapport aux séquences initiales (Chauveau 
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et al., 2006). Si ces variations permettent une meilleure adaptation aux conditions de sélection 

imposées lors du SELEX, alors elles seront conservées et amplifiées dans la population des 

séquences. 

 
 

Figure 15 – Principe général du SELEX.  A- Schéma d’une banque de nucléotide utilisée au 

départ d’un SELEX. La banque est généralement constituée d’une partie constante 

permettant l’amplification PCR et d’une partie aléatoire, à l’origine de la diversité des 

séquences au sein de la banque. B- Principe général de sélection des aptamères par SELEX. 

Une banque d'oligonucléotides aléatoire est incubée avec une cible (1). Lors de l’étape de 

séparation, les séquences qui se lient à la cible sont conservées, tandis que les autres sont 

éliminées (2). Les séquences sélectionnées sont ensuite extraites (3) et amplifiées par PCR 

(ou RT-PCR suivie d'une transcription in vitro pour les banques d'ARN) (4). Au cours de cette 

étape, des mutations peuvent apparaître (5). La nouvelle banque obtenue peut alors 

recommencer un nouveau cycle de sélection-amplification. Au cours des cycles successifs, 

les séquences ayant les meilleurs affinités pour la cible sont amplifiées et peuvent être 

identifiées par séquençage (6) Adapté de (Bouvier-Muller and Duconge, 2018b). 
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A la fin du SELEX, on peut par séquençage déterminer quelles séquences se sont les 

mieux amplifiées lors de la sélection. Jusqu’à présent, la banque obtenue à l’issue du dernier 

tour de SELEX était tout d’abord clonée dans des bactéries, et une centaine de clones étaient 

ensuite séquencés afin de déterminer quelles séquences étaient les plus enrichies. Cette 

méthode a néanmoins pour inconvénient de devoir réaliser suffisamment de tours de sélection 

in vitro pour atteindre un niveau d’enrichissement significatif dans un si petit échantillon. De 

plus, la plupart du temps, ce type d'analyse était réalisé uniquement sur la banque issue du 

dernier tour de sélection et il était donc impossible d'avoir des informations sur l'évolution des 

séquences au cours des différents cycles de sélection. Récemment, l’utilisation du séquençage 

haut débit a permis de s’affranchir de ces inconvénients (Nguyen Quang et al., 2016). En effet, 

cette technologie permet d'analyser des millions de séquences des banques issues de chaque 

tour de sélection. On peut ainsi suivre l'évolution de la banque durant le SELEX, et non pas 

simplement le résultat à la fin de la sélection.  

B. La multiplicité des stratégies réalisables permet de moduler au 

mieux les propriétés des futures aptamères 

Le SELEX est un processus très flexible qui permet à l’opérateur de mettre en place les 

stratégies les plus adaptées pour obtenir les aptamères ayant les propriétés désirées. (Aquino-

Jarquin and Toscano-Garibay, 2011; Cibiel et al., 2011).  

De nombreux paramètres peuvent influencer le résultat d’un SELEX. Cependant, plus de 

30 ans après les premières sélections d’aptamères, la plupart de ces paramètres sont choisis 

par les expérimentateurs de manière empirique et il n’existe pas de protocoles standards pour 

faire un SELEX. Dans cette partie différents paramètres seront présentés en expliquant quels 

peuvent être leur influence.  

1) Choix de la banque de départ  

Le SELEX commence par la constitution d’une banque aléatoire d’oligonucléotides ADN 

(Figure 15 –A). Cette banque est composée d’une fenêtre aléatoire de N nucléotides, encadrée 

aux extrémités par des séquences correspondantes à des sites de fixation d’amorces, de 

manière que l’on puisse amplifier la banque par PCR (Polymerase Chain Reaction) (Mullis et al., 

1986). Ces banques ADN sont réalisées par synthèse chimique, un procédé fiable et 

relativement peu coûteux qui a été mis au point par Matteucci et Caruthers en 1981 (Matteucci 

and Caruthers, 1981). 

a) Choix de la taille de la fenêtre aléatoire 

Le choix de la banque initiale en vue d’un SELEX conditionne la diversité des structures 

présentes au début du processus de sélection. Généralement les aptamères sont identifiés à 

partir de banques ayant des fenêtres aléatoires de 20 à 50 nucléotides. Lorsqu’une séquence 

aléatoire de n nucléotides est synthétisée à partir d’une combinaison de 4 bases, le nombre de 

combinaison possible est 4n. Ainsi, plus la fenêtre aléatoire de la banque est grande, plus le 

nombre de séquences différentes possibles est grand. Par exemple, pour une banque de 

séquence d’une longueur de 50 nucléotides : en considérant la masse molaire d’un nucléotide 
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égale à 330 g.mol-1, la masse de la banque contenant toutes les séquences possibles serait de : 

(330*50*450) ÷NA ≈ 35 000 Tonnes, NA correspondant au nombre d’Avogadro (≈ 6,02× 1023 

unités par mol). Expérimentalement, on travaille généralement avec des quantités de banque 

plutôt de l’ordre de la nanomole, soit 6.02*1014 séquences. Cette quantité est proche de 425, 

cela signifie que toutes les séquences possibles ne seront pas présentes dans la banque de 

départ si la fenêtre aléatoire est plus grande que 25 nucléotides. Par exemple, 425 ne 

correspond qu’à 1 billardième (1015) des combinaisons possibles au sein d’une la banque avec 

une fenêtre aléatoire de 50 nucléotides.  

Néanmoins, le fait que la banque soit incomplète au début d’un SELEX ne compromet 

pas les chances de réussite d’identification d’un aptamère. Certains pensent d’ailleurs qu’une 

fenêtre aléatoire de grande taille peut permettre de former des structures plus complexes qui 

sont nécessaires pour des molécules avec des propriétés rares comme par exemple les 

ribozymes.  

b) Choix de la chimie de la banque 

Le choix de la chimie de la banque utilisée pour le SELEX est également de première 

importance avant le début d’un SELEX. Les aptamères isolés peuvent être de chimie ADN ou 

ARN. Il a été montré que pour une même cible il est possible d’obtenir des aptamères ADN et 

ARN ayant tous deux une bonne affinité (Schneider et al., 1995; Tuerk et al., 1992). Le choix de 

la chimie dépend donc surtout de l’application envisagée pour l’aptamère. Ainsi, si la cible est 

une protéine connue pour se fixer à l’ADN, il semble plus judicieux d’utiliser une banque à 

ADN. De même, si le but est de faire exprimer l’aptamère obtenu au sein d’une cellule, alors la 

chimie ARN est la plus adaptée. 

Des modifications chimiques peuvent également être utilisées pour augmenter l’affinité 

des aptamères pour certains types de cible ou pour augmenter leur résistance à la dégradation 

par des nucléases. Les oligonucléotides étant des molécules aisément modifiables, les 

modifications chimiques des aptamères après le SELEX est facilement réalisable. Néanmoins, 

ces modifications peuvent affecter la structure des aptamères et par conséquent changer leur 

affinité pour leur cible. Chaque modification doit donc être accompagnée d’une étape de 

contrôle de l’affinité. Pour pallier ce problème, des modifications chimiques ont été introduites 

durant le SELEX. Ces modifications chimiques peuvent être réalisées au niveau des bases, des 

sucres ou des phosphates des nucléosides triphosphates (Figure 16). Certains SELEX ont même 

été réalisés avec des bases issues d’alphabets génétiques artificiels (Rothlisberger and 

Hollenstein, 2018).  

Les SELEX utilisant ces chimies modifiées ont néanmoins deux inconvénients. Tout 

d’abord, les bases modifiées sont généralement onéreuses, et augmentent donc le coût de 

SELEX mais aussi celui du futur aptamère. Ensuite, ces SELEX nécessitent des polymérases 

acceptant ces bases modifiées. Certaines polymérases ont d’ailleurs été modifiées par évolution 

moléculaire pour augmenter leur capacité à incorporer des bases modifiées (Dellafiore et al., 

2016). 
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 De très nombreuses modifications ont été utilisées, et je ne présenterai que les plus 

connues. Pour un descriptif exhaustif, voir la revue de (Rothlisberger and Hollenstein, 2018).  

 
 

Figure 16 – Les différentes modifications pouvant être apportées aux nucléotides. Les 

oligonucléotides peuvent être modifiés au niveau de trois sites principaux : Au niveau du 

sucre (ribose), du groupement phosphate et de la base. Figure venant de (Dellafiore et al., 

2016). 

 

Une des modifications les plus communément utilisées est la substitution du résidu 

2’hydroxyl du ribose des acides nucléiques par un atome de fluor (Référence 4 - Figure 16). 

Cette modification donne aux oligonucléotides une excellente résistance aux nucléases. Une 

banque composée d’oligonucléotides ayant des bases pyrimidines 2'-Fluoro et des bases 

purines naturelles a ainsi été utilisée dans de nombreux SELEX. Un aptamère sélectionné avec 

cette modification contre le facteur de croissance endothélial vasculaire humain 165 (vascular 

endothelial growth factor - VEGF165) a permis de sélectionner l’aptamère Pegaptanib (aussi 

appelé Macugen), le seul médicament à base d'aptamère actuellement commercialisé (Stein 

and Castanotto, 2017). Il est utilisé pour le traitement néovasculaire de la dégénérescence 

maculaire liée à l'âge (Ng et al., 2006). Il est à noter que d’autres modifications ont été réalisées 

post-SELEX afin d’améliorer encore cet aptamère (Vinores, 2006). 

Les modifications réalisées au niveau des bases des nucléotides triphosphates 

consistent généralement en l’ajout de groupements fonctionnels en position C5 des 

pyrimidines ou N7 des purines (Jäger et al., 2005)(Figure 16). Ces modifications peuvent 

améliorer l'affinité des aptamères en générant de nouvelles possibilités d’interactions 

(Hollenstein, 2011; Dellafiore et al., 2016).  Ainsi, en 2013, Hollenstein et son équipe parviennent 

à sélectionner en utilisant la technique du SELEX une DNAzyme modifiée (avec des bases 
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contenant des groupements imidazole, ammonium et guanidinium) ayant une spécificité 

particulière de substrat.    

La compagnie SOMAlogic a largement investi ce champs d’études qui lui permet de 

développer des SOMAmers (Slow Off-rate Modified Aptamers) dont la particularité est de 

porter des groupements hydrophobes en position C5 (Vaish et al., 2003).  Les SOMAmers ont 

souvent des chaînes latérales modifiées qui créent des surfaces hydrophobes pouvant interagir 

avec les régions hydrophobes des protéines. Ces nouvelles interactions hydrophobes 

améliorent la stabilité du complexe aptamère/cible, et donc diminuent la vitesse de 

dissociation des aptamères (Koff) (Gupta et al., 2014). Actuellement, SOMAlogic a créé près de 

3000 SOMAmers contre 3000 protéines. Ces SOMAmers sont utilisés sur une plateforme de 

criblage protéomique nommé « SOMAscans» qui a été développée parallèlement (Webber et 

al., 2014; Hathout et al., 2015).  

2) Choix du tampon de sélection 

Durant l’étape de sélection, la banque est mise en présence de sa cible dans un 

environnement dont les caractéristiques sont choisies par l’opérateur (pH, conditions salines, 

température etc.). Le choix de cet environnement est crucial. En effet, il joue un rôle 

prépondérant sur la structure des aptamères et de leur cible. Par exemple, la présence de 

cations permet de créer un effet « écran » sur les charges négatives des groupements 

phosphates. Ainsi, il a été montré que les ions magnésium stabilisaient permettait de contrer 

la répulsion des charges négatives des groupements phosphates lors de la formation d’une 

double hélice. Par conséquent, un aptamère sélectionné dans un tampon précis peut perdre 

avoir une affinité pour sa cible modifiée dans un autre tampon (Girardot et al., 2010). Pour cette 

raison, il est important de choisir des conditions de sélection qui soient les plus proches 

possibles des conditions dans lesquelles l’aptamère sera utilisé ultérieurement.    

3) Choix de la technique de séparation 

Un autre choix à réaliser par l’opérateur est celui de la méthode permettant de 

récupérer les oligonucléotides se fixant à la cible en les séparant des autres. De nombreuses 

méthodes ont été développées (voir pour une revue complète (Stoltenburg et al., 2007), j’ai 

choisi de présenter ci-dessous les plus courantes et celles que j’ai utilisée durant ma thèse.  

La filtration sur membrane de nitrocellulose est une des premières techniques de 

séparation à avoir été utilisées : en 1990 Tuerk et Gold s’en sont servi pour identifier un 

aptamère contre l’ADN polymérase du phage T4 (Tuerk and Gold, 1990). Le principe est le 

suivant : les protéines sont retenues sur la membrane de nitrocellulose par interaction 

hydrophobe non spécifique tandis que les acides nucléiques ne sont pas retenus et passent au 

travers. Ainsi, seuls les oligonucléotides s’étant fixés sur la protéine sont retenus sur la 

membrane. Cette technique ne fonctionne néanmoins que si la cible est de nature protéique.  

La technique de séparation par chromatographie d’affinité a aussi été l’une des 

premières utilisées : en 1990, Ellington et Szostak ont ainsi réussi à sélectionner des aptamères 

reconnaissant des petites molécules organiques (Ellington and Szostak, 1990). Cette technique 
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consiste à fixer la cible sur un support solide généralement immobilisé dans une colonne. Un 

tampon contenant la banque est ensuite déposé sur la colonne : les oligonucléotides se liant 

sur les cibles restent dans la colonne tandis que ceux non liés sont élués avec le tampon. Les 

oligonucléotides restés sur la colonne sont ensuite élués à l’aide d’un tampon capable de 

dénaturer la liaison avec la cible. Cette stratégie est compatible avec une grande diversité de 

cibles allant de petites molécules à des protéines. 

Une adaptation de cette technique est d’utiliser des billes magnétiques comme support 

solide. La cible est immobilisée sur des billes magnétiques et incubée avec la banque. Lors de 

l’étape de séparation, un aimant permet de rassembler les billes magnétiques, en retenant avec 

celles-ci les oligonucléotides s’étant fixées aux cibles. Les oligonucléotides ne s’étant pas fixés 

sur les cibles restent, eux, dans le tampon.  

4) Outils utilisés par l’opérateur pour guider la sélection :  contre-

sélections et gestion de la pression de sélection 

Plusieurs objectifs sont communément retrouvés dans les SELEX : 1- Obtenir des 

aptamères ayant la meilleure affinité possible pour la cible 2- Obtenir des aptamères les plus 

spécifiques possibles de la cible choisie 3- Eviter que la sélection ne soit entravée par 

l’apparition de « séquences parasites » : des oligonucléotides n’ayant pas d’affinité pour la 

cible désirée mais qui s’enrichissent tout de même au fur et à mesure de la sélection. De 

nombreux facteurs peuvent être choisis par l’opérateur afin de guider la sélection et d’obtenir 

l’aptamère correspondant le mieux à son cahier des charges.  

a) Usage des contre-sélections 

Fréquemment lors de l’étape de sélection, on peut ajouter une autre étape dite de 

« contre-sélection » qui permet d’éviter de sélectionner des aptamères ayant des propriétés 

indésirables.  Ainsi, une étape de contre-sélection contre le support (nitrocellulose, colonne 

d’agarose ou bille magnétique etc.) sans cibles est souvent réalisée avant l’étape de sélection 

avec la cible afin de ne pas isoler des aptamères reconnaissant le support plutôt que la cible. 

Cette stratégie a été utilisée en 1992 par Ellington et Szostak : constatant que les 

oligonucléotides sélectionnés après 3 tours de SELEX se fixaient surtout sur la matrice agarose 

de leur colonne de chromatographie, ils ajoutèrent au tour n°4 du SELEX une contre-sélection 

contre ce support qui leur permis d’enrichir de manière significative leur banque en séquence 

se fixant spécifiquement à leurs cibles (Ellington and Szostak, 1992).  

Cette étape de contre-sélection peut être aussi ajoutée dans un SELEX afin d’obtenir 

des aptamères ayant une spécificité pour une cible précise. Ainsi, en 1994, Jenison et son 

équipe parvinrent à isoler un aptamère reconnaissant avec une affinité 10 000 fois meilleure la 

molécule de théophylline de la caféine alors que ces deux molécules ne diffèrent que d’un 

groupement méthyl sur l’atome d’azote n°7 de la molécule (Jenison et al., 1994). Pour obtenir 

ce résultat, ils avaient utilisé des contre-sélection contre la caféine lors des tours 5 à 8 du SELEX. 

Ce SELEX a été réalisé avec comme technique de séparation une colonne chromatographique. 

A chaque tours la banque ARN était incubée avec de la théophylline greffée sur une colonne 

de sépharose, et les ARN étaient élués par l’addition de 0.1M de théophylline dans la colonne.  
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Lors des tours 5 à 8, avant l’addition de théophylline, les ARN ont d’abord été élués avec 0.1M 

de caféine afin d’éliminer de la colonne les oligonucléotides ayant de l’affinité pour cette 

molécule. Cette méthode a en effet permis de sélectionner des aptamères capables de 

discriminer la théophylline de la caféine.  

b) Gestion de la pression de sélection  

Généralement, durant les premiers tours de SELEX, l’opérateur fait le choix de maintenir 

une pression de sélection peu intense afin de récupérer un maximum d’oligonucléotide 

pouvant se lier à la cible choisie. Ensuite, il est possible de faire varier certains paramètres afin 

de favoriser la sélection d’oligonucléotides avec une forte affinité pour la cible.  

Le temps d’incubation joue sur la vitesse d’association des aptamères. En choisissant 

des temps d’incubation courts on favorisera la sélection d’aptamère pouvant interagir 

rapidement avec leur cible.  

Ajouter des lavages lors de l’étape de séparation permet également d’augmenter la 

pression de sélection (Ellington and Szostak, 1992). La technique du lavage consiste au moment 

de l’étape de séparation à laver le support où se trouve les cibles (membrane de nitrocellulose, 

billes etc.) avec du tampon : les séquences finalement sélectionnées sont celles qui sont 

capables de rester attachées longtemps à la cible.  

Un autre moyen d’augmenter la pression de sélection est l’ajout lors de l’étape 

d’incubation de compétiteur non spécifique (comme l’ARN de transfert) qui permet de saturer 

sur la cible les sites d’interaction non spécifique et donc de favoriser la sélection 

d’oligonucléotides se fixant de manière spécifique 

Il est aussi possible de diminuer la quantité de cible présentée à la banque lors de 

l’étape d’incubation. Ceci permet de mettre en compétition entre eux les oligonucléotides de 

la banque, afin de sélectionner seulement les meilleurs d’entre eux.  

5) Suivre l’évolution de la banque au cours du SELEX 

Afin de pouvoir réguler au mieux la pression de sélection ou bien pour pouvoir décider 

à quel moment arrêter les tours de sélection, il peut être utile de suivre l’évolution de la banque 

au fur et à mesure des tours de SELEX.  

Un des moyens les plus simples est de quantifier le pourcentage de la banque ayant 

réussi à être sélectionné à l’issu de chaque tour de sélection. La mesure de l’absorbance à 260 

nm est une méthode simple pour déterminer la concentration en oligonucléotide d’une 

solution. Elle permet de pouvoir calculer la quantité d’oligonucléotides sélectionnée ou bien 

au contraire celle ne l’ayant pas été. Néanmoins, si le pourcentage de la banque sélectionnée 

est petit, le signal peut être trop faible pour être mesuré. Pour un résultat plus précis, il est 

possible de marquer la banque radioactivement (avec du P32 à l’extrémité 5’ par exemple), ou 

de manière fluorescente afin de de mesurer la quantité fixée par respectivement un compteur 

à scintillation ou un spectrofluorimètre (Dobbelstein and Shenk, 1995; Meng et al., 2014).  
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Il est aussi possible de mesurer non pas le pourcentage d’oligonucléotide sélectionné 

de la banque à l’issue du tour de sélection, mais la diversité de la banque. Ainsi, la méthode du 

polymorphisme de longueur des fragments de restriction (ou RFLP, de l'anglais restriction 

fragment length polymorphism) permet de visualiser la diversité de la banque au fur et à 

mesure des tours de SELEX (Bartel and Szostak, 1993; Ducongé and Toulmé, 1999). A chaque 

tour de SELEX, un échantillon de la banque est soumis à une combinaison d’enzyme de 

restriction, et le résultat de la digestion est observé par migration sur gel. Au début du SELEX, 

la diversité de la banque étant grande, le nombre de fragments différents obtenu est élevé, il 

n’y a donc pas de bandes distinctes. Au fur et à mesure que la banque s’enrichie en certaines 

séquences, les fragments de restriction de celles-ci commencent à être visibles sur le gel.  Ceci 

permet donc d’estimer le degré d’enrichissement de la banque lors du SELEX.  

Enfin, on peut aussi mesurer le degré d’enrichissement de la banque au fur et à mesure 

du SELEX à l’aide du séquençage. Cette technique ne pouvait pas vraiment être mise en place 

avec la technique du séquençage classique, mais les récentes avancées techniques réalisées 

dans le domaine du séquençage à haut-débit permettent un suivi des banques au fur et à 

mesure des tours de SELEX (Nguyen Quang et al., 2016).  

C. Le développement du Séquençage Haut débit à l’usage du SELEX 

permet de multiplier les possibilités 

La technique du séquençage haut débit a déjà permis de grands progrès pour les 

analyses de génomique et de transcriptomique, et est appelée à changer la façon dont sont 

réalisées les techniques d’évolution dirigées comme celle du SELEX. En effet, cette technologie 

permet d'analyser des millions de séquences des banques issues de chaque tour de sélection 

et ouvre de nouvelles voies pour mieux identifier les aptamères (Nguyen Quang et al., 2016).  

1) Amélioration de l'identification et de la caractérisation 

des aptamères grâce à l'utilisation du séquençage à haut débit  

Le séquençage haut débit peut améliorer l’identification et la caractérisation des 

aptamères par différents moyens (Figure 17) (Nguyen Quang et al., 2016) :  

 Le séquençage haut débit rend possible la détection des séquences enrichies à très 

faible pourcentage à l’intérieur des banques (inférieur à 1%). Ainsi, on peut observer 

de manière plus précoce l’enrichissement des séquences, et moins de cycles de 

sélection sont nécessaires lors d’un SELEX.  

 Il est possible d’analyser l’évolution des séquences au sein des banques lors du SELEX. 

 On peut aussi suivre l’évolution non pas des séquences entières, mais des motifs 

présents au sein des séquences. En effet, généralement seule une partie de la séquence 

d’un aptamère correspond au site de liaison à la cible. Cette portion sera généralement 

très conservée tandis que le reste de la séquence, n’étant pas nécessaire à son 

interaction, peut tolérer plus de mutations. Cette étude peut permettre de prédire 

quelle partie de la séquence permet de réaliser la liaison à la cible.  
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 De la même manière, il est aussi possible de développer des outils permettant de 

prédire les motifs structuraux et de suivre leur enrichissement lors de l’évolution.   

 Il est aussi possible d’identifier pour des séquences bien enrichies, des mutations étant 

apparues à de très faible pourcentage mais dont l’enrichissement entre les tours de 

SELEX est encore meilleur que la séquence initiale. Ces séquences mutées sont alors 

potentiellement des candidats aptamères ayant une affinité encore meilleure pour la 

cible.   

 Le séquençage haut débit permet également de comparer l’effet des variations des 

conditions de sélection (ex : augmentation de la pression de sélection) au cours des 

différents tours SELEX afin de déterminer quelles sont les séquences répondant le 

mieux à la pression de sélection.  

 
 

Figure 17 – Schéma de l’amélioration de l'identification et de la caractérisation des 

aptamères grâce à l'utilisation du séquençage à haut débit (Nguyen Quang et al., 2016). 

Cependant, le séquençage haut débit présente quelques contraintes. Ainsi, cette 

technique nécessite de manipuler une très grande quantité de données (jusqu'à plusieurs 

gigaoctets), ce qui n'est pas pris en charge par les logiciels d'analyses bioinformatiques 

classiques. Ainsi, au cours de ces dernières années plusieurs équipes de recherche ont 

développé de nouvelles approches bioinformatiques pour répondre à cet enjeu.  
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 Une plateforme connue appelée « Galaxy Project » met à disposition des outils 

bioinformatiques de base. Cette plateforme permet de manipuler des données de séquençage 

haut débit, en utilisant différentes fonctions pouvant se combiner selon un pipeline organisé 

par l’opérateur. Néanmoins, bien que très utile pour des analyses préliminaires, d'autres outils 

sont nécessaires pour une analyse plus approfondie de l’évolution lors des SELEX. Des équipes 

ont donc développé leur propre pipeline ou logiciel adapté à l’analyse des SELEX (Voir pour 

une revue (Nguyen Quang et al., 2016).   

2) Le séquençage haut débit permet d’utiliser avec plus de facilité 

certaines variantes du SELEX 

Grâce au séquençage haut débit, certaines formes adaptées du SELEX peuvent 

désormais être utilisées de manière optimale. 

Le SELEX dégénéré (ou doped-SELEX) est une méthode utilisée pour améliorer l’affinité 

d’un aptamère connu ou pour modifier sa spécificité (Knight and Yarus, 2003). Ce SELEX est 

constitué de quelques tours partant d’une banque non pas aléatoire, mais dégénérée à partir 

de la séquence d’un aptamère connu. Cette banque est constituée de manière à ce qu’à chaque 

position on retrouve majoritairement la base d’origine de l’aptamère mais également un 

certain pourcentage des trois autres bases. Le séquençage haut débit permet ainsi d’analyser 

de manière très fine l’influence des mutations au sein de la séquence pour déterminer quelles 

mutations peuvent améliorer l’affinité de l’aptamère pour sa cible et quelles positions sont 

cruciales et ne tolèrent aucune mutation.  

Le SELEX branché est une autre variante du SELEX qui consiste, après quelques tours de 

SELEX « classique », à diviser la banque pour réaliser plusieurs cycles de sélection en parallèle, 

généralement pour comparer des conditions de sélection différentes. L’utilisation du 

séquençage haut débit peut comparer de manière précise les enrichissements des séquences 

entre les différentes branches. Cette technique a été notamment été utilisée par Dupont et son 

équipe, pour caractériser les sites de liaison d’un aptamère et déterminer des mutations 

pouvant favoriser une meilleure affinité pour différentes conformations de la cible (Dupont et 

al., 2015). 

3) Présentation d’un logiciel développé au sein de l’équipe pour 

l’analyse des données de séquençage haut débit issues d’un 

SELEX : Patternity-seq 

Je vais présenter plus en détail le logiciel PATTERNITY-seq qui a été développé au sein 

de notre équipe et que j’ai utilisé au cours de cette thèse. Le logiciel PATTERNITY-seq est 

composé de 2 parties : le prétraitement et la chaîne d’analyse. L’architecture générale du 

logiciel est présentée sur la Figure 18.  

a) Première partie de PATTERNITY-seq : Prétraitement des 

séquences 

A la fin du séquençage haut-débit des banques issues de différents cycles du SELEX, on 

obtient pour chacune des banques un fichier en format FASTQ. Le prétraitement consiste alors 
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compte l'enrichissement de cette séquence aux cours des différents tours caractérisant ainsi 

leur évolution. 

Une fois les pourcentages d’occurrences obtenus et stockés, les séquences sont 

regroupées selon leur éloignement. Pour cela, le logiciel utilise les travaux de Vladimir 

Levenshtein sur la distance d'édition qui permet de comparer 2 chaînes de caractères afin de 

déterminer le nombre de différence entre celles-ci en comprenant les insertions et les délétions 

de lettres (Levenshtein, 1966). Cette distance donne donc la valeur minimale de changements 

nécessaires entre deux séquences. Pour cela, l’utilisateur doit choisir une valeur de distance 

minimale (généralement 1/5ème de la taille des séquences) au-delà de laquelle les séquences 

ne seront plus considérées comme appartenant à une même famille. Les pourcentages 

d’occurrence de chaque séquence d’une famille sont alors sommés par tour pour obtenir les 

pourcentages d’occurrence de la famille par tour et ainsi pouvoir calculer un score d’évolution 

pour cette même famille. Au cours de cette étape, toutes les séquences seront nommées afin 

d’identifier à quelle famille elles appartiennent et quelle mutation elle peuvent avoir par 

rapport à la séquence majoritaire de la famille (par exemple F000/024A>G correspond à une 

séquence de la famille F000 et par rapport à la séquence majoritaire de cette famille, elle a un 

G en position 24 à la place d’un A).  

c) Tableaux et graphiques générés par Patternity-seq  

PATTERNITY-seq permet également de tracer des graphiques présentant l’évolution de 

la fréquence des nucléotides à toutes les positions de la fenêtre aléatoire. Au début du SELEX 

la fréquence de chaque base (A-G-C-T/U) est la même pour toutes les positions (en théorie 

25% chacun si la banque initiale est sans biais). Mais au fur et à mesure que certaines séquences 

s’enrichissent lors des tours de SELEX, certaines bases sont présentes à des pourcentages plus 

importants à certaines positions, tandis que d’autres au contraire sont moins représentées. Les 

graphiques permettent donc de rendre compte du degré d’enrichissement, et donc d’évolution 

générale des banques à chaque tour de SELEX (Figure 19-A). 

Le logiciel permet également de générer des fichiers d’export permettant de produire 

à l’aide du logiciel Cytoscape des arbres hiérarchiques qui représentent l'évolution d'espèces 

moléculaires (des familles ou des séquences au sein d’une famille) au cours de différentes 

générations successives (générations correspondantes ici aux tours de SELEX) (Nguyen Quang 

et al., 2018). Par exemple pour chaque famille, un arbre d'évolution généalogique empirique 

pourra être construit. Cet arbre combine les alignements de séquences avec le suivi de 

l’évolution de chacune des séquences pour inférer quand sont apparues les mutations et à 

partir de quelle séquence. Cet arbre ressemble à l’arbre utilisé par Darwin dans son livre “On 

the Origin of species” pour expliquer sa théorie de l'évolution des espèces animales (Darwin, 

1860). Les nœuds correspondent aux séquences de la famille avec leur occurrence en 

pourcentage dans la famille qui est représentée par la taille et la couleur des nœuds (allant de 

100% à 0%) (Figure 19 – C) . La couleur des arêtes correspond au score d’évolution de la 

séquence observée (le rouge signifie que la séquence a un bon score d’évolution, alors que le 

vert signifie qu’elle en a un mauvais, le jaune étant neutre). Les traits en pointillés signifient 

que la séquence a disparue. Le logiciel permet également de construire un arbre retraçant 
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l’apparition des familles au fil des tours de SELEX avec les représentants de chaque famille et 

les pourcentages d’occurrences des familles entières (Figure 19 – B). 

 
 

Figure 19 – Présentation de certaines analyses fournies par le logiciel PATTERNITY-seq 

v4.0. A - Outils pour l’analyse de l’évolution globale du SELEX. Les graphiques présentent : 
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La fréquence des nucléotides à toutes les positions de la fenêtre aléatoire dans la banque 

naïve initiale et aux tours 2 et 18 d’un SELEX ; L’évolution au fur et à mesure des tours du 

nombre de séquences et de famille au-dessus du pourcentage seuil.  B - Outils pour l’analyse 

de l’évolution globale des familles : Arbre des familles représentant l’apparition des familles 

lors du SELEX et l’évolution de leur importance. Plus le point représentant la famille est gros 

et rouge, plus la fréquence de la famille au sein de la banque est grande. Plus le tiret reliant 

les points d’une famille entre deux tours est rouge, plus l’enrichissement de la famille dans 

la banque est fort. C - Outils pour l’analyse de l’évolution des séquences au sein des familles : 

Arbre empirique de l’évolution généalogique. Cet arbre représente l’apparition des 

séquences dans la famille F0 lors du SELEX et l’évolution de leur importance au sein de la 

famille. Plus le point représentant la séquence est gros et rouge, plus la fréquence de la 

séquence au sein de la famille F0 est grand. Plus le tiret reliant les points d’une séquence est 

rouge, plus l’enrichissement de la séquence au fur et à mesure des tours est important dans 

la famille F0 est fort. 

Patternity-seq est aussi équipé de programmes permettant de prédire des structures 

secondaires (tige-boucle, boucles internes et tétrade de guanine). Patternity-seq génère donc 

également un tableau permettant de suivre l’évolution de la présence de chaque motif.  De 

même, le logiciel calcule aussi le facteur d’évolution de chacun des motifs. Il est aussi calculé 

pour chaque motif, un score de structure secondaire (Secondary Structure Score) qui 

correspond à la chance de trouver ce motif par hasard.  

Toutes ces informations peuvent être utilisées pour mieux connaître les positions 

cruciales pour les aptamères et orienter le choix des séquences à tester.  

D. Une grande variété de méthodes pour mesurer l’affinité des 

candidats aptamères issu du SELEX  

Après avoir analysé l’évolution des séquences lors de la sélection, et identifié les 

séquences les plus intéressantes, il est nécessaire de quantifier précisément leur affinité pour 

la cible.  

1) Avant-propos sur la mesure d’affinité d’un aptamère pour son 

ligand 

A l’équilibre, l’interaction d’un aptamère avec sa cible, lorsqu’il correspond à une 

interaction stoechiométrique 1:1 se traduit par l’équation suivante : 

                                     kon 

[𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴è𝑟𝑟𝑟𝑟] + [𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝑟𝑟]  ⇆ [𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴è𝑟𝑟𝑟𝑟 − 𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝑟𝑟]Complexe  

                                     koff 

 Vitesse d’association Von = kon × [A] × [C] 
 Vitesse de dissociation Voff = koff × [AC] 

Avec [A] = concentration en aptamère libre               [C] = concentration en cible libre 

         [AC] = concentration d’aptamère lié à la cible 

     Et kon : constante d’association du complexe (en s-1) 

         Koff : constante de dissociation du complexe (en M-1s-1) 
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Or, lorsque la réaction est à l’équilibre, les vitesses d’association et de dissociation sont égales :  

Donc : kon × [A] × [C] = koff × [AC]  ⇔ 𝐾𝐾𝐾𝐾 =
𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘 =

[𝐴𝐴][𝐶𝐶]

[𝐴𝐴𝐶𝐶]
 

Avec Kd = constante d'équilibre de dissociation (en M) 

Il existe différentes méthodes pour calculer la constante d’équilibre de dissociation Kd 

avec cette équation. Néanmoins, une des méthodes les plus souvent utilisées est de faire varier 

la concentration de l’aptamère, en laissant celle de la cible constante. Lors des conditions de 

mesure de la quantité de complexe formée, on se place de manière que la concentration en 

cible soit tellement grande comparée à la concentration en aptamère, qu’on peut négliger la 

quantité de cible liée à l’aptamère comparée à la quantité de cible libre. Autrement dit : [C] ≫[AC], ce qui entraine : [C] ≅ [C]tot. Ceci transforme l’équation précédente de la manière 

suivante : 𝐾𝐾𝐾𝐾 =
([𝐴𝐴]𝐴𝐴𝑡𝑡𝐴𝐴 − [𝐴𝐴𝐶𝐶])[𝐶𝐶]𝐴𝐴𝑡𝑡𝐴𝐴

[𝐴𝐴𝐶𝐶]
⇔ [𝐴𝐴𝐶𝐶] =

[𝐴𝐴]𝐴𝐴𝑡𝑡𝐴𝐴 × [𝐶𝐶]𝐴𝐴𝑡𝑡𝐴𝐴𝐾𝐾𝐾𝐾 + [𝐶𝐶]𝐴𝐴𝑡𝑡𝐴𝐴  

Cette dernière équation représente une hyperbole représentant [AC] en fonction de 
[C]tot. On peut calculer Kd et [A]tot à partir de cette hyperbole. [C]tot est souvent appelé Bmax, la 

concentration maximale de ligand lié à la cible (Figure 20). 

 
 

Figure 20 – Courbe d’affinité d’un radioligand pour sa cible. Ces données sont les 

résultats d'une expérience de liaison d’un radioligand à sa cible, et illustre les courbes de 

liaison totale du radioligand, mais aussi celle de sa liaison spécifique et non spécifique à sa 

cible. La liaison spécifique est obtenue en soustrayant la liaison non spécifique à la courbe 

de liaison totale. La concentration en ligand résultant en 50% de la liaison spécifique 

maximale est la valeur Kd, un paramètre d'affinité, tandis que l'asymptote horizontale est 

égale au nombre total de sites de liaison aux récepteurs (Bmax) dans les conditions utilisées 

lors de cette expérience. Figure venant de (Wit et al., 2016). 

Beaucoup de méthodes existent pour mesurer l’affinité (Kd et Bmax) d’un aptamère à sa 

cible. Cependant, en fonction des méthodes de mesure, les résultats d’affinité peuvent varier. 

C’est pourquoi il est conseillé de tester plusieurs techniques différentes. 
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Aucune technique n’est optimale, et l’opérateur fait son choix en examinant les 

différentes limites des méthodes. Ainsi, certaines méthodes nécessitent une immobilisation ou 

un marquage de l’aptamère ou de la cible : ceci peut entrainer un changement dans 

l’interaction entre les deux molécules, et donc biaiser les mesures d’affinité. Certaines 

méthodes nécessitent une grande quantité d’échantillon, peuvent être coûteuse d’un point de 

vue des consommables ou nécessiter un appareil de mesure onéreux. D’autres sont 

compliquées à mettre en œuvre et demandent une vraie expertise. Certaines techniques ne 

peuvent pas être organisées de manière à avoir un grand nombre de conditions testées en 

même temps, et sont donc longues à mettre en pratique. Ces méthodes ne calculent pas non 

plus les mêmes paramètres, et certaines peuvent ne pas donner accès aux constantes cinétique 

kon et koff mais seulement calculer le Kd. 

Le Kd des aptamères est souvent de l’ordre du nanomolaire pour les protéines, ce qui 

est comparable aux anticorps. L’affinité des aptamères développés contre les petites molécules 

sont généralement moins élevés, avec des Kds de l’ordre du micromolaire.  

2) Méthodes de mesure via des techniques de séparation 

Les techniques de séparation sont basées sur la séparation des aptamères liés et non 

liés à la cible. Ces techniques nécessitent généralement le marquage de l’aptamère ou de la 

cible. L’un des inconvénients de cette technique est que l’étape de séparation peut parfois 

perturber l’interaction aptamère/cible et donc potentiellement biaiser les résultats obtenus.  

Les techniques de filtration reposent sur la séparation des aptamères liés et non liés par 

une membrane. La solution d’incubation contenant l'aptamère et la protéine cible passe à 

travers la membrane entrainée par une pression, un vide ou une force centrifuge. L'aptamère 

lié à la cible est retenu par la membrane, ce qui permet d'évaluer la distribution de l’équilibre 

aptamère lié/aptamère libre sur une gamme de concentrations cibles. Un des types de 

membranes communément utilisés est la membrane nitrocellulose (décrite précédemment) qui 

est aussi utilisée comme technique de séparation lors du SELEX. Pour la quantification des 

fractions d’oligonucléotides liés et non liés, on utilise fréquemment la méthode du marquage 

des oligonucléotides au P32, la quantification se fait alors à l’aide d’un écran photostimulable 

au phosphore, ou d’un compteur à scintillation (Carey et al., 1983). Néanmoins, cette méthode 

demande des conditions de sécurité et des infrastructure spéciales. La même approche peut 

être réalisée avec un marquage par fluorescence mais c’est nettement moins sensible. 

La technique d’électrophorèse sur gel peut également être utilisée (Fried and Crothers, 

1981). Les oligonucléotides étant chargés négativement ils migrent facilement dans un gel 

traversé par un courant électrique. Lorsqu’un aptamères est lié à une cible, sa migration peut 

être modifiée et ce décalage peut être mesuré (Ducongé and Toulmé, 1999).  

D’autres techniques séparatives existent comme la dialyse, l’électrophorèse capillaire 

(Ravelet et al., 2006; Girardot et al., 2011; Fiore et al., 2015) et la chromatographie liquide à 

haute performance (HPLC) (Jing and Bowser, 2011). Ainsi, en 2004 Michaud et son équipe en 

utilisant la technique de HPLC, ont été capable en utilisant des aptamères sélectionnés contre 
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la D-adénosine et la L-tyrosinamide, de les séparer de leurs énantiomères (Michaud et al., 

2004). 

3) Méthodes de mesure de l’affinité à l’aide de fluorophore 

Certaines méthodes sont basées sur la mesure de la fluorescence. L’oligonucléotide ou 

sa cible sont marqués avec une molécule émettrice de fluorescence, un fluorophore. Il arrive 

souvent que la fluorescence d’un aptamère marqué avec un marqueur fluorescent soit modifié 

lors de sa fixation sur sa cible. A partir de ce signal on peut calculer précisément les constantes 

d’affinité.  Ces méthodes ont pour avantage de donner une mesure rapide des constantes de 

cinétique de l’interaction aptamère/cible par apport aux techniques séparatives, et ce en 

solution. Pour pouvoir lire ce type de signal, un spectrofluorimètre est utilisé. Je vais ici 

présenter deux des méthodes utilisant des fluorophores les plus utilisées.  

Ainsi, l’affinité des aptamères marqués de manière fluorescente peut-être mesurée par 

la méthode de la thermophorèse à micro-échelle (Breitsprecher et al., 2016). Cette technique 

mesure le mouvement des molécules à la suite d’une excitation laser. La mesure est faite en 

solution dans de fins capillaires de verres. Un des avantages de cette méthode est qu’elle ne 

nécessite aucune immobilisation d’un des deux partenaires (cible ou aptamère) dont on 

mesure l’interaction. Cette technique mesure la force de l’interaction entre une molécule 

marquée par un fluorophore (ici généralement l’aptamère) et sa cible tandis qu'un gradient de 

température microscopique, induit par un laser proche infrarouge, est appliqué au fil du temps. 

Le signal en résultant est détecté et tracé en fonction de la concentration du ligand pour 

obtenir une courbe dose-réponse, à partir de laquelle l'affinité de liaison est automatiquement 

calculée. 

L’affinité des aptamères marqués de manière fluorescente peut également être 

mesurée par polarisation de fluorescence-anisotropie (Gokulrangan et al., 2005). L'anisotropie 

est une mesure de la dépolarisation de fluorescence. Lorsqu’une molécule fluorescente est 

illuminée par une lumière polarisée, les molécules fluorescentes sont excitées et émettent 

ensuite une lumière partiellement dépolarisée. Ce signal change lorsque l’aptamère entre en 

interaction avec sa cible. Il est ensuite possible par analyse des signaux obtenus de calculer 

l’affinité d’un aptamère pour sa cible (Zhu et al., 2012; Lisi et al., 2018).  

4) Méthodes de mesure sans marquage 

Des méthodes de mesures ne demandant pas de marquage d’un des deux partenaires 

ont été développées. 

a) Méthodes sans marquage, mais avec greffage d’un des 

partenaires sur un support 

La résonance plasmonique de surface (SPR) est un phénomène qui se produit sur une 

surface plane métallique : lorsque la lumière incidente est polarisée parallèlement au plan 

d'incidence, la lumière est réfléchie selon un certain angle. Dans le cas d’une surface métallique 

sur laquelle une molécule a été immobilisée, lorsque cette molécule interagit avec une autre 
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molécule, l’angle d’incidence de la lumière polarisée change. Ce changement d’angle peut-être 

mesuré et permet de suivre la liaison entre deux molécules (Di Primo and Lebars, 2007).  Cette 

technique a de nombreux avantages, dont la rapidité de mesure et l’absence de marquage de 

l’aptamère. Néanmoins, l’immobilisation de l’aptamère sur la surface constitue aussi un biais 

potentiel. Cette technique requière de plus des machines onéreuses. 

b) Méthodes sans marquage ni greffage d’un des 

partenaires 

La calorimétrie de titrage isotherme (ITC) est une excellente méthode de mesure (Müller 

et al., 2006). Contrairement aux méthodes précédemment décrites, cette méthode calcule 

directement les paramètres thermodynamiques (enthalpie et entropie) et en déduit ensuite les 

paramètres d’affinité. L'ITC repose sur le fait que la formation du complexe de l’aptamère avec 

sa cible est un processus exothermique qui libère de la chaleur. Le calorimètre est constitué 

d’une cellule contenant un volume constant d'aptamère (ou de protéine), auxquels sont ajoutés 

de manière croissante les ligands. La chaleur est libérée lorsque des quantités croissantes de 

complexe se forment. Le signal est ensuite mesuré via la quantité d'énergie électrique 

nécessaire pour maintenir constante la température dans la cellule. Cette méthode est souvent 

considérée comme la meilleure méthode de binding, mais elle est malheureusement très peu 

utilisée car elle nécessite une grande quantité de molécules et des machines onéreuses.  

E. Un large éventail d’applications 

Les aptamères peuvent être utilisés pour un large éventail d’application : détection et 

diagnostic, imagerie, purification, thérapie et théranostique. L’utilisation de ces aptamères est 

facilité par le fait qu’ils peuvent être facilement greffés à diverses molécules ou sur des surfaces 

(Rothlisberger et al., 2017). Cette étape de greffage doit néanmoins être couplée à la 

vérification du maintien de l’affinité de l’aptamère pour sa cible (Girardot et al., 2013). 

Actuellement, la majorité des aptamères sont sélectionnés à des fins biomédicales, 

particulièrement dans le domaine de la cancérologie (Bouvier-Muller and Duconge, 2018b). 

1) Les aptamères pour la détection et le diagnostic 

De nombreux aptamères sont isolés en vue de d’être utilisées comme détecteurs. Le 

plus souvent à des fins de diagnostic biomédical, mais également pour la détection de 

molécules dans l’environnement ou dans des produits alimentaires (Amaya-González et al., 

2013; Ku et al., 2015; Zhang et al., 2018). Les aptamères sont des candidats idéals pour la 

détection :  ils se lient avec une forte affinité et une spécificité élevée à leur molécules-cibles, 

leur production est peu coûteuse, et leur conjugaison à d’autres molécules jouant le rôle de 

rapporteur est très aisée. Certains systèmes de détection à base d’aptamères sont 

commercialisés, et beaucoup d’autres sont actuellement en phase de développement (Kaur et 

al., 2018). Les aptamères peuvent être aussi utilisés en histologie mais c’est assez peu courant.  
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a) Différents types de stratégies pour la détection 

Une grande diversité de biocapteurs, utilisant différentes techniques, peuvent-être 

réalisés à partir d’aptamères. Ces biocapteurs se composent généralement d'un aptamère relié 

un élément transducteur qui convertit l'événement de la liaison de l’aptamère à sa cible en un 

signal détectable et mesurable analytiquement. Les aptamères expérimentent souvent des 

changements conformationnels lorsqu’ils interagissent avec leur cible, ce qui facilite la 

détection de l’évènement de la liaison de l’aptamère à sa cible (Song et al., 2008). 

La plupart des tests de détection peuvent se répartir en deux catégories : ceux avec un 

seul aptamère se fixant sur la cible à détecter (single-site binding) et ceux avec deux molécules-

sonde se fixant sur la cible, que l’on appelle « sandwich » (Song et al., 2008). Dans cette 

configuration en « sandwich », on peut utiliser en duo deux aptamères, ou bien un aptamère 

et un autre ligand comme par exemple un anticorps. La seule contrainte est que les deux 

molécules reconnaissent la cible à des sites de liaisons différents. Dans cette configuration en 

sandwich, généralement un des partenaires est immobilisé sur une surface (une électrode, une 

surface plane ou une nanoparticule) et est chargé de fixer la molécule cible, tandis que le 

deuxième partenaire est conjugué à une molécule permettant la détection d’un signal. 

Généralement, lorsqu’un aptamère se fixe à une petite particule, il l’englobe au sein d’une 

poche, les tests de détection en sandwich ne peuvent pas être réalisés puisqu’un 2ème ligand 

ne pourrait se fixer sur la petite molécule. Les protéines étant plus grandes, les tests de 

détection de type « sandwich » peuvent être plus aisément réalisés.  

b) Méthode détection à signaux optiques 

Le signal optique est le type de signal le plus utilisé. Il existe une grande diversité de 

signaux utilisables : colorimétrique, fluorescent, bioluminescent, etc. Je vais présenter ici deux 

systèmes de détection à signaux optiques très utilisés pour les aptamères (Song et al., 2008).  

Les aptamères peuvent être facilement greffés sur une surface ou couplés à une enzyme 

HRP (Horseradish peroxidase). Ils peuvent donc être utilisés dans un test ELISA, on parle alors 

de test ELASA (enzyme-linked apta-sorbent assay). Comme pour les tests ELISA, les tests ELASA 

peuvent être utilisés dans plusieurs configurations différentes : deux aptamères ou bien un 

aptamère et un anticorps, reconnaissant des sites différents sur une molécule peuvent être 

utilisés en sandwich (Toh et al., 2015) Figure 21-A. 

Une autre forme de biocapteur fluorescent fréquemment utilisé est la technique dite 

« molecular beacon » : l’aptamère est organisé sous une forme d'épingle à cheveux, marqué 

en un bout avec un fluorophore et de l’autre avec une molécule éteignant le signal (quencher). 

Lorsque la cible se fixe sur l’aptamère, la tige de l’épingle à cheveux formé par l’aptamère se 

défait, et le fluorophore se retrouve spatialement éloigné du « quencher » libérant alors le 

signal fluorescent (Yamamoto et al., 2000) (Figure 21-A.) 
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Figure 21 - Exemple de Système de détection à base d'aptamère. A - Exemple de système 

de détection avec un signal optique. A gauche : Exemple de système de test ELASA en 

« sandwich » avec deux aptamères ou bien un aptamère et un anticorps. A droite : Exemple 

d’aptamère en forme de « molecular beacon », lorsque l’aptamère se lié à la cible le 

fluorophore se retrouve spatialement éloigné du « quencher » libérant alors le signal 

fluorescent. B – Exemple de système à signaux « off » ou « on » électrochimique. A gauche : 

Lors de la liaison à la cible, l’aptamère se replie selon la structure permettant l’interaction 

avec la cible. La molécule oxydo-réductrice est alors éloignée de l’électrode, et le signal 

s’éteint. A droite : Dans le cas contraire, lors de liaison à la cible, l’aptamère en adoptant la 

structure permettant l’interaction avec la cible rapproche la molécule oxydo-réductrice de 

l’électrode, et le signal se déclenche. C - Exemple du système de détection par SPR à base 

d’aptamère. Adapté de (Song et al., 2008).  

c) Méthodes utilisant d’autres types de signaux  

Certains systèmes de détection peuvent utiliser des signaux électrochimiques. Les 

aptamères, conjugués à une molécule oxydo-réductrice sont alors immobilisés sur une surface 

conductrice (Figure 21-B). Lors de la formation du complexe aptamère/cible, le changement 

de conformation de l’aptamère modifie les caractéristiques d'électro-transfert entre la 

molécule oxydo-réductrice et la surface conductrice. Ceci génère un changement de signal 

mesurable (Song et al., 2008). Ainsi, l’entreprise CibusDx a mis au point une plateforme à base 

d’aptamères pour la détection de pathogènes aquatiques et de toxines (Kalra et al., 2018). Ce 

détecteur est composé d’un analyseur électrochimique portable compatible avec un 

smartphone ou une tablette, qui détecte la reconnaissance de la cible par l’aptamère 
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immobilisé sur une bandelette. Ce détecteur à faible coût est donc adapté aux utilisations en 

extérieur. 

Le troisième type de signal utilisé est celui des systèmes de détection des signaux liés 

à la masse, comme par exemple la méthode de SPR (pour une description plus précise de la 

technique, voir paragraphe de la partie V.D.4)a) ci-dessus page 71) (Figure 21-C). Ces systèmes 

ont néanmoins pour inconvénient de demander des machines spécialisées, et sont donc 

difficilement utilisables comme méthode de détection courante.  

2) Les aptamères pour l’imagerie 

Au cours de ma thèse, j’ai participé à la rédaction d’une revue sur les aptamères utilisés 

pour l’imagerie moléculaire et les applications en théranostique (Bouvier-Muller and Duconge, 

2018b). Cette revue est en Annexe A.  

3) Les aptamères pour la purification 

Bien que les aptamères aient les caractéristiques requises comme sonde de capture en 

vue de la purification de molécules, il y n’a actuellement que quelques essais qui ont été réalisés 

pour utiliser les aptamères pour la purification.  En effet, leur haute affinité et leur spécificité 

élevée ainsi que leur capacité à être mobilisé facilement sur des surfaces en font des sondes 

de capture prometteuses (Beloborodov et al., 2018; Perret and Boschetti, 2018).  

Ainsi, en 2017 Forier et ses collaborateurs utilisèrent des aptamères pour la purification 

de plusieurs protéines d’intérêt thérapeutique par chromatographie d’affinité (Forier et al., 

2017). Cette expérience a été réalisée en vue de purification de protéines recombinantes à 

partir de culture cellulaire ou du lait d’animal transgénique. Trois protéines ont été ciblées : le 

facteur de coagulation VII (utilisé pour le soin des personnes hémophiles), le facteur H 

(impliqué dans la reconnaissance du non-soi) et le facteur IX (appartenant au système de 

coagulation dépendent de la vitamine K). Les aptamères Mapt2.2CS, Nonapta5.1 et Mapt1.2CS 

chacun reconnaissant spécifiquement une des protéines d’intérêt réussirent en une étape de 

purification par chromatographie d’affinité à purifier de manière très importante les protéines 

d’intérêt. L’éluat notamment du facteur IX avait une pureté de 98%, en partant d’une solution 

à seulement 0.5%. 

4) Les aptamères pour la thérapie 

Les aptamères peuvent être utilisés selon différentes stratégies thérapeutiques (Zhu 

and Chen, 2018). Il existe deux grands types de stratégie. Les aptamères peuvent être 

directement des molécules thérapeutiques ou ils peuvent être utilisés pour guider les 

molécules thérapeutiques vers le site d’intérêt chez le patient. Actuellement, le seul aptamère 

à but thérapeutique commercialisé est le Pegaptanib. D’autres sont en phase d’essais clinique 

(Kaur et al., 2018).  
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a) Les aptamères comme molécules thérapeutiques 

Les aptamères peuvent être la molécule thérapeutique, qui module les voies 

biologiques dans le but de lutter contre de nombreux types de maladies telles que le cancer, 

les maladies infectieuses ou les maladies cardiovasculaires.  

Le Pegaptanib (aussi appelé Macugen), le seul aptamère actuellement utilisé en 

thérapie, appartient à cette catégorie. Il est utilisé pour le traitement néovasculaire de la 

dégénérescence maculaire liée à l'âge (Ng et al., 2006). Le Pegaptanib est dirigé contre le 

facteur de croissance vasculaire endothéliale VEGF165. Il bloque l’interaction du VEGF avec son 

récepteur et ainsi stoppe la croissance des vaisseaux sanguins dans l’œil. Ce médicament a été 

approuvé en 2004 par la FDA après des essais cliniques concluants (Gragoudas et al., 2004). 

Le Pegaptanib est un aptamère ayant été sélectionné par SELEX contre le VEGF165. Des 

modifications post-SELEX de la séquence obtenue ont été ensuite réalisées. La banque utilisée 

au départ du SELEX contre le VEGF165 était composée d’oligonucléotides ayant des bases 

pyrimidines 2'-Fluoro et des bases purines naturelles (Ruckman et al., 1998). Sa séquence a été 

réduite à sa longueur minimale n’entrainant pas une baisse de l’affinité pour le VEGF165. D’autres 

modifications ont ensuite été réalisées afin d’améliorer encore la résistance aux nucléases et à 

la clairance rénale de l’aptamère de chimie 2’Fluoro-pyrimidine obtenu à l’issu du SELEX. Toutes 

les bases purines, sauf deux adénines impliquées dans l’interaction avec le VEGF165, ont été 

changées en bases 2’O-méthyl. Une molécule de polyéthylène glycol (PEG) a été ajoutée du 

côté 5’(Figure 22). Ces modifications n’entrainaient pas une baisse d’affinité trop importante : 

la molécule finale thérapeutique du Pegaptanib se lie à sa cible VEGF165 avec une affinité très 

élevée (Kd = 50 pM) (Vinores, 2006). 

 
Figure 22 - Séquence et structure secondaire prédite du Pegaptanib. Les purines 2'-O-

méthylées sont représentées en rouge, les pyrimidines modifiées par le 2′-fluor sont 

représentées en bleu et les nucléotides non modifiés sont représentés en noir. L’endroit de 

la conjugaison à la molécule de PEG de 40 kDa est indiqué. Figure adaptée de (Ng et al., 

2006) 
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b) Les aptamères pour guider le transport de molécules 

thérapeutique  

Les aptamères peuvent aussi être utilisés pour guider les médicaments vers les sites 

d’intérêts. Dans ce contexte, il a été démontré que les aptamères conjugués à des molécules 

thérapeutiques peuvent améliorer la distribution sélective des médicaments, et permettent 

donc d’optimiser l’action de la molécule thérapeutique (Alshaer et al., 2018). Les aptamères ont 

ainsi été évalués en chimiothérapie, radiothérapie, et en thérapie génique (Zhu and Chen, 

2018). Par exemple, Alshaer et son équipe ont montré qu’un aptamère (nommé Apt1) 

sélectionné contre les récepteurs CD44, qui sont retrouvés surexprimés dans un grand nombre 

de tumeurs, permettait d’augmenter l’absorption cellulaire des liposomes avec lequel il était 

conjugué (Ababneh et al., 2013; Alshaer et al., 2015). 

Un grand nombre d’objets différents (organiques, inorganiques) peuvent être utilisés 

pour transporter les molécules thérapeutiques : liposome, particule d’or, dendrimère, quantum 

dot, particules magnétiques, etc. chacune ayant des particularités différentes. Différentes 

molécules thérapeutiques peuvent ensuite associées aux nanoparticules : petites molécules 

chimiques comme des anticancéreux, siRNA (silencing RNA), anticorps, etc. La Figure 23 

présente quelques exemples de complexes.   

 
Figure 23 - Exemples de systèmes à base d'aptamères utilisés comme systèmes de 

transports de molécules thérapeutiques. A - Encapsulation dans un liposome de 

complexes aptamère-doxorubicine. B – Duo aptamère/anticorps permettant une 

reconnaissance en « sandwich » de la protéine HER2, spécifique des cellules cancéreuse et 

l'administration de doxorubicine. C - La streptavidine sert de noyau pour la connexion de 

deux aptamères anti-PSMA et de deux molécules de siRNA. D - Deux molécules 

thérapeutiques de 5-fluorouracile (montrée en rouge) sont connectées via un groupement 

de liaison photo-clivable (montré en bleu) à un complexe aptamère-oligonucléotide. E - 

Structures chimiques de la tobramycine (rouge) et de la doxorubicine (bleu). Figure issue de 

(Röthlisberger et al., 2017).  
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5) Les aptamères comme théranostique 

Le terme « théranostique » est utilisé à propos des recherches menées pour combiner 

en un seul agent des capacités diagnostiques et thérapeutiques afin de développer des 

thérapies individualisées plus spécifiques. Au cours de ma thèse, j’ai participé à la rédaction 

d’une revue sur les aptamères utilisés pour l’imagerie moléculaire et les applications en 

théranostique (Bouvier-Muller and Duconge, 2018b). Cette revue est en annexe A. 

F. Forces et faiblesses des aptamères, ces anticorps « synthétiques » 

Les aptamères sont souvent décrits comme des « anticorps synthétiques ». Ces deux 

types de molécule sont en effet capables de se fixer à un ligand-cible avec une haute affinité 

et une spécificité élevée. Les aptamères ont cependant de nombreux avantages par rapport 

aux anticorps : moins chers et beaucoup plus stables dans le stockage à long terme, ils peuvent 

être synthétisés chimiquement et sont beaucoup plus facile à conjuguer (Pestourie et al., 2005). 

De plus, les anticorps ne peuvent être conçus que contre des cibles immunogéniques alors que 

les aptamères peuvent être conçus contre n’importe quel type de cible (Tableau 3).  

 Anticorps Aptamères 

Identification 

o In vivo 

o Difficile de diriger sa 

spécificité 

o In vitro par SELEX 

o Les contre-sélections durant 

le SELEX permettent de 

diriger sa spécificité 

Cible 

o Cibles immunogéniques 

uniquement 

o Affinité du pM au nM  

o Tous type de cible 

o Affinité de l’ordre du nM 

Production 

o Culture : Complexe et 

onéreuse 

o Variabilité d’un lot à l’autre 

o In vitro: Facile, rapide et peu 

coûteux 

o Peu de variabilité entre les 

lots 

Stabilité lors du 

stockage 
o Stockage : plusieurs années 

o Stockage : dizaines 

d’années 

Modification 

chimique 

o Difficile à réaliser de manière 

précise. 

o Modification facile à une 

position voulue 
 

Tableau 3 - Comparaison des aptamères et des anticorps 

Cependant, malgré leurs capacités prometteuses, le succès commercial des aptamères 

n’est pas celui escompté. La faible nombre d’aptamères commercialisés pourrait être attribué 

à un certain nombre de facteurs (Rothlisberger and Hollenstein, 2018).  

Une des raisons souvent évoquées est le fait que la méthode du SELEX a longtemps été 

protégée par des titres de propriété intellectuelle, limitant considérablement l’exploitation 

commerciale des aptamères. En effet, le brevet de la méthode SELEX n’a expiré que depuis 

2011 (Gold and Tuerk, 1993, 1995). 

D’autres facteurs sont de type contingent. Ainsi, les anticorps dominent fortement dans 

les domaines thérapeutiques, de détection et de diagnostic, en termes d'infrastructure 

industrielle, de connaissance de leurs propriétés et formulation pharmacocinétiques, et 
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d'investissement. L’insertion d’un anticorps nouvellement développé sur le marché de la 

communauté scientifique se fait donc plus aisément que celui d’un aptamère car les techniques 

sont déjà au point et les expérimentateurs déjà formés à l’utilisation de ce type de 

biomolécules.  

Une autre limitation importante des aptamères est qu’il est parfois compliqué d’isoler 

des aptamères ayant une forte affinité pour certaines cibles.  En effet, les aptamères sont 

chargés négativement et il leur est difficile de se lier au niveau des poches hydrophobes des 

cibles protéiques (Gelinas et al., 2014; Hirao et al., 2018). D'autres composés tels que les sucres 

sont également connus pour être difficile à cibler pour les aptamères (Li et al., 2008b). Ces 

limitations peuvent être surmontées par l’utilisation de bases modifiées, mais celles-ci restent 

une technologie novatrice, encore peu répandue dans le domaine des aptamères.  

VI. Aptamères précédemment obtenus contre la protéine 

α-synucléine 

La plupart des aptamères publiés jusqu’à présent ont été sélectionnés dans le domaine 

de la cancérologie, que ce soit en tant que molécule thérapeutique ou bien en vue de guider 

un module contenant des molécules thérapeutiques.  Peu d’aptamères ont donc été 

sélectionnés sur des cibles moléculaire impliquées dans les MNs, néanmoins leur nombre 

augmente d’année en année. J’ai d’ailleurs participé à l’écriture d’une review à propos des 

aptamères sélectionnés pour les MNs (Bouvier-Muller and Duconge, 2018a). Cette revue est 

fournie en Annexe B. 

Je vais ici présenter plus en détail les aptamères ayant été sélectionnés contre la 

protéine α-syn et un de ceux ayant été sélectionné contre la protéine Aβ40. Certains de ces 

aptamères ont été utilisés au cours de cette thèse comme comparatifs avec nos candidats 

aptamères.  

A. M5-15, le premier aptamère dirigé contre α-synucléine 

En 2010, Tsukakoshi et ses collaborateurs effectuèrent un SELEX dans le but de 

sélectionner des aptamères contre la protéine α-syn monomérique (Tsukakoshi et al., 2010). La 

banque initiale utilisée était une banque ADN, avec un fluorophore en 5’ : l'isothiocyanate de 

fluorescéine (FITC, fluorescein isothiocyanate en anglais). Quatre tours de SELEX furent 

effectués en utilisant comme technique de séparation l'électrophorèse sur gel de 

polyacrylamide (PAGE, acronyme de l'anglais polyacrylamide gel electrophoresis). A la fin du 

quatrième tour, les oligonucléotides de la banque ont ensuite été clonés et séquencés. 

Quatorze séquences différentes ont été obtenues, et l’affinité de sept d’entre elles pour l’α-syn 

a été évaluée par électrophorèse sur gel de polyacrylamide. Cette technique évalue l’affinité 

d’une séquence pour une molécule en fonction du retard lors de sa migration (son « shift » en 

anglais) dû à son association avec la molécule. Parmi les séquences testées, le M5-15 semblait 

être celle avec l’affinité la plus forte pour les monomères d’α-syn, et les auteurs se 

concentrèrent donc sur cette séquence en particulier.  
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Des tests de « dot blot » ont été réalisés pour caractériser la spécificité du M5-15. Dans 

cette technique, les protéines sont immobilisées en un point d’une membrane nitrocellulose, 

le M5-15 a ensuite été incubé en cet endroit. A la fin de l’incubation et après des étapes de 

lavage, la quantité de M5-15 restée liée aux protéines a été évaluée à l’aide d’un anticorps anti-

FITC conjugué à l’enzyme HR : l’intensité du signal étant proportionnelle à la quantité de M5-

15 resté sur la membrane. Ces expériences ont montré que le M5-15 ne reconnaissait ni la 

protéine Aβ42, ni la BSA (Bovine serum albumin). Il a aussi été observé que le M5-15 se liait 

aussi à la forme oligomérique de l’α-syn avec plus d’affinité qu’avec la forme monomérique 

(Figure 24-B). Il a également été observé que la quantité de M5-15 liée aux protéines augmente 

avec la quantité de protéine α-syn monomérique déposée sur la membrane (Figure 24-A). 

 
Figure 24 - Détermination de la spécificité de l’aptamère M5-15 par dot blot. A - 

Comparaison par dot blot de l’affinité du M5-15 pour les formes monomérique et 

oligomérique d’α-synucléine. Respectivement 4 et 1µg d’α-syn ont été immobilisés sur la 

membrane et incubés avec 5µM de M5-15 marqué avec le fluorophore FITC. B - 

Comparaison dans les mêmes conditions de l’affinité du M5-15 et d’une séquence-contrôle 

poly-Thymine pour les formes monomérique et oligomérique d’α-synucléine. Adapté de 

(Tsukakoshi et al., 2010). 

Ces résultats doivent néanmoins être regardés avec un œil critique : Les résultats entre 

deux expériences de dot blot ne sont pas reproductibles : Le M5-15 se fixe sur 4µg d’α-syn 

monomérique dans la Figure 24-A, mais pas dans la Figure 24-B. De plus, un oligonucléotide 

composé uniquement de thymine ne peut être un bon témoin négatif pour un aptamère. Enfin, 

à la fin de 4 tours de SELEX, 15 séquences différentes ont été obtenues après séquençage de 

clones, à priori aucune séquence ne s’est suffisamment enrichie lors des tours de SELEX, des 

tours supplémentaires de SELEX auraient dû être réalisés afin de garantir un bon 

enrichissement de certaines séquences.  

B. T-SO508, un aptamère spécifique de la forme oligomère d’α-

synucléine 

En 2012, la même équipe a effectué une autre sélection en vue d’isoler des aptamères 

pouvant permettre de discriminer spécifiquement les formes oligomériques d’α-syn, des 

formes monomériques et fibrillaires (Tsukakoshi et al., 2012).  La même banque a été utilisée, 

et les oligomères d’α-syn ont été produits avec les mêmes techniques. Le SELEX a été composé 
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Deux points manquent néanmoins dans cette étude. Aucune séquence aléatoire 

(« scramble » en anglais) n’a été utilisée comme témoin négatif pour comparer les capacités 

des aptamères obtenus. De plus, aucune étude n’a permis de mettre en évidence les différences 

structurales entre les oligomères et les fibres d’α-syn. Une partie de la communauté scientifique 

pense que ces différences sont faibles et que d’un point de vue structural les oligomères sont 

simplement des fibres plus courtes : sélectionner des aptamères distinguant ces deux 

structures serait donc difficile.  

C. F5R1 et F5R2, deux aptamères visant à bloquer l’oligomérisation 

d’α-synucléine 

En 2018, Zheng et son équipe publièrent les résultats d’un projet dans lequel ils 

sélectionnèrent des aptamères capables d’inhiber l’agrégation de l’α-syn in vitro (Zheng et al., 

2018). Ce projet avait pour objectif de proposer une alternative aux immunothérapies 

développées pour la maladie de Parkinson (MP). Les auteurs ont choisi pour ce SELEX une 

banque de chimie ADN. Neuf tours de sélection ont été réalisés contre des protéines d’α-syn 

monomériques fusionnées à la glutathion-S-transférase. Ceci permettait à l’α-syn de se lier à 

des billes de glutathion-sépharose (GST). Lors des tours deux et cinq du SELEX, des contre-

sélections furent réalisées contre des billes de sépharose-glutathion sans α-syn-GST. A la fin 

du 9ème tour, la banque fut séquencée par « deep sequencing ». Les deux séquences les plus 

amplifiées dans la banque, appelées F5R1 et F5R2 furent sélectionnées pour être caractérisées 

plus en détail. 

Des tests préliminaires sur dot-blot permirent de montrer que les deux séquences se 

liaient seulement à l’α-syn, et n’avaient pas d’affinité pour les protéines BSA ou Aβ42. L’affinité 

précise du F5R1 et du F5R2 pour l’α-syn fut ensuite mesurée : les F5R1 et F5R2 se liaient à l’α-

syn avec des Kd de 2.4 et 3.07 nM respectivement. D’autres mesures ont montré que F5R1 

montrait une légère affinité pour les formes monomériques de l’α-syn, tandis que le F5R2 n’en 

n’avait aucune. 

Afin de déterminer si les aptamères avaient la capacité d’inhiber l’agrégation de l’α-syn, 

des tests d’agrégation in vitro furent réalisés, avec pour rapporteur la ThT. Ces tests montrèrent 

qu’en présence des aptamères le signal de la ThT ne croissait pas : les aptamères avaient donc 

la capacité d’inhiber la formation de fibres d’α-syn par apport à une séquence contrôle 

aléatoire (Figure 26-A). Néanmoins, ces aptamères devaient être présents en quantité 

importante :  ratio de 1:10 entre l’α-syn et les aptamères. Des tests ont ensuite été réalisés sur 

des cellules, démontrant que ces aptamères étaient aussi capables d’inhiber l’agrégation de 

l’α-syn in cellulo.  

D’autres études ont été réalisées sur des cellules de cultures neuronales. Ces cellules 

étaient incubées en présence d’aptamères 2h avant leur infection par des vecteurs lentiviraux 

exprimant la protéine α-syn. Il a été observé que les aptamères étaient capables de réduire la 

décroissance du potentiel membranaire mitochondrial et la mort des neurones due à la 

surexpression de l’α-syn (Figure 26-B).  
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Figure 26 - Caractérisation des capacités des aptamères F5R1 et F5R2. A - Analyse 

cinétique de l'agrégation d'a-syn en présence des aptamères F5R1 et F5R2 à l'aide de ThT 

(le rapport molaire entre l'a-syn et les aptamères est de 1:10). B – Mesure du potentiel 

transmembranaire mitochondrial et de la survie des cellules primaires de neurones 8 jours 

après injection de vecteurs lentiviraux exprimant la protéine a-syn. Les cellules ont été au 

préalable traitées avec les aptamères F5R1 ou F5R2 ou bien avec une séquence contrôle 

aléatoire. Adapté de (Zheng et al., 2018) 

La même équipe a utilisé l’aptamère le plus prometteur, le F5R2 dans une autre étude 

publiée en 2019 afin d’évaluer son potentiel thérapeutique in vivo (Ren et al., 2019). Ces souris 

ont reçu une injection de fibres d’α-syn dans le striatum. Elles ont ensuite été traitées par des 

injections quotidiennes d’exosomes contenant des aptamères et ayant une surface modifiée 

sur laquelle avait été fixé des glycoprotéines virales spécifique des neurones afin de favoriser 

l’entrée des aptamères à l’intérieur des neurones. 30 jours après l’injection de fibres, il a été 

observé que le traitement quotidien des souris a permis de réduire le nombre d’agrégats 

pathologiques d’α-syn et a empêché l’apparition de déficiences motrices 30 jours après 

l’injection. De manière très intéressante, les séquences-contrôles « scramble » n’avaient, elles 

aucun effet bénéfique chez les souris. Cette étude met en évidence le potentiel thérapeutique 

de l’aptamère F5R2 dans le cadre des synucléinopathies.  

 
Figure 27 - Les effets protecteurs de l'aptamère F5R2 chez des souris ayant subies une 

injection de fibre d’α-syn. A – Résultats des tests de motricité chez les souris 30 jours après 

l'injection des fibres. Le groupe de souris ayant reçu une injection quotidienne d’exosomes 

chargés en aptamères F5R2 a les mêmes résultats que le groupe m’ayant pas eu d’injection 

de fibre. Une séquence ADN aléatoire a été utilisée comme témoin : le groupe de souris 

ayant été injectées avec cet aptamère montre une déficience motrice comparable au groupe 
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de souris n’ayant pas eu de traitement. B- Le groupe de souris ayant reçu en traitement 

l’aptamère F5R2 a environ 50% de moins d’agrégats de la protéine α-syn que le groupe 

ayant été traité avec une séquence aléatoire contrôle. Adapté de (Ren et al., 2019). 

L’aptamère F5R2 montre donc un potentiel thérapeutique intéressant. En termes de 

détection, les aptamères F5R1 et F5R2 semblent être de bons ligands pour les fibres d’α-syn, 

ayant des Kd de l’ordre du nanomolaire. Néanmoins, leur affinité pour les autres types de fibres 

amyloïdes devrait être caractérisée avant de statuer sur leur spécificité. 

D. Essai de sélection pour isoler un aptamère reconnaissant la 

forme oligomérique d’Amyloïde-β  

En 2009, Rahimi et son équipe publièrent une étude dans laquelle ils avaient essayé de 

sélectionner des aptamères d’ARN  reconnaissant de manière spécifique des oligomères 

trimériques d’Aβ40 (Rahimi et al., 2009). Les aptamères obtenus se liaient toujours aux fibrilles 

d’Aβ40 avec une affinité bien plus grande que pour les oligomères, quelle que soit la méthode 

de sélection utilisée.  

Un SELEX classique de 12 tours avait été premièrement réalisé, ce qui leur avait permis 

de sélectionner plusieurs séquences (dont les séquences appelée KM33 et KM41). Néanmoins, 

des tests d’affinité sur dot blot montraient que ces candidats avaient de l’affinité pour 

différentes fibres amyloïdes, dont les fibres de protéines Aβ40, Aβ42 et de prion, mais pas pour 

les oligomères trimériques d’Aβ40. Afin d’obtenir des aptamères reconnaissant les oligomères 

et non les fibre d’Aβ40, les auteurs décidèrent de recommencer la sélection en incluant dans le 

processus de SELEX deux contre-sélections contre les fibres d’Aβ40 à la fin des 5ème et 6ème tours 

de sélection. Néanmoins, ce processus ne fonctionna pas : les banques issues de ces SELEX 

avaient toujours de l’affinité pour les fibres Aβ40. Une dernière stratégie fut tentée :  ils 

réalisèrent un « SELEX négatif » composé de 5 tours de sélection négative contre les fibres 

d’Aβ40. Malheureusement, même cette stratégie permit d’amplifier des séquences ayant une 

bonne affinité pour les fibres d’Aβ40. Des derniers tests par dot blot sur les banques initiales 

« naïves » montrèrent que celles-ci avaient intrinsèquement une bonne affinité pour les fibres 

amyloïdes, comme les fibres de protéines Aβ40, Aβ42 et de prion.  

Les auteurs finirent par conclure que les oligonucléotides d’ARN avaient 

intrinsèquement une bonne affinité pour les fibres d’amyloïdes et leur conformation en feuillet 

β, indépendamment de la séquence, rendant la sélection d’aptamères spécifique ardue (Rahimi, 

2018). Ces résultats rappellent ceux obtenus par Tsukakoshi. Il sera donc important au cours 

de notre projet de faire attention à l’affinité secondaire des aptamères que nous obtiendrons 

pour les autres fibres d’amyloïdes.  
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VII. Objectifs de la thèse 

Les MNs restent à ce jour toujours principalement dépourvues de solutions 

thérapeutiques. Cette situation peut en partie être expliquée par le fait que la communauté 

scientifique peine à identifier avec certitude les causes à l’origine de ces pathologies. De 

nombreuses études à l’échelle tissulaire, cellulaire et moléculaire ont été réalisées afin de 

caractériser en détail les mécanismes et dysfonctionnements associés à la mort neuronale. Un 

phénomène d’importance a été mis en évidence :  les MNs ont pour point commun d’être 

caractérisées par l’accumulation de dépôts de formes agrégées fibrillaires de protéines. De 

nombreuses protéines sont sujettes à cette anomalie : les protéines Tau, Aβ, α-syn… Une 

protéine peut s’agréger et s’accumuler dans plusieurs MNs distinctes et au sein de certaines 

MNs, plusieurs protéines différentes peuvent s’agréger et s’accumuler.  L’hypothèse selon 

laquelle le phénomène d’apparition anormale de dépôts protéiques pouvait être la cause de la 

mort des neurones a été très largement étudié depuis une quarantaine d’année.  

Afin de pouvoir étudier au mieux ce phénomène, des équipes ont réussi à reproduire 

in vitro les conditions par lesquels les protéines s’agrègent sous forme de fibres. Lorsque ces 

fibres sont injectées dans le cerveau d’animaux, il a été observé qu’elles avaient la capacité de 

recruter des protéines natives pour former de nouvelles fibres. Ce phénomène se propageant 

peu à peu dans le cerveau, on observe alors l’apparition de dépôts protéiques mais aussi du 

phénomène de neurodégénération. Ces fibres sont donc capables de déclencher des MNs.  

L’équipe de Ronald Melki qui travaille sur la protéine α-syn et les pathologies associées, 

appelées synucléinopathies (MP, AMS, DCL, etc.), a mis en évidence un phénomène important :  

en faisant varier les conditions d’assemblages des fibres d’α-syn, les fibres obtenues avaient 

des propriétés structurales et mécaniques distinctes. Ces fibres avaient aussi la capacité de 

transmettre leur conformation propre aux protéines natives qu’elles recrutaient aux extrémités 

pour s’allonger. Or, des études ont montré que les différentes fibres produites par le laboratoire 

de Ronald Melki se propageaient différemment chez les animaux, chacune selon un « motif » 

différent. De plus, les animaux déclenchaient des symptômes différents, faisant penser à des 

pathologies distinctes. Ces résultats suggéraient que les différentes conformations de fibres 

semblaient être alors des « souches » distinctes, déclenchant des synucléinopathies différentes.  

L’ensemble de ces résultats a conduit l’équipe de Ronald Melki et d’autres groupes à 

proposer une hypothèse :  l’existence des différentes synucléinopathies (MP, AMS, DCL) 

pourrait être expliquée par le fait que ces pathologies sont dû à des « souches » différentes de 

fibres. Ces différentes souches auraient des capacités de propagation distinctes dans le 

cerveau, liées à leurs différences structurales. Cette hypothèse est supportée par de nouveaux 

résultats récents. En utilisant une technique d’amplification progressive des formes agrégées 

de protéine appelée PMCA, il a été observé que des fibres aux conformations différentes 

étaient amplifiées à partir d’échantillon de patients souffrant de synucléinopathies distinctes.  
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Néanmoins, pour pouvoir étudier cette hypothèse il est nécessaire d’avoir des sondes 

moléculaires reconnaissant de manière spécifique chacune des différentes conformations de 

fibre. Or, il n’existe actuellement aucun ligand permettant de réaliser cette distinction. En effet, 

la thioflavine T, qui reconnait spécifiquement les structures en feuillets β des fibres, reconnait 
de manière non spécifique toutes les fibres amyloïdes. Concernant les anticorps, certains 

récemment développés sont capables de reconnaitre spécifiquement les fibres d’α-syn, en les 

distinguant à la fois des autres fibres amyloïdes mais aussi des protéines α-syn de forme 

monomérique native. Néanmoins ces anticorps sont à ce jour peu utilisés par la communauté 

scientifique. Seul un travail reporte la mise au point de deux anticorps reconnaissant 

spécifiquement deux souches de fibres différentes d’α-syn.  

Cette thèse a pour but de sélectionner plusieurs aptamères reconnaissant de manière 

spécifique plusieurs conformations de fibres d’α-syn. Une fois ces sondes mises au point, nous 

souhaitons aussi mettre en place des méthodes de détection simples des fibres d’α-syn, 

potentiellement utilisables par un grand nombre de laboratoire.  

Le choix des aptamères pour développer de telles sondes semble judicieux. En effet, les 

aptamères sont comme les anticorps des sondes à haute affinité. De plus, l’usage des contre-

sélections permettra d’orienter la spécificité lors des sélections afin d’obtenir des aptamères 

réalisant une discrimination élevée entre les structures. Les aptamères sont des sondes peu 

onéreuses, très stables et donc facilement utilisables en laboratoire. De plus, ces biomolécules 

sont facilement conjugables avec d’autres particules, ce qui permet d’envisager de mettre au 

point un grand nombre de stratégies pour la détection des différentes conformations dans des 

échantillons biologiques (plasma, liquide céphalo-rachidien, coupes histologiques).  

Cette thèse a été réalisée en collaboration avec l’équipe de Ronald Melki qui présente 

une expertise dans l’élaboration de ces fibres in vitro, et les fibres F, R, 65 et 91 sont des fibres 

très bien caractérisées au niveau de leur structure. Ce projet est donc idéal comme preuve de 

concept, pour démontrer qu’il est bien possible de sélectionner des aptamères distinguant des 

conformations différentes de fibres. Ce projet est néanmoins un vrai challenge car ces fibres 

étant composées des mêmes protéines, l’aptamère devra être capable de reconnaitre des 

différences structurales minimes. Cependant, nous avons émis l’hypothèse que ce projet était 

réalisable car le processus darwinien du SELEX permet de sélectionner des aptamères avec des 

spécificités excellentes. Ainsi, il a été isolé un aptamère reconnaissant avec une affinité 10 000 

fois meilleure la molécule de théophylline, de la caféine alors que ces deux molécules ne 

diffèrent que d’un groupement méthyl.  

Notre équipe possède une expertise forte dans le domaine des aptamères, mais aussi 

dans celui du séquençage haut débit. Le logiciel Patternity-seq récemment développé permet 

en effet une analyse très fine de l’évolution des séquences lors de la sélection et permettra de 

détecter les aptamères ayant un comportement de type spécifique, même présents à de faibles 

pourcentages dans la banque d’oligonucléotides.  

Etant donné que les aptamères précédemment développés ont tendance à reconnaitre 

indistinctement les différentes fibres d’amyloïdes, il sera essentiel de non seulement mesurer 

précisément l’affinité des aptamères pour les différentes fibres d’α-syn (Kd et Bmax), mais aussi 
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pour les autres types de fibres amyloïdes.  Ces derniers points seront facilement envisageables 

car l’équipe de Ronald Melki a aussi une bonne expertise dans la conception in vitro des fibres 

Tau et Aβ.  

La première partie de cette thèse présente les premiers SELEX qui ont été réalisés. Ils 

visaient à sélectionner des aptamères reconnaissant spécifiquement certaines des 

conformations F et R des fibres. Après 10 tours de SELEX, nous avons pu analyser l’évolution 

des séquences au sein des banques à l’aide du logiciel Patternity-seq et choisir dix candidats 

aptamères que nous souhaitions caractériser. Des problèmes de reproductibilité lors des tests 

d’affinité ont permis de mettre en évidence des problèmes d’adhésion non spécifique des 

fibres sur les tubes plastiques. Nous avons supposé que ces problèmes, avaient pu 

compromettre les sélections. Nous avons donc choisi de recommencer les SELEX avec des 

conditions réduisant cette adhésion non spécifique. 

La deuxième partie de cette thèse présente deux nouveaux SELEX réalisés en parallèle. 

Ceux-ci avaient tous deux pour objectif de sélectionner des aptamères reconnaissant la 

conformation F des fibres, mais pour l’un d’entre eux nous avons rajouté une étape de contre-

sélection contre la fibre R, afin de sélectionner des aptamères distinguant les fibres F des fibres 

R. Dans le cas où cette contre-sélection serait trop dure, l’autre SELEX nous permettait d’obtenir 

le cas échéant des aptamères reconnaissant la fibre F, sans être complètement spécifique. Au 

bout de 15 tours de sélection pour chacun des SELEX, nous avons pu de nouveau analyser 

l’évolution des séquences au sein des banques à l’aide du logiciel Patternity-seq et choisir 

quinze candidats aptamères que nous souhaitions caractériser. 

Nous avons ensuite mesuré l’affinité des candidats aptamères pour les fibres d’α-syn F 

et R, afin de déterminer si nous avions bien obtenu les aptamères aux propriétés désirées à 

l’issu du SELEX. Certains candidats présentaient une affinité avec des Kd de l’ordre de la dizaine 

de nanomolaire, et reconnaissaient spécifiquement la fibre F et pas la fibre R. Nous avons donc 

décidé de caractériser nos candidats de manière plus complète en mesurant leur affinité (Kd et 

Bmax) pour les fibres 65 et 91, les formes monomériques d’α-syn, ainsi que pour les fibres Tau 

et Aβ. Lors de cette étape nous avons aussi comparé nos candidats à des aptamères 
précédemment sélectionnés contre α-syn par d’autres équipes. Enfin, nous avons commencé 

à mettre au point une méthode de détection en utilisant des aptamères sur des échantillons 

de patients.  
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I. Premier essai de sélection d’aptamères contre les fibres 

d’α-synucléine 
Durant cette première partie de thèse, nous avons mis en œuvre plusieurs SELEX afin 

de sélectionner des aptamères reconnaissant de manière spécifique différentes conformations 

de fibres d’α-syn présentées dans l’introduction. 

A. Conception et mise en œuvre des sélections 

1) Choix des stratégies de sélection mise en œuvre 

Nous avons dû réfléchir à plusieurs paramètres afin d’orienter la sélection et d’obtenir 

les aptamères aux propriétés désirées.  

a) Objectif : Deux SELEX « R » et « 4F » visant à développer 

des aptamères aux spécificités différentes 

Dans un premier temps, nous avons souhaité sélectionner plusieurs aptamères 

reconnaissant de manière spécifique les quatre conformations F, R, 65 et 91 des fibres d’α-syn. 

Nous souhaitions ainsi que les aptamères reconnaissant la fibre F n’aient pas (ou peu) d’affinité 

pour les fibres R, 65 et 91, et vice-versa pour les quatre formes de fibres. Nous souhaitions 

aussi que les aptamères n’aient pas d’affinité pour les formes monomériques de la protéine α-

syn.  

L’usage de contre-sélections était donc parfaitement indiqué pour parvenir à notre 

objectif. Nous avons donc décidé de procéder à quatre SELEX en parallèle nommés « F », « R », 

« 65 » et « 91 », de manière à obtenir les aptamères spécifiques pour chaque type de fibre. 

Ainsi, pour obtenir des aptamères reconnaissant la fibre R, nous avons, pour chaque tour de 

SELEX, en plus de l’étape de sélection contre la fibre R, réalisé une étape de contre-sélection 

contre les fibres F, 65 et 91 et aussi contre les monomères d’α-syn. Il aurait été simple lors de 

l’étape de contre-sélection de mettre dans le même mix d’incubation les monomères et les 

trois types de fibres. Néanmoins, étant donné la capacité des fibres à recruter les monomères 

d’α-syn pour s’allonger nous avons décidé par précaution de réaliser deux étapes de contre-

sélection consécutives à chaque tour de sélection : d’abord une contre-sélection contre les 

monomères puis une 2ème contre-sélection contre les trois types de fibres en mélange. Ces 

deux contre-sélections étaient donc ensuite suivies d’une sélection contre la conformation de 

fibre ciblée.  

Nous avons également décidé de réaliser en parallèle un SELEX nommé « 4F » ayant 

pour but de sélectionner des aptamères reconnaissant les quatre formes de fibres, mais pas les 

monomères d’α-syn. Pour sélectionner des aptamères ne reconnaissant pas les monomères 

d’α-syn, mettre en place des contre-sélections à chaque tour de SELEX est une stratégie qui 

convient. Néanmoins comment faire pour obtenir des aptamères reconnaissant bien les quatre 

formes de fibres (F, R, 65 et 91) ? Mettre ensemble dans le même mix d’incubation les quatre 

formes de fibres favoriserait simplement la sélection d’aptamères reconnaissant au moins une 

des conformations de fibres. Afin d’être certain de sélectionner des oligonucléotides 



92 
 

reconnaissant les quatre formes de fibres, nous avons décidé d’utiliser une stratégie employée 

en immunologie, dans le cadre de la recherche de vaccin contre des souches de virus mutant 

rapidement (VIH, influenza, malaria) : l’immunisation séquentielle (Wang et al., 2004, 2010, 

2015).  Cette stratégie permet d’obtenir à l’issue du procédé de maturation d’affinité des 

anticorps dirigés contre les épitopes communs d’un groupe de différentes souches. Cette 

méthode consiste à présenter d’abord la souche A, puis la souche B, puis la souche C etc., 

plutôt que de présenter simultanément toutes les souches à chaque étape de sélection. Cette 

stratégie permet ainsi de sélectionner seulement les anticorps reconnaissant les souches A, B 

et C, et donc ceux dirigés contre l’épitope commun de ces souches. Nous avons donc décidé 

pour notre SELEX « 4F » de présenter séquentiellement les conformations de fibres, et donc de 

ne présenter à chaque tour lors de l’étape de sélection qu’une seule sorte de fibre, et en 

changeant celle-ci au fur et à mesure des tours. Cette étape de sélection était précédée à 

chaque tour de deux étapes de contre-sélections successives contre les monomères d’α-syn. 

Une étape de contre-sélection aurait suffi, néanmoins, ceci permettait de respecter le même 

rythme que les autres SELEX à chaque tour de sélection (deux contre-sélections puis une 

sélection), et aussi de renforcer la contre-sélection contre les formes monomériques d’α-syn. 

Cependant, nous pensions que commencer directement nos cinq SELEX avec deux 

contre-sélections serait imposer une pression de sélection trop forte à la banque 

d’oligonucléotides au début du SELEX. Nous avons donc décidé de commencer nos SELEX par 

un tour commun sans contre-sélection. Au premier tour de SELEX la banque d’oligonucléotide 

a donc été présentée à un mélange des quatre fibres (F, R, 65 et 91). Les oligonucléotides ont 

ensuite été amplifiés puis la nouvelle banque obtenue a été divisée en cinq, pour chacun des 

SELEX. La Figure 28 présente le schéma des processus de sélection choisis pour les SELEX "R" 

et " 4F" qui ont été réalisés. 

Nous souhaitions mener ces quatre sélections en parallèle, malheureusement le 

dispositif expérimental s’est finalement révélé assez lourd.  Tout d’abord pour chaque SELEX, à 

chaque tour de sélection nous devions procéder à deux contre-sélections consécutives suivies 

de l’étape de sélection. De plus, ces fibres pouvant être toxiques chez l’homme, j’ai été obligée 

de travailler dans un laboratoire de haute sécurité (niveau P3), et ceci a retardé la réalisation 

de mes expériences par rapport à un travail dans un laboratoire classique. Nous avons donc 

décidé à partir du tour n°4 de ne poursuivre que deux des cinq SELEX. Nous avons conservé 

les SELEX « 4F » et le SELEX « R ».  
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Figure 28 - Schéma des processus de sélection choisis pour les SELEX "R" et " 4F" qui 

ont été réalisés. Nous avons tout d’abord réalisé un tour de SELEX en commun, à faible 

pression de sélection, afin de réaliser parmi la banque une première sélection des séquences 

se liant à au moins une des quatre fibres. Le SELEX R vise à sélectionner des aptamères 

reconnaissant la conformation R de fibre. Le SELEX est composé d’une première contre-

sélection contre les monomères d’α-syn, d’une deuxième contre-sélection contre les fibres 

de conformation F, 65 et 91, et enfin d’une sélection contre la fibre R. Le SELEX « 4F » vise à 

sélectionner des aptamères reconnaissant les quatre conformations de fibres (F, R, 65 et 91), 

mais pas la forme monomérique d’α-syn. Ce SELEX est composé de deux contre-sélections 

successives contre les formes monomériques, puis d’une sélection contre l’une des quatre 

conformations de fibres (F, R, 65 91).  A chaque tour de SELEX, une conformation de fibre 

seulement était présentée lors de la sélection, et cette conformation changeait à chacun des 

tours de SELEX. Présenter ainsi successivement les conformations de fibres permettait 

d’orienter la sélection pour sélectionner les séquences reconnaissant un épitope commun 

entre les conformations de fibre. 

b) Conception de la banque de départ utilisée 

 Nous devions aussi choisir la chimie de la banque utilisée pour les SELEX, sachant que 

celle-ci conditionne la chimie des futures aptamères. Nous avons choisi d’utiliser la chimie ARN 

2‘Fluoro-pyrimidine. En effet, nous souhaitions utiliser nos aptamères pour constituer un 

biocapteur capable de détecter les différentes conformations de fibre d’α-syn dans des 

échantillons de patients. Les aptamères seront donc amenés à être au contact de nucléases. 
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Figure 29 – Organisation de la banque d'oligonucléotide ARN2'F utilisée au départ des 

SELEX. A – Organisation de la banque d’oligonucléotide sous forme ADN utilisée au départ 

du SELEX. La banque a une longueur totale de 96 bases, pour une séquence aléatoire de 50 

nucléotides. B – L’étape de PCR avec les amorces p73 et PiRT permet d’allonger la banque 

côté 5’ et d’ajouter un promoteur pour l’ARN polymérase du Phage T7. La banque ADN 

obtenue après PCR, est allongée du côté 5’ de 17 bases, sa longueur totale est donc de 113 

bases. C –L’utilisation de l’ARN polymérase du Phage T7 (Y639F) permet de transcrire la 

banque ADN en incorporant des bases 2’Fluoro-pyrimidine au lieu des bases naturelles.  On 

obtient donc ainsi une banque de chimie 2’F-Py, et de longueur de 96 bases.  

c) Choix de la méthode de séparation par filtration sur 

nitrocellulose 

Pour nos SELEX, nous avons choisi la méthode de filtration sur membrane de 

nitrocellulose. Cette méthode est une des premières techniques de séparation à avoir été 

utilisée : en 1990 Tuerk et Gold s’en sont servi pour identifier un aptamère contre l’ADN 

polymérase T4 (Tuerk and Gold, 1990). Le principe est le suivant : les protéines sont retenues 

sur la membrane de nitrocellulose par interaction hydrophobe non spécifique tandis que les 

acides nucléiques ne sont pas retenus et passent au travers. Ainsi, seuls les oligonucléotides 

s’étant fixés sur la protéine sont retenus sur la membrane. Cette technique a l’avantage de 

permettre la récupération des oligonucléotides ne s’étant pas fixés sur la cible lors des contre-

sélections. 

d) Choix du tampon de sélection 

Nous n’avions pas beaucoup de contraintes concernant le choix de la composition du 

tampon que nous utiliserions pour nos SELEX. Néanmoins, dans le cas où ces aptamères 

puissent potentiellement être utilisés comme agent thérapeutique permettant de ralentir la 

formation de fibre d’α-syn, nous avons fait en sorte que le tampon (appelé Ts1X) se rapproche 

des conditions ioniques extracellulaires usuelles et nous avons choisi de réaliser le SELEX à 

37°C. L’utilisation de l’hepes permettait de conserver un pH de l’ordre de 7-7.5.  

Composant Concentration 

NaCl 150 mM 

KCl 5,0 mM 

CaCl2 1,5 mM 

MgCl2 1,0 mM 

HEPES (pH 7-7.6) 10,0 mM 
 

Tableau 4 - Composition du tampon de sélection Ts1X utilisé lors des SELEX durant ces 

travaux de thèse 
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2) Mise en œuvre des sélections en parallèle 

a) Premier tour de sélection à faible pression de sélection 

commun pour les différents SELEX 

Nous avons commencé nos SELEX par un tour de sélection en commun. Ce premier 

tour de sélection avait pour but de sélectionner les oligonucléotides capables de se lier à l’une 

des quatre fibres.  

Nous avons incubé pour ce tour la banque ARN 2’F-Py avec un mélange de fibre F, R, 

65 et 91, dans le tampon Ts1X. Le passage sur une membrane de nitrocellulose a permis de 

séparer les oligonucléotides s’étant liés à l’une des fibres, de ceux n’ayant pas d’interaction. Les 

oligonucléotides retenus ont ensuite été extraits et amplifiés par RT-PCR et transcription in 

vitro. 

L’ARN 2’F-Py obtenu a ensuite été divisé en cinq quantités égales, afin de commencer 

nos 5 SELEX en parallèle (F, R, 65, 91 et 4F).  

b) Tours 2 à 10 de sélection pour les deux SELEX « R » et « 

4F » en parallèle 

Pour la suite de nos SELEX, nous avons fait 3 tours de sélection pour les 5 SELEX. A la 

fin du 3ème tour, constatant que ces 5 SELEX en parallèle étaient très lourds en termes de 

manipulation, nous avons continué uniquement les SELEX « R » et « 4F ».  

La méthode utilisée était la même que celle décrite précédemment, mais nous avons 

ajouté les étapes de contre-sélection comme indiqué Figure 28. Ainsi, pour chaque tour de 

SELEX, l’ARN 2’F-Py résultant du tour de sélection précédent est tout d’abord incubé avec les 

monomères d’α-syn. Ce mélange est ensuite filtré sur membrane nitrocellulose, ce qui permet 

de récupérer les oligonucléotides ne s’étant pas liés aux monomères. Ceux-ci, après cette 

première contre-sélection, sont alors mélangés avec : des monomères pour le SELEX 4F, et un 

mélange de fibre F, 65 et 91 pour le SELEX R. Après un deuxième temps d’incubation les 

solutions sont de nouveau filtrées sur la membrane de nitrocellulose, ce qui permet de 

récupérer de nouveau les oligonucléotides ne s’étant pas liés aux monomère (pour le SELEX 

4F), et les oligonucléotides ne s’étant pas liés aux fibres F,65 et 91 (SELEX R). Ceux-ci, après 

cette 2ème contre-sélection, sont alors mélangés avec les protéines contre lesquels les sélections 

sont réalisées : la fibre R, pour le SELEX « R » et l’une des quatre fibres (F, R, 65 ou 91) pour le 

SELEX « 4F ».  

Nous avons lors du tour n°9, utilisé une technique de séparation différente : 

l’ultracentrifugation. Cette technique utilisait la différence de poids moléculaire entre les ARN 

2’F-Py de la banque et les fibres d’α-syn. Lors d’une centrifugation à grande vitesse (100 000g), 

les fibres, de haut poids moléculaire, forment un culot tandis que les ARN 2’F-Py restent en 

solution. Cette technique nous a ainsi permis de d’isoler les ARN 2’F-Py se liant aux fibres et 

restant accrochés à elles lors de l’ultracentrifugation, de ceux ne se liant pas aux fibres ou bien 

se décrochant lors de cette centrifugation.  
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Lors des SELEX, après chaque tour de sélection nous avons tenté de quantifier la 

quantité d’ARN 2’F-Py retenue par spectrophotométrie. Néanmoins, ces quantités étaient très 

faibles (en dessous d’une pmole), et difficilement quantifiables. Nous n’avons pas observé 

d’augmentation significative au cours du SELEX de la quantité d’ARN 2’F-Py retenu après les 

tours de sélection. Cependant, à chaque tour de SELEX nous avons pu vérifier par migration 

sur gel d’agarose, l’amplification des oligonucléotides après RT-PCR.  

Nous avons aussi mesuré la quantité d’ARN 2’F-Py obtenue après la RT-PCR-

Transcription : nous obtenions entre 0.25 et 5.06 nmol d’ARN 2’F-Py (Tableau 5). Pour certains 

tours, nous obtenions des quantités inférieures à 2 nmol, ce qui est assez faible pour des SELEX 

mettant en jeu des séquences de chimie ARN 2’F-Py. Ceci suggère qu’une faible quantité d’ARN 

2’F-Py devait être retenue lors de ces tours.  

Ainsi, pour le SELEX R, nous pouvons voir dans le Tableau 5, que nous avons obtenu 

moins de 2 nmol d’ARN 2’F-Py après RT-PCR-transcription dans 2 tours seulement (Tableau 5). 

Tandis que pour le SELEX 4F nous avons obtenu moins de 2 nmol après RT-PCR-transcription 

dans 4 tours. Ainsi, en moyenne plus d’ARN2’F-Py était retenu à chaque tour du SELEX R, ceci 

suggère qu’un plus grand nombre de séquence de forte affinité s’enrichissaient dans la banque 

pour ce SELEX.  

 

 
T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 

Ultracentrifugation 
T10 

SELEX 

R 

ARN2’F utilisé au 

début du tour (nmol) 
1.23 2.47 1.4 0.98 1.6 0.85 1.13 2.11 2.53 

ARN2’F obtenu 

après RT-PCR et 

transcription (nmol) 

2.47 2.8 1.96 3.2 0.85 2.27 2.11 5.06 - 

SELEX 

4F 

Cible de sélection F R 65 91 F R 65 R 91 

ARN2’F utilisé au 

début du tour (nmol) 
1.23 0.93 1.12 0.25 1.46 1.17 1.19 2.89 1.54 

ARN2’F obtenu 

après RT-PCR et 

transcription (nmol) 

0.93 2.23 0.25 2.92 2.34 1.19 2.89 1.54 - 

 

Tableau 5 - Résumé des quantités d’ARN 2’F-Py utilisées et obtenues pour les 10 tours 

de sélections SELEX "R" et "4F". Les tours où l’on a obtenu moins de 2 nmol d’ARN2’F 

après RT-PCR et transcription sont indiqués en orange. 

Afin d’augmenter très légèrement la pression de sélection, à partir du tour 3, dès que 

nous obtenions plus de 2 nmol d’ARN 2’F-Py après la RT-PCR-transcription, nous utilisions 

seulement la moitié pour le tour suivant : 1 nmol d’ARN 2’F-Py étant suffisante pour 

commencer un tour de SELEX (Tableau 5). 

Après 10 tours de sélection, nous avons décidé de procéder à l’analyse des banques 

des SELEX par séquençage haut débit.   

Bilan : Nous avons réalisé 10 tours de sélection pour les SELEX « 4F » et « R ». Bien que nous 

n’ayons pas pu détecter d’augmentation de la quantité d’ARN 2’F-Py retenue à l’issu de 

chaque tour de sélection, nous avons décidé de séquencer les banques des SELEX au tour 
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n°10. Cette analyse devait nous permettre d’évaluer si certaines séquences avaient pu 

s’enrichir malgré tout ou si des tours de SELEX supplémentaires devaient être réalisés.  

 

B. Analyse de l’évolution des SELEX par séquençage haut débit à 

l’aide de l’outil PATTERNITY-seq® 

Des échantillons des banques correspondant aux tours 3 à 10 et 4 à 10 pour 

respectivement les SELEX « R » et « 4F » ont été analysés par séquençage à haut-débit. Le 

logiciel PATTERNITY-seq nous a permis d’analyser en détail l’évolution des banques au cours 

des SELEX et d’identifier des séquences candidates à tester.  

Nous avons choisi de ne pas séquencer les tours précoces car ceux-ci sont 

généralement très peu évolués, et ne sont généralement pas très utiles. 

1) Choix de la taille de la fenêtre aléatoire des séquences à inclure 

dans l’analyse. 

La taille de fenêtre aléatoire de la banque d’origine est de 50 nucléotides. Néanmoins, 

il est usuel de tolérer des ajouts ou des délétions de quelques bases : certains aptamères 

identifiés par SELEX ont en effet perdu ou gagné, au cours de la sélection, quelques bases. 

Nous avons choisi de conserver pour l’analyse toutes les séquences ayant une fenêtre aléatoire 

de taille allant de 47 à 52 nucléotides. La perte d’une ou de quelques bases lors des étapes 

d’amplification d’un SELEX est un évènement arrivant plus fréquemment que l’ajout de bases. 

C’est pourquoi nous avons toléré 3 délétions de bases, contre deux ajouts seulement. 

 
Figure 30 - Distribution de la taille de la fenêtre aléatoire. Distribution, en pourcentage 

de présence dans la banque, des longueurs des fenêtres aléatoires, c’est-à-dire des 

séquences situées entre les parties constantes des oligonucléotides de la banque.  

Pour chaque tour des deux SELEX entre 3 et 13 millions de séquences lues avaient une 

fenêtre aléatoire comprise entre 47 et 52 nucléotides, et ont donc été comprises dans l’analyse 

qui a suivi. Nous pouvons observer Figure 30, que la taille de la fenêtre aléatoire des séquences 

a été assez bien conservée au cours des deux SELEX. A chaque tour, au moins 80% des 

Nombre de 

nucléotides
4F-T4 4F-T5 4F-T6 4F-T7 4F-T8 4F-T9 4F-T10

47 0,71 1,13 1,14 1,28 1,42 1,70 1,17

48 1,21 1,71 1,72 2,00 2,27 2,56 2,35

49 4,51 5,30 5,31 5,82 5,87 6,07 4,03

50 89,56 87,19 87,40 85,82 86,49 83,25 88,81

51 0,45 0,32 0,43 0,72 0,45 0,46 0,23

52 0,09 0,06 0,10 0,19 0,09 0,11 0,05

Nombre de 

nucléotides
R-T3 R-T4 R-T5 R-T6 R-T7 R-T8 R-T9 R-T10

47 0,61 0,69 0,91 1,24 1,30 0,95 0,85 0,25

48 1,09 1,22 1,49 1,83 1,97 1,53 1,22 0,37

49 4,31 4,59 5,15 5,64 6,04 5,60 4,89 1,63

50 90,48 90,03 88,99 86,97 86,37 89,22 89,99 97,15

51 0,37 0,44 0,36 0,41 0,28 0,32 0,15 0,06

52 0,05 0,09 0,06 0,09 0,06 0,08 0,02 0,01
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séquences ont une taille de 50 nucléotides. Comme attendu, il existe une proportion plus 

grande (ici 8 à 20 fois plus) de séquences ayant perdu des bases dans leur fenêtre aléatoire 

que de séquences en ayant gagnées.  

2) Analyse de l’évolution globale des SELEX 

Sachant que nos deux SELEX ont utilisé la même banque de départ, nous avons choisi 

d’analyser ces 2 SELEX comme deux « branches » d’un même SELEX.  

Tout d’abord la fréquence de chaque séquence dans la banque a été calculé pour 

chacun des tours de SELEX. Ces séquences ont ensuite été rassemblée en famille selon leur 

similitude. Chaque famille est composée de séquences ayant au maximum 10 mutations par 

rapport à la séquence majoritaire au sein de la famille qui est alors qualifiée de « seed ». 

Sachant que cette analyse vise à détecter les familles et séquences bien enrichies au cours du 

SELEX, nous avons choisi de retenir uniquement les séquences qui dépassaient une fréquence 

à 0.001% dans la banque à au moins un tour de sélection.  

PATTERNITY-seq nous donne accès à un grand nombre d’outil d’analyse (cf. 

Introduction, partie V.C.3) ci-dessus) : table et graphique d’évolution des séquences, arbre des 

familles etc. J’ai choisi de présenter ici uniquement les analyses ayant permis une 

compréhension globale de l’évolution ayant eu lieu au cours des SELEX, et celles ayant été 

utilisées dans le choix des séquences à tester en affinité dans la suite du projet.  

Nous avons pu observer pour les SELEX « 4F» et « R », que le pourcentage de la banque 

contenant des séquences dépassant le seuil de 0.001% augmentait au fur et à mesure du 

SELEX : arrivant au dernier tour jusqu’à 60 % pour le SELEX « 4F » et presque 80% pour le SELEX 

« R » (Figure 31-A). Ces observations signifient que des séquences s’étaient bien enrichie de 

manière significative dans la banque. Nous avons aussi constaté pour chacun des deux SELEX 

que le nombre de séquences dépassant le seuil croissait dans un premier temps, puis atteignait 

un pic avant de diminuer. Ce pic était atteint au tour 9 (plus de 3500 séquences dépassant le 

seuil) pour le SELEX « 4F » et au tour 8 pour le SELEX « R » (plus de 2000 séquences dépassant 

le seuil). Ce phénomène était aussi observable à l’échelle des familles (Figure 31 –B) : le SELEX 

« 4F » atteint un pic de nombre de famille au tour 9 (presque 3500 familles) et le SELEX « R » 

atteint ce pic au tour 8 (1700 familles environ). Nous avons aussi constaté que les familles les 

plus abondantes s’enrichissaient de manière très forte entre le tour 9 et le tour 10 pour le SELEX 

« 4F » (Figure 31 –C) et à partir du tour 7 pour le SELEX « R ». Les 20 premières familles 

composent 50% de la banque au tour 10 du SELEX « 4F » et presque 90% au tour 10 du SELEX 

« R ».  

Les deux SELEX semblaient avoir suivi le même type d’évolution de manière différée : 

dans la première partie de la sélection un grand nombre de séquences s’enrichissent 

progressivement, puis à partir d’un certain point, certaines séquences s’enrichissent plus que 

les autres, et prennent toute la place dans la banque. Ce résultat était surprenant puisque nous 

nous attendions, au vu de la quantité très faible d’ARN2’F-Py retenu à la fin de chaque tour de 

SELEX, à un enrichissement plutôt faible au cours du SELEX des séquences dans les banques. 
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Figure 31 - Analyse de l'évolution des globale des banques lors des SELEX "4F" et "R" 

à l'aide de PATTERNITY-seq®. A - Evolution du nombre de séquences au-dessus du seuil 

et de leur pourcentage au sein de la banque lors des SELEX 4F (droite) et R (gauche). B - 

Evolution du nombre de famille au-dessus du seuil lors des SELEX 4F (droite) et R (gauche). 

C - Evolution du pourcentage des 20 premières familles lors des SELEX 4F (droite) et R 

(gauche). 

3) Analyse de l’évolution des familles au sein des SELEX 

Nous avons ensuite analysé plus en détail l’évolution des 5954 familles de séquences. 

La Figure 32 présente l’évolution des 40 premières familles au cours des deux SELEX. Comme 

l’étude de l’évolution globale du SELEX nous le laissait penser, certaines familles se font très 

fortement enrichies au sein des banques : la famille 0 est présente à hauteur de 44 % au tour 

10 du SELEX « R » et la famille 2 à hauteur de 15.9 % au tour 10 du SELEX « 4F ».  Nous avons 

remarqué que les séquences enrichies dans l’un des SELEX sont aussi présentes dans l’autre 

SELEX mais avec des fréquences relativement différentes. Ainsi la famille 0, présente à 44 % au 

tour 10 dans le SELEX « R » est également présente à 0.07% au tour 10 dans le SELEX « 4F », ce 

qui n’est pas négligeable. De même, la famille 2, présente à 15.9 % au tour 10 dans le SELEX 

« 4F » et présente à 0.93 % au tour 10 dans le SELEX « R ». Ce constat est assez étonnant, les 

conditions de sélection étant très différentes pendant les 9 derniers tours des deux SELEX.  
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Figure 32 - Evolution des 40 premières familles au cours des SELEX "R" et « 4F ». On 

peut observer dans ce tableau le pourcentage dans la banque des familles 0 à 39 (en ligne) 

au fur et à mesure des tours de SELEX (en colonne) dans les SELEX « 4F » et « R ». Plus le 

pourcentage de présence d’une famille dans la banque à un tour est important, plus la 

couleur de la cellule tend vers le rouge. Dans le cas contraire, plus le pourcentage de 

présence d’une famille dans la banque à un tour est faible, plus la couleur de la case tend 

vers le vert. Patternity-seq donne aussi les valeurs des facteurs d’évolution liés à chaque 

séquence pour les SELEX « 4F » et « R ». Ce facteur d’évolution correspond à la capacité 

d’une séquence à bien s’amplifier au sein de la banque au fur et à mesure des tours. Les 

familles dont la couleur du numéro est rouge sont celles ayant été identifiées comme celles 

ayant eu l’enrichissement le plus important lors du SELEX 4F, celles en bleu sont celles dont 

l’enrichissement est la plus fort dans le SELEX R. Ces séquences ont donc été choisies pour 

être testées.    

Le logiciel Patternity-seq calcule aussi un facteur d’évolution pour chaque séquence : 

ce facteur d’évolution correspond à la capacité d’une séquence à bien s’amplifier au sein de la 

banque au fur et à mesure des tours. Ce facteur prend en compte les différents enrichissements 

d’une séquence à chaque tour, en pondérant par l’ordre des tours : les derniers tours ont plus 

d’importance que les premiers tours pour le calcul du facteur.  

Nous avons pu observer pour le SELEX « 4F » que, bien que l’ordre des séquences ne 

soit pas exactement similaire entre les séquences les plus représentées dans la banque et les 

séquences ayant le meilleur facteur d’évolution, le classement restait néanmoins à peu près le 

même : les séquences les plus enrichies au tour n°10 étaient aussi celles ayant le meilleur 

facteur d’évolution (Figure 33). Le constat était à peu près le même pour le SELEX « R », mais 
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dans une ampleur moindre : il existait une différence plus importante pour chaque séquence 

entre leur rang d’enrichissement et celui de leur facteur d’évolution.  

 
Figure 33 – Ordre des familles en fonction des facteurs d’évolution des SELEX « 4F » et 

« R ». A - Evolution des 12 premières familles ayant les facteurs d’évolution les plus fort pour 

le SELEX « 4F ». B - Evolution des 12 premières familles ayant les facteurs d’évolution les plus 

fort pour le SELEX « R ». 

Nous avons pu aussi observer que parmi ces premières familles, aucune ne décroissait 

entre les tours 8 et 9 (Figure 32). Ce dernier résultat est très intéressant, car nous avions utilisé 

une technique de séparation différente au tour n°9 : l’ultracentrifugation. Ceci suggère que les 

séquences enrichies n’ont pas d’affinité pour la membrane de nitrocellulose.  

4) Recherche des motifs communs aux séquences s’étant enrichies 

au sein des banques durant les SELEX 

En réalisant l’alignement de la séquence majoritaire des 40 premières familles grâce au 

logiciel Clustal, nous avons pu constater qu’aucune séquence consensus ne se dégageait 

(Figure 34). Or, lorsque l’on obtient plusieurs aptamères après un SELEX, ceux-ci ont assez 

fréquemment des motifs en commun : les séquences impliquées dans la liaison à la cible. Ceci 

suggérait que nous avions parmi les 40 premières familles, des séquences parasites et 

potentiellement quelques aptamères très différents. 
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Figure 34 - Alignement Clustal de la séquence « seed » des 40 premières familles. 

5) Choix des candidats à tester  

Suite à ces analyses, nous avons choisi cinq séquences à tester pour chacun des SELEX. 

Certaines séquences s’étant fortement enrichies, des tours supplémentaires de SELEX ne nous 

paraissaient pas nécessaires. 

Nous avons utilisé comme critère principal le facteur d’évolution des familles : pour 

chaque SELEX, nous avons choisi les 5 familles ayant les meilleurs facteurs d’évolution (cf. 

Figure 33).  Ceci correspond aux familles 2, 3, 6, 8 et 4 pour le SELEX « 4F » et aux familles 1, 5, 

0, 7 et 30 pour le SELEX « R ».  

Nous avons choisi pour chaque famille la séquence « seed », majoritaire dans la famille. 

En plus d’être les plus représentées dans la famille, elles étaient aussi celles ayant le meilleur 

facteur d’évolution par rapport aux autres séquences de leur famille.   

Pour plus de clarté, nous avons renommé les séquences en fonction du SELEX qui a 

orienté notre choix. Ainsi, les séquences provenant des familles 2, 3, 4, 6 et 8 choisies pour leur 

bonne évolution dans le SELEX « 4F » ont été renommées respectivement 4F01, 4F02, 4F03, 

4F04, 4F05. De même, les séquences provenant des familles 0, 1, 5, 7 et 30 choisies pour leur 

bonne évolution dans le SELEX « R » ont été renommées respectivement R01, R02, R03, R04, 

R05.  

Pour les tests d’affinités que nous avons réalisés par la suite, nous avons utilisé comme 

témoin négatif une séquence contrôle, ayant les mêmes encadrants et de même taille que les 



104 
 

autres, mais avec une séquence générée aléatoirement pour la fenêtre aléatoire de 50 

nucléotides. Nous avons fait attention à avoir 4 bases en proportion équivalente au sein de la 

séquence : 12 « A », 12 « C », 13 « G » et 13 « T ». Cette séquence a été nommée « Scr-1 » (cf. 

Tableau 6). 

4F01 GGGAGAGTATCCGTTGGAGGCATAGCAGCACACGACCAGTGTGCCCCACACCCAGTGGTGGTCTGTGGTGTGCAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGG 

4F02 GGGAGAGTATCCGTTGGAGGCATGCTGGCAGCACGCACCGCTGACCGCTGGCTGCACTATGCGTGTGGAGTGCAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGG 

4F03 GGGAGAGTATCCGTTGGAGGCATGCAACAGACGCACCGTACACACATCTTGGCCGTTGGCTGCCCGACCAGCCAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGG 

4F04 GGGAGAGTATCCGTTGGAGGCATCCGTCCACCAGACCAACGTACAAACTCCGCTGGTGGTCGCCTACCCTGGCAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGG 

4F05 GGGAGAGTATCCGTTGGAGGCATGCCGCAGGCTACACCACAGCTTCCCCTTCAGCGTGTTGTGGATACTCGGCAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGG 

R01 GGGAGAGTATCCGTTGGAGGCATTGCCGCACTACAGCTTGGTCTGCATATCCTCTGCGCACAGCTCCATGTGCAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGG 

R02 GGGAGAGTATCCGTTGGAGGCATGCACGATGTCCATGACCAACTCCAGTCACGGCCCTGCAGCGTTAGGCTGTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGG 

R03 GGGAGAGTATCCGTTGGAGGCATCCAGCATCACCAGCGGCACGACGTCGGACGGCTGGCTGGTCCGTCACCGTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGG 

R04 GGGAGAGTATCCGTTGGAGGCATGCAGAGCTACACGGTGCAAGTAGCACGTCCTGCCATGCATGCAGTGCTGCAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGG 

R05 GGGAGAGTATCCGTTGGAGGCATCGGGAAGCAGCACGACGGCCTCAATGCACTTGCCGGTTGGTTTCGGCTGCAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGG 

Scr-1 GGGAGAGTATCCGTTGGAGGCATATCGTTCAGCGTGGGATCTGCTACAACTCCTGAGTGCTACATGTACGAGAAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGG 
 

Tableau 6 - Séquences des candidats aptamères choisis après analyse de SELEX "R" et "4F". Les 

parties aléatoires des séquences sont indiquées en bleues, et les parties constantes correspondant aux 

sites des amorces en noires. 

 

Bilan : Nous avons réalisé par séquençage à haut-débit l’analyse des banques issues des 

tours 4 à 10 du SELEX « 4F » et 3 à 10 du SELEX « R ». Les deux SELEX présentaient des 

séquences suffisamment enrichies. Ceci nous a permis de choisir plusieurs candidats pour 

lesquels l’affinité contre les fibres d’α-syn sera évaluée. De manière surprenante, bien que 

les deux SELEX n’aient que le premier tour de sélection en commun, les mêmes séquences 

se sont amplifiées au cours des deux SELEX, mais à des degrés très différents.  

 

C. Première évaluation de l’affinité des candidats aptamères pour 

les différentes conformations de fibres d’α-synucléine 

Nous avons cherché à évaluer l’affinité des candidats pour les fibres et les formes 

monomériques d’α-syn. Nous espérions obtenir des aptamères ayant les spécificités pour 

lesquels ils avaient été sélectionnés : les candidats issus du SELEX « 4F » reconnaissant les 4 

conformations de fibres, les candidats issus du SELEX « R » reconnaissant la fibre R mais pas 

les trois autres fibres, et les candidats des deux SELEX ne reconnaissant pas les formes 

monomériques d’α-syn.  

1) Conception de ce premier test d’affinité des séquences 

candidates 

Nous avons réalisé un premier test d’affinité par filtration. Chaque candidat aptamère 

et le Scr-1, radioactivement marqué au phosphore 32 (P32), ont été incubés avec une 

conformation de fibre. Le mélange a ensuite été filtré sur membrane nitrocellulose. La quantité 

d’aptamère retenu sur la membrane, et donc s’étant lié à la fibre, a été quantifié par exposition 

de la membrane à un écran au phosphore photostimulable. Ce test a été réalisé contre les 

quatre conformations de fibres (F, R, 65 et 91), mais aussi contre les monomères d’α-syn afin 

d’évaluer l’efficacité des contres-sélections. 
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De plus, nous avons testé l’utilisation de compétiteurs pour diminuer la potentielle 

fixation non-spécifique des fibres avec des oligonucléotides. Nous avons testé trois 

compétiteurs différents : l’ADNss (en anglais single stranded DNA), l’ARNt et le polyInosine. 

Ces trois molécules sont à base d’acides nucléiques et peuvent donc diminuer la liaison non 

spécifique des oligonucléotides sur la cible. Afin de pouvoir avoir un aperçu global des 

capacités des trois compétiteurs, nous avons testé l’ARNt seul (le compétiteur avec la chimie 

la plus proche de nos candidats), et les trois compétiteurs en mélange.  

Pour ce premier test, nous avons décidé de tester l’effet de ces compétiteurs 

uniquement sur la liaison de nos candidats sur la fibre R. En effet, cette fibre est celle que tous 

nos candidats doivent reconnaitre, si les sélections « 4F » et « R » se sont déroulées dans le 

sens que nous pensions. 

2) Analyse des résultats du premier test d’affinité 

Nous avons pu faire plusieurs observations d’importance lors de ce premier test (Figure 

35 – A et B). 

 Tout d’abord, aucun de nos candidats ne se liaient à la nitrocellulose : les contres-

sélections réalisées lors du SELEX avaient donc été à priori efficaces sur ce point. Nous avons 

aussi pu observer que nos dix candidats se fixaient en moyenne de manière très faible sur les 

monomères d’α-syn, ce qui est positif puisque c’était l’une des caractéristiques désirées pour 

nos aptamères (Figure 35- A et B).  

Nous avons aussi constaté que nos dix candidats aptamères se liaient tous aux quatre 

conformations de fibres. Ceci était inattendu pour les cinq candidats issus du SELEX R. 

Cependant, nous avons pu observer que les candidats aptamères se liaient avec des affinités 

différentes sur les quatre conformations de fibres (Figure 35- B). Nous avons aussi remarqué 

des similitudes entre les « préférences » des aptamères pour les conformations de fibres. Ainsi, 

pour 8 candidats sur 10, l’affinité est la plus élevé pour la fibre 65. De même, pour 8 candidats 

sur 10, l’affinité est la moins élevée pour la fibre R.  

De manière surprenante, nous avons aussi pu remarquer que la séquence Scr-1 servant 

de témoin négatif a le même comportement que nos candidats aptamères : l’affinité est la plus 

élevée pour la conformation 65, et la plus faible pour la conformation R. Néanmoins, lorsque 

l’on normalise les valeurs des candidats aptamères par celles du Scr-1 (Figure 35-C), nous avons 

constaté qu’en moyenne les candidats aptamères se lient environ deux fois plus que le Scr-1 

aux quatre conformations de fibre. Ceci est un point positif car cela montre que la sélection a 

permis d’amplifier des séquences avec de l’affinité pour les fibres α-syn.  
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Figure 35 - Membrane du premier criblage de 10 candidats aptamères choisis à 10 nM 

contre les 4 types de fibre et la forme monomérique d’α-synucléine. A – Image obtenue 

après exposition d’un écran au phosphore photostimulable sur la membrane nitrocellulose. 

Sur chacun des 96 puits de l’appareil à filtration 20µL du mix oligonucléotide-protéine a été 

filtré sur membrane nitrocellulose, après incubation à 37°C. Les oligonucléotides marqués 

radioactivement au P32 (candidats aptamères ou séquence aléatoire Scr-1) sont à 20 nM et 

les protéines α-syn (fibres ou monomère) à 400 nM (pour les fibres : cette concentration 

correspond à celle des monomères les constituant). L’ARNt, testé seul en solution est à 0.05 
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µg/µL, et pour les conditions où les trois compétiteurs ont été testés ensemble, chacun était 

à 0.05 µg/µL. Plus le point est foncé, plus la quantité d’oligonucléotide restée liée aux 

protéines retenues sur la membrane est importante. B – Graphique présentant la quantité 

d’oligonucléotide restée liée sur la membrane pour chacune des conditions testées. C – 

Graphique présentant le ratio entre la quantité de candidat aptamère restée liée sur la 

membrane par rapport à la quantité de scramble resté liée sur la membrane pour la même 

condition. 

Enfin, nous avons pu observer que pour tous les candidats aptamères et le Scr-1, l’ajout 

de compétiteur diminuait la liaison de ces oligonucléotides à la fibre R (Figure 35-B). Ce résultat 

suggère que les fibres ont une affinité non-spécifique élevée pour les oligonucléotides. 

Cependant, nous avons également observé que pour certains candidats aptamères cette 

addition accroissait le ratio de la quantité de candidat retenu par rapport au Scr-1 (Figure 35-

C). Ainsi, le ratio de quantité de 4F01 retenu par apport au Scr-1 est égal à 4 en présence de 

fibre R, mais passe à 13.5 lorsque la fibre R a été incubée avec de l’ARNt, et même à 15.5 

lorsque le mélange des trois compétiteurs a été utilisé. Ainsi, les compétiteurs, en saturant les 

sites où se fixent les oligonucléotides (et donc le Scr-1) par interaction non spécifique, 

permettent de mettre en avant les candidats aptamères se liant à la fibre R de manière 

spécifique.  

Bilan : Ce premier test de liaison nous a permis de nous assurer que les dix candidats 

aptamères ne se liaient pas à la nitrocellulose. Nous avons aussi pu vérifier que ces candidats 

se liaient aussi très faiblement aux monomères par apport aux fibres d’α-syn.  

Nous avons observé que tous les candidats se liaient aux quatre conformations de fibres 

d’α-syn, mais avec des affinités différentes. Les candidats ont montré plus d’affinité pour la 

fibre 65 que pour la fibre R. Ce résultat était inattendu pour les candidats venant du SELEX 

R, qui avaient été sélectionnés pour reconnaitre spécifiquement la fibre R. Nous avons 

observé le même phénomène pour le Scr-1, cependant les candidats aptamères avaient tous 

une affinité plus forte pour les fibres.  

L’ajout de compétiteur a permis d’augmenter très fortement pour la fibre R, le ratio de 

candidat retenu par rapport au Scr-1.  

 

D. Essais de sélections branchées multiples 

1) Nouvelle stratégie pour isoler des aptamères plus spécifiques 

au sein des banques partiellement évoluées : la sélection branchée 

multiple 

Suite aux premiers résultats de mesure d’affinité, nous avons décidé de mener une autre 

expérience visant à identifier des candidats hautement spécifiques pour une conformation de 

fibre en utilisant la technique de sélection branchée et le séquençage à haut débit.  

En effet, même si les candidats aptamères semblent tous se fixer sur les quatre 

conformations de fibres, ils ont montré des affinités plus ou moins fortes en fonction des fibres. 

Par exemple, le 4F05 se lie aux quatre conformations de fibres plus de quatre fois mieux que 

le Scr-1, et même plus de six fois mieux à la fibre F. Le candidat 4F01, quant à lui, reconnait les 
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fibres F et R quatre fois mieux que le Scr-1 mais semble avoir moins d’affinité pour les fibres 

65 et 91. Nous avons donc émis l’hypothèse qu’une sélection branchée couplée au séquençage 

à haut débit pourrait nous permettre de cribler plus rapidement la spécificité d’un grand 

nombre de candidats.    

La sélection branchée consiste, après quelques tours de SELEX « classique », à diviser la 

banque pour réaliser plusieurs tours de sélection en parallèle, généralement pour comparer 

des conditions de sélection différentes. L’utilisation du séquençage haut débit pour la 

détection de séquence ayant un comportement spécifique lors d’un SELEX branché est cruciale 

car elle permet de comparer de manière précise les enrichissements des séquences entre les 

différentes branches. Cette technique a été notamment utilisée par Dupont et son équipe, pour 

caractériser les sites de liaison d’aptamères et déterminer leurs préférences pour certaines des 

différentes conformations de la cible (Dupont et al., 2015). PATTERNITY-seq a été conçu pour 

réaliser automatiquement des analyses sur des SELEX « branchés » permettant de faire des 

analyses sur plusieurs conditions de SELEX en parallèle. 

Nous avons décidé de commencer les sélections branchées à partir d’une banque 

contenant des séquences suffisamment enrichies pour être quantifiables par séquençage à 

haut-débit mais sans être trop abondantes. Pour cela, nous avons choisi la banque obtenue à 

la fin du tour 7 pour le SELEX « R » (Figure 32), car cette banque contenait 1068 séquences 

avec une fréquence comprise entre 1.5 et 0.001%.  

L’ensemble du processus de réalisation et d’analyse de la sélection branchée multiple a 

été schématisé dans la Figure 36. 

2) Réalisations des sélections branchées multiples et séquençage 

Haut débit des banques en résultantes 

La banque du tour 7 du SELEX R a donc été divisée en huit quantités égales, et avons 

réalisé pour chacune d’elle un tour sélection avec des conditions différentes. La banque a été 

sélectionnée contre les fibres F, R, 65 et 91, dans deux conditions différentes : avec et sans 

ARNt. L’ARNt, en saturant les sites où se fixe les oligonucléotides par interaction non spécifique, 

semblait pouvoir permettre de faire ressortir les candidats aptamères se liant à la fibre R de 

manière spécifique (Figure 35-C). Il nous a donc semblé intéressant de comparer les conditions 

avec et sans ARNt pour distinguer les séquences se liant aux fibres par interaction spécifique, 

de celles se liant par interaction non spécifique.  
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Figure 36 - Schéma de la sélection branchée multiple réalisée et du séquençage haut 

débit réalisé 

Lorsque nous avons séquencé les huit banques issues de la sélection branchée multiple, 

nous avons pu obtenir au moins 5 millions de séquences par banques. Le logiciel Patternity-

seq, en analysant l’ensemble de ces banques, a organisé ces séquences en 12 306 familles.  

3) Analyse des données de séquençage haut débit obtenues 

La première étape de l’analyse réalisée nous avons exclu les séquences au-dessous du 

seuil choisi. Seules 1028 des 12 306 familles avaient un pourcentage de présence dans la 

banque supérieure à 0.001%, et ont été conservées pour la suite de l’analyse. 

Nous avons ensuite recherché et classé entre elles, selon la méthode expliquée ci-

dessus, les familles reconnaissant les fibres de manière spécifique (Figure 37). 

La deuxième étape de l’analyse a consisté à réaliser des listes de séquences 

reconnaissant chacune des fibres. Une séquence est considérée comme étant capable de 

reconnaitre une fibre si : elle s’enrichie dans la banque lors de la sélection contre cette fibre, et 

si elle s’enrichie mieux dans la condition comptant de l’ARNt comme compétiteur que dans 

celle n’en n’ayant pas. On obtient ainsi quatre listes de séquences étant capables de reconnaitre 

une fibre.  

Lors de la troisième étape, nous avons isolé au sein des listes les séquences ayant un 

comportement spécifique pour les différentes formes de fibres. De manière plus précise, nous 

avons exclu de chaque liste les séquences se trouvant aussi dans les autres. Ainsi, une séquence 

semble pouvoir se lier spécifiquement à la fibre R lorsqu’elle appartient à la liste des séquences 

reconnaissant R, mais qu’elle n’est pas présente dans les listes des séquences reconnaissant F, 

65 et 91.  
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Figure 37 – Analyse de l’enrichissement des familles lors de la sélection branchée 

multiple, en vue d’identifier des familles reconnaissant les différents types de fibre de 

manière spécifique. A – Schéma de la méthode d’analyse de l’enrichissement des familles. 

B - Arbre représentant le suivi des différentes étapes permettant d’obtenir les quatre listes 

de familles classées ayant un enrichissement spécifique pour une des quatre fibres 

Enfin, les séquences des listes ont ensuite été classées en fonction de leur capacité à 

maximiser les différences entre la conformation de fibre qu’elles reconnaissent et les autres. 

Pour cela, nous avons proposé une formule que nous avons appelé « Ratio des fréquences ». 

Pour chaque séquence on réalise le ratio de la fréquence de la séquence en présence de la 

conformation de fibre qu’elle reconnait bien (en présence l’ARNt), et du produit des fréquences 

de cette séquence, lorsqu'elle est confrontée aux trois autres conformations de fibres (en 

présence d’ARNt). Ce ratio, bien que capable de détecter des candidats prometteurs, 

comportait néanmoins des biais. Ceux-ci ont malheureusement été détectés après le choix des 

candidats. Les limites de ce ratio sont exposées dans la partie « Discussion » de ce manuscrit. 

4) Choix des candidats aptamères intéressants 

a) Comparaison des enrichissements de différentes 

séquences lors de la sélection branchée multiple 

Le Tableau 7, présente pour les quatre listes de candidats potentiellement spécifiques, 

les quatre candidats ayant eu les valeurs du ratio des fréquences les plus élevées. Nous 

pouvons observer que, pour chaque liste, les candidats n’ont un enrichissement supérieur à un, 

que pour une seule conformation de fibre.  
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Tableau 7 - Tableau comparant les dix candidats issus des SELEX « R » et « 4F » et les 

quatre meilleurs candidats de chaque liste de candidats ayant un enrichissement 

spécifique pour une des quatre fibres.  Le tableau présente la fréquence du candidat dans 

la banque du tour 7 du SELEX « R », au début de la sélection branchée multiple, 

l’enrichissement des candidats dans chacune des branches où la banque a été sélectionnée 

contre une fibre en présence d’ARNt. L’échantillon de la banque dans la branche où la 

banque a été sélectionnée contre la fibre 65 avec ARNt a malheureusement été perdu. Nous 

avons donc réalisé l’analyse en utilisant simplement les données de la branche où la banque 

a été sélectionnée contre la fibre 65 sans ARNt. Dans le tableau est aussi présenté le ratio 

des fréquences pour chacune des séquences. Pour des raisons de lisibilité, le ratio des 

fréquences a été divisé par 1000 à chaque fois car les chiffres étaient très élevés. Cette 

opération ne changeant pas l’ordre des ratios entre les fréquences, cela n’a pas changé notre 

choix de séquence.  

b) Les enrichissements mesurés lors de la sélection 

branchée multiple sont-ils corrélés aux mesures d’affinité? 

Nous avons aussi comparé les résultats des séquences candidates que nous avions 

choisies à l’issu des SELEX R et 4F. Ces séquences étaient déjà présentes de manière très 

significative dans la banque au tour 7 du SELEX R, et nous avons pu analyser leur réponse à la 

sélection branchée multiple.  

Nous avons plus particulièrement comparé les enrichissements des dix candidats issus 

des SELEX R et 4F dans les branches R avec et sans ARNt. Les candidats ayant les ratios 

oligonucléotides sur Scr-1 les plus élevés étaient 4F01 et 4F05 (ratios respectivement d’environ 

14 et 24 en condition R+ ARNt, voir Figure 35-C). 4F05 a effectivement l’enrichissement le plus 
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fort des dix candidats (enrichissement dans la branche R + ARNt de 9.3279, (cf. Tableau 7), 

mais 4F01 au contraire diminue (enrichissement dans la branche R + ARNt de 0.2849. Il n’y a 

donc pas une corrélation parfaite entre ce que nous mesurons par séquençage à haut-débit et 

une mesure d’affinité où les candidats sont testés seuls. Ces observations nous indiquaient 

malheureusement que les enrichissements observés lors la sélection branchée multiple 

n’étaient pas forcément capables de prédire les capacités de liaison des séquences. 

c) Choix de séquences candidates à tester en affinité 

Nous avons tout de même souhaité tester quelques candidats. Nous avons choisi un 

candidat pour chaque cible (fibre F, R, 65 et 91), en choisissant ceux qui avaient le meilleur ratio 

d’enrichissement, ce qui permettait de choisir ceux maximisant à priori le mieux la différence 

entre les différentes fibres.  

Le Tableau 7 nous permettait de sélectionner la famille que nous souhaitions tester. 

Chacune de ces familles n’étaient composée que d’une seule séquence, nous n’avons donc pas 

eu à choisir quelle séquence tester au sein de la famille. Nous avons cependant choisi pour la 

branche fibre 91, la famille 70 et non pas la 289 qui avait pourtant un meilleur ratio de 

fréquence. Les familles 289 et 214 ont été écartées de notre sélection car leur enrichissement 

contre les fibres F et 65 (respectivement 0.9481 et 0.9407) étaient trop proches de 

l’enrichissement contre la fibre 91 (respectivement 1.0223 et 1.0504). Nous avons donc choisi 

le 3ème candidat, la famille 70, qui avait des différences plus significatives entre les 

enrichissements contre la fibre F et les trois autres fibres.  

Bilan : Nous avons mis en œuvre une méthode pour identifier par séquençage à haut-débit 

les séquences ayant un enrichissement spécifique pour un type de fibre par apport à un 

autre. 

Les dix candidats issus du SELEX étaient déjà fortement enrichis dans la banque au tour 7 du 

SELEX R, et nous avons pu analyser leur réponse à la sélection branchée. Malheureusement, 

l’enrichissement dans la branche R + ARNt et les résultats de criblage pour la condition R + 

ARNt ne sont pas corrélés. Ce résultat suggère que les enrichissements observés lors la 

sélection branchée multiple ne sont pas forcément capables de prédire les capacités de 

liaison des séquences. 

 Nous avons tout de même souhaité tester quatre candidats, à priori spécifiques de chaque 

type de fibre, afin d’avoir une conclusion certaine à notre méthode. 

 

F_124 GGGAGAGTATCCGTTGGAGGCATCACGGACACCTACCCGACGGCATGTCAGGACACATGTTGTGCTCCGTGTGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGG 

R_84 GGGAGAGTATCCGTTGGAGGCATCTGCGAAGTGCCCAAGACCATATCCACTGCACACGACAGCTGATGGTGGCAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGG 

P65_10854 GGGAGAGTATCCGTTGGAGGCATCGCACAGTGTACACCTACACACAGCATACCTGTTGGCATCCCAGGTTGCCAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGG 

P91_70 GGGAGAGTATCCGTTGGAGGCATGCTACACACACATCGCACGTCACCCACTATGGGGACATCTTGCGGCGTGCAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGG 
 

Tableau 8 - Séquences des candidats aptamères choisis après analyse des sélections branchées. Les 

parties aléatoires des séquences sont indiquées en bleu, et les parties constantes correspondant aux sites 

des amorces en noir. 
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E. Découverte et résolution d’un problème de reproductibilité 

majeur  

J’ai ensuite réalisé plusieurs expériences par filtration sur nitrocellulose pour déterminer 

précisément l’affinité (Kd et Bmax) des quatorze candidats aptamères (les dix issus de l’analyse 

des deux SELEX et les quatre issus de l’analyse de la sélection branchée multiple) pour les 

différentes conformations de fibres et les monomères d’α-syn. Néanmoins, j’ai fait le choix de 

ne pas présenter l’ensemble de ces résultats car nous nous sommes continuellement heurtés 

à des problèmes de reproductibilité.  

1) Mise en évidence d’un problème de reproductibilité 

La Figure 38 présente deux exemples représentatifs des problèmes de reproductibilité 

que nous avons rencontrés. Ces graphiques représentent les courbes d’affinités de deux 

candidats 4F02 et R05 pour les fibres 65 et 91 réalisées le même jour. Ainsi que nous pouvons 

l’observer, sur les graphiques de droite que les candidats se lient aux fibres de manière 

significativement supérieure par apport au témoin négatif, la séquence aléatoire Scr-1. Le 

logiciel Prism calcule pour ces candidats des Kd de l’ordre de 50 nM, et des Bmax de 200 fmol. 

Cependant, sur les graphiques de gauche nous n’observons aucune différence significative par 

rapport au scr-1 pour la même expérience réalisée le même jour. Ce manque de 

reproductibilité ne nous a pas permis de conclure sur l’affinité de nos candidats.  

 
Figure 38 - Exemple de deux mesures d'affinité non reproductibles. Il est présenté ici les 

mesures d’affinité des candidats 4F02 (A) et R05 (B) contre respectivement les fibres 65 (A) 

et 91 (B). Les oligonucléotides marqués radioactivement au P32 sont mélangés aux fibres (400 
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nM) sans ARNt, à différentes concentrations allant de 5 à 60 nM. Après 1H d’incubation à 

37°C, 20 µL de chaque point est déposé puis filtré sur la membrane nitrocellulose. Les 

quantités d’oligonucléotides retenus sur la membrane nitrocellulose après un lavage, sont 

quantifiées par exposition de la membrane à un écran au phosphore photostimulable. Les 

calculs des Kd et Bmax sont réalisés à l’aide du logiciel Prism en utilisant un modèle de 

régression non linéaire analysant l’affinité totale (spécifique et non spécifique) d’un candidat 

pour la cible, en faisant l’hypothèse qu’il n’existe qu’un seul site de liaison sur la cible pour 

le candidat.  

2) Découverte de problèmes d’adsorption et test de tubes à faible 

adsorption 

Nous avons réalisé une série d’expérience pour comprendre ce qui pourrait expliquer 

notre problème de reproductibilité. Il est apparu qu’à des concentrations de l’ordre micro-

molaire ou inférieures, les fibres d’α-syn se fixaient fortement par interaction non-spécifique à 

la paroi des tubes en plastique de marque Eppendorf que nous utilisions.   

Pour mettre en évidence ce phénomène, nous avons déposé une solution de 4 µM en 

fibre R dans des tubes ayant des propriétés différentes : les tubes Eppendorf que nous utilisions 

habituellement, et deux références différentes de tubes conçus de manière à réduire 

l’adsorption des molécules sur les surfaces plastiques. Après incubation, les solutions sont 

intégralement retirées des tubes puis dosées par BCA (de l’anglais BiCinchoninic acid Assay). 

Nous avons utilisé comme référence la quantité de protéine mesurée lorsque la solution de 4 

µM a été directement pipetée dans la plaque dans laquelle la quantification BCA a été réalisée. 

Nous avons ainsi pu calculer pour chaque condition, le pourcentage de protéine récupéré par 

apport à ce point de référence (correspondant au 100%) (Figure 39).  

 
Figure 39 – Exemple de mise en évidence du phénomène d'absorption des fibres d’α-

syn sur la paroi des tubes en plastique utilisés jusqu’à présent. Une solution à 4 µM (100 

pmol) en fibre R d’α-syn a été déposée en duplicat dans trois types de tubes de 1,5 ml. Après 

une incubation de 1H à température ambiante, les solutions sont ensuite entièrement 

retirées puis quantifiées par BCA. Il est ainsi possible de calculer le pourcentage exact de 

protéine ayant été effectivement récupéré.  
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Nous avons observé que nous récupérions la totalité de la quantité de fibre R lorsque 

nous utilisions les tubes réduisant l’adsorption des molécules sur la paroi plastique : les tubes 

Dutscher « Low adsorption » et les tubes Eppendorf « Protein LoBind ». Cependant, dans le cas 

des tubes Eppendorf habituellement utilisés, nous perdions jusqu’à 80 % de la quantité de fibre 

R déposée, ce qui est extrêmement important. Dans cette expérience, nous avons calculé que 

la quantité récupérée en fibre R à partir des tubes Dutscher est de 120%. Cette mesure peut 

s’expliquer par de la variabilité lors du pipetage des solutions, ou une homogénéisation 

imparfaite de la solution en fibre R de départ.  

Nous avions réalisé cette expérience à une concentration de 4 µM, afin d’avoir une 

concentration en protéine quantifiable par BCA (4 µM correspond à 58 µg/ml, la limite de 

quantification de la méthode BCA étant de 20 µg/µL dans les conditions et le tampon que nous 

avions utilisé).  Sachant que nos expériences de test de liaison entre les protéines d’α-syn ont 

été réalisées à des concentrations dix fois inférieures à 4 µM (400 nM), la fixation de la protéine 

sur le tube pouvait être encore plus importante. Bien que nous n’ayons pas testé ce 

phénomène pour les trois autres types de fibres (F, 65 et 91), et la forme monomérique d’α-

syn, nous avons émis l’hypothèse qu’elles pouvaient avoir le même problème vu le manque de 

reproductibilité de nos expériences de mesure d’affinité. 

Ce phénomène d’adsorption des protéines sur la surface des tubes plastique peut donc 

expliquer le manque de reproductibilité observé lors de nos tests de liaison entre nos candidats 

et les fibres d’α-syn. En effet, sachant que les solutions de protéines étaient d’abord 

confectionnées dans un tube-mère puis distribuées dans différents puits, chaque interaction 

avec une nouvelle surface plastique engendrait probablement une nouvelle perte de la 

quantité de protéine. Les quantités de protéines finalement filtrées après incubation devaient 

donc être très faibles, et sujettes à beaucoup de variabilité, ce qui explique les différences que 

nous avons observées entre les résultats. Ce phénomène de fixation non-spécifique pourrait 

aussi expliquer le manque de corrélation entre les enrichissements des séquences lors de la 

sélection branchée multiple et leur capacité de liaison aux différentes fibres d’α-syn. 

Bilan : En cherchant à mesurer précisément l’affinité de nos candidats aptamères, nous 

avons été confrontés à des problèmes de reproductibilité majeurs. 

Nous avons réalisé une série d’expérience pour comprendre ce qui pourrait expliquer ce 

problème. Il est apparu qu’à des concentrations de l’ordre micro-molaire ou inférieures, les 

fibres d’α-syn se fixaient fortement (à presque 80%) par interaction non-spécifique à la paroi 

des tubes en plastique de marque Eppendorf que nous utilisions.  

Ce phénomène d’adsorption des protéines sur la surface des tubes plastique pouvait donc 

expliquer le manque de reproductibilité observé lors de nos tests de liaison, mais aussi 

expliquer le manque de corrélation entre les enrichissements des séquences lors la sélection 

branchée multiple et leur capacité de liaison aux différentes fibres d’α-syn. 

Nous avons pensé que ce phénomène de fixation non-spécifique avait pu affecter 

considérablement nos SELEX. Nous avons donc pris la décision de recommencer nos 

sélections, avec des tubes conçus spécialement pour réduire l’adsorption des molécules sur 

la paroi plastique et permettant de résoudre ce problème d’adsorption, afin d’obtenir les 

meilleurs aptamères possibles en termes d’affinité et de sélectivité. 
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II. Deuxième essai de sélection d’aptamères contre les 

fibres d’α-synucléine 

Dans cette deuxième partie de thèse, nous avons mis œuvre deux SELEX avec des 

stratégies légèrement différentes. Dans le premier SELEX, nous avons réalisé une sélection 

simple contre la conformation F de fibre d’α-syn. Pour le 2ème SELEX, nous avons réalisé la 

même sélection mais en ajoutant des contre-sélections contre la conformation R de fibre d’α-

syn et la forme monomérique. Ce 2ème SELEX visait à sélectionner des aptamères reconnaissant 

la fibre F de manière plus spécifique.  

A. Conception et mise en œuvre des sélections 

1) Choix des stratégies de sélection mises en œuvre 

a) Objectif : Deux SELEX « F » et « F spécifique » visant à 

développer des aptamères aux spécificités différentes 

Sachant que les conformations d’α-syn représentent des cibles assez semblables, ces 

fibres étant composées des mêmes protéines, il y avait un risque qu’il soit très difficile d’isoler 

des aptamères spécifiques d’un type de cible. C’est pourquoi nous avons souhaité réaliser un 

SELEX moins stringent pour sélectionner des aptamères contre une seule conformation (F) mais 

sans contre-sélection. Le 2ème SELEX a été réalisé dans les mêmes conditions mais avec des 

étapes de contre-sélection contre la forme monomérique et contre la fibre R. Ces deux SELEX 

ont été appelés : SELEX « F » et SELEX « F-spécifique » (Figure 40). Comme pour les SELEX 

précédents, nous avons décidé de réaliser le premier tour de sélection en commun, avec une 

pression de sélection très faible. 
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Figure 40 – Schéma de l’organisation du processus de sélection des SELEX "F" et "F 

spécifique" réalisés. Nous avons tout d’abord réalisé un tour de SELEX « F » en commun, 

avant séparer le SELEX en deux branches. La première branche continuait le SELEX F visant à 

sélectionner des aptamères reconnaissant la conformation F de fibre. Ce SELEX était 

simplement composé d’une étape de sélection contre la fibre F. La deuxième branche du 

SELEX était le SELEX « F-spécifique » visant à sélectionner des aptamères reconnaissant la 

conformation de fibres F mais pas la conformation R ni la forme monomérique d’α-syn. Ce 

SELEX était composé d’une contre-sélection contre la fibre R et contre les formes 

monomériques d’α-syn, puis d’une sélection contre la conformation F de fibre d’α-syn.  

b) Mise au point d’une méthode de sélection par colonne 

d’exclusion stérique 

Nous avons souhaité mettre au point une nouvelle méthode de séparation pour ces 

nouveaux SELEX. Le fait que les résultats de nos premiers SELEX n’avaient pas été ceux 

attendus, pouvait être imputé au problème de rétention des protéines dans les tubes. 

Néanmoins, nous avons estimé que l’échec du SELEX pouvait être aussi dû au fait que la 

méthode de séparation par filtration sur membrane nitrocellulose pouvait ne pas être adaptée. 

Nous avons donc cherché à mettre au point une nouvelle méthode de séparation. 

Après plusieurs essais de mise en place de différentes techniques, nous avons 

finalement réussi à mettre au point une méthode de séparation par colonne d’exclusion 

stérique en utilisant des colonnes microbiospin Biorad Sp6. Cette colonne contient un gel 
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constitué de billes de polyacrylamide qui retient les molécules d’un poids moléculaire inférieur 

à 6kDa et laisse passer les autres (comme les oligonucléotides issus d’une banque utilisée pour 

un SELEX) lors d’une centrifugation. Cette méthode avait déjà été utilisée dans certains SELEX 

(Yang et al., 2016).  

Nous avons d’abord testé si les fibres et les monomères d’α-syn étaient retenus dans la 

bio-spin 6 (Sp6). Etant donné le poids moléculaire d’une protéine d’α-syn (14.5 kDa), les 

monomères et les fibres ne devraient pas être retenus sur la colonne lors d’une centrifugation. 

Néanmoins, étant donné la longueur importante des fibres d’α-syn, nous nous sommes 

demandés si elles ne pourraient tout de même pas être retenues par le gel. Pour vérifier cela, 

nous avons déposé sur plusieurs colonnes Sp6 des solutions comportant des fibres F, R ou des 

monomères d’α-syn. Après une première centrifugation, visant à vérifier si les protéines étaient 

retenues dans la colonne, nous avons évalué si les protéines pouvaient être éluées par une 

solution dénaturante. Nous avons testé comme solution dénaturante une solution de 7M urée, 

qui est un dénaturant couramment utilisé en biologie moléculaire, et une solution de SDS à 2% 

(dodécylsulfate de sodium) qui a la propriété de dépolymériser les fibres d’α-syn (Fenyi et al., 

2018). Chaque fraction sortante des colonnes était ensuite quantifiée par dosage BCA. Cette 

méthode de quantification ayant une limite de détection de 20 µg/µl, nous avons estimé qu’elle 

ne permettrait pas de quantifier la présence de protéines dans les fractions ayant moins de 

30% de la quantité initialement déposée de protéine sur la colonne Sp6. Néanmoins, cette 

méthode nous a permis d’analyser dans quelle(s) fraction(s) se trouvent principalement les 

protéines. 

Nous avons ainsi pu observer qu’aucune des formes de protéine (fibres ou monomères) 

ne se retrouvaient en grande quantité dans la fraction issue de la 1ère centrifugation (Figure 

41-A). Ceci signifie que les fibres F et R et les monomères d’α-syn restaient dans la colonne 

après une centrifugation. Cette observation ne concorde pas du tout avec le mode de 

fonctionnement usuel de la colonne Sp6, où les protéines de poids moléculaires supérieurs à 

6 kDa doivent être éluées de la colonne en même temps que la phase liquide lors d’une 

centrifugation. Néanmoins, comme nous en avions fait l’hypothèse, il semblerait que les fibres 

d’α-syn soient retenues dans la colonne du fait de leur grande longueur. Cependant, nous ne 

nous attendions pas à ce que des monomères d’α-syn soit retenus par cette colonne. Nous 

supposons que les monomères plutôt que de rester isolés, peuvent s’associer les uns aux autres 

pour former des structures, d’une autre nature que fibrillaire, mais suffisamment imposante 

pour être retenues dans la colonne Sp6. Une autre explication pourrait être que les monomères 

interagissent de manière non-spécifique avec le gel. En effet, il a été mis en lumière dans 

certains travaux que les sels (notamment le NaCl) pouvaient favoriser la liaison des protéines 

aux résine des colonnes d’exclusion stérique par interaction hydrophobe (Tsumoto et al., 2007). 

Or, notre tampon de sélection dans lequel est réalisé toutes nos expériences contient 150 mM 

de NaCl (cf. RESULTATS, partie I.A.1)d) ci-dessus ). Les monomères d’α-syn pourraient-être 

donc retenus dans les Sp6 par interaction hydrophobe. Concernant les élutions, nous avons pu 

constater que la solution de 7M urée ne permettait pas d’éluer les protéines de la colonne, que 

ce soit les fibres ou les monomères d’α-syn. Le SDS 2% semble au contraire capable de 

décrocher une grande part des protéines : 78.7 % des monomères, 58.2% des fibre R et 112.1% 
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des fibres F. Le chiffre de 112.1% pour les protéines F est aberrant mais peut simplement 

s’expliquer par des écarts dans la mesure et l’estimation. Les mesures pour les 2èmes lavages des 

colonnes avec le SDS 2% sont inférieures à 20 µg/µl et ne peuvent donc être estimées, on peut 

néanmoins faire assez logiquement l’hypothèse que ce 2ème lavage décroche une part des 

protéines restantes, notamment pour les fibres R pour lesquelles seules 58.2 % des fibres ont 

été décrochées au 1er lavage.  

 

Figure 41 - Mise en évidence de la rétention des fibres F, R et des monomères d’α-syn 

sur la colonne Sp6. Différentes formes de protéines ont été déposées à 8 µM en Ts1X sur 

des colonnes Sp6 dont le tampon « SSC » a été au préalable changé en Ts1X. Les colonnes 

ont été centrifugées 4 min à 1000 g et les éluats récupérés dans des tube Dustcher « Low 

adsorption ». Deux lavages ont été réalisés successivement. Pour cela, du 7M urée ou du 

SDS2 % ont été déposés sur les colonnes et celles-ci ont été de nouveau centrifugées 4 min 

à 1000 g. Les quantification BCA ont été réalisées pour les éluats des 1ères centrifugations à 

partir d’une gamme de protéine BSA réalisée en Ts1X, et pour les éluats issus des lavages 

par des gammes de BSA réalisées en 7M urée ou en SDS 2%. Les fractions éluées lors des 

premières centrifugations et des 2èmes lavages avaient des signaux en dessous de la limite de 

détection. Seules les fractions issues des premiers lavages ont donc été représentées sur le 

graphique. 

Cette expérience nous a permis de conclure que les colonnes Sp6 pouvaient être 

utilisées comme méthode de séparation pour nos SELEX. Dans le cas où les oligonucléotides 

se liant aux protéines α-syn (fibres et monomères) restent retenus dans la colonne, il serait 

possible de les séparer des oligonucléotides ne se liant pas aux protéines α-syn (fibres et 

monomères) élués, eux, de la colonne lors de la centrifugation. Récupérer les oligonucléotides 

restés liés aux protéines serait ensuite possible par lavage de la colonne au SDS 2%. Cependant, 

nous avons réalisé des tests complémentaires avant de valider définitivement cette méthode 

de séparation.  

Nous avons d’abord vérifié que le gel de la colonne Sp6 ne dépolymérisait pas les fibres 

d’α-syn. Pour cela nous avons utilisé la molécule de ThT qui devient fluorescente lorsqu’elle est 
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en contact avec des fibres amyloïdes comme les fibres d’α-syn (cf. Introduction, partie IV.A.1) 

ci-dessus). Nous avons pu observer que le signal de fluorescence de la ThT est presque nul 

(<1) lorsque celle-ci est seule ou en contact avec des monomères d’α-syn, alors qu’il atteignait 

une valeur 42.3 en présence de fibre F (Figure 42-A). Nous avons ensuite incubé des fibres F 

avec du gel de colonne Sp6 pendant plusieurs minutes. Lorsque nous avons ensuite ajouté la 

ThT, nous avons pu observer que le signal de ThT restait élevé (37.7), et comparable à celui de 

la ThT en présence de fibre F seule. Ceci démontre que le gel de la colonne de Sp6 ne 

dépolymérisait pas les fibres d’α-syn. 

 
Figure 42 – Tests complémentaires pour valider la mise au point de la méthode de 

séparation par colonne Sp6. A – Mise en évidence de la conservation de la forme fibrillaire 

des fibres d’α-syn au contact du gel des colonnes Sp6. 100 pmol de protéine (fibre F ou 

monomère), préalablement incubés ou non avec du gel de colonne Sp6, ont été quantifiés 

par une solution de 10 µM en ThT. B – Vérification de l’absence de rétention des fibres F et 

des monomères sur la paroi plastique des colonnes Sp6. Des gouttes de solution de 6 µM 

en protéines ont été incubées 5 min sur les paroi plastiques puis intégralement retirées et 

quantifiées par BCA. 

 

Nous avons ensuite essayé de caractériser au mieux la façon dont les protéines étaient 

retenues dans les colonnes Sp6. Nous avons dans un premier temps, vérifié que les protéines 

n’étaient pas retenues sur la grille qui fermait la base de la colonne. Pour cela, nous avons 

utilisé un protocole similaire à la première expérience en déposant des solutions de fibres ou 

de monomères sur des colonnes Sp6 dont nous avions retiré le gel : seule la grille retenait alors 

les solutions. Après une première centrifugation suivie de deux lavages au SDS 2%, nous avons 

de nouveau quantifié les fractions. Nous avons pu observer (données non présentées) que 

93.8% des fibres F et 86 % des monomères étaient récupérés dès la 1ère centrifugation. Le gel 

des colonnes Sp6 est donc indispensable pour la rétention des protéines. Dans un deuxième 

temps, nous avons vérifié si les protéines n’étaient pas retenues sur la colonne par des 

interactions non-spécifiques avec le plastique des colonnes Sp6.  Pour cela, nous avons déposé 

des gouttes de solution de protéine (fibre F ou monomère) dans des tubes Eppendorf 

« LoBind » et sur la surface plastique des colonnes Sp6. Après une courte incubation les 

solutions ont été entièrement récupérées puis dosées par BCA. Nous avons pu observer qu’il 

n’y avait pas de différence dans la quantité de protéines récupérées après le contact avec le 

plastique du tube Eppendorf « LoBind » et du plastique de la colonne Sp6 (Figure 42-B). Les 
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protéines ne sont donc pas retenues sur la colonne Sp6 par interactions non spécifiques avec 

le plastique.  

Bilan : Nous avons mis au point une méthode de séparation par colonne d’exclusion 

stérique pour nos SELEX à venir. Nous avons constaté que, bien que les fibres et les 

monomères d’α-syn aient des poids moléculaires supérieurs à 6 kDa, ils étaient retenus dans 

la colonne lors de la séparation. Ces observations peuvent s’expliquer pour les fibres dont la 

longueur importante doit empêcher leur passage dans le gel Sp6.  Nous n’avons néanmoins 

pas d’explication certaine pour comprendre la rétention des monomères d’α-syn. Des 

lavages de la colonne au SDS 2% permettait d’éluer les protéines de la colonne. 

Afin de caractériser pleinement la méthode de séparation, nous avons vérifié qu’en présence 

du gel des colonnes Sp6, les fibres d’α-syn conservaient leur forme fibrillaire. Nous avons 

aussi vérifié que les protéines ne restaient pas liées au plastique des colonnes Sp6 par 

interaction non spécifique.  

Cette méthode de séparation nous permettra ainsi de réaliser les contres-sélections prévues, 

en récupérant l’éluat issu de la centrifugation d’une colonne Sp6 sur laquelle un mélange 

d’incubation a été déposé. Les étapes de sélection seront aussi réalisables en lavant les 

colonnes avec une solution de SDS 2%, qui nous permettra de récupérer les oligonucléotides 

restés accrochés aux protéines retenues dans la colonne Sp6. 

 

c) Conception de la banque de départ utilisée 

Nous avons utilisé pour ce nouveau SELEX une banque légèrement différente de la 

précédente (Figure 43). La fenêtre aléatoire était de 35 nucléotides et non plus 50. La séquence 

constante de la banque en 3’ était exactement la même, et nous avons donc utilisé de nouveau 

l’amorce PiRT. Il y avait des différences de quelques bases dans la séquence constante de la 

banque en 5’, nous avons donc utilisé une nouvelle amorce nommée p72, très similaire à 

l’amorce p73. 





123 
 

Les éluats récupérés en sortie, contenant les oligonucléotides ne s’étant pas fixés à la 

colonnes Sp6, ni aux protéines présentées pour le SELEX « F spécifique », ont ensuite été utilisés 

comme point de départ pour les étapes de sélections. Les protéines F étaient simplement 

rajoutées dans les éluats et les mélanges incubés à 37°C. Les volumes récupérés en sortie des 

colonnes Sp6 étaient assez aléatoires dans une certaine mesure : les volumes étaient supérieurs 

ou égaux à ceux déposés sur les colonnes avant la centrifugation. Nous pouvions donc 

contrôler les concentrations précises de banque et de protéines au moment des contres-

sélection, mais pas lors des sélections, où seule la quantité (et non la concentration) de protéine 

était contrôlable.  

Pour les sélections, le mélange incubé était ensuite déposé sur colonne Sp6 et celle-ci 

centrifugée. La colonne était ensuite lavée plusieurs fois avec un dépôt de Ts1X suivi d’une 

centrifugation. Le nombre de lavage permettait de réguler la pression de sélection. Enfin, deux 

étapes successives d’élution avec le passage d’une solution de SDS 2% nous permettait de 

récupérer les oligonucléotides restés accrochés aux protéines retenues dans la colonne Sp6. 

Les oligonucléotides pouvaient ensuite être extraits puis amplifiés.  

L’un des avantages de l’utilisation des colonnes Sp6 comme méthode de séparation 

était de pouvoir récupérer chaque fraction issue des différentes étapes de la sélection (éluat 

de la 1ère centrifugation, lavage, élution). Nous pouvions ainsi quantifier par 

spectrophotométrie la quantité d’oligonucléotide présente dans chaque fraction, et suivre 

l’évolution de la sélection.  

b) Mise en œuvre des SELEX 

Nous avons commencé les SELEX « F » et « F spécifique » par un tour commun à faible 

pression de sélection. Nous avons simplement réalisé une contre-sélection contre la colonne 

Sp6, suivi d’une sélection sur les fibres F.  

Nous avons ensuite réalisé en parallèle 14 tours de sélection pour les SELEX « F » et « F 

spécifique », en augmentant au fur et à mesure la pression de sélection. Nous avons fait varier 

différents paramètres (Tableau 9) : 

 La quantité et la concentration de la banque d’ARN2’F présentée aux cibles au début 

de chaque tour. Au tour n°2 nous avons présenté aux cibles 2 nmol de banque à une 

concentration de 10 µM, mais seulement 100 pmol à 1µM au tour n°15. 

 La quantité de Fibre F présentée à la banque lors des étapes de sélection. Au tour 2, 

nous avions présenté à la banque 2 nmol de fibre F, et seulement 100 pmol au tour 15. 

 Le temps d’incubation des sélections et contre-sélections. De 60 min au tour 2, était de 

10 min au tour 15. 

 Le nombre de lavages lors de la sélection. Augmenté progressivement de 2 à 7 des 

tours 3 à 11. Ils sont passé à 4 lors du tour 12. 
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Nous n’avons pas changé la concentration des monomères et des fibres R lors des étapes 

de contre-sélections (10 µM), et avons donc décidé de conserver une pression de sélection 

constante pour ce paramètre-ci.  

 
Tableau 9 - Résumé des conditions de sélection pour les tours 2 à 15 des SELEX "F" et "F 

spécifique" 

Au fur et à mesure des tours de SELEX, nous avons quantifié chacune des fractions 

issues des étapes de sélection et de contre-sélection (éluat de la 1ère centrifugation, lavages, 

élutions en SDS 2%). La Figure 44 présente la quantification des fractions éluées en SDS2% 

après l’étape de sélection pour chacun des tours. Nous avons donc pu observer l’évolution de 

la quantité d’ARN2’F retenue à la fin de chaque tour de sélection pour chacun des SELEX. 19,2 

pmoles ont été retenues à la fin du tour 1 de SELEX. Cette quantité a augmenté rapidement 

lors des tours 2 et 3 des deux SELEX (90 et 55 pmol retenues au tours 3 pour les SELEX « F » et 

« F spécifique » respectivement), raison pour laquelle la pression de sélection a été augmentée 

aux tours 4 et 5. Les quantités retenues sont aux alentours de 5 à 10 pmol pour les tours 5 à 

10 des SELEX « F » et « F-spécifique », et de 1 à 5 pmol pour les tours 11 à 15. Entre des tours 

de même pression de sélection (par exemple entre les tours 5 à 8, entre les tours 9 et 10 et 

entre les tours 13 à 15 des deux SELEX), nous n’avons pas pu observer d’augmentation 

significative de la quantité d’ARN2’F retenu. Nous avons néanmoins continué à augmenter 

progressivement la pression de sélection au cours du SELEX. 

 
Figure 44 - Quantification pour chaque tour de SELEX de la fraction éluée 
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Après 15 tours de sélection, nous avons décidé de procéder à l’analyse des banques 

des SELEX par séquençage haut débit.   

Bilan : Nous avons réalisé 15 tours de sélection pour les SELEX « F » et « F-spécifique ». Bien 

que nous n’ayons pas pu observer d’augmentation significative de la quantité d’ARN2’F 

retenue à la fin des tours de sélection, nous avons continué à augmenter de manière 

croissante la pression de sélection.  

 

B. Analyse de l’évolution des SELEX par séquençage haut débit 

Des échantillons des banques correspondant au tours 1 à 15 pour respectivement les 

SELEX « F » et « F-spécifique » ont été séquencés. Le logiciel PATTERNITY-seq nous a ensuite 

permis d’analyser en détail l’évolution des banques au cours des SELEX et d’identifier des 

séquences candidates à tester. 

1) Analyse de l’évolution globale des SELEX 

a) Choix de la taille de la fenêtre aléatoire des séquences à 

inclure dans l’analyse. 

Nous avons choisi de retenir pour l’analyse seulement les tours 9 à 15 des SELEX « F » 

et « F-spécifique ». Les tours plus précoces de ces SELEX ne présentaient pas de séquences 

ayant un enrichissement important, ces données n’étaient donc pas très utiles pour notre 

analyse. Nous avons analysé ces SELEX en tant que deux branches d’un même SELEX.  

La taille de fenêtre aléatoire de la banque d’origine est de 35 nucléotides. Néanmoins, 

il est usuel de tolérer des ajouts ou des délétions de quelques bases (cf.I.B.1) ci-dessus). Nous 

avons choisi de conserver pour l’analyse toutes les séquences ayant une fenêtre aléatoire de 

taille allant de 33 à 37 nucléotides. 

b) Evolution du nombre de séquences et de familles au 

cours des SELEX 

Tout d’abord la fréquence de chaque séquence dans la banque a été calculée pour 

chacun des tours de SELEX. Ces séquences ont ensuite été rassemblées en famille selon leur 

similitude. Chaque famille est composée de séquences ayant au maximum 7 mutations par à 

apport à la séquence majoritaire au sein de la famille qui est alors qualifiée de « seed ». Sachant 

que cette analyse vise à détecter les familles et séquences bien enrichies au cours du SELEX, 

nous avons choisi de retenir uniquement les séquences dépassant une fréquence à 0.001% 

dans la banque à au moins un tour de sélection. 

Nous avons pu observer pour les SELEX « F » et « F-spécifique », que le pourcentage 

de la banque contenant des séquences dépassant le seuil de 0.001% augmentait au fur et à 

mesure du SELEX : arrivant au dernier tour jusqu’à 75 % pour le SELEX « F » et presque 80% 
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pour le SELEX « F-spécifique » (Figure 45-A).Ces observations signifient que des séquences 

s’étaient bien enrichies de manière significatives dans la banque.  

 
Figure 45 - Analyse de l'évolution globale des banques lors des SELEX "F" et "F 

spécifique" à l'aide de PATTERNITY-seq®. A - Evolution du nombre de séquences au-

dessus du seuil et de leur pourcentage au sein de la banque lors des SELEX F (droite) et F 

spécifique (gauche). B - Evolution du nombre de famille au-dessus du seuil lors des SELEX F 

(droite) et F spécifique (gauche). C - Evolution du pourcentage des 20 premières familles lors 

des SELEX F (droite) et F spécifique (gauche). 

Nous avons aussi constaté pour chacun des deux SELEX que le nombre de séquences 

dépassant le seuil croissait dans un premier temps, puis atteignait un pic avant de diminuer. 

Ce pic était atteint au tour 13 pour les deux SELEX :  plus de 4000 séquences dépassant le seuil 

pour le SELEX « F » et plus de 4500 séquences dépassant le seuil pour le SELEX « F-spécifique ». 

Ce phénomène était aussi observable à l’échelle des familles (Figure 45-B) : les SELEX atteignent 

un pic du nombre de famille au tour 13 : presque 3000 familles pour chacun des deux SELEX.  

Nous avons aussi constaté que les familles les plus abondantes s’enrichissaient de 

manière très forte à partir du tour 13 des SELEX (Figure 45-C). Les 20 premières familles 
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composent 60% de la banque au tour 15 du SELEX « F » et 70% au tour 15 du SELEX « F-

spécifique ». 

Les deux SELEX semblaient avoir suivi le même type d’évolution : dans la première partie 

de la sélection un grand nombre de séquences s’enrichissent progressivement, puis à partir du 

tour 13, certaines séquences s’enrichissent plus que les autres, et prennent toute la place dans 

la banque. Ce résultat était surprenant puisque nous nous attendions, au vu de la quantité très 

faible d’ARN2’F-Py retenu à la fin de chaque tour de SELEX, à un enrichissement plutôt faible 

au cours du SELEX des séquences dans les banques. 

2) Analyse de l’évolution des familles  

Nous avons ensuite analysé plus en détail l’évolution des 4653 familles de séquences. 

La Figure 46 présente l’évolution des 40 premières familles au cours des deux SELEX.  

Comme l’étude de l’évolution globale du SELEX nous le laissait penser, certaines familles 

se sont très fortement enrichies au sein des banques : la famille 0 est présente à hauteur de 

16.8 % dans la banque au tour 15 du SELEX « F », et à 26.0% au tour du SELEX « F spécifique ».  

 Nous avons également remarqué que de nombreuses séquences enrichies dans l’un 

des SELEX sont aussi présentes dans l’autre SELEX. Certaines séquences sont présentes dans 

les deux SELEX parfois à des fréquences du même ordre de grandeur : la famille 2 est présente 

dans la banque du 15ème tour à 9.2% pour le SELEX « F » et à 13.7% pour le SELEX « F 

spécifique ». D’autres, sont présentes à des fréquences relativement différentes : ainsi la famille 

3, présente à 8.2 % au tour 15 dans le SELEX « F » est seulement présente à 0.2% au tour 15 

dans le SELEX « F-spécifique », ce qui n’est pas négligeable néanmoins. Ce constat ne nous a 

pas paru étonnant : les SELEX étant assez similaires. En effet, les séquences reconnaissant la 

fibre F de manière spécifique en la distinguant de la fibre R et des monomères d’α-syn peuvent 

en effet s’amplifier dans les deux SELEX. Une comparaison du niveau d’enrichissement des 

séquences entre les deux SELEX peut permettre de réaliser des pronostics de leur 

comportement spécifique, ou non spécifique. 

Le logiciel Patternity-seq calcule aussi un facteur d’évolution pour chaque séquence : 

ce facteur d’évolution correspond à la capacité d’une séquence à bien s’amplifier au sein de la 

banque au fur et à mesure des tours (cf. I.B.3) ci-dessus pour une description complète du 

facteur d’évolution).  
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Figure 46 - Evolution des 40 premières familles au cours des SELEX "F" et « F spécifique 

». On peut observer dans ce tableau le pourcentage dans la banque des familles 0 à 39 (en 

ligne) au fur et à mesure des tours de SELEX (en colonne) dans les SELEX « F » et « F spécifique 

». Plus le pourcentage de présence d’une famille dans la banque à un tour est important, 

plus la couleur de la cellule tend vers le rouge. Dans le cas contraire, plus le pourcentage de 

présence d’une famille dans la banque à un tour est faible, plus la couleur de la case tend 

vers le vert. Patternity-seq donne aussi les valeurs des facteurs d’évolution liés à chaque 

séquence pour les SELEX « F » et « F spécifique ». Ce facteur d’évolution correspond à la 

capacité d’une séquence à bien s’amplifier au sein de la banque au fur et à mesure des tours. 

Il est également indiqué pour chaque tour de SELEX le nombre total de séquences qui ont 

été lues. De ce nombre dépend la robustesse du calcul du pourcentage de présence de 

chacune des séquences. 

 

Nous avons pu observer pour les deux SELEX que, bien que l’ordre des séquences ne 

soit pas exactement similaire entre les séquences les plus représentées dans la banque et les 

séquences ayant le meilleur facteur d’évolution, le classement restait néanmoins à peu près le 

même : les séquences les plus enrichies au tour n°15 étaient aussi celles ayant le meilleur 

facteur d’évolution (Figure 47). Nous avons pu aussi observer que les séquences ayant les 

facteurs d’évolution les plus élevés dans un des SELEX avaient souvent aussi un bon facteur 

d’évolution dans l’autre SELEX. 
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Figure 47 - Ordre des familles en fonction des facteurs d’évolution des SELEX « F » et 

« F-spécifique ». A - Evolution des 12 premières familles ayant les facteurs d’évolution les 

plus fort pour le SELEX « F ». B - Evolution des 12 premières familles ayant les facteurs 

d’évolution les plus fort pour le SELEX « F-spécifique ». 

3) Recherche des motifs communs aux séquences s’étant enrichies 

au sein des banques durant les SELEX 

Des essais d’alignement multiples des séquences les mieux enrichies dans les banques 

et les outils mis à disposition par Patternity-seq pour la recherche de structure au sein des 

différentes familles nous ont permis d’identifier trois motifs retrouvés très fréquemment dans 

la partie aléatoire des séquences des 4653 familles de l’analyses des deux SELEX (Figure 48-A). 

Ces motifs sont CGCGUUUAC, AACUUAUA et CAACUUUGAAA sont présents dans 

respectivement 43.80%, 4.79% et 2.97% des familles. 48.4% des familles n’ont aucun de ces 

trois motifs. Nous n’avons identifié aucune famille n’ayant dans sa séquence plus d’un motif : 

les motifs n’étaient jamais présents ensembles dans la séquence d’une famille. Nous avons pu 

aussi remarquer que dans une certaine mesure, les séquences les mieux enrichies avaient une 

probabilité plus forte d’avoir un des trois motifs dans leur séquence, tandis que les séquences 

les moins enrichies avaient plus fréquemment aucun des trois motifs.  

Nous avons aussi constaté qu’il n’existait aucune famille ayant dans sa séquence un des 

trois motifs mutés (Figure 48-A).  Cette observation suggère que ces trois motifs sont 

hautement conservés.  

Nous avons aussi réalisé à l’aide du logiciel Clustal, pour chaque motif, l’alignement des 

cent premières familles (les cent familles les plus enrichies) ayant le motif (Figure 48-B). Nous 

pouvons observer que ces trois motifs sont bien l’élément commun le plus important entre ces 

séquences, et que les parties des séquences n’appartenant pas au motif sont très différentes. 

Nous avons pu aussi remarquer pour le motif 1 que celui-ci était retrouvé à deux endroits 

différents : parfois au début de la séquence aléatoire ou parfois à la fin de celle-ci. 
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« F » et à 26.09% au tour 15 du SELEX « F-spécifique », ce qui sont des enrichissements 

relativement comparables. Au contraire, la famille 6 s’est enrichie préférentiellement dans le 
SELEX « F » : elle est présente à 1.39% au tour 15 du SELEX « F » et à 0.0281 % au tour 15 du 

SELEX « F-spécifique », ce qui représente une différence d’un facteur 20 assez importante. 

4) Choix des candidats à tester en binding

Nous avons choisi les candidats à tester selon deux stratégies différentes, en prenant 

soin de choisir des représentants de chacun des trois motifs ainsi que des candidats sans motifs 

(Tableau 10).   

La première stratégie consistait à choisir des candidats en fonction de leur 

enrichissement, nous avons recherché des familles étant présentes à un pourcentage 

important, et ayant un facteur d’évolution parmi les plus élevés soit dans un SELEX soit dans 

les deux. Nous avons retenu selon ce critère les familles 0, 1, 2, 3, 4, 5, 15 et 20. Tous ces 

candidats sont parmi les plus enrichis au sein des SELEX et ont des facteurs d’évolution parmi 
les plus élevés. Les familles 0, 1, 3 et 4 ont le motif 1 dans leur séquence, la famille 2 le motif 2 

et la famille 15 le motif 3. Les familles 5 et 20 n’ont aucun des trois motifs. 

Tableau 10 - Tableau récapitulatif des choix des 14 familles candidates choisis. Ce 

tableau présente les familles candidates choisies. Pour chacun d’elle est indiqué leur 
pourcentage au 15ème tour des SELEX « F » et « F-spécifique », leur facteur d’évolution pour 
chacun des SELEX et la présence ou non de chacun des motifs. Ces familles ont été choisies 

en fonction de deux objectifs différents : identifier les séquences les mieux enrichies ou celles 

ayant le meilleur enrichissement spécifique dans l’un ou l’autre des SELEX. 

La deuxième stratégie consistait à choisir des candidats en fonction de leur 

enrichissement spécifique, nous avons recherché des familles étant enrichies de manière 

importante et ayant un facteur d’évolution élevé dans l’un des deux SELEX mais pas dans 
l’autre.  Nous avons retenu selon ce critère les familles 30, 37, 62, 73, 124 et 164. Les candidats 

30, 73 et 124 étaient les familles les plus enrichies ayant un facteur d’évolution élevé dans le 

SELEX « F » et un facteur d’évolution faible (proche de 0 ou négatif) dans le SELEX « F 

spécifique ». Ces résultats suggéraient que ces candidats n’étaient pas spécifiques des fibres F, 
mais pourraient avoir une affinité élevée pour les fibres d’α-syn. Les candidats 37, 62 et 164 au 

Famille Pour le SELEX "F"
Pour le SELEX "F 

spécifique"
Pour le SELEX "F"

Pour le SELEX "F 

spécifique"

Motif 1 

CGCGUUUAC

Motif 2 

AACUUAUA

Motif 3 

CAACUUUGAAA
Sans Motif

0 16,803% 26,090% 2,104 2,206 Présent absent absent absent

1 6,748% 24,914% 1,931 2,151 Présent absent absent absent

2 9,228% 13,752% 2,189 2,196 absent Présent absent absent

3 8,206% 0,209% 2,192 1,589 Présent absent absent absent

4 6,592% 0,758% 2,126 1,881 Présent absent absent absent

5 2,635% 0,970% 1,772 1,486 absent absent absent Présent

15 0,102% 0,560% 0,742 1,502 absent absent Présent absent

20 0,030% 0,338% 0,889 1,664 absent absent absent Présent

30 0,279% 0,002% 1,702 0,086 Présent absent absent absent

37 0,010% 0,202% 0,327 1,462 absent absent absent Présent

62 0,014% 0,081% 0,371 1,072 absent absent Présent absent

73 0,061% 0,001% 1,216 -0,269 absent absent absent Présent

124 0,036% 0,000% 1,104 0,000 absent Présent absent absent

164 0,002% 0,024% -0,196 1,050 absent absent absent Présent

Facteur d'évolutionPourcentage au 15ème tour

Séquences 

choisies en 

fonction de leur 

enrichissement

Séquences 

choisies en 

fonction de leur 

enrichissement 

spécifique
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contraire étaient les familles les plus enrichies ayant un facteur d’évolution élevé dans le SELEX 

« F spécifique » et un facteur d’évolution faible (proche de 0 ou négatif) dans le SELEX « F ». 

Ces résultats suggéraient que ces candidats pourraient reconnaitre de manière très spécifique 

la fibre F par apport à la fibre R, mais avec une affinité à priori moins forte que les séquences 

non-spécifique. La famille 30 a le motif 1 dans sa séquence, la famille 124 le motif 2 et la famille 

62 le motif 3. Les familles 37, 73 et 164 n’ont aucun des trois motifs. 

Pour chacune des familles nous avons décidé de choisir de tester la séquence « seed ». 

Le Tableau 11 présente les séquences des candidats retenus. 

N0 GGGAGAGTATCCGTTGAGGCTGATCAGTCCAGTACGAGACGCGTTTACCTCCACTGCAAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGG 

N1 GGGAGAGTATCCGTTGAGGCTGAATCCGACCAACCCAACGCGTTTACCTCACCTGCAAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGG 

N2 GGGAGAGTATCCGTTGAGGCTGATTCCGACCGCCGCAACTTATAGGTATCCCGCTGCAAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGG 

N3 GGGAGAGTATCCGTTGAGGCTGACAACGCGTTTACCTCACACCACGTCATCCGTTGCCAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGG 

N4 GGGAGAGTATCCGTTGAGGCTGAACGCGTTTACTCCGCTAGTACGAACCCGATTGCCCAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGG 

N5 GGGAGAGTATCCGTTGAGGCTGAAGCCATGCTGTCAACTTTTAACTCGTCACCGCTCGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGG 

N15 GGGAGAGTATCCGTTGAGGCTGAATCGGCCACAGTCGACAACTTTGAAATCCACCTGCAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGG 

N20 GGGAGAGTATCCGTTGAGGCTGAGCAGCACATGACCTCACCTTTTACTCTGCGCTGCAAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGG 

N30 GGGAGAGTATCCGTTGAGGCTGATCGATCCACGTCCGACAACGCGTTTACTCGCCATCAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGG 

N37 GGGAGAGTATCCGTTGAGGCTGATCAGTCCAGCACCAACGCCGTTTGCTCTCGACTACAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGG 

N62 GGGAGAGTATCCGTTGAGGCTGAGTTTCCGAACGGCCCAACTTTGAAATCCCCGCCCGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGG 

N73 GGGAGAGTATCCGTTGAGGCTGACAACTTGAAATCCCAACCCTGCAGCCGTGTCTGGTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGG 

N124 GGGAGAGTATCCGTTGAGGCTGATCCGACCATGCTTCAACTTATACCTCGGGGACTGTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGG 

N164 GGGAGAGTATCCGTTGAGGCTGAGTTTCCGACCACGACCCAACGTTACTGCCCACCACAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGG 

Scr-2 GGGAGAGTATCCGTTGAGGCTGATTCAACACCGTTTGACGTTCTTGGTATCGGAAGACAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGG 
 

Tableau 11 -Séquences des candidats aptamères choisis après analyse de SELEX "F" et "F-

spécifique". Les parties aléatoires des séquences sont indiquées en bleues, et les parties constantes 

correspondant aux sites des amorces, en noires. 

 

Bilan : Nous avons réalisé l’analyse des tours 9 à 15 des SELEX « F » et « F spécifique ». Les 

deux SELEX présentaient des séquences suffisamment enrichies. Ceci nous a permis de 

choisir plusieurs candidats pour lesquels l’affinité contre les fibres d’α-syn sera évalué.  

Bien que les deux SELEX n’aient que le premier tour de sélection en commun, les mêmes 

séquences se sont amplifiées au cours des deux SELEX, mais à des degrés différents. Cette 

observation nous a paru logique puisque les deux SELEX avaient des cibles de sélection 

relativement similaires. 

Nous avons pu observer qu’au sein de ces familles trois motifs étaient retrouvés de manière 

très fréquente dans les séquences (dans environ 50% des familles). Cependant nous n’avons 

pas trouvé de lien entre la présence d’un motif dans la séquence d’une des familles et 

l’enrichissement de la famille dans l’un ou l’autre des SELEX. 

Nous avons pu choisir 14 candidats pour lesquels nous souhaitions évaluer l’affinité pour les 

différentes fibres et les monomères d’α-syn. Nous avons choisi les candidats de manière à 

avoir des séquences s’étant bien enrichies dans les deux SELEX ou dans l’un des SELEX. Nous 

avons aussi fait attention à avoir chacun des trois motifs dans les séquences des familles 

testées. 
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C. Criblage des candidats aptamères radiomarqués 

1) Mise au point d’une nouvelle méthode de marquage des 

oligonucléotides ARN2‘F : Hybridation avec un oligonucléotide 

ADN marqué. 

a) Conception de la nouvelle méthode de marquage par 

hybridation 

Habituellement nous marquions radioactivement l’extrémité 5’ des oligonucléotides 

avec du P32, à l’aide d’une kinase. Néanmoins, bien que les mêmes conditions soient utilisées 

pour chacun des oligonucléotides, l’incorporation de P32 était plus ou moins efficace. Ceci nous 

obligeait à ajouter une correction lors de l’analyse des résultats pour tenir compte du niveau 

de radioactivité de chaque oligonucléotide.  

Nous avons conçu et validé une nouvelle méthode de marquage des oligonucléotides 

permettant de résoudre ce problème. Dans cette nouvelle méthode nous avons produit nos 

candidats allongés de 24 bases à leur extrémité 3’ en utilisant une amorce PiRT modifiée, 

appelée PiRT-G (Figure 49-A et B). Lorsque les candidats sont ainsi allongés, nous les appelons 

alors oligo-G. Ce fragment supplémentaire peut être hybridé à une séquence ADN appelée 

Spacer-G (Figure 49-C).  

Figure 49 – Nouvelle méthode de marquage des séquences issues de la banque utilisée 

pour les SELEX par hybridation. A – Séquences du PiRT-G et du Spacer-G LNA. B – 

Séquences obtenues en utilisant le PiRT-G pour la production des séquences sous forme 

ARN2’F. les oligonucléotides ont alors une longueur totale de 105 bases. C – Schéma de 

l’hybridation entre les oligonucléotides de la banque d'oligonucléotide utilisée au départ des 

SELEX « F » et « F spécifique » transcrite avec l’oligonucléotide Spacer-G.  

Notre nouvelle méthode consistait à marquer radioactivement un lot de Spacer-G avant 

de le mélanger aux différentes séquences candidates afin que les deux séquences s’associent 
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par hybridation. Ainsi, la même quantité de Spacer-G marqué étant associé aux 

oligonucléotides, l’intensité du signal radioactif émis est alors le même pour toutes les 

séquences. Pour renforcer l’hybridation entre le Spacer-G et les oligonucléotides, nous avons 

introduit dans la séquence du Spacer-G des acides nucléiques dit « bloqués » appelés LNA (de 

l’anglais locked nucleic acid). Ce Spacer-G modifié a été utilisé sous le nom de Spacer-G LNA 

(SpG-LNA) (Figure 49-A). L’allongement de la séquence en 3’ et l’hybridation au SpG-LNA a 

peu de risque de perturber la structure des candidats aptamères, et donc ne porterait pas à 

priori préjudice à leur liaison aux fibres d’α-syn. 

b) Validation de la solidité des hybrides 

Nous avons ensuite validé la formation des hybrides par migration sur gel d’agarose 

non dénaturant. Pour cela nous avons produit par PCR en utilisant le PiRT-G, les 14 séquences 

candidates issues des SELEX « F » et « F spécifique ». Nous avons aussi produit de la même 

manière les 10 séquences candidates issues des SELEX « R » et « 4F », ainsi que les 4 séquences 

issues des essais de sélection branchées multiples. Ceci nous permettrait de comparer les 

affinités et les spécificités de nos nouveaux candidats avec les anciens. Les différentes 

séquences ont ensuite été mélangées au SpG-LNA non marqué radioactivement, et un choc 

thermique a été réalisé afin de garantir une hybridation optimale entre les séquences. Afin 

d’être certain de ne pas avoir de SpG-LNA non associé à une séquence, celui-ci a été mélangé 

en quantité molaire légèrement inférieure aux séquences (de l’ordre du 0.8 pour 1).  

Les résultats de migration des différents hybrides sont présentés Figure 50. Certains des 

puits nous permettent d’observer les résultats des migrations du SpG-LNA seul (comme le 4ème 

puit du 1er gel), ou des séquences candidates seules (comme le 5ème puit du 1er gel). Nous avons 

pu observer que la bande du SpG-LNA est plus fine et bien plus basse que celle des oligo-G, 

car il est de plus petite taille. Lorsque les candidats ont été hybridés avec un SpG-LNA, une 

bande légèrement plus haute que celle des candidats seuls peut-être observée, et qui 

correspond à l’hybride formé entre les oligonucléotides et les candidats. Le fait que la bande 

correspondante à l’hybride soit légèrement plus haute est logique puisque le poids moléculaire 

de l’hybride est supérieur aux candidats seuls. Nous avons aussi pu remarquer que la bande 

correspondante aux hybrides est plus brillante que celle correspondante à la séquence seule : 

ceci s’explique par le fait que les fluorophores utilisés pour révéler les bandes 

d’oligonucléotides s’intercalent mieux au niveau des doubles hélices formées au niveau de la 

zone d’hybridation, et génèrent donc un signal plus fort. On peut aussi observer que la bande 

à la hauteur du SpG LNA est absente, ce qui signifie que l’intégralité du SpG LNA est hybridé, 

ce qui était ce que nous souhaitions. De la même manière, nous pouvons voir qu’il reste une 

bande très légère à la même hauteur que les séquences non hybridées, ce qui signifie que 

certains oligonucléotides ne sont pas hybridés à un SpG LNA. Ceci n’est pas gênant pour les 

futures mesures d’affinité des séquences : même si certains candidats ne sont pas associés à 

un SpG LNA marqué radioactivement, on mesure l’affinité globale du groupe de séquence. 
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Figure 50 – Vérification de l’hybridation du SpG – LNA avec les candidats aptamères. 

Chacun des candidats est mélangé à 1 µM avec le SpG-LNA (nommé SpG sur la figure) à 0.8 

µM. Le mélange est alors soumis à un choc thermique (3 min à 85°C, 3 min dans la glace, 3 

min à 37°C) favorisant l’hybridation. Le mélange est alors déposé sur gel d’agarose 3% non 

dénaturant pour une migration. Certains des puits des gels ont été chargés seulement avec 

le SpG-LNA ou bien avec l’un des candidats afin de servir de témoin négatif. Les puits aux 

extrémités du gel d’agarose ont été chargés avec un ladder (SM 1213) afin de pouvoir 

évaluer le poids moléculaire des oligonucléotides. 
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3) Mise au point d’une méthode de mesure d’affinité sur 

nitrocellulose 

Les mesures d’affinité sur colonne Sp6 ne permettent la mesure que d’un seul point par 

colonne. Ce dispositif est donc peu économe et trop lourd, sachant que nous souhaitons 

mesurer l’affinité d’une trentaine de candidats (14 candidats issus des SELEX « F » et « F 

spécifique », 10 candidats issus des SELEX « R » et « 4F » et 4 candidats issus des essais de 

sélection branchée multiple) contre les différentes conformations de fibre d’α-syn. Nous avons 

donc décidé de mettre au point une mesure de l’affinité des séquences par filtration sur 

nitrocellulose.  

a) Mise au point des compétiteurs 

Nous avons, dans un premier temps, mis au point les conditions dans lesquels les tests 

de liaison allaient être réalisés. Les premiers résultats des tests nous ont montré (Figure 51) 

qu’il y avait une forte interaction de type non-spécifique entre les fibres et la séquence contrôle 

Scr2-G. Par conséquent, nous avons testé l’utilisation de compétiteurs pour essayer de 

diminuer cette interaction non-spécifique. Trois compétiteurs ont été évalués : l’ADNss (en 

anglais single stranded DNA), l’ARNt et le polyInosine.  

Nous avons comparé par filtration sur nitrocellulose, l’affinité du N3-G et du Scr2-G 

pour la fibre F à 1µM en présence de différents compétiteurs (Figure 52).  Nous avons choisi 

ce candidat car il présentait une affinité légèrement supérieure au Scr-2-G pour les fibres F (cf. 

Figure 51)   Nous avons observé Figure 52-A que la différence entre la quantité retenue de N3-

G et de séquence aléatoire est très faible en l’absence de compétiteur. Nous avons pu observer 

que l’ajout d’ARNt diminue un peu la quantité des deux oligonucléotides retenue sur la 

membrane. Dans le cas de l’ajout d’ADNss ou de PolyInosine la quantité de deux 

oligonucléotides retenus sur la membrane est très fortement diminuée, d’un facteur allant de 

4 à 6 pour l’ADNss et 6 à 10 pour le PolyInosine. La liaison du N3-G aux fibres semble donc 

faire majoritairement intervenir des liaisons de type non-spécifique que les compétiteurs 

arrivaient à éliminer à différents degrés. Nous avons pu néanmoins observer Figure 52-B que 

l’ajout d’ADNss et de PolyInosine permet d’augmenter le ratio entre la quantité de N3-G restée 

liée sur la membrane par rapport à la quantité de scramble Scr2-G resté liée sur la membrane. 

Ainsi le N3-G, qui se fixait de la même manière que le Scr2-G sans compétiteur, se fixe 

respectivement 1.7 et 1.8 fois plus que le Scr-2-G lorsque de l’ADNss ou du PolyInosine est 

ajouté. 
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Figure 52 – Test de différents compétiteurs pour la mesure d’affinité sur nitrocellulose. 

Le N3-G et le Scr2-G à 10 nM (hybridés par choc thermique au SpG-LNA marqué 

radioactivement au P32) ont été présentés aux fibres F d’α-syn à 1µM en Ts1X. Dans certains 

des mélanges des compétiteurs non spécifiques ont été ajoutés en proportion 10-1 par 

rapport aux oligonucléotides, c’est-à-dire à hauteur de 3.5µg/ml. Après 30 min d’incubation 
à 37°C, 50 µL de chaque mélange est déposé en duplicat sur la membrane nitrocellulose puis 

filtré. Deux lavages au Ts1X sont ensuite effectués. Les quantités d’oligonucléotides retenus 
sur la membrane nitrocellulose après un lavage, sont quantifiés par exposition de la 

membrane à un écran au phosphore photostimulable. A – Comparaison des quantités 

restantes sur la nitrocellulose du candidat N3-G et de la séquence aléatoire Scr2-G.  B - 

Graphique présentant le ratio entre la quantité de N3-G restée liée sur la membrane par 

rapport à la quantité de scramble Scr2-G resté liée sur la membrane pour la même condition.  

Nous avons choisi pour la suite des tests d’affinités d’ajouter de l’ADNss comme 
compétiteur non spécifique. Ce compétiteur était entre les deux compétiteurs (ADNss et 

PolyInosine) ayant permis d’accroitre le ratio entre la quantité de N3-G restée liée sur la 

membrane par rapport à la quantité de scramble Scr2-G, celui qui diminuait le moins la 

quantité de N3-G sur la membrane.  

b) Mise au point des détergents 

Pour continuer la suite des tests d’affinités des candidats, nous avons changé de 

support pour l’incubation des mélanges oligonucléotides/protéine. Nous avions réalisé jusqu’à 
présent l’incubation des mélanges dans des tubes « protein LoBind » de marque Eppendorf. 

Nos nouveaux tests ont été réalisés en incubant les mélanges dans des plaque PCR de 96 puits 

de marque Eppendorf (Eppendorf twin.tec PCR plate 96 – Référence 0030133382) ce qui nous 

permettait d’utiliser une pipette multi-canaux et d’aller plus vite. Néanmoins, les résultats que 
nous avons obtenus étaient très différents, les quantités d’oligonucléotides retenus sur la 

membrane nitrocellulose étant beaucoup plus faibles (données non montrées). Nous avons fait 

l’hypothèse que ces résultats pouvaient être dus une fois de plus à une fixation non-spécifique 

des protéines sur le plastique des plaque PCR. Une solution communément utilisée pour 

résoudre ce type de problème est l’addition de détergent dans les solutions (comme le Tween 

20, Igepal CA-630, le TritonX-100 etc.), qui permettent de réduire les interactions non-

spécifique et de bloquer les surfaces plastiques (Hakami et al., 2015). 
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Nous avons testé deux détergents, le Tween 20 et l’Igepal CA-630 (moléculairement 

indistinguable du Nonidet 40), afin de voir si leur addition dans le mélange 

oligonucléotide/Fibre d’α-syn lors de l’incubation dans la plaque 96 puits permettrait de 

retrouver les résultats d’affinité que nous avions pu observer lorsque les incubations étaient 

faites dans des tubes LoBind eppendorf (cf. Figure 52). Nous avons testé différentes 

concentrations d’Igepal dans le mélange d’incubation : 0.2, 0.1 et 0.05%. Nous avons aussi testé 

de nouveau l’addition d’ADNss, afin d’observer si la présence des détergents permettait 

toujours aux compétiteurs d’accroitre la différence de quantité d’oligonucléotide retenue entre 

le N3-G et le Scr2-G. 

Nous avons pu observer qu’environ 5 fois plus d’oligonucléotide étaient quantifiés sur 

la nitrocellulose lorsque le mélange candidat-fibre était réalisé dans un tube « protein LoBind » 

Eppendorf par rapport à une incubation en plaque PCR (Figure 53-A). Ainsi, respectivement 7 

et 4 fmoles de N3-G et de Scr2-G étaient retenues sur la nitrocellulose lorsque l’incubation 

était réalisée en plaque PCR et sans compétiteur, contre 30 et 20 fmoles lorsque l’incubation 

était réalisée en tube « protein LoBind ».  

Nous avons pu observer que l’ajout de Tween 20 ou d’Igepal, quelle que soit la 

concentration testée, permet une augmentation très significative (d’un facteur de presque 10) 

de la quantité d’oligonucléotide retenue sur la membrane (Figure 53-A). Ainsi, en présence de 

détergent mais sans addition d’ADNss, entre 50 et 60 fmoles de N3-G et entre 20 et 30 fmoles 

de Scr2-G sont retenues sur la nitrocellulose. Il a été étonnant d’observer que la quantité 

d’oligonucléotide retenue sur la nitrocellulose était supérieure lorsque l’incubation était 

réalisée en présence de détergent en plaque PCR, par apport à l’incubation réalisée en tube 

protein LoBind. Cette différence pouvait être d’un facteur presque 2 lorsque le N3-G est incubé 

avec la fibre F sans compétiteur, ou plutôt proche de 1.5 pour le Scr2-G. 

Ainsi que précédemment observée (cf. Figure 52), l’addition de compétiteur ADNss 

baisse la quantité d’oligonucléotide retenu sur la nitrocellulose, (Figure 53-A). Lorsqu’un 

détergent est présent, cette baisse est d’un facteur presque 2 : on passe de 60 à 30 fmoles 

d’oligonucléotide retenues sur la nitrocellulose pour le N3-G et de 30 à 10 pour le Scr2-G. De 

nouveau comme précédemment observé, l’ajout de compétiteur permet d’augmenter le ratio 

entre la quantité de N3-G restée liée sur la membrane par rapport à la quantité de Scr2-G 

restée liée pour la même condition (Figure 53-B). Le ratio était proche de deux lorsque les 

oligonucléotides étaient incubés sans compétiteur quelle que soit les conditions, il passe entre 

3 et 4 selon les conditions lorsque l’ADNss est ajoutée dans le mélange d’incubation. 



140 
 

 
Figure 53 - Test de différents détergents à différentes concentrations pour éliminer 

l'adsorption non spécifique dans les plaques 96 puits utilisées lors de l’incubation pour 

les tests d'affinité sur nitrocellulose. Le N3-G et le Scr2-G à 10 nM (hybridés par choc 

thermique au SpG-LNA marqué radioactivement au P32) ont été présentés aux fibres F d’α-

syn à 1µM en Ts1X. Dans certains des mélanges des compétiteurs non spécifiques ont été 

ajoutés en proportion 10-3 par rapport aux oligonucléotides, c’est-à-dire à hauteur de 1.15 

µg/ml. Après 30 min d’incubation à 37°C, 25 µL de chaque mélange sont déposés en duplicat 

sur la membrane nitrocellulose puis filtrés. Deux lavages au Ts1X sont ensuite effectués. Les 

quantités d’oligonucléotides retenus sur la membrane nitrocellulose sont quantifiés par 

exposition de la membrane à un écran au phosphore photostimulable. A – Comparaison des 

quantités restantes sur la nitrocellulose du candidat N3-G et de la séquence aléatoire Scr2-

G, selon les conditions.   B -   Graphique présentant le ratio entre la quantité de N3-G restée 

liée sur la membrane par rapport à la quantité de scramble Scr2-G resté liée sur la membrane 

pour la même condition. 
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Nous avons donc choisi pour la suite des tests d’affinité d’ajouter dans le mélange 

oligonucléotide/protéine lors de l’incubation 0.1% d’Igepal et du ssDNA. La présence de 

l’igepal permet de réduire l’adsorption non spécifique des molécules sur le plastique de la 

plaque PCR utilisée pour l’incubation et l’ADNss permet de réduire les liaisons de type non-

spécifique entre les oligonucléotides et les fibres d’α-syn.  

c) Vérification de la liaison des protéines sur la 

nitrocellulose par Western Blot 

En ajoutant au mélange oligonucléotide/protéine le détergeant Igepal CA-630 à 0.1%, 

nous nous trouvions à une concentration de 1.7 mM, c’est-à-dire au-dessus de sa CMC 

(concentration micellaire critique) qui est de 0.08 mM. La CMC correspond à la concentration 

au-dessus de laquelle un tensioactif commence à former des micelles sphériques au sein de la 

solution dans laquelle il se trouve. Il est usuellement recommandé d’utiliser les détergents en 

dessous de leur CMC et à une concentration maximale de 0.05% (Hildebrandt et al., 2014). 

Lorsque ces détergents sont utilisés à de trop forte concentration, ils peuvent inhiber la liaison 

des protéines à la membrane nitrocellulose.  

Nous avons donc souhaité vérifier la présence des protéines sur la membrane 

nitrocellulose. Pour cela nous avons réalisé une révélation au western blot des protéines restées 

fixées sur une membrane nitrocellulose sur laquelle avait été déposée des monomères et des 

fibres F et R d’α-syn. Certains points ont été déposés directement, sans filtration, afin de 

pouvoir évaluer par comparaison le degré de perte des protéines α-syn lors de la filtration de 

la nitrocellulose. 

Nous avons pu observer, Figure 54, que les signaux émis par les différentes 

conformations étaient inégaux : lorsqu’est réalisé un dépôt direct des protéines non mélangées 

avec l’Igepal et l’ADNss sur la nitrocellulose, le signal observé pour les monomères est de 

l’ordre de 100 000 u.a (unités arbitraire), tandis qu’il est aux alentours de 50 000 u.a pour la 

fibre R et de 30 000 u.a pour la fibre F. Ceci peut être dû à des différences de sensibilité dans 

la reconnaissance des différentes conformations de la protéine α-syn par l’anticorps Syn-1 

utilisé lors du Western blot, ou bien à des différences de concentration des solutions de 

protéine déposées sur la nitrocellulose. Cette deuxième possibilité peut être envisagée 

seulement si les solutions initiales ont des concentrations différentes de celles indiquées, 

puisque toutes les solutions de protéine ont été diluées à partir des solutions initiales de la 

même manière. Il nous est néanmoins apparu que ces différences ne sont pas importantes 

pour la suite de l’analyse, car nous cherchons à analyser le ratio de fixation des candidats aux 

protéines par rapport à celui des séquences aléatoires.  
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Figure 54 – Comparaison des signaux détectant la présence des protéines sur la 

membrane nitrocellulose par western blot. A chaque point 25 pmoles de protéine α-syn 

en Ts1X (sous différente conformation) a été déposé. Pour certains d’entre eux 0.1% d’Igepal 

ainsi que de l’ADNss à 3.5 µg/ml ont été ajoutés. Certains points ont été déposés 

directement sur la membrane nitrocellulose. D’autres ont été déposés puis ont subi une 

filtration suivie de 2 lavages au Ts1X (ces points ont été réalisés en triplicat). L’anticorps Syn-

1 a ensuite été utilisé pour une révélation par Western blot des protéines α-syn retenues sur 

la nitrocellulose.  

Nous avons pu observer que les signaux des dépôts directs avec et sans ajout d’Igepal 

et d’ADNss étaient équivalents pour les monomères et des fibres R.  Néanmoins, dans le cas 

de la fibre F, le signal du dépôt direct en présence d’Igepal et d’ADNss était plus faible que 

celui du dépôt direct simple. Ceci peut être dû à des erreurs de pipetage lors de la préparation 

des solutions déposées, ou bien dû à un décrochage des protéines F dû à la présence de 

l’Igepal et de l’ADNss lors des bains réalisés lors du Western Blot. Cette deuxième hypothèse 

étant moins probable puisque cela signifierait que seules les fibres F, et pas le fibres R ni les 

monomères se décrocheraient de la nitrocellulose lors des bains de Western blot lorsqu’elles 

ont été déposées avec de l’Igepal et de l’ADNss. 

Pour les trois conformations de protéine α-syn testées, lorsque les protéines étaient 

déposées sans ajout d’Igepal ni d’ADNss, nous n’avons pas pu observer de différence entre les 

signaux des dépôts directs et ceux des dépôts ayant été filtrés. Ceci signifie donc que sans 

ajout d’Igepal et d’ADNss dans le mélange des protéines, les protéines restent très bien fixées 

sur la membrane lors de la filtration.  

Cependant, lorsque les protéines déposées avec de l’Igepal et de l’ADNss sont filtrées 

les résultats sont différents.  
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 Pour la fibre F, il n’y a pas de différence entre le signal du dépôt direct et ceux des 

dépôts ayant été filtrés. Ceci signifie donc que la présence de l’Igepal et de l’ADNss 

ne change pas l’accroche des protéines à la nitrocellulose lors de la filtration.  

 Pour la fibre R, on peut observer une baisse légère, de l’ordre de 20% entre les 

signaux des dépôts ayant été filtrés par apport à ceux ne l’ayant pas été. La présence 

de l’igepal et de l’ADNss diminue donc légèrement l’accroche des fibres R à la 

nitrocellulose lors de la filtration. Ceci n’est cependant pas très préjudiciable pour 

la suite des mesures d’affinités car cette diminution est légère et nous permettra 

donc de mesurer l’affinité des candidats pour la fibre R, mêmes si les mesures des 

Kd et Bmax seront alors faussées de 20%.  

 Concernant les monomères, nous avons pu observer qu’il y avait une perte de 80% 

lors de la filtration lorsque les monomères d’α-syn étaient mélangés à l’Igepal et 

l’ADNss. Les monomères resteront donc après la filtration en quantité très faible sur 

la nitrocellulose, faussant grandement les résultats d’affinité mesurés. Il est 

probable que l’Igepal doit porter préjudice à la liaison des monomères sur la 

nitrocellulose, et qu’ils ne sont alors plus retenus lors de la filtration. 

En conclusion, nous pouvons dire que la présence d’Igepal et d’ADNss permet la 

mesure de l’affinité des candidats aptamères par filtration sur nitrocellulose pour les fibres F et 

R d’α-syn. Cette méthode sera néanmoins moins favorable pour la mesure d’affinité des 

oligonucléotides pour les monomères d’α-syn. 

Bilan :  

Nous avons mis au point une nouvelle méthode de marquage radioactif des 

oligonucléotides permettant d’homogénéiser l’intensité des signaux émis par les 

oligonucléotides. Cette méthode nécessitait néanmoins un allongement de 24 bases en 3’ 

des séquences, ce qui ne devrait à priori pas gêner la liaison des séquences aux fibres d’α-

syn. 

Des premiers essais de mesure d’affinité des candidats aptamères marqués radioactivement 

contre des fibres F d’α-syn ont été réalisés en utilisant les colonnes Sp6 comme outil de 

séparation. Pour tous les candidats, comme la séquence aléatoire Scr2-G, nous avons pu 

observer qu’environ 30% des oligonucléotides restaient liés aux fibres F et n’étaient élués de 

la colonne que lors de l’élution au SDS 2%. Certains candidats comme le N3-G ou le N124-

G restaient en quantité légèrement plus importante par rapport à une séquence contrôle 

(Scr2-G). 

L’utilisation des colonnes Sp6 étant peu économe et difficilement multiplexable, nous avons 

mis au point une méthode de test d’affinité par filtration sur nitrocellulose, permettant de 

faire 96 mesures simultanées. Des mises au point ont révélées que l’ajout d’Igepal 0.1% dans 

les mélanges protéine/oligonucléotide lors de l’incubation était essentiel pour réduire 

l’adsorption non spécifique des molécules au plastique des plaques 96 puits. Des tests de 

compétiteurs ont révélé qu’ils permettaient de réduire fortement les liaisons non spécifiques 

mises en jeu lors de l’interaction entre les oligonucléotides et les fibres F d’α-syn. Ces 

compétiteurs permettaient ainsi d’augmenter le ratio entre la quantité de N3-G restée liée 

sur la membrane par rapport à la quantité de Scr2-G resté lié pour la même condition. Nous 
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avons choisi d’ajouter de l’ADNss comme compétiteur non spécifique à 1.73 µg/ml (en 

proportion 5-1 par rapport aux oligonucléotides) pour la suite des tests d’affinité. 

Enfin, nous avons utilisé la technique de Western Blot afin de vérifier si l’ajout d’Igepal ne 

portait pas préjudice à la rétention de l’α-syn sur la nitrocellulose, puisque nous nous 

trouvions au-dessus de la CMC de l’Igepal. Les résultats montrent que la présence d’Igepal 

ne compromet pas la liaison des fibres F et R sur la nitrocellulose lors de la filtration. Ceci 

n’était malheureusement pas le cas pour les monomères, qui étaient à 80% décrochés de la 

nitrocellulose lors de la filtration.   

 

4) Criblage des candidats des nouveaux SELEX « F », « F spécifique 

», des anciens SELEX « R » et « 4F » et de la sélection branchée 

multiple 

Nous avons ensuite décidé de cribler par filtration sur nitrocellulose l’affinité des 14 

candidats issus des SELEX « F » et « F spécifique », des 10 candidats issus des SELEX « R » et « 

4F », ainsi que des 4 séquences issues des essais de sélection branchées multiples contre les 

quatre conformations de fibres d’α-syn (F, R, 65 et 91). Le but de ce criblage n’était pas de 

calculer précisément les constantes d’affinités des candidats (Kd et Bmax), mais d’avoir une 

première approche de l’affinité des séquences et de leurs éventuelles spécificités. Pour cela 

nous avons utilisé une seule concentration d’oligonucléotide à 10 nM.  

a) Présentation des résultats de criblages des 28 candidats 

aptamères contre les fibres F, R, 65 et 91  

Le premier point important que nous avons pu observer à partir de nos résultats de 

criblage est la bonne reproductibilité des résultats (Figure 55). Au moins deux tests ont été 

réalisés à des jours différents et ont donné des résultats similaires. Pour les tests contre les 

fibres F et R, nous avons même utilisé deux lots distincts de fibres (l’un conservé à -80°c, l’autre 

à 37°C). Les résultats sont donc très robustes. 

Bien qu’il puisse y avoir des variations entre les oligonucléotides, nous pouvons 

observer une tendance générale : certaines fibres retiennent en moyenne de plus grande 

quantité d’oligonucléotide que les autres. A quelques exceptions près, les oligonucléotides 

sont retenus en plus grande quantité sur la nitrocellulose par la fibre R et la fibre 65 par rapport 

aux fibres F et 91.  Ainsi la séquence candidate N0-G est ainsi retenue à plus de 30 % sur la 

fibre R (80 fmoles), 25% sur la fibre 65 (60 fmoles), 10% sur la fibre F (20 fmoles) et 5% sur la 

fibre 91 (10 fmoles).  
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Figure 55 - Résultats du criblage des 28 candidats aptamères et de leurs séquences 

aléatoires associées contre les fibres F, R, 65 et 91 d’α-syn : Quantité retenue sur la 

nitrocellulose pour chaque oligonucléotide à chaque condition. Ces graphiques 

présentent la quantité (en fmol) d’oligonucléotide retenue sur la membrane pour chaque 

test d’affinité. L’axe des ordonnées de droite présente le pourcentage d’oligonucléotide 

retenu sur la membrane par rapport à la quantité initialement déposée (250 fmol). Les 

oligonucléotides à 10 nM (hybridés par choc thermique au SpG-LNA marqué 

radioactivement au P32) ont été présentés aux fibres F, R, 65 ou 91 d’α-syn à 1µM dans une 

solution de Ts1X contenant de l’Igepal à 0.1% et de l’ADNss ajouté en proportion 5-1 par 

rapport aux oligonucléotides (c’est-à-dire à hauteur de 1.7 µg/ml). Après 30 min d’incubation 

à 37°C, 25 µL de chaque mélange est déposé en triplicat sur la membrane nitrocellulose, puis 

filtré. Deux lavages au Ts1X sont ensuite réalisés. Les quantités d’oligonucléotides retenus 

sur la membrane nitrocellulose sont quantifiés par exposition de la membrane à un écran au 

phosphore photostimulable. Chaque point correspond au minimum à un duplicat de tests 

ayant été réalisés à des jours différents.  
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b) Analyse des différences entre les candidats aptamères 

et les séquences aléatoires témoins négatifs  

Nous avons pu observer Figure 56 que certaines séquences restent liées aux fibres d’α-

syn F en quantité bien plus importante que les séquences aléatoires. Ainsi, les candidats N3-G, 

N30-G et N124-G restent en moyenne 3.5 fois plus liés aux fibres F que le Scr2-G. Ces 

observations rappellent celles qui avaient été faites lors des premiers criblages de l’affinité des 

candidats pour les fibres F par filtration sur colonne Sp6 : les N3-G et N124-G étaient déjà les 

candidats les plus intéressants (cf. Figure 51). La cohérence entre ces observations, réalisées 

avec des méthodes de mesures d’affinités différentes, suggère que nos résultats sont très 

robustes. Il est à noter que les séquences 4F03-G, F124-G et P65-10854-G restent également 

2.5 fois plus liées au fibres F que le Scr1-G à 10nM. 

Nous avons pu aussi observer qu’il y a peu de différences entre les quantités de 

candidats et de séquences aléatoires restant liées aux fibres R, 65 et 91 : Les ratios sont 

généralement inférieurs à 1.5, et atteignent rarement 2. Seul le candidat N124-G se lie deux 

fois plus que sa séquence aléatoire (le Scr2-G) aux fibres 65. De même, seul le candidat F124-

G se lie deux fois plus que sa séquence aléatoire (le Scr1-G) aux fibres 91. Ainsi, bien que les 

oligonucléotides se lient en grande quantité aux fibres R et 65 (cf. Figure 55), ces interactions 

semblent être non-spécifiques.  

Nous avons aussi pu remarquer certains candidats se lient aux fibres moins bien que 

les séquences aléatoires qui leur sont associées. Ainsi le N37-G et le R01-G se lient 

respectivement en moyenne deux fois moins bien que le Scr2-G et le Scr1-G. 
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Figure 56- Résultats du criblage des 28 candidats aptamères et de leurs séquences 

aléatoires associées contre les fibres F, R, 65 et 91 d’α-syn : Ratio entre la quantité 

d'oligonucléotide restée liée sur la membrane nitrocellulose par rapport à la quantité de 

leur séquence aléatoire associée (Scr1-G ou Scr2-G) restée liée. Ces graphiques présentent 

le ratio entre la quantité d'oligonucléotide restée liée sur la membrane nitrocellulose par 

rapport à la quantité de séquence aléatoire associée (Scr1-G ou Scr2-G) restée liée. Les 

oligonucléotides à 10 nM (hybridés par choc thermique au SpG-LNA marqué radioactivement 

au P32) ont été présentés aux fibres F d’α-syn à 1µM dans une solution de Ts1X contenant de 

l’Igepal à 0.1% et de l’ADNss ajouté en proportion 5-1 par rapport aux oligonucléotides (c’est-

à-dire à hauteur de 1.7 µg/ml). Après 30 min d’incubation à 37°C, 25 µL de chaque mélange est 

déposé en triplicat sur la membrane nitrocellulose, puis filtré. Deux lavages au Ts1X sont ensuite 

réalisés. Les quantités d’oligonucléotides retenus sur la membrane nitrocellulose sont quantifiés 

par exposition de la membrane à un écran au phosphore photostimulable. Chaque point 

correspond au minimum à un duplicat de tests ayant été réalisés à des jours différents. 
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Bilan :  

Cette étape de criblage nous a tout d’abord permis d’observer que bien qu’il y ait des 

variations entre les oligonucléotides, nous pouvons observer une tendance générale : 

certaines fibres retiennent en moyenne de plus grande quantité d’oligonucléotide que les 

autres. A quelques exceptions près les oligonucléotides sont retenus en plus grande quantité 

sur la nitrocellulose par la fibre R. La fibre 65 est celle retenant le plus les oligonucléotides 

après elle, puis la fibre F et enfin la fibre 91.   

Nous avons aussi pu examiner le ratio entre les quantités de candidat retenues par rapport 

aux quantités de séquences aléatoires retenues. Ce ratio est un marqueur de la spécificité 

de la liaison de l’oligonucléotide à sa cible. De manière générale, nous avons pu constater 

que les ratios pour les fibres R, 65 et 91 étaient faibles (n’excédant pas 2).  

Concernant la fibre F, certains candidats au contraire se liaient deux à trois fois mieux par 

rapport à la séquence aléatoire qui leur était associée, ce qui semble très prometteur. 

Afin de déterminer si nous sommes réellement en présence d’aptamères nous devons 

maintenant réaliser des mesures précises des constantes d’affinité des candidats les plus 

prometteurs (kd et Bmax). 

 

III. Caractérisation de l’affinité pour les aptamères les plus 

prometteurs et comparaison avec les aptamères 

précédemment développés 

Nous avons décidé de mieux caractériser l’affinités des candidats aptamères les plus 

prometteurs. 

A. Mesure de l’affinité pour différentes fibres de protéines 

retrouvées dans les maladies neurodégénératives, par filtration sur 

nitrocellulose 

Pour certifier qu’un oligonucléotide candidat est bien un aptamère et qu’il se lie à sa 

cible de manière spécifique, il faut mesurer précisément son affinité pour cette cible (cf. 

Introduction, Figure 20). Nous avons donc cherché à mesurer les constantes d’affinité des 

candidats pour leurs différentes cibles : la concentration maximale de ligand lié à la cible (Bmax) 

et sa constante d’équilibre de dissociation (Kd) (Figure 20). 

1) Premières mesures de l’affinité de certains candidats aptamères 

contre les fibres F et R d’α-synucléine 

a) Choix de la méthode de mesure et des candidats à 

tester 

Nous avons choisi une méthode couramment utilisée qui consiste à mesurer la quantité 

de complexe formée en faisant varier la concentration de l’aptamère, et en laissant celle de la 

cible constante. Lors de ces mesures, on se place de manière que la concentration en cible soit 

tellement grande comparée à la concentration en aptamère qu’on peut négliger la quantité de 

cible liée à l’aptamère comparée à la quantité de cible libre.  Lorsque l’interaction est de type 
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« spécifique » entre un candidat et sa cible, la courbe de la quantité de complexe formée en 

fonction de la concentration en candidat initialement présente doit être hyperbolique et 

montrer une saturation. On peut alors calculer les constantes d’affinité de l’aptamère pour sa 

cible, le Bmax et le Kd.  

Nous avons choisi de réaliser une première mesure de l’affinité de certains candidats 

aptamères par filtration sur nitrocellulose contre les fibres d’α-syn F et R. Pour cela, nous avons 

réalisé des gammes de candidats radiomarqués allant de 0.78 à 100 nM en mélange avec des 

fibres, et nous avons mesuré la quantité d’oligonucléotide retenue (et donc de complexes 

formés) sur la nitrocellulose. Nous avons mis les fibres d’α-syn à 250 nM au lieu de 1µM afin 

d’économiser le stock de fibre, étant donné que nous envisagions beaucoup de mesures. Nous 

avons ajouté le compétiteur non-spécifique (ADNss) de manière à conserver un ratio 5-1 par 

rapport au candidats radiomarqués, ce qui signifiait que la quantité d’ADNss était croissante 

au fur et à mesure de la gamme de candidat.  

Nous avons choisi de tester les candidats les plus prometteurs contre les fibre F et R: 

N3-G, N30-G, N124-G, mais également les 4F01-G, 4F02-G, 4F03-G et 4F04-G, F124-G et 

P65_10854-G. Nous avons aussi souhaité tester le R01-G afin de vérifier s’il a en effet une 

affinité inférieure à celle du Scr1-G.  

b) Première mesure de l’affinité des candidats pour les 

fibres F et R d’α-syn 

Nous avons donc réalisé une première expérience pour laquelle nous avons mesuré 

pour les 10 candidats choisis, la quantité (en fmol) d’oligonucléotide retenue sur la 

nitrocellulose par les fibres F et R en fonction de la concentration en candidat aptamère 

présente dans le mélange oligonucléotide / fibre. Nous avons présenté les données Figure 57 

sur des graphiques séparés pour que chaque candidat puisse être comparé à la séquence 

aléatoire qui lui est associée. 

Nous avons pu observer que pour certains candidats (comme par exemple le N3-G 

contre la fibre F, Figure 57-A) la courbe de la quantité de complexe candidat/protéine formée 

en fonction de la concentration en candidat initialement présente, est hyperbolique et montre 

une saturation. Ceci suggère que l’interaction entre le candidat et sa cible est de type « 

spécifique ».  D’autre candidats ont au contraire un comportement ne se différenciant pas de 

la séquence aléatoire qui leur est associée, ceci suggère que cette interaction est de type « non-

spécifique ».  

Nous avons également pu réaliser des observations d’importances à propos des 

séquences aléatoires. Ainsi, de manière étonnante, les courbes des séquences aléatoires Scr1-

G et Scr2-G ont des formes rappelant celle d’une liaison de type spécifique entre un ligand et 

sa cible : de forme hyperbolique et montrant une saturation. Nous pouvons aussi observer que 

les deux séquences aléatoires ont des comportements très similaires. La différence de longueur 

de 15 nucléotides ne semble donc pas affecter grandement l’intensité de l’affinité pour les 

fibres F et R.  



150 

Figure 57 – Première mesure de l’affinité des candidats aptamères contre les fibres F et R d’α-

synucléine. Ces graphiques présentent la quantité (en fmol) d’oligonucléotide retenue sur la 

nitrocellulose en fonction de la concentration en candidat aptamère présent dans le mélange 

oligonucléotide / fibre F (en A) et R (B). Les graphiques de gauche présentent les candidats testés 

ayant pour séquences aléatoire associée le Scr2-G (courbe noire), et les graphiques de droite ceux 

associés au Scr1-G (courbe noire aussi). Pour chaque point, les oligonucléotides à 10 nM (hybridés au 

SpG-LNA marqué radioactivement au P32) ont été présentés aux fibres F ou R d’α-syn à 250 nM dans 

une solution de Ts1X contenant de l’Igepal à 0.1% et de l’ADNss ajouté en proportion 5-1 par rapport 

aux oligonucléotides (c’est-à-dire entre 0.135µg/ml et 17.325 µg/ml). Après 30 min d’incubation à 

37°C, 25 µL de chaque mélange est déposé sur la membrane nitrocellulose, puis filtré. Deux lavages 

au Ts1X sont ensuite réalisés. Les quantités d’oligonucléotides retenues sur la membrane 

nitrocellulose sont quantifiées par exposition de la membrane à un écran au phosphore 

photostimulable. 

Nous avons noté une différence entre les quantités d’oligonucléotides retenus sur la 

nitrocellulose par rapport aux résultats obtenus lors du criblage (Figure 55). Ainsi, la quantité 

d’oligonucléotide retenue sur la nitrocellulose lors du criblage était plus élevée pour la fibre R 

que pour la fibre F, tandis que cela est visiblement le contraire pour les résultats de mesures 

d’affinités (Figure 57). Par exemple, le N30-G est retenu aux alentours de 100 fmoles pour la 

fibre R, et de 60 fmoles pour la fibre F. Sachant que la quantité de fibres d’α-syn présentée aux 

candidats a été diminuée par 4 (en passant de 1µM à 250 nM en concentration), nous nous 

attendions à une quantité de candidat retenue pour le N30-G à 10 nM aux alentours de 25 

fmoles, et 15 fmoles pour la fibre F. Or, nous pouvons observer Figure 57 que nous retenons 

pour le N30-G à 10 nM aux alentours de 8 fmoles contre la fibre R et de 30 fmoles pour la fibre 
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F. Les différences entre les valeurs attendues et observées sont assez importantes :  pour la 

fibre F, un facteur deux, et dans le cas de la fibre R un facteur 3. Nous nous n’avons à ce jour 
pas d’hypothèse pour expliquer ces différences. 

Le Tableau 12 présente les calculs des constantes d’affinités (kd et Bmax) qui ont été 

réalisées par le logiciel Prism en utilisant un modèle de régression non linéaire analysant 

l’affinité totale (spécifique et non spécifique) d’un candidat pour la cible, en faisant l’hypothèse 
qu’il n’existe qu’un seul site de liaison sur la cible pour le candidat. 

 
Tableau 12 - Constantes d'affinités (kd et Bmax) calculées pour les candidats 

oligonucléotides. Ces données ont été calculées avec l’aide du logiciel Prism en utilisant un 
modèle de régression non linéaire analysant l’affinité totale (spécifique et non spécifique) 
d’un candidat pour la cible, en faisant l’hypothèse qu’il n’existe qu’un seul site de liaison sur 
la cible pour le candidat. Néanmoins, le logiciel calculait les constantes d’affinités pour toutes 
les séquences quelle que soient leurs courbes : il calculait donc pour certains 

oligonucléotides ne se liant pas aux fibres mieux que leur séquences aléatoire associée, des 

kd très faibles (et donc une affinité forte) associés à des Bmax très faibles également.  Nous 

avons donc décidé de ne compter comme ligand réel que les candidats étant retenus sur la 

membrane nitrocellulose, pour au moins 4 de leur 8 concentrations testées, en quantité 1 

fois et demie supérieure à leur séquence aléatoire. Pour les séquences ne remplissant pas 

ces critères nous avons noté dans le tableau « pas de liaison ». 

Pour la fibre F, nous pouvons constater que nous avons plusieurs candidats ayant un Kd 

de l’ordre de 5 nM capable de se lier à la fibre F de manière très discriminante par rapport aux 
Scr1-G ou Scr2-G. Nous sommes donc à priori en présence de molécules qui peuvent-être 

réellement appelées « aptamères ». Ces résultats nous ont aussi permis de vérifier que l’étape 
de criblage (réalisée à 10 nM de candidat aptamère) était donc très adaptée à nos candidats. 

 De manière étonnante néanmoins, le Bmax des aptamères varient entre 10 et 35 fmoles. 

Ceci est surprenant car les aptamères peuvent se fixer sur les fibres à seulement deux sites de 

liaison distincts : soit les extrémités, ou bien à un motif structural qu’ils reconnaissent sur le 
long de la fibre. Or, les fibres sont composées d’une succession de protéines d’α-syn 

assemblées de manière répétitive. Deux sites de liaisons différents de deux aptamères sont 

donc présents sur la fibre d’α-syn avec le même nombre : les aptamères doivent donc à priori 

se lier sur les fibres avec des Bmax semblables mêmes s’ils ont des sites de liaison différents.  

N3-G 6,40 nM ± 1,87 15,79 fmol ± 1,26 N3-G

N30-G 6,56 nM ± 1,21 34,76 fmol ± 1,76 N30-G

N124-G 7,51 nM ± 1,40 23,72 fmol ± 1,26 N124-G

4F01-G 4F01-G

4F02-G 4F02-G

4F03-G 5,06 nM ± 1,69 13,63 fmol ± 1,17 4F03-G

4F04-G 4F04-G

R01-G R01-G

F124-G 2,33 nM ± 0,88 9,80 fmol ± 0,82 F124-G 4,08 nM ± 2,17 9,50 fmol ± 1,244

P65_10854-G 3,89 nM ± 1,26 11,59 fmol ± 0,91 P65_10854-G

Pas de liaison

Pas de liaison

Pas de liaison

Pas de liaison

Pas de liaison

Pas de liaison

Pas de liaison

Pas de liaison

Pas de liaison

Pas de liaison

Pas de liaison

Pas de liaison

Pas de liaison

Pas de liaisonPas de liaison

Pas de liaison

Pas de liaison

Pas de liaison

Pas de liaison

Pas de liaison

Pas de liaison

Pas de liaison

Pas de liaison

Pas de liaison

Pas de liaison

Pas de liaison

Kd Bmax Kd Bmax

Fibre F Fibre R
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Le candidat le plus intéressant semble être néanmoins le N30-G, qui a le Bmax le plus 

élevé et un kd de 5 nM. Le deuxième candidat de grand intérêt est le N124-G et enfin le N3-G. 

Les candidats issus des SELEX « 4F » « R » et de la sélection branchée multiple semblent avoir 

des affinités plus faibles pour la fibre F. Pour certains comme le 4F01-G nous avons considéré 

que leur différence par rapport au Scr1-G était trop faible pour qu’ils soient considérés comme 

de vrais « aptamères ». Les autres, comme le 4F03-G, ont certes des kd très faible, mais leur Bmax 

est assez faible aussi, entre 10 et 14 fmoles. 

Concernant les mesures d’affinités contre les fibres R, nous avons pu observer Figure 

57 que les différences par rapport aux Scr1-G et Scr2-G étaient globalement assez faibles pour 

l’ensemble des candidats. Tous, à l’exception du F124-G ne peuvent être considérés comme se 

liant aux fibres R de manière spécifique, en tant qu’aptamère (Tableau 12). Le candidat F124-G 

semble être capable de se lier de manière spécifique aux fibres R, il faudra néanmoins vérifier 

cette affinité par des duplicats d’expériences. 

Les candidats issus des SELEX « F » et « F-spécifique » semblent donc être ceux se liant 

avec l’affinité la meilleure sur les fibres F d’α-syn. Les SELEX « F » et « F-spécifique », réalisés 

avec les tubes à faible d’adsorption ont donc été finalement essentiels à la réussite du projet. 

De plus, les résultats suggèrent que nous sommes en présence d’aptamères capables de 

différencier les fibres F des fibres R, ce qui était l’un des objectifs majeurs de notre projet. 

Bilan :  

Ces premiers tests d’affinités ont permis de mettre en évidence que certains candidats 

reconnaissaient les fibres F de manière spécifique : la courbe correspondant à la quantité de 

complexe candidat/fibre formée en fonction de la concentration de candidat dans le 

mélange était de type hyperbolique et saturable. Ceci montrait que nous étions bien en 

présence d’aptamère contre la fibre F pour ces candidats-ci. Concernant la fibre R, aucun 

candidat ne se démarquait de manière visible par rapport aux séquences aléatoires, à 

l’exception du F124-G. D’autres expériences seront néanmoins nécessaires afin de confirmer 

cette observation. Les meilleurs candidats (N30-G et N124-G) semblaient donc être capables 

de distinguer les fibres F et R. 

Un des aspects étonnants néanmoins était que les séquences aléatoires avaient des courbes 

d’affinités de type « spécifique » mais avec un Bmax bien moindre par rapport aux aptamères. 

Nous avons aussi été surpris que les Bmax des candidats varient entre 10 et 35 fmoles, alors 

qu’ils devraient être logiquement similaires. Enfin, nous avons aussi remarqué un manque 

de cohérence, que nous n’arrivons pas à expliquer, entre les quantités retenues 

d’oligonucléotides lors du criblage et les mesures de courbes d’affinités : lors du criblage, de 

plus grandes quantités d’oligonucléotide étaient retenues sur la fibre R que sur la fibre F, 

alors que nous avions observé l’inverse lors des mesures des courbes d’affinités. 

Néanmoins tous ces résultats doivent être reconfirmés en réitérant les expériences. Nous 

avons choisi les candidats N30-G, N124-G pour continuer car ce sont les candidats les plus 

prometteurs (kd de 5 nM environ, et Bmax entre 20 et 35 fmol). Nous avons également 

souhaité tester aussi le candidats F124-G, puisqu’il est le seul à potentiellement avoir une 

affinité spécifique pour la fibre R. 
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2) Mesures d’affinités des aptamères les plus prometteurs et des 

aptamères déjà publiés contre différents types de protéines  

a) Présentation des candidats déjà publiés utilisés dans 

nos mesures 

Nous avons souhaité comparer nos aptamères N30-G, N124-G et F124-G à d’autres 

aptamères décrits dans la littérature comme ayant été sélectionnés contre α-syn.  

Nous avons choisi les aptamères M5-15 et T-SO508, sélectionnés par Tsukakoshi et ses 

collaborateurs respectivement en 2010 et 2012 (Tsukakoshi et al., 2010, 2012). Ces aptamères 

de chimie ADN ont été sélectionnés pour reconnaitre respectivement les formes 

monomériques et oligomériques d’α-syn. Il a été démontré que le T-SO508, qui reconnaissait 

les oligomères d’α-syn avec un kd de 68 nM, avait aussi une affinité pour les oligomères d’Aβ40 

(kd de 25nM (cf. informations présentes dans l’introduction, paragraphes VI.A et VI.B ci-dessus) 

Nous avons aussi choisi les aptamères F5R1 et F5R2 qui sont également en chimie ADN 

et ont été sélectionnés en 2019 par Zheng et ses collaborateurs (Zheng et al., 2018; Ren et al., 

2019). Ils reconnaissent l’α-syn avec des kd respectivement de 2.4 et 3.07 nM, mais leur affinité 

pour l’Aβ40 n’a pas été évaluée. (cf. informations présentes dans l’introduction, paragraphes 

VI.C). 

Enfin, nous avons souhaité tester l’aptamère Tau 3146 de chimie ADN. Cet aptamère a 

été isolé par un procédé rapide appelé « Non-SELEX », durant lequel trois tours de sélection 

successifs sans amplification entre les sélections ont été réalisés contre l’isoforme 

monomérique Tau 441 (Lisi et al., 2018). L’aptamère Tau 3146 est capable de se lier aux 

isoformes Tau 441, Tau 381, Tau 352 et Tau 383 avec des kd respectivement de 13±3nM, 

116±6nM, 84±6 nM et 49±4nM. 

Tous ces aptamères étant de chimie ADN, il est nécessaire de les comparer à une 

séquence aléatoire de la même chimie et de longueur comparable. Nous avons choisi comme 

contrôle une séquence d’ADN que nous utilisons au laboratoire comme amorce pour des PCR.  

Cette amorce, que nous nommerons pour la suite de notre étude « Scr_ADN » a une taille de 

87 nucléotides qui est comparable aux séquences des aptamères ADN que nous avons 

sélectionnés à partir de la littérature (cf. Tableau 13).  
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Nom Séquence (sens 5’-3’) 
Longueur 

(nucléotide) 

M5-15 ATAGTCCCATCATTCATTGTATGGTACGGCGCGGTGGCGGGTGCGTGGAGATATTAGCAAGTGTCA 66 

T-SO508 ATACTGCCATTCATTTCATTTGCCTGTGGTGTTGGGGCGGGTGCGTTTAGATATCAGCATGTGTCA 66 

F5R1 ATCGAGTGTGTACGGGGTCCGGTAGGGTGGCGAGGTCTTCCTGTCGTAGCAGGATCCA 58 

F5R2 ATCGAGTGGACGAGTGCCTCCGGTACGAGCTGTCTGATGGGTTTGCGCGCAGGATCCA 58 

Tau 3146 GCCTGTTGTGAGCCTCCTGTCGAACCTTTGGGGTGGCTTGACGAAGAAAGTAGTTGAGCGTTTATTCTTGTCTCCC 76 

Scr_ADN AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT 58 
 

Tableau 13 – Séquences des aptamères précédemment publiés utilisés comme comparatifs 

pour les tests d’affinités de nos aptamères et de leur séquence aléatoire associée.  

b) Choix des mesures d’affinité effectuées  

Dans un premier temps, nous avons souhaité mesurer l’affinité de nos aptamères et des 

aptamères issus de la littérature contre différentes fibres de types « amyloïdes » en plus des 

fibres F et R d’α-syn. En effet, les aptamères produits contre des fibres de type « amyloïdes » 

présentent souvent une affinité secondaire pour d’autres fibres amyloïdes. Il nous est donc 

paru important d’étudier l’affinité de nos aptamères contre différents types de fibres amyloïde. 

Pour cette raison, nous avons choisi de mesurer aussi l’affinité des aptamères contre les fibres 

Tau1N3R et les fibres Aβ40. 

 Nous avons aussi mesuré l’affinité de nos aptamères contre la fibre d’α-syn « P110 ». 

Cette fibre a été réalisée à partir de protéine α-syn tronquées à partir de l’acide aminés n°110. 

Il manque ainsi les 30 acides aminés du domaine C-terminal (cf. Introduction, Figure 4). La 

mesure de l’affinité des molécules pour la fibre P110 permettra d’avoir une première approche 

de la localisation du site de liaison des aptamères sur la fibre d’α-syn : si l’aptamère a la même 

affinité pour la fibre d’α-syn non tronquée que pour la fibre P110, cela signifie que le site de 

liaison de l’aptamère est situé sur la partie N-terminale d’α-syn, allant jusqu’à l’acide aminé 

n°110. Toutes ces fibres ont été fournies par l’équipe de Ronald Melki. 

Nous avons réalisé les mesures en triplicat (trois expériences indépendantes à des jours 

différents) pour les fibres F et R, et en duplicat pour les autres fibres (Tau1N3R et les fibres 

Aβ40, et P110) ainsi que pour les monomères d’α-syn. Les expériences ont été menées dans les 

mêmes conditions que pour les tests préliminaires d’affinité pour la fibre F et les calculs des Kd 

et Bmax ont été réalisés aussi de la même manière (cf. paragraphe Résultats III.A.1) ci-dessus).  

Les résultats de chaque test d’affinité sont représentés pour chaque aptamère Figure 

58. Les calculs des Kd et Bmax calculés par Prism sont indiqués sur les graphiques, lorsque nous 

avons déterminé que l’aptamère se liait significativement à la protéine par rapport à sa 

séquence aléatoire associée. Une moyenne des Kd et Bmax calculés pour chaque aptamère pour 

chaque protéine est présentée Tableau 14. 
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Figure 58 – Mesure de l’affinité des aptamères contre différentes fibres de type « amyloïdes ».  Les résultats des mesures sont présentés 

pour les aptamères N30-G (A), N124-G (B), F124-G (C), T-SO508 (D), M5-15 (E), Tau 3146(F), F5R1(G) et F5R2(H). La figure I présente les résultats 

des mesures d’affinités des aptamères contre les monomères d’α-syn. Pour chaque point, les oligonucléotides à 10 nM (hybridés par choc 

thermique au SpG-LNA marqué radioactivement au P32 pour les oligonucléotides de chimie ARN2’F, ou bien directement marqués au P32 pour les 

oligonucléotides ADN) ont été présentés aux protéines à 250 nM dans une solution de Ts1X contenant de l’Igepal à 0.1% et de l’ADNss ajouté en 

proportion 5-1 par rapport aux oligonucléotides (c’est-à-dire entre 0.135µg/ml et 17.325 µg/ml). Après 30 min d’incubation à 37°C, 25 µL de 

chaque mélange est déposé sur la membrane nitrocellulose, puis filtré. Deux lavages au Ts1X sont ensuite réalisés. Les quantités d’oligonucléotides 

retenues sur la membrane nitrocellulose sont quantifiés par exposition de la membrane à un écran au phosphore photostimulable. Les Kd et Bmax 

ont été calculés avec l’aide du logiciel Prism en utilisant un modèle de régression non linéaire analysant l’affinité totale (spécifique et non 

spécifique) d’un candidat pour la cible, en faisant l’hypothèse qu’il n’existe qu’un seul site de liaison sur la cible pour le candidat. Néanmoins, le 

logiciel calculait les constantes d’affinités pour toutes les séquences quelle que soient leur courbe : il calculait donc pour certains oligonucléotides 

ne se liant pas aux fibres mieux que leur séquences aléatoire associée, des kd très faibles (et donc une affinité forte) associés à des Bmax très faibles 

également.  Nous avons donc décidé de ne compter comme ligand réel que les candidats étant retenus sur la nitrocellulose, pour au moins 4 de 

leur 8 concentrations testées, en quantité 1 fois et demie supérieure à leur séquence aléatoire. Pour les séquences ne remplissant par ces critères 

nous n’avons indiqué ni les calculs de Kd et Bmax réalisés par Prism ni les courbes des modèles associés à ces calculs.  
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Tableau 14 – Moyenne des constantes d'affinités (kd et Bmax) calculées pour les candidats oligonucléotides. Pour chaque test ce tableau 

présente la moyenne des kd et Bmax qui ont été calculés à partir de l’ensemble des duplicats ou triplicats d’expériences réalisées. En pourcentage 

est exprimé le coefficient de variation, le ratio entre l’écart type des valeurs et leur moyenne. La colonne « reproductibilité » donne le nombre 

d’expériences pour lesquelles on mesure une liaison entre l’aptamère et la cible. Le symbole « - »   signifie qu’aucune expérience n’a été réalisée.  

« Pas de liaison »  est indiqué dans le tableau lorsque   la liaison de l’aptamère testé n’est pas significativement supérieure à celle de la séquence 

aléatoire qui lui est associée.

Reproductibilité Reproductibilité Reproductibilité

N30-G 3/3 N30-G N30-G 1/2

N124-G 3/3 N124-G N124-G 2/2

F124-G 3/3 F124-G 3/3 F124-G 1/2

T-SO508 2/2 T-SO508 2/2 T-SO508 2/2

Tau 3146 Tau 3146 Tau 3146

M5-15 M5-15 M5-15

F5R1 2/2 F5R1 2/2 F5R1 2/2

F5R2 F5R2 F5R2

Reproductibilité Reproductibilité Reproductibilité

N30-G N30-G N30-G 2/2

N124-G N124-G 1/2 N124-G 2/2

F124-G F124-G 1/2 F124-G 2/2

T-SO508 2/2 T-SO508 2/2 T-SO508 2/2

Tau 3146 Tau 3146 Tau 3146

M5-15 M5-15 M5-15

F5R1 1/2 F5R1 2/2 F5R1 2/2

F5R2 F5R2 F5R2

Pas de liaison Pas de liaison Pas de liaison Pas de liaison

49,95 fmol ± 102,3%

Fibre d'α-synucléine F Fibre d'α-synucléine R Monomère d'α-synucléine
Kd Bmax Kd Bmax Kd Bmax

Pas de liaison

6,62 nM ± 4,8%

8,83 nM ± 14,9%

5,83 nM ± 53,1%

52,48 fmol ± 32,2%

38,69 fmol ± 33,6%

20,86 fmol ± 53,3%

7,80 nM ± 4,6%

3,50 nM ± 15,8%

20,74 fmol ± 47,2%

13,66 fmol ± 28,1%

5,67 nM ± 41,8% 29,30 fmol ± 111,7%

18,88 nM ± 3,8%

Pas de liaison Pas de liaison Pas de liaison Pas de liaison Pas de liaison

Pas de liaison Pas de liaison

Pas de liaison Pas de liaison Pas de liaison

32,41 nM ± 92,9% 90,54 fmol ± 119,0%

64,78 nM 100,70 fmol

26,52 nM ± 22,6% 35,87 fmol ± 13,3%

20,89 nM 28,96 nM

20,24 nM ± 2,2% 31,38 fmol ± 11,5%

33,03 nM ± 36,9% 16,32 fmol ± 51,2%

Pas de liaison  - -

Pas de liaison Pas de liaison

Pas de liaison Pas de liaison

Fibre d'α-synucléine P110 Fibre d'Amyloïde-β Fibre de Tau 1N3R

Kd Bmax Kd Bmax Kd Bmax

3,23E+30 nM ± 141,4%

Pas de liaison Pas de liaison 27,13 nM 18,55 fmol 167,20 nM ± 48,0% 394,20 fmol ± 28,3%

Pas de liaison Pas de liaison Pas de liaison Pas de liaison 2,94E+30 nM ± 141,4%

101,54 fmol ± 25,2%

23,57 nM ± 59,4% 48,18 fmol ± 16,8% 43,21 nM ± 4,4% 22,24 fmol ± 58,1% 67,77 nM ± 19,5% 84,99 fmol ± 3,4%

Pas de liaison Pas de liaison 29,05 nM 8,48 fmol 165,70 nM ± 24,6%

Pas de liaison

 - -  - -  - -

Pas de liaison Pas de liaison Pas de liaison Pas de liaison Pas de liaison

136,15 fmol ± 98,3%

Pas de liaison Pas de liaison Pas de liaison Pas de liaison Pas de liaison Pas de liaison

8,92 nM 25,04 fmol 2,54E+25 nM ± 141,4% 3,46E+24 nM ± 141,4% 183,04 nM ± 120,7%
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c) Analyse des mesures d’affinités réalisées pour les fibres 

F et R 

Nous avons réalisé des duplicats supplémentaires d’expériences par rapport à nos 

premières mesures. Nous avons donc des triplicats pour les aptamères de chimie ARN2’F et 

des duplicats pour ceux de chimie ADN.  

Nous avons pu réaliser une première observation d’importance : les quantités 

moyennes de séquences aléatoires (Scr1-G, Scr2-G et Scr_ADN) retenues sur les fibres varient 

selon les expériences. Par exemple, le 28/10/19, lorsque les oligonucléotides sont à la 

concentration de 50 nM, environ 9 fmoles de Scr2-G et 10 fmoles de Scr1-G sont retenues par 

la fibre F lors de la filtration sur nitrocellulose (cf. Figure 58-A et C). Le 08/11/19 nous avons pu 

observer que 23 fmoles et 20 fmoles de Scr2-G et de Scr1-G étaient retenues par la fibre F, 

ainsi que 7 fmoles de Scr ADN. Le 12/11/19 respectivement 34, 37 et 18 fmoles de Scr2-G, 

Scr1-G et Scr ADN ont été retenues sur par la fibre F lors de la filtration sur nitrocellulose. Ces 

variations peuvent être expliquées par des variations des quantités de protéines retenues sur 

la nitrocellulose à chaque expérience. On peut observer que les quantités de Scr1-G et de Scr2-

G retenues sont presque similaires à chaque expérience, tandis que celle du Scr ADN est trois 

fois plus basse en moyenne. Par exemple, le 08/11/19 à 50 nM les Scr1-G et Scr2-G sont retenus 

par la fibre R à 18 et 15 fmol respectivement tandis que le Scr ADN l’est à 6 fmoles. De même, 

le 21/11/19 à 50 nM les Scr1-G et Scr2-G sont retenus par la fibre R à 60 et 57 fmoles 

respectivement tandis que le Scr ADN est retenu à 19 fmoles. Ainsi, les oligonucléotides de 

chimie ARN2’F-Py semblent avoir une affinité « non-spécifique » pour les fibres F et R trois fois 

supérieure en moyenne à ceux de chimie ADN.  

Ainsi que nous l’avions déjà remarqué dans les premiers tests d’affinités, de manière 

étonnante, les séquences aléatoires ne paraissent pas se lier aux fibres F selon des liaisons de 

type « non-spécifiques » En effet, les quantités de séquences aléatoires liées aux fibres F ne 

varient pas de manière linéaire et non saturable en fonction de la concentration en 

oligonucléotide croissante (cf. Introduction, Figure 20). Nous avons observé que les quantités 

de séquences aléatoires liées aux fibres augmentent de manière hyperbolique en fonction de 

la concentration en oligonucléotide croissante, et présentent une saturation.  

Les résultats moyens pour chacun des aptamères, sont présentés dans le Tableau 14.  

Nous pouvons observer que pour la fibre F les mesures des affinités sont très 

reproductibles : les aptamères N30-G, N124-G, F124-G, T-SO508 et F5R1 se lient aux fibres F 

avec des Kd inférieurs à 10 nM à chaque expérience, tandis que les aptamères M5-15, Tau 3146 

et F5R2 n’ont pas de fixation significativement supérieure à leur séquences aléatoires associées. 

Les Bmax des aptamères se liant aux fibres F varient cependant de manière importante à chaque 

expérience : de 30 à 50% selon les aptamères. Néanmoins, ces variations sont corrélées aux 

variations observées pour les séquences aléatoires Scr1-G et Scr2-G. Par exemple, les Bmax 

calculés pour le N30-G sont respectivement de 34.76, 54.24 et 68.42 fmoles les 28/10, 09/11 et 

12/11.  Ce qui est en effet corrélé aux variations de 10 à 15 fmoles observées entre ces dates 

pour les séquences aléatoires ARN2’F. Pour le T-SO508 et le F5R1, de chimie ADN, les variations 
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dans les Bmax calculés sont aussi corrélées à la variation de 10 fmoles observées entre les 08/11 

et 12/11 2019. L’aptamère F5R1 a le kd le plus petit pour la fibre F (3.5 nM), mais son Bmax est 

très faible (13.66 fmoles). L’aptamère le plus prometteur pour la fibre F est donc le N30-G, qui 

a un kd moyen de 6.62 nM et un Bmax de 52 fmol ± 30%.  

Nous avons trouvé surprenant que les Bmax soient si petits (de l’ordre du fmol). En effet, 

le Bmax le plus grand est celui de l’aptamère N30-G qui est de 52.48 fmol ± 32.2%. Or, pour 

chaque point de gamme, la concentration en fibre totale est de 250 nM pour 25 µL : il y a donc 

en solution 6250 fmoles de fibre F. Cependant, la quantité molaire de fibre F, correspond en 

réalité à la quantité molaire de monomères d’α-syn composant les fibres présentes. Le Bmax de 

50 fmoles semble signifier que l’aptamère N30-G se lie à 50/6250 monomères, soit un 

monomère sur 125. Or, les rubans et les fibres sont composés respectivement de 800 et 7000 

monomères (cf. bousset et al. 2013).  Le N30-G semble donc reconnaitre un site présent environ 

56 fois sur la fibre F.  

Nous pouvons observer que les aptamères F124-G, T-SO508 et F5R1 se lient aux fibres 

R à chaque expérience, tandis que les aptamères les aptamères N30-G, N124-G, M5-15, Tau 

3146 et F5R2 ne se lient pas aux fibres R de manière significativement supérieure par rapport 

à leur séquences aléatoires associées. Néanmoins, les expériences de liaison aux fibres R sont 

moins reproductibles et les mesures des kd et Bmax moins précises que pour les fibres F. Nous 

pouvons ainsi observer que tous les Bmax ont des variations de l’ordre de 100%. Ceci est 

principalement dû au fait que lors de l’expérience du 21/11/19, les quantités moyennes 

d’oligonucléotide retenues sur la membrane sont plus importantes. Sachant que ce 

phénomène s’observe aussi pour les séquences aléatoires, cela signifie probablement que la 

quantité de fibre R retenue sur la nitrocellulose était plus importante pour cette expérience-ci. 

Les résultats des mesures de kd pour le F124-G et le T-SO508 sont très reproductibles : kd de 

5.67 nM± 41.8% et 18.88 nM ± 3.8 % respectivement. Pour le F5R1 les résultats des deux 

expériences sont très différents et le kd présente une variation de 92.9%.  

Ainsi, les aptamères N30-G et N124-G sont donc capables de discriminer la fibre F de 

la fibre R. Les aptamères F124-G, T-SO508 et F5R1 reconnaissent, eux, les deux fibres. Le F124-

G reconnait les deux fibres de manière similaire (même kd et Bmax de même ordre de grandeur), 

tandis que les T-SO508 et F5R1 ont des kd plus faibles pour la fibre F et des Bmax plus importants 

pour la fibre R 

d) Analyses des mesures d’affinités pour les fibres P110 

d’α-syn 

Pour tous les aptamères nous avons réalisé des duplicats de mesures d’affinités contre 

la fibre 110.  

Comme pour les tests de liaisons contre les fibres F et R, les séquences aléatoires 

semblent se lier aux fibres P110 de manière « spécifique » : les quantités de séquences 

aléatoires liées aux fibres augmentent de manière hyperbolique en fonction de la 

concentration en oligonucléotide croissante et présentent une saturation. La forme de la 
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saturation de l’hyperbole est même beaucoup plus accentuée pour la fibre P110 que pour les 

fibres F et R. 

Seuls les aptamères T-SO508 et F5R1 se lient aux fibres P110. Néanmoins, les 

expériences ne sont pas très reproductibles, ainsi le F5R1 ne se lie de manière significativement 

supérieure par rapport au Scr_ADN que dans l’expérience du 10/12/19. Pour le T-SO508, le Bmax 

calculé est fiable : 48.18 fmoles ± 16.8%. Le kd lui est plus variable : il est calculé à 23.57 fmoles 

± 59.4%. 

Ainsi, l’aptamère T-SO508 semble capable de reconnaitre les conformations F, R et P110 

de fibres d’α-syn. 

e) Analyses des mesures d’affinités pour les monomères 

d’α-syn 

Nous avons réalisé deux tests d’affinités des aptamères contre les monomères. Nos 

précédentes mises au point nous ont permis de mettre en évidence que 80% des monomères 

ne restaient pas fixés sur la membrane en présence d’igepal 0.1% lors de la filtration (cf. 

Résultats II.C.3)c) ci-dessus).  Néanmoins, seuls les Bmax seront en théorie diminués lors de nos 

tests d’affinités, et les kd devraient rester constants et être mesurables lors de nos expériences.  

Nous pouvons observer dans la Figure 58-I et le Tableau 14 que les mesures d’affinités 

pour les monomères sont très peu reproductibles pour certains des aptamères ARN2’F-Py. 

Ainsi, les aptamères N30-G et F124-G se lient de manière significativement supérieure par 

rapport au Scr1-G et Scr2-G uniquement lors du test du 10/12/19. Nous ne pouvons donc pas 

faire de réelles conclusions pour ces aptamères, et d’autres méthodes seront nécessaires pour 

déterminer l’affinité de ces aptamères pour les monomères d’α-syn. Seul l’aptamère N124-G 

se lie aux monomères d’α-syn lors des deux tests d’affinités que nous avons réalisés, avec un 

kd de 26,52 nM ± 22,6% et un Bmax de 35,87 fmoles ± 13,3%. 

Pour les aptamères ADN, les résultats sont très reproductibles entre les deux tests 

réalisés. Les aptamères Tau 3146 et F5R2 ne se lient pas de manière significativement 

supérieure par rapport au Scr_ADN lors deux expériences, tandis que les T-SO508 et F5R1 se 

lient de manière significative aux monomères d’α-syn. Les mesures de kd et Bmax obtenues sont 

très reproductibles pour le T-SO508 : Kd de 20.24 nM ± 2.2% et Bmax de 31.38 fmoles ±11.5%. 

Les résultats sont moins reproductibles pour le F5R1 : Kd de 33.03 nM ± 36.9% et Bmax de 16.32 

fmoles ±51.2%.  

f) Analyses des tests d’affinités pour les fibres Amyloïde-β 
et Tau 1N3R 

Nous avons réalisé deux tests d’affinités des aptamères contre les fibres Aβ et Tau 1N3R.  

Les quantités de séquences aléatoires retenues dans la cadre de ces expériences, 

contrairement aux mesures réalisées pour les fibres F et R, ne variaient pas entre les deux 

expériences pour Tau 1N3R : à 50 nM d’oligonucléotide, entre 10 et 15 fmoles de Scr1-G et de 

Scr2-G sont retenus par les fibres Tau 1N3R et entre 5 et 10 fmoles de Scr ADN. Pour Aβ, nous 
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avons pu observer qu’en moyenne deux fois plus de séquences aléatoires étaient retenues lors 

de l’expérience du 10/01/20 par rapport à celle du 09/01/20 :  à 50 nM environ 6 fmoles de 

Scr1-G et de Scr2-G et 4 fmoles de Scr_ADN sont retenues par les fibres Aβ, tandis que le 

10/01/20 15 fmoles de Scr1-G et de Scr2-G et 9 fmoles de Scr_ADN sont retenus. Nous avons 

aussi pu observer qu’en moyenne deux fois moins de Scr_ADN était retenus sur les fibres Tau 

1N3R ou Aβ que de Scr1-G et Scr2-G.  

Les résultats des tests d’affinités des aptamères pour Tau1N3R sont très reproductibles. 

Les aptamères Tau 3146 et F5R1 n’ont aucune affinité pour les fibres Tau1N3R. Et nous avons 

pu également observer qu’au contraire les aptamères N30-G, N124-G, F124-G, T-SO508 et 

F5R1 se liaient fortement aux fibres Tau1N3R par rapport à leurs séquences aléatoires 

associées. Néanmoins, nous avons pu observer que cette interaction semblait « non 

spécifique ». En effet, les quantités d’oligonucléotides liées aux fibres Tau1N3R augmentent de 

manière linéaire et non saturable en fonction de la concentration en oligonucléotide croissante. 

Le logiciel Prism a pu calculer des kd et Bmax, mais les résultats obtenus sont aberrants car les 

calculs sont réalisés à partir d’un modèle de liaison de type « spécifique », qui ne décrit pas 

correctement les données observées. Ainsi, certains kd calculés dépassent la centaine de 

nanomolaire. Ces résultats sont étranges et nécessiteraient plus d’investigations pour 

comprendre ces interactions. Nous ne pouvons en tout cas pas conclure sur l’affinité des 

aptamères N30-G, N124-G et F124-G pour les fibres Tau 1N3R à ce stade–ci de nos résultats. 

L’aptamère ADN T-SO508 semble quant à lui se lier aux fibres Tau1N3R selon un 

modèle d’interaction de type « spécifique ». Les résultats sont très reproductibles : le kd calculé 

est de 67.77 nM ± 19.5% et Bmax de 84.99 fmoles ± 3.4%. Pour l’aptamère F5R1 nous avons été 

confronté à un problème de reproductibilité. Bien que les résultats entre les deux expériences 

soient grandement similaires, la première gamme semble alors avoir un comportement de type 

« non spécifique » sans saturation alors que pour la deuxième au contraire nous pouvons 

observer une saturation.  Ceci explique la différence d’un facteur 10 observée dans les calculs 

des Kd et Bmax. 

Concernant les tests de liaison aux fibres Aβ, seuls les aptamères N124-G, F124-G, T-

SO508 et F5R1 montrent une liaison aux fibres Aβ. Néanmoins nous sommes confrontés 

également à des problèmes de reproductibilité. Ainsi, le T-SO508 se lie aux fibres Aβ avec un 
kd de 43.21 nM ± 4.4%, et un Bmax de 22.24 ± 58.1%. Les variations du Bmax étant corrélées à 

celles du Scr_ADN, nous pouvons faire l’hypothèse que ces variations sont liées à une différence 

de quantité de fibres Aβ retenue sur la nitrocellulose. Concernant les N124-G et F124-G, on 

peut observer que pour l’une des expériences celui-ci ne se lie pas aux fibres Aβ de manière 
significativement différente du Scr1-G, tandis que pour l’autre cet aptamère se lie de manière 

« spécifique ». Enfin, le F5R1 semble se lier aux fibres de manière « non spécifique » : les kd et 

Bmax calculés sont donc très grands.  

Ces résultats suggèrent que l’aptamère T-SO508 se lie aux fibres Tau1N3R et Aβ de 
manière spécifique avec des kd de l’ordre de 70 et 40 nM. Les aptamères N30-G, N124-G et 

F124-G interagissent très fortement avec les fibres Tau 1N3R, sans que nous puissions 

déterminer si cette interaction est de type spécifique ou non. De même, le F5R1 interagit très 
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fortement avec les fibres Aβ, sans que nous puissions déterminer si cette interaction est de 

type spécifique ou non.  

Bilan : 

Ces tests nous ont permis de mesurer l’affinité des aptamères pour les fibres F et R. Ainsi, les 

aptamères N30-G et N124-G se lient à la fibre F d’α-syn avec des kd inférieurs à 10 nM et 

sont capables de la distinguer de la fibre R pour laquelle ils n’ont pas d’affinité. Les 

aptamères F124-G, T-SO508 et F5R1 reconnaissent, eux ces deux conformations de fibres, 

mais avec des affinités différentes pour les T-SO508 et F5R1. Les aptamères Tau3146, M5-

15 et F5R2 n’ont d’affinité pour aucune des deux conformations. 

 

Il est plus difficile de statuer définitivement sur les tests d’affinité pour les monomères d’α-

syn, les fibres P110 d’α-syn et les fibres Tau1N3R et Aβ, car les résultats manquent parfois 
de reproductibilité. Ceci peut s’expliquer par le fait que les conditions de tests ont été 

optimisées pour les fibres F et R et non pour les autres protéines. Néanmoins, certaines 

conclusions importantes peuvent être avancées:  

o L’aptamère T-SO508 se lie à chacune des conformations de protéines testées, mais 

avec des affinités différentes (kd et Bmax différents).  

o L’aptamère N124-G semblerait avoir une affinité pour les monomères d’α-syn, mais 

il serait plus fiable de confirmer ces résultats avec une autre méthode de mesure.  

o Enfin, les aptamères ARN2’F-Py ont une affinité très forte pour les fibres Tau1N3R. 

Néanmoins, cette affinité est étrange car elle ressemble à une interaction de type 

« non spécifique ». D’autres méthodes de mesures d’affinités sont donc nécessaires 

pour étudier cette interaction. 

 

En conclusion, nous pouvons dire que l’aptamère N30-G est très prometteur pour notre 

objectif, qui était de d’isoler un aptamère permettant de distinguer les fibres F et R. Il n’a en 

effet aucune affinité pour la fibre R et reconnait la fibre F avec un kd moyen de 6.62 nM et 

un Bmax de 52 fmol ± 30%. Il est néanmoins nécessaire de vérifier que le N30-G n’a pas 

d’affinité pour les monomères d’α-syn.   

 

3) Mesure de l’affinité pour la fibre F et les monomères d’α-

synucléine par Thermophorèse à micro-échelle 

Suite aux résultats précédents, nous avons souhaité vérifier l’affinité de nos aptamères 

par une méthode différente de la filtration sur nitrocellulose.  

Pour le choix de la 2ème méthode de mesure d’affinité, un critère important a été pris en 

compte : nous souhaitions mesurer l’affinité de l’aptamère N30-G pour les monomères d’α-

syn. En effet, cette affinité n’avait pas pu être mesurée avec fiabilité lors des expériences de 

filtration sur nitrocellulose. Cette donnée était cependant cruciale car notre objectif final est de 

pouvoir utiliser le N30-G dans un échantillon, et il sera donc nécessaire que le N30-G puisse 

distinguer la fibre F des monomères d’α-syn.  

Nous avons finalement choisi d’utiliser la méthode de la thermophorèse à micro-échelle 

(MST, de l’anglais microscale thermophoresis). Ces mesures ont été réalisées à l’institut Pasteur, 

à la plateforme de biophysique moléculaire.  
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a) Présentation de la méthode de « thermophorèse à 

micro-échelle » 

La thermophorèse à micro-échelle mesure la force de l’interaction entre une molécule 

marquée par un fluorophore (dans notre cas, les oligonucléotides) et sa cible (dans notre cas 

les fibres F et monomères d’α-syn) en analysant le changement de la thermophorèse de ces 

molécules lors d’une excitation laser de la solution dans laquelle elles sont. Les mesures sont 

faites en solution dans de fins capillaires de verre (Figure 59-A). Un gradient de température 

microscopique, induit par un laser proche infrarouge, est appliqué pendant un temps court aux 

capillaires contenant les solutions (Figure 59-B). Le signal en résultant est détecté et tracé en 

fonction de la concentration du ligand pour obtenir une courbe dose-réponse, à partir de 

laquelle l'affinité de liaison est automatiquement calculée (Figure 59- C et D).  

Nous avons choisi cette méthode car elle ne nécessitait aucune immobilisation d’un des 

deux partenaires (protéine ou aptamère), et présentait ainsi une méthode complémentaire à la 

filtration sur nitrocellulose pour la mesure de l’affinité des aptamères. 

 
Figure 59 - Fonctionnement des mesures et analyses réalisées avec le MST. A – 

Présentation de l’appareil « Monolith NT.115 » de NanoTemper Technologies GmbH. 

L'image ci-dessus montre le plateau capillaire pouvant accueillir jusqu'à 16 capillaires. B - 

Représentation schématique de l'optique MST. Les mesures de MST sont réalisées dans des 

capillaires d'un volume total d’environ 4 µL. La fluorescence à l'intérieur du capillaire est 

excitée et détectée par le même objectif. Un laser Infrarouge focalisé est utilisé pour chauffer 

localement un volume d'échantillon défini. La thermophorèse des molécules fluorescentes à 

travers le gradient de température est détectée. C - Signal typique issu d'une expérience 

MST. Dans un premier temps, les molécules sont réparties de manière homogène et une « 

fluorescence initiale » constante est détectée. Dans la première seconde après l'activation 

du laser, on observe le « T-Jump » (saut de température), ce qui correspond à un 

changement rapide des propriétés du fluorophore dû au changement rapide de 

température. Par la suite, un mouvement thermophorétique des molécules marquées par 
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fluorescence hors du volume d'échantillon chauffé peut être détecté. Après la désactivation 

du laser, un saut en T inverse se produit, suivi de la « rétrodiffusion » des molécules, qui est 

uniquement entraînée par la diffusion de masse. D – Signaux typiques issus d’un test 

d’affinité entre deux molécules. Le mouvement thermophorétique d'une molécule 

fluorescente (courbe noire, correspondant au «non liée») change lors de la liaison à un ligand 

non fluorescent (courbe rouge; «lié»), résultant en des courbes différentes. Pour l'analyse, le 

changement de thermophorèse est exprimé comme le changement de la fluorescence 

normalisée (ΔFnorm), qui est définie comme F « hot » / F « cold » (les valeurs F correspondent 

aux valeurs de fluorescence moyennes entre les zones définies marquées par les curseurs 

rouge et bleu, respectivement). Le titrage du ligand non fluorescent entraîne un changement 

progressif de la thermophorèse, qui est tracé comme ΔFnorm pour donner une courbe de 

liaison, qui peut être ajustée pour dériver des constantes de liaison. Adaptée de (Jerabek-

Willemsen et al., 2014). 

b) Mesures d’affinité du N30-G pour les fibres F et les 

monomères d’α-syn 

Nous avons marqué de manière fluorescente l’aptamère N30-G et sa séquence 

aléatoire associée le Scr2-G par hybridation à une amorce ADN « SpG » marquée en 5’ avec le 

fluorophore Cy5 (Figure 60- A et B).  

 
Figure 60 – Marquage fluorescent des oligonucléotides par hybridation avec le 5’-Cy5-

Spacer-G-LNA. A – Séquence du 5’Cy5-Spacer-G LNA. B – Schéma de l’hybridation entre le 

5’Cy5-SpG-LNA et les oligonucléotides de la banque utilisée au départ des SELEX « F » et « 

F spécifique » transcrits en ARN2’F-Py. 

Lors d’une mesure par MST, la fluorescence doit être constante, nous avons donc réalisé 

une gamme de concentration en protéine, en gardant la quantité d’oligonucléotide constante, 

plutôt qu’une gamme de concentration en oligonucléotide comme nous l’avions fait lors des 

mesures d’affinité par filtration sur nitrocellulose. La concentration en oligonucléotide restait 

constante à 10 nM, et nous avons réalisé une gamme de concentration en protéine de 16 

points (pour les 16 capillaires), diluée de deux en deux allant de 5µM à 0.53 nM. Les conditions 

de mesures ont été les mêmes que celles utilisées lors des tests d’affinité par filtration sur 

nitrocellulose : Igepal 0.1% et ADNss comme compétiteur non-spécifique en proportion 5-1 

par rapport aux oligonucléotides.  

Nous pouvons observer Figure 61, les signaux obtenus à l’issus des tests d’affinité par 

MST, ainsi que les courbes dose-réponse qui ont été calculées à partir des données obtenues.  
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Lors des mesures d’interaction entre le N30-G, le Scr2-G et les monomères d’α-syn, 

nous avons pu observer qu’il n’y a pas de changement dans l’allure de la variation de la 

fluorescence au cours du temps, quelle que soit la concentration en protéine. Ces résultats 

suggèreraient que le N30-G, le Scr2-G n’entrent pas en interaction avec les monomères d’α-

syn. Cependant, une limite de la technique du MST est que certaines interactions entre 

biomolécules ne sont pas détectées, et l’on ne peut pas donc statuer définitivement sur une 

absence d’interaction entre les N30-G, le Scr2-G et les monomères d’α-syn. 

 
Figure 61 -Mesure de l’affinité du N30-G et du Scr2-G pour la fibre F et les monomères 

d’α-synucléine par thermophorèse à micro-échelle. Nous avons mesuré à l’aide d’un MST, 

l’interaction du N30-G et du SCR2-G pour les monomères et les fibres F d’α-syn. Pour cela le 

MST a mesuré la thermophorèse d’une dilution sériée de protéine (fibres F ou monomères d’α-

syn, de 0.153 nM à 5µM) en mélange avec 10 nM de N30-G ou de Scr2-G hybridés au 5’Cy5-

SpG-LNA fluorescent. Ces solutions étaient en Ts1X, Igepal 0.1% et ssDNA en proportion 5-1 

par rapport aux oligonucléotides (3.465µg/ml).  Cette figure présente les signaux obtenus à 

l’issus des tests d’affinité par MST, ainsi que les courbes doses-réponses qui ont été calculées 

à partir des données obtenues. 

Lors des mesures d’interaction entre le N30-G, le Scr2-G et les fibres F d’α-syn, nous 

avons pu observer des changements dans l’allure de la variation de la fluorescence au cours 

du temps, pour les concentrations en protéine les plus élevées. Ceci suggère que le N30-G et 

le Scr2-G entrent bien en interaction avec les fibres F. On observe une modification forte du 

signal du MST pour : les quatre dernières concentrations pour le Scr2-G (c’est-à-dire à partir 

de 625 nM de fibre F), et pour les cinq ou six dernières concentrations pour le N30-G (c’est-à-

dire à partir de 153 ou 312 nM de fibre F). Les signaux MST pour ces concentrations les plus 

hautes ont des variations très fortement irrégulières, qui sont caractéristiques de la présence 

d’agrégats dans les mélanges de mesures d’affinité. Pour tracer les courbes doses-réponses 

nous avons dû, à cause des variations dues à la présence d’agrégats, sélectionner comme valeur 
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de signal après excitation ( F « hot », cf. Figure 59-D), une zone très près du début de 

l’excitation (zone surlignée en rouge dans les signaux MST de la Figure 61), alors que 

habituellement la zone sélectionnée est située à la fin du changement de signal, assez tard 

après le début de l’excitation laser.   

Néanmoins, le logiciel de traitement de signal du MST n’est pas parvenu à calculer un 

kd pour l’affinité du Scr2-G aux fibres F. Ceci est dû au fait qu’il aurait été nécessaire d’avoir des 

mesures pour des concentrations plus élevées de fibre F, afin de pouvoir observer la fin de la 

stabilisation des signaux vers la forme des signaux correspondant à l’état « liés » des 

oligonucléotides aux fibres F (cf. courbe « rouge » dans la Figure 61-D).  

Le changement des signaux commençant pour des concentrations plus faibles pour le 

N30-G, les signaux ont atteint la forme correspondante à celle de l’état « lié » pour les deux 

dernières concentrations, et le logiciel a pu calculer un kd pour cette interaction. Cette mesure 

ayant été réalisée en triplicat, nous obtenons la mesure suivante du kd = 1.74 ±0.18 µM. Ce kd 

est très éloigné de celui précédemment calculé par filtration sur nitrocellulose (6.62 nM ± 

4.8%).  

Cette différence peut s’expliquer par le fait que le nombre de sites accessibles pour les 

aptamères n’est pas en réalité égal au nombre de monomère en présence, c’est-à-dire qu’un 

aptamère ne peut se lier à chaque monomère constituant les fibres. Des investigations sur le 

Bmax assez faible du N30-G (environ 50 fmoles), nous ont conduit à formuler l’hypothèse que le 

N30-G ne reconnaitrait qu’un monomère d’α-syn sur 125 le long de la fibre F. Ainsi, le kd de 

1.74 µM prend en compte l’ensemble des monomères présents, mais si l’on prend en compte 

le nombre de sites accessibles, on peut recalculer le kd à 13.92nM, ce qui est très proche du kd 

calculé par filtration sur nitrocellulose (6.62 nM ± 4.8%). 

Au-delà de cette hypothèse, une observation est certaine : le N30-G a une affinité pour 

les fibres F supérieure de 10 à 100 fois au Scr2-G. En effet le changement de signal de 

fluorescence débute pour le N30-G à une concentration 10 à 100 fois supérieure par rapport à 

celle pour le Scr2-G. 

Bilan : 

Ces tests d’affinités par MST nous ont permis d’utiliser une autre méthode que la filtration 

sur nitrocellulose pour vérifier les affinités du N30-G et du Scr2-G pour les monomères et 

les fibre F d’α-syn.  

La technique de MST ne nous a pas permis de détecter d’interaction entre le N30-G, le Scr2-

G et les monomères d’α-syn. Néanmoins, une limite de la technique du MST est que certaines 

interactions entre biomolécules ne sont pas détectées, et nous ne pouvons donc pas statuer 

définitivement sur une absence d’interaction entre deux molécules. 

Des changements observés dans les signaux du MST nous ont permis de détecter une 

interaction entre le N30-G, le Scr2-G et les fibres F d’α-syn. Néanmoins, le signal du MST 

n’est pas parvenu à calculer un kd pour l’affinité du Scr2-G aux fibres F. Il aurait été nécessaire 

pour que le calcul puisse aboutir, d’avoir des mesures pour des concentrations plus élevées 

de fibre F. 
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B. Test de compétition entre les différents aptamères, et des 

anticorps anti - α-synucléine pour les fibres F et R d’α-synucléine 

par filtration sur nitrocellulose  

Afin de déterminer si les aptamères ont le même site de liaison sur les fibres F et R, 

nous avons mené des tests dans lesquels les aptamères ont été mis en compétition les uns par 

rapport aux autres. Si deux aptamères ont le même site de liaison sur la cible, lorsqu’ils seront 

mis en présence l’un de l’autre, ils seront alors en « compétition » pour ce site de liaison. La 

quantité d’aptamère liée diminuera donc comparativement à celle mesurée lorsqu’ils sont 

seuls, et celui ayant la meilleure affinité sera le moins impacté. Si les aptamères ont au contraire 

des sites de liaison différents sur la cible, ils ne seront pas en compétition, et la liaison des deux 

aptamères sera inchangée.  

Nous avons réalisé des tests de compétition pour les aptamères présentant une affinité 

pour les fibres F et R : N30-G, N124-G, F124-G, T-SO508 et F5R1. Nous les avons mis en 

compétition entre eux et aussi avec les séquences aléatoires (Scr1-G, Scr2-G et le Scr_ADN, qui 

servirons de témoin négatifs). Nous avons aussi mis les aptamères en compétition avec 

différents anticorps anti-α-syn, ciblant différents sites de liaison sur la protéine α-syn. Les tests 

de compétions avec les anticorps pourraient donc permettre d’avoir une idée plus précise du 

site de liaison des aptamères.  

Nous avons réalisé ces tests de compétition par filtration sur nitrocellulose. Chaque 

aptamère testé (N30-G, N124-G, F124-G, T-SO508 et F5R1), a été marqué radioactivement et 

mélangé à 10 nM aux compétiteurs (oligonucléotides non marqués ou anticorps), eux-mêmes 

à 10 nM. Les mélanges ont ensuite été présentés dans les mêmes conditions que les tests 

d’affinité par nitrocellulose aux fibres F ou R à 250 nM. Après incubation et filtration sur 

nitrocellulose, nous avons pu analyser les résultats. 

Nous avons choisi pour cette expérience 4 anticorps différents, ciblant différents 

épitopes sur la protéine α-syn : l’anticorps Syn 1 (BD Bioscience: 610786) qui cible les acides 

aminés 15 à 123, le « 5G4 » qui cible les acides aminés 47 à 52, le « 10C3 » qui cible les acides 

aminés 98-105, le « 10D2 » qui cible les 119 à 126 (Kovacs et al., 2012). Les anticorps eux-

mêmes ont été présentés à 10 nM pour la compétition. La masse moléculaire d’un IgG étant 

de 150 kg/mol, 10 nM correspond à 1.5 µg/ml. 

 Le kd calculé pour l’interaction N30-G/fibre F est de kd = 1.74 ±0.18 µM, ce qui est très 

éloigné du kd précédemment calculé par filtration sur nitrocellulose (6.62 nM ± 4.8%). Nous 

avons avancé une hypothèse pour expliquer cette différence : le Bmax très faible (50 fmoles) 

mesuré pour le N30-G par filtration sur nitrocellulose, suggère que le N30-G ne reconnaitrait 

qu’un monomère d’α-syn sur 125 le long de la fibre F. Ainsi, le kd de 1.74 µM prend en 

compte l’ensemble des monomères présents, mais si l’on prend en compte le nombre de 

sites accessibles, on peut recalculer le kd à 13.92 nM, ce qui est très proche du kd calculé par 

filtration sur nitrocellulose (6.62 nM ± 4.8%). 

Au-delà de nos hypothèses, une observation est certaine : le N30-G a une affinité pour les 

fibres F supérieure de 10 à 100 fois au Scr2-G. 
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marqués directment pour les oligonucléotides ADN) à 10 nM ont été mélangés aux compétiteurs 

(oligonucléotides ou anticorps) à 10 nM également. Le mélange a été présenté aux fibres F d’α-

syn à 250 nM dans une solution de Ts1X contenant de l’Igepal à 0.1% et de l’ADNss ajouté en 

proportion 5-1 par rapport aux oligonucléotides (c’est-à-dire à hauteur de 1.7 µg/ml). Après 30 

minutes d’incubation à 37°C, 25 µL de chaque mélange est déposé sur la membrane nitrocellulose, 

puis filtré. Deux lavages au Ts1X sont ensuite réalisés. Les quantités d’oligonucléotides retenues 

sur la membrane nitrocellulose sont quantifiées par exposition de la membrane à un écran au 

phosphore photostimulable. Chaque point correspond au minimum à un triplicat de tests ayant 

été réalisés à des jours différents, à l’exception des tests où les anticorps 10D2 et 10C3 ont été 

utilisés comme compétiteurs, et qui ont été réalisés en duplicats. 

Nous avons réalisé une première observation étonnante : certains compétiteurs 

augmentent la quantité d’aptamère restée liée à la cible par rapport à la condition sans 

compétiteur. Ainsi, lorsque le N30-G* est en présence du N124-G, la quantité de N30-G* lié à 

la cible est de 27.7% ± 20% supérieur à la quantité liée en absence de compétiteur. Ces résultats 

peuvent être cependant relativisés : tous les points pour lesquels la présence de compétiteur 

améliore la liaison ont des écarts-type importants, et ne sont donc pas très fiables. 

a) Analyse de tests avec les séquences aléatoires comme 

compétiteurs 

Les séquences aléatoires servent de témoins négatifs pour les compétiteurs. Elles ne 

peuvent entrer en compétition avec les aptamères que pour les sites de liaison de type « non-

spécifique », et ne doivent donc à priori pas beaucoup baisser la quantité d’aptamère liée à la 

cible lorsqu’ils sont utilisés comme compétiteur.  

Nous pouvons observer qu’en effet les Scr1-G et le Scr2-G ne baissent pas de manière 

très forte les quantités d’aptamères restées liées sur la nitrocellulose. Pour certains aptamères 

l’ajout l’addition de Scr1-G et Scr2-G semble même augmenter la quantité restée lié sur la 

nitrocellulose.  

Lorsque le Scr_ADN est utilisé comme compétiteur, on peut cependant observer que 

de manière étonnante les quantités de N30-G*, N124-G* et F124-G* restées liées à la 

nitrocellulose diminuaient très fortement (de -26% pour le N30-G* à -35% pour le N124-G*). 

Au contraire les quantités de T-SO508* et de F5R1* restées liées sont, elles, très peu impactées 

par la présence du Scr_ADN. Cette observation était très étonnante : une séquence aléatoire 

n’est pas un compétiteur ayant à priori beaucoup d’impact pour des aptamères ayant une 

bonne affinité pour leur cible. Néanmoins, nous avons pu expliquer cette observation de 

manière simple. Le SCR_ADN est en réalité le PiRT-HTS, une amorce utilisée pour l’amplification 

PCR des oligonucléotides en vue du séquençage des banques (cf. Résultats, partie III.A.2)a) ci-

dessus). Le SCR_ADN est donc complémentaire de 25 paires de base de la séquence des 

oligonucléotides, au niveau de la partie constante en 5’ de la banque (cf. Figure 63). On peut 

envisager que le PiRT HTS en entrant en interaction avec les oligonucléotides peuvent 

déstabiliser le SpG-LNA* : la diminution de la quantité d’oligonucléotide ARN2’F-Py restée liée 

à la nitrocellulose pourrait donc s’expliquer en réalité par la perte du traceur radioactif (le SpG-

LNA*). Néanmoins, cette hypothèse est peu probable car le SpG-LNA possède deux « G » LNA 



178 
 

qui garantisse une interaction très forte pour l’oligonucléotide avec lequel il est hybridé. 

L’hypothèse qui nous a paru la plus probable pour expliquer la diminution de l’accroche des 

oligonucléotides ARN2’F-Py, est que l’hybridation du PiRT HTS les empêchaient de prendre la 

structure nécessaire à leur liaison sur la fibre F. Cette hypothèse implique que les 

oligonucléotides ARN2’F-Py se lient aux fibres F par interaction spécifique liée à une structure 

particulière, et non par interaction non-spécifique, qui ne nécessite pas de structure particulière 

de la part des oligonucléotides. 

Figure 63 – Hybridation des oligonucléotides ARN2‘F-Py avec le Scr_ADN (i.e l’amorce 

PiRT HTS). Les oligonucléotides ARN2’F-Py sont hybridés lors des tests de compétition au 

SpG-LNA qui est lui-même marqué radioactivement. L’amorce PiRT HTS (le Scr_ADN) est 

complémentaire des oligonucléotides au niveau de la partie constante en 5’ des 

oligonucléotides 

b) Analyse de tests avec les aptamères comme 

compétiteurs 

Parmi les oligonucléotides utilisés comme compétiteurs, nous avons pu observer que 

le N30-G était celui ayant le plus d’efficacité pour diminuer la quantité d’oligonucléotides* liés 

à la nitrocellulose : sa présence baisse de 28% le N124-G*, de 35% le F124-G*, de 30% le T-

SO508*, de 49% celle du F5R1* et baisse lui-même de 23%. Ceci suggère que les aptamères 

ont à priori le même site de liaison sur la fibre F. Nous pouvons aussi observer que la quantité 

de N30-G* liée à la nitrocellulose est en moyenne très faiblement diminuée par la présence de 

d’autres oligonucléotides compétiteurs. Ces résultats suggèrent que le N30-G a une affinité 

supérieure pour les fibres F par rapport aux autres oligonucléotides.  

Néanmoins, ces résultats sont étonnants car ces aptamères ont des spécificités 

différentes. En effet les N30-G et N124-G sont capables de reconnaitre la fibre F, le F124-G est 

capable de reconnaitre les fibres F et R pour le F124-G, et les T-SO508 et le F5R1 sont capables 

de reconnaitre les fibres F, R et P110 (cf. Tableau 14). Ainsi, il était plus logique de penser que 

les aptamères reconnaissaient des sites de liaisons différents sur les fibres d’α-syn, et que la 

spécificité des aptamères s’expliquait par la présence ou non des sites de liaison reconnus sur 

les différentes conformations de fibres d’α-syn. 

c) Analyse de tests avec les anticorps comme 

compétiteurs 

Parmi les anticorps utilisés comme compétiteurs, le « 5G4 » semble être celui le moins 

capable de diminuer la quantité d’oligonucléotide* restée liée à la membrane. On pourrait donc 
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potentiellement envisager d’utiliser l’anticorps « 5G4 » en « sandwich » avec les aptamères 

pour réaliser un test de détection des fibres F d’α-syn (cf. partie V.E.1) ci-dessus). L’anticorps 

« 10C3 » semble avoir un impact surtout sur les N30-G* et N124-G* : il diminue leur liaison de 

13 et 22%. L’anticorps « Syn1 » n’a pas d’impact important sur le F124-G* et le T-SO508*, mais 

sa présence diminue de 17%, 21% et 30% les liaisons des N124-G*, N30-G* et F5R1*. 

L’anticorps « 10D2 » n’a pas d’impact sur la F5R1*, mais diminue entre 20% et 30% la liaison 

des N30-G*, N124-G*, F124-G*, T-SO508*.  

Ainsi, le N30-G* et le N124-G* sont impactés par les anticorps « Syn1 », « 10D2 » et 

« 10C3 ». Les anticorps « 10D2 » et « 10C3 », reconnaissant respectivement les acides aminés 

98 à 105 et 119 à 126, n’ont pas d’épitope en commun, ce qui ne nous permet pas de statuer 

définitivement sur le site de liaison des N30-G et N124-G. Néanmoins, les résultats suggèrent 

que le site de liaison de ces aptamères est plutôt situé au niveau de la partie C-terminale de 

l’α-syn. Les F124-G* et T-SO508* sont eux, impactés seulement par le 10D2. Ceci suggère qu’ils 

reconnaissent l’α-syn au niveau de l’épitope reconnu par le 10D2 mais pas par les autres 

anticorps : ce qui correspond aux acides aminés 123 à 126 et suggère un site de liaison au 

niveau C-terminal de l’α-syn. Ces résultats ne sont pas cohérents pour le T-SO508 avec les 

résultats de test d’affinité contre la P110. En effet, Le T-SO508 se lie avec un kd de 23,57 nM ± 

59,4% à la fibre P110 d’α-syn, ce qui suggérait que le site de liaison de cet aptamères se trouvait 

au niveau N-terminal de l’α-syn, entre les acides aminés 0 à 110. L’aptamère F5R1* est impacté 

seulement par l’anticorps « Syn-1 » qui reconnait un épitope très large : les acides aminés 15 

à 123. Ce résultat ne donne donc pas beaucoup d’indication sur la situation du site de liaison 

du F5R1 sur α-syn. 

2) Résultats de compétition pour la fibre R 

Contrairement aux tests de compétition contre la fibre F, ceux de la fibre R sont très 

reproductibles. De même, toujours contrairement aux tests de compétition contre la fibre F, à 

quelques rares exceptions les quantités d’aptamère restées liées à la cible en présence de 

compétiteur sont toujours inférieures ou égales aux quantités retenues lors des conditions sans 

compétiteur, ce qui est logique. 
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permettant la liaison aux fibre F. En effet, les oligonucléotides N30-G* et N124-G* se lient de 

manière « non -spécifique » aux fibres R et n’ont donc à priori pas besoin d’une structure 

particulière pour se lier aux fibres R. Une autre hypothèse peut expliquer ces résultats : nous 

avions remarqué lors des tests d’affinité que les oligonucléotides ARN2’F-Py avaient en 

moyenne une affinité non-spécifique pour les fibres R trois fois supérieure aux oligonucléotides 

ADN (cf. Résultats, partie III.A.2)c) ci-dessus). L’hybridation des aptamères ARN2’F-Py* à une 

séquence ADN peut donc diminuer leur affinité pour les fibres R, puisqu’une partie de leur 

séquence est impliquée dans une structure avec un oligonucléotide ADN et n’est plus 

disponible pour une interaction contre les fibres R.  

Les Scr1-G et Scr2-G diminuent les quantités d’oligonucléotides liées aux fibres R de 

manière variable. Les N30-G* et N124-G* sont diminués entre 20 et 32%, ceci s’explique par le 

fait que ces séquences vont entrer en compétition avec les aptamères * pour les sites 

d’interaction non-spécifique. La liaison du F124-G* est diminuée de manière plus faible, de 13 

à 20%. Ceci s’explique par le fait que le F124-G* a une affinité de type spécifique pour la fibre 

R (Kd de 5.67 nM± 41.8%) : les Scr1-G et Scr2-G, qui se lient de manière non-spécifique aux 

fibres R, sont donc moins efficaces pour diminuer la liaison. Les T-SO508* et F5R1* ont leur 

liaison fortement diminuée par la présence des Scr1-G et Scr2-G (de -34 à -49%). Ceci est 

inattendu car ces deux aptamères se lient de manière spécifique aux fibre R avec des kd de 20 

à 30 nM. En effet, des séquences se liant aux fibres R de manière non-spécifique comme le 

Scr1-G et le Scr2-G, ne devraient à priori pas diminuer aussi fortement la liaison d’aptamère à 

leur cible. Néanmoins, les oligonucléotides ARN2’F-Py ayant en moyenne une affinité non-

spécifique pour les fibres R trois fois supérieures aux oligonucléotides ADN, on peut 

comprendre que les Scr1-G et Scr2-G puissent diminuer de manière forte la liaison des N30-

G* et N124-G*.  

b) Analyse de tests avec les aptamères comme 

compétiteurs 

Nous avons pu observer que les T-SO508 et F5R1 diminuent très faiblement (moins de 

10%) les liaisons des oligonucléotides aux fibres R. Les N30-G, N124-G et F124-G diminuent 

fortement les liaisons des autres oligonucléotides. Le N30-G étant le compétiteur le moins 

efficace et le F124-G le plus efficace. Quel que soit le compétiteur (N30-G, N124-G ou F124-

G), la liaison des aptamères est impactée de manière croissante selon l’ordre suivant : F124-G* 

(le moins impacté) N124-G*, N30-G*, T-SO508* et F5R1*, qui est le plus impacté. Ces résultats 

suggèrent que les aptamères ont à priori le même site de liaison sur la fibre R, ce qui est étrange 

car ces aptamères ont des affinités différentes pour les fibres R : certains (F124-G, T-SO508 et 

F5R1) se lient de manière spécifique tandis que d’autres (N30-G et N124-G) se lient de manière 

non-spécifique. Les résultats de compétition suggèrent que les aptamères ont le même site de 

liaison sur la fibre R mais des affinités différentes, rangées de manière croissante selon cet 

ordre : F5R1 et T-SO508 (affinités les moins forte), N30-G, N124-G et enfin le F124-G (affinité 

la plus forte). 
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a) Analyse de tests avec les anticorps comme compétiteurs 

Nous avons pu observer que les anticorps « Syn-1 » et « 5G4 » ne diminuent les liaisons 

d’aucun des aptamères. On pourrait donc potentiellement envisager d’utiliser ces anticorps en 

« sandwich » avec les aptamères pour réaliser un test de détection des fibres R d’α-syn (cf. 

partie V.E.1) ci-dessus). L’anticorps « 10D2 » diminue les liaisons des aptamères de 35 à 67%. 

Ceci suggère que les aptamères se lient à la fibre R au niveau des acides aminés repérés par 

l’anticorps « 10D2 » mais pas par les anticorps « Syn1 » ni « 5G4 » : les acides aminés 123 à 126 

donc. 

Bilan : 

Les résultats des tests de compétition contre la fibre F n’étaient pas forcément toujours très 

reproductibles. De plus, certains résultats étaient étranges : la présence de compétiteur 

semblant augmenter la quantité d’aptamères restée liée aux fibres F. Certains résultats ont 

pu être cependant établis avec certitude.  

Ainsi, les tests de compétition mettant en jeu les aptamères comme compétiteurs montrent 

que le N30-G était le seul à être capable de diminuer de manière importante la liaison des 

autres aptamères à la fibre F. Ceci suggérait que les aptamères partageaient le même site de 

liaison sur la fibre F, mais que le N30-G était celui ayant l’affinité la plus forte. Les tests de 

compétition utilisant les anticorps ont donné des résultats différents selon les aptamères, ce 

qui est étonnant puisqu’ils semblent à priori partager le même site d’affinité sur la fibre F. 

Les résultats suggèrent néanmoins que les aptamères, à l’exception du F5R1, se lient à 

l’extrémité C-terminale de l’α-syn. L’anticorps « 5G4 » ne diminuant pas beaucoup la liaison 

de l’aptamère N30-G, il pourrait être envisageable de les utiliser « en sandwich » pour un 

test de détection. 

Les résultats des tests de compétition contre la fibre R étaient, eux, bien plus reproductibles 

et aucun résultat n’était étrange : la présence de compétiteur n’augmentait pas la liaison des 

aptamères aux fibres R. 

Les résultats de compétition suggèrent que les aptamères ont le même site de liaison sur la 

fibre R mais des affinités différentes, rangées de manière croissante selon cet ordre : F5R1 

et T-SO508 (affinités les moins forte), N30-G, N124-G et enfin le F124-G (affinité la plus 

forte). L’anticorps « 10D2 » était capable de diminuer fortement la liaison des aptamères aux 

fibres R, mais pas le « Syn-1 » ni le « 5G4 ». Ces résultats suggéraient que les aptamères se 

liaient à la fibre R au niveau de la partie C-terminale, au niveau des acides aminés 123 à 126 

de l’α-syn. 

 

C. Essais de détection de fibres d’α-synucléine à l’aide d’aptamères 

Nous avons réalisé des tests préliminaires de détection de fibre F en utilisant l’aptamère 

N30-G. Ces expériences visaient à fournir une preuve de principe montrant que l’aptamère 

N30-G pouvait bien être utilisé pour détecter des fibres F dans un échantillon.  

Nous avons donc testé si le N30-G pouvait de manière significative détecter des fibres 

F ou des monomères dans un mélange par filtration sur colonne Sp6. Les colonnes Sp6 nous 

ont semblées être un outil de détection pertinent. Facile à manipuler, elles ne demandent 

qu’une centrifugeuse et sont donc facilement utilisables dans n’importe quel laboratoire. Nous 
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souhaitions également vérifier si l’aptamère N30-G était capable de distinguer les monomères 

des fibres F d’α-syn. Nous souhaitions aussi comparer les capacités de l’aptamère N30-G à 

celles de l’aptamère T-SO508. Nous avons utilisé comme séquences contrôles les Scr2-G et le 

Scr_ADN. 

Les résultats des essais de détection sont présentés Figure 65. Nous avons pu observer 

que les résultats étaient relativement reproductibles, ce qui signifie que le test était donc fiable.  

Nous pouvons observer que lorsque les oligonucléotides ont été présentés aux fibres F 

d’α-syn, 16.7% du N30-G, 2.1% du Scr2-G, 3.9% du T-SO508 et 3.0% du Scr_ADN sont élués 

dans la fraction du lavage au SDS 2% des colonnes Sp6. Ceci signifie que le N30-G est environ 

8 fois mieux retenu aux fibres F que sa séquence aléatoire associée, et 4 fois mieux retenu que 

le T-SO508. Ces résultats sont une nouvelle confirmation de la capacité du N30-G à reconnaitre 

les fibres F, et aussi de sa supériorité face au T-SO508.  

Nous avons pu aussi observer que lorsque le N30-G a été présenté aux monomères, 

seul 1.1% des oligonucléotides sont élués dans la fraction d’élution du SDS 2%. Ceci signifie 

que le N30-G reconnait à priori les fibres F d’α-syn environ 16 fois mieux que les monomères. 

Ceci vient confirmer les résultats obtenus lors des tests d’affinité par MST (cf. Résultats, partie 

III.A.3)b) ci-dessus), qui suggéraient que le N30-G avait une affinité pour les fibres F entre 10 

et 100 fois supérieure à celle pour les monomères. De manière intéressante, nous pouvons voir 

que les fractions éluées par SDS 2% sont similaires pour le T-SO508 qu’il ait été présenté aux 

fibres F ou aux monomères (respectivement 3.9 et 3.8%). Ces résultats suggèrent que le T-

SO508 ne réalise pas de distinction entre les fibres F et les monomères, ce qui est cohérent 

avec nos observations réalisées lors des tests d’affinités par filtration sur nitrocellulose (cf. 

Résultats, partie III.A.2)e) ci-dessus).    
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Figure 65 – Détection des fibres F d’α-syn par le N30-G par séparation sur colonne Sp6. Ce 

graphique présente pour chacune des conditions, le pourcentage d’oligonucléotides récupérés à 

chaque fraction des tests de séparation par centrifugation sur colonne Sp6. Chaque point 

correspond à un duplicat. Les oligonucléotides radioactivement marqués au P32 (par hybridation à 

un SpG-LNA marqué au P32 pour les séquences ARN2’F-Py, par marquage direct pour les 

séquences ADN) ont été mélangés aux protéines à 250 nM (fibres F ou monomères d’α-syn) en 

Ts1X, Igepal 0.1%. Après 30 min d’incubation à 37°C, 25µL des mélanges ont été déposés sur 

colonne Sp6 dont le tampon a été changé au préalable en Ts1X. Après une première centrifugation 

du dépôt, deux lavages au Ts1X de la colonne ont été réalisés. Les colonnes ont enfin été éluées 

par un lavage avec solution de SDS2%. Les fractions ont ensuite été déposées dans une plaque 24 

puits, et la plaque exposée plusieurs heures sur un écran au phosphore photostimulable. L’analyse 

de l’exposition a permis une quantification de chacune des fractions pour chaque condition.  

Nous avons aussi pu remarquer que les quantités éluées lors du 2ème lavage sont pour 

chaque condition inférieure à 2%, ce qui signifie que deux lavages sont tout à fait suffisants 

pour ces conditions expérimentales.  

Bilan : 

Ces expériences montrent que le N30-G reconnait 8 fois mieux les fibres F que sa séquence 

aléatoire associée Scr2-G, et quatre fois mieux que le T-SO508. Nous avons pu aussi observer 

que le N30-G reconnait les fibres F d’α-syn environ 16 fois mieux que les monomères, ce qui 

vient confirmer les résultats obtenus lors des tests d’affinité par MST. Ces résultats donnent 

une preuve de principe que l’aptamère N30-G peut être utilisé pour la détection de fibre F 

dans des échantillons grâce à la technique de séparation sur colonne Sp6.   
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DISCUSSION 
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Les aptamères sont des oligonucléotides dont la structure tridimensionnelle leur 

permet d’interagir avec une molécule cible. Ils sont souvent considérés comme des « anticorps 

synthétiques ». Les aptamères sont isolés par une méthode d’évolution dirigée 

appelée « SELEX » permettant de sélectionner un oligonucléotide capable de se lier à la 

molécule-cible, parmi une banque comportant un grand nombre de séquences différentes. Les 

aptamères sont des molécules à haut potentiel qui peuvent être utilisés pour un large éventail 

d’application : détection et diagnostic, imagerie, purification, thérapie et théranostique.  

Les maladies neurodégénératives (MNs) restent à ce jour toujours principalement 

dépourvues de solutions thérapeutiques. Cette situation peut en partie être expliquée par le 

fait que la communauté scientifique peine à identifier avec certitude les causes à l’origine de 

ces pathologies. Cette thèse avait pour but de développer des sondes moléculaires spécifiques 

de plusieurs conformations de fibres d’α-syn. Les fibres d’α-syn sont retrouvées accumulées au 

sein d’agrégats dans le cerveau des patients pour plusieurs maladies neurodégénératives, qui 

sont regroupées sous le nom de « synucléinopathies ». Plusieurs équipes ont mis en évidence 

qu’en faisant varier les conditions d’assemblages des fibres d’α-syn, on pouvait obtenir 

différentes fibres avec des propriétés structurales et mécaniques distinctes. Des études ont 

montré que ces fibres déclenchaient des symptômes distincts lorsqu’elles étaient injectées 

dans le cerveau d’animaux. Ces résultats ont mené la communauté scientifique à formuler 

l’hypothèse selon laquelle l’existence des différentes synucléinopathies (MP, AMS, DCL) 

pourrait être expliqué par le fait que ces pathologies sont dues à des « souches » différentes 

de fibres. 

Cette thèse avait donc pour but de sélectionner plusieurs aptamères reconnaissant de 

manière spécifique plusieurs conformations de fibres d’α-syn. Une fois ces sondes mises au 

point, nous souhaitions aussi mettre en place des méthodes de détection simples des fibres 

d’α-syn, potentiellement utilisables par un grand nombre de laboratoire. Le choix des 

aptamères pour développer de telles sondes semble judicieux. En effet, les aptamères sont 

comme les anticorps des sondes à hautes affinités. De plus, l’usage des contre-sélections 

permettait d’orienter la spécificité lors des sélections afin d’obtenir des aptamères réalisant 

une discrimination élevée entre les différentes structures de fibres.  

Dans une première partie nous avons réalisé 10 tours de sélection pour deux SELEX 

nommés « R » et « 4F » visant à isoler des aptamères étant capables respectivement : de 

reconnaitre la conformation R de fibre d’α-syn, mais pas les conformations F, 65 et 91, ou de 

reconnaitre chacune des quatre conformations des fibres. Nous avons utilisé une méthode de 

séparation par filtration sur nitrocellulose. Cette méthode nous permettait de réaliser des 

contre-sélections en plus des sélections, et ainsi d’orienter la sélection de manière à isoler des 

aptamères avec des spécificités précises. Malheureusement nous avons mis en évidence plus 

tard au cours de ce travail de thèse que les fibres d’α-syn étaient très fortement retenues par 

interaction non-spécifique au plastique des tubes Eppendorf couramment utilisés au 

laboratoire par notre équipe. Puisque ces SELEX ont été réalisés sans utiliser des tubes à faible 

adsorption permettant d’éviter les problèmes de rétention de protéines, les sélections et 

contre-sélections ont été à priori gravement faussées. Nous avions été étonnés lors de l’analyse 

des données de séquençage, de ne pas trouver, de motifs communs entre les familles. Ceci 
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pourrait s’expliquer par le fait que les séquences sélectionnées lors de ces SELEX « faussés » 

soient majoritairement des séquences « parasites ». En effet, les résultats de criblage de 

l’affinité des aptamères pour les quatre fibres d’α-syn (cf. Figure 56), ont montrés que la 

majorité des séquences issues des SELEX « R » et « 4F » avaient une affinité pour les fibres d’α-

syn semblable à celle d’une séquence aléatoire.   

Dans une deuxième partie, nous avons eu l’idée de coupler l’usage du séquençage haut 

débit à une sélection branchée afin d’identifier au sein de la banque, des séquences ayant une 

affinité plus particulière pour une fibre par rapport aux autres. En effet, nous avions réalisé des 

tests pour mesurer l’affinité des 10 candidats issus des SELEX « R » et « 4F » pour les quatre 

fibres F, R, 65 et 91. Ces tests avaient montré que tous les candidats reconnaissaient les quatre 

conformations de fibres, mais que certains avaient une affinité à priori plus forte pour une fibre. 

L’usage de la sélection branchée est occasionnellement utilisé dans le monde des aptamères. 

Nous nous sommes plus particulièrement appuyé sur les travaux de Dupont et son équipe pour 

l’élaboration de cette sélection branchée (Dupont et al., 2015). L’avantage est que nous avons 

facilement pu mettre en œuvre cette idée. Premièrement, notre équipe avait développé le 

logiciel Patternity-seq, qui a été aménagé pour l’analyse des SELEX branchés. Deuxièmement, 

la réalisation des SELEX « F » et « 4F » nous a permis d’avoir à disposition des banques 

progressivement enrichies en séquences ayant à priori une affinité pour les fibres d’α-syn. Ainsi, 

la banque issue du tour n°7 du SELEX « R » a été divisée en plusieurs quantités égales, qui ont 

été soumises à un tour de sélection dans des conditions différentes : contre les différentes 

fibres avec ou sans compétiteurs 

Nous avons ensuite conçu entièrement de novo une méthode permettant d’identifier 

au sein de la banque les séquences reconnaissant spécifiquement une des fibres par rapport 

aux trois autres. Cette méthode nous permettait de trier les séquences de manière à identifier, 

pour chaque conformation de fibre celles : suffisamment enrichies pour que les résultats soient 

statistiquement fiables, s’enrichissant seulement pour la sélection d’une seule fibre et pas 

contre les autres, et s’enrichissant mieux dans la banque en présence de compétiteur qu’en 

absence de compétiteur. Nous avons ainsi obtenu pour chaque type de fibre une liste de 

séquences la reconnaissant à priori de manière spécifique et ce de manière statistiquement 

fiable. Pour choisir parmi ces séquences celles discriminant au mieux une conformation par 

rapport aux autres, nous avons classé celles-ci selon un ratio : appelé « Ratio des fréquences ». 

Ce ratio correspondait pour chaque séquence, au ratio de la fréquence de la séquence en 

présence de la conformation de fibre qu’elle reconnait (en présence l’ARNt), par rapport au 

produit des fréquences de cette séquence, lorsqu'elle est confrontée aux trois autres 

conformations de fibres (en présence d’ARNt). Ce ratio, bien que capable de détecter des 

candidats prometteurs, comportait néanmoins un biais :  il favorisait les séquences présentes 

à petites fréquences. Ainsi, prenons l’exemple de deux séquences présentes au départ dans la 

banque à respectivement 0.1% et 1% mais ayant le même comportement : leur fréquence 

doublant dans la banque lorsqu’elle sont sélectionnées contre la fibre F et diminuant de moitié 

lorsqu’elles sont sélectionnées contre les fibres R, 65 et 91. Le ratio pour la première séquence 

(présente à 0.1% dans la banque de départ) sera de : 0.2 / (0.05*0.05*0.05) = 1600, tandis que 

le ratio de la 2ème séquence (présente à 1% dans la banque de départ) sera de : 2/(0.5*0.5*0.5) 
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=16. La différence entre les deux ratios est d’un facteur 100, alors que les comportements des 

séquences sont les mêmes. Un ratio optimal devrait même au contraire favoriser les séquences 

ayant les pourcentages les plus élevés. En effet, les comportements de celles-ci sont 

statistiquement plus fiables. De plus, à augmentation égale dans la banque, il est plus facile 

pour une séquence d’augmenter de 0.1 à 0.2% que de 1 à 2% car la compétition se fait contre 

moins de séquence. Après réflexion, le « ratio des fréquences » le plus juste à utiliser aurait été 

de réaliser le ratio de la fréquence de la séquence en présence de la conformation de fibre 

qu’elle reconnait bien (en présence l’ARNt), par rapport à la somme des fréquences de cette 

séquence, lorsqu'elle est confrontée aux trois autres conformations de fibres (en présence 

d’ARNt). En effet, utiliser la somme et non le produit permet d’éviter de favoriser les séquences 

basse fréquence. Ainsi, lorsque l’on recalcule le ratio des deux séquences, on obtient 1.33 pour 

chacune, ce qui permet d’évaluer de la même manière les mêmes comportements.  

Les résultats de la méthode de sélection branchée multiple étaient malheureusement 

décevants. Parmi les quatre séquences sélectionnées (F124, R84, P65_10854 et P91_70), aucune 

n’avait les spécificités attendues, c’est-à-dire qu’aucune ne reconnaissait une des 

conformations de fibres mieux que les trois autres. Etant donné que nous avons utilisé lors des 

sélections branchées des tubes n’étant pas à faible adsorption, il est possible que la méthode 

de sélection ait été fortement compromise. Il faudrait donc pour pouvoir évaluer la pertinence 

de cette méthode, recommencer les sélections avec le matériel approprié et réaliser la même 

analyse des données de séquençage haut débit.  

De manière générale, la méthode combinant la sélection branchée et l’analyse des 

données de séquençage haut débit est prometteuse et pourrait-être utilisée pour identifier un 

aptamère ayant une forte spécificité pour une cible par rapport à une autre. Une autre 

utilisation de la méthode de sélection branchée multiple pourrait être la détection des 

séquences « parasites » dans un SELEX. En effet, il arrive fréquemment que certaines séquences 

s’enrichissent dans la banque d’oligonucléotides au cours d’une sélection mais sans avoir de 

réelle affinité pour la cible. Un des mécanismes expliquant l’existence de ces séquences 

parasites est le fait que ces séquences soient multipliées de manière bien plus efficace que les 

autres au moment de la PCR. Ainsi, lors des derniers tours de sélection d’un SELEX, réaliser en 

parallèle des amplifications PCR sans étape de sélection permettrait de détecter quelles 

séquences sont amplifiées du fait de la PCR et non de par leur affinité pour la cible. Une autre 

piste d’amélioration de la méthode de sélection branchée multiple serait la réalisation de 

chacune des branches en duplicat. Ceci permettrait d’améliorer la fiabilité de l’analyse des 

données de séquençage haut débit. Le calcul d’un enrichissement d’une séquence est en effet 

plus robuste lorsqu’il est mesuré à la même hauteur dans plusieurs expériences parallèles. 

Dans une troisième partie, nous avons essayé de déterminer précisément l’affinité des 

dix candidats issus des SELEX « 4F » et « R » et des quatre candidats des sélections branchées 

multiples. Néanmoins, nous avons été confrontés à des problèmes de reproductibilité majeurs. 

La recherche des causes de ce phénomène, nous a permis d’identifier un problème technique 

important : les fibres d’α-syn étaient fortement adsorbées sur la surface des tubes plastiques 

que nous utilisions couramment. Nous avons identifié que l’usage de tubes spécialement 

conçus pour éviter l’adsorption des molécules réduit considérablement ce phénomène. 
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Néanmoins, nous avons réalisé que le problème d’adsorption était déjà présent lors de nos 

sélections, puisque nous avions utilisé des tubes plastiques standards. Le bon fonctionnement 

du processus de sélection a donc pu être impacté. Nous avons donc décidé de recommencer 

de nouveaux les SELEX, avec des tubes à « faible adsorption » afin d’éviter tout biais potentiel. 

Ces premières parties nous ont néanmoins permis de prendre en main notre projet, de détecter 

ce problème technique d’adsorption et d’y apporter une solution. Les autres articles des 

équipes ayant développées des aptamères contre des fibres d’α-syn ne mentionnaient pas 

l’utilisation de ce type de tube. Peut-être que leurs sélections ont été aussi compromises. 

La quatrième partie de notre projet a consisté à mettre au point une nouvelle méthode 

de sélection sur colonne d’exclusion stérique (colonne Sp6) en vue de réaliser de nouvelles 

sélections. L’utilisation de colonnes Sp6 comme outil de séparation pour un SELEX a été 

rarement décrit (Yang et al., 2016), et cette méthode n’avait jamais été utilisée dans notre 

équipe. Il a donc été nécessaire de caractériser pleinement cette technique. Nous avons été 

étonnés de constater que les fibres et les monomères d’α-syn restaient à l’intérieur de la 

colonne Sp6. En effet, cette colonne d’exclusion stérique doit à priori laisser passer les 

molécules dont le poids moléculaire est supérieur à 6kDa. Nous avons formulé l’hypothèse que 

les fibres pourraient être retenues dans le gel du fait de leur longueur importante. Concernant 

les monomères, nous n’avons pas identifié d’explication certaine. Nous avons fait une série de 

vérification qui nous ont permis de vérifier qu’en présence du gel des colonnes Sp6, les fibres 

d’α-syn conservaient leur forme fibrillaire. Nous avons aussi vérifié que les protéines ne 

restaient pas liées au plastique des colonnes Sp6 par interaction non spécifique, comme sur le 

plastique des tubes Eppendorf. Néanmoins, rétrospectivement, deux points supplémentaires 

auraient mérité d’être aussi vérifiés. Tout d’abord, nous avons vérifié que deux lavages ne 

décrochaient pas de manière trop importante les fibres et monomères de la colonne. Mais 

nous avons réalisé jusqu’à 7 lavages de la colonne Sp6 pour l’étape de sélection à certains 

tours des SELEX. Il aurait fallu vérifier que les protéines « supportaient » bien 7 lavages sans se 

décrocher des colonnes de manière trop importante. De plus, il aurait été intéressant de vérifier 

que les fibres conservent bien leur forme fibrillaire sans se dépolymériser lors de l’étape de 

centrifugation dans les colonnes Sp6. Nous aurions pu récupérer le gel des colonnes Sp6 après 

centrifugation et avec la ThT vérifier si les fibres sont bien toujours présentes sous forme 

fibrillaire.  

Nous avons réalisé deux SELEX appelés SELEX « F » et SELEX « F-spécifique » en 

parallèle en utilisant la méthode de séparation par colonne Sp6. Pour ces deux SELEX, nous 

avons systématiquement quantifié les différentes fractions issues des contre-sélections et des 

sélections, ce qui nous a permis de suivre au mieux l’évolution de ceux-ci. En effet, au cours 

d’un SELEX, lorsque la pression de sélection reste constante entre plusieurs tours, le fait que la 

quantité d’ARN2’F-Py retenue à l’issue d’un tour augmente au fur et à mesure des tours de 

sélection, est un signe que la banque s’enrichit en séquences répondant à la sélection. Nous 

n’avons cependant pas vu durant ces SELEX d’augmentation de matériel retenu entre deux 

tours de pression de sélection constante. Nous n’avions donc pas d’indicateurs permettant de 

signaler que les banques s’enrichissaient en séquences répondant à la sélection. Il est 

dommage que l’arrêt des sélections après 15 tours de SELEX n’ait pas été un choix motivé par 
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des observations. Nous avions en effet décidé d’arrêter la sélection pour voir si un 

enrichissement des banques en certaines séquences était observable, et dans le cas contraire 

nous aurions pu continuer à faire plus de tour de SELEX. 

L’analyse des données de séquençage haut débit des banques des SELEX « F » et « F-

spécifique » ont montré que les banques étaient très fortement enrichies au tours 15. Ceci était 

étonnant car les observations ne suggéraient pas que les banques se soient enrichies en 

séquences répondant bien à la sélection, c’est-à-dire en aptamères se liant aux fibres F d’α-syn 

avec une bonne affinité. Il nous a paru donc probable que parmi les séquences les plus 

enrichies de la banque se trouve en réalité beaucoup de séquences « parasites » n’étant pas 

capables de se lier aux fibres d’α-syn avec une bonne affinité. Néanmoins, il était tout à fait 

possible que des séquences avec une bonne affinité pour les fibres d’α-syn se soient également 

enrichies lors des sélections. Les résultats de criblage (cf. Figure 56) ont effectivement montré 

que les séquences majoritaires des familles de séquences s’étant enrichies lors des SELEX (N0, 

N1 et N2) n’ont pas d’affinité significativement plus élevée pour les fibres F par rapport aux 

séquences aléatoires. Des séquences ayant une affinité significative ont été aussi amplifiées 

lors des SELEX (N3, N30, N124), mais elles étaient présentes à des pourcentages plus faibles 

dans les banques. Ces observations montrent que l’utilisation du séquençage haut-débit est 

particulièrement pertinent pour l’analyse des SELEX : cela permet d’identifier des séquences à 

haut potentiel que le séquençage « classique » de type « Sanger » d’une centaine de clones 

n’aurait pas permis de détecter.  

La cinquième partie de notre projet a consisté à tester l’affinité des candidats pour les 

différentes fibres d’α-syn (F, R, 65 et 91). Nous avons réalisé une première étape de criblage 

par filtration sur nitrocellulose qui nous a permis d’avoir une première approche globale des 

affinités et des spécificités de nos candidats. Cette étape a été précédée de mises au point 

concernant les compétiteurs et les détergents. Le compétiteur ayant été finalement retenu est 

l’ADNss en proportion 5-1 par rapport aux oligonucléotides. Cette concentration en 

compétiteur est très faible par rapport aux concentrations classiquement utilisées pour les 

compétiteurs (généralement aux alentours de 100 µg/ml). Ceci est dû au fait que l’ajout de 

compétiteur diminue très fortement la fixation des aptamères sur les fibres d’α-syn. Ce 

phénomène est très étonnant et suggère que la liaison des aptamères aux fibres d’α-syn ait 

deux composantes : une composante « spécifique », et une autre, très importante, de type 

« non-spécifique » pour laquelle les compétiteurs peuvent entrer en compétition. Une autre 

explication pourrait être que la présence de compétiteurs ait une influence sur la structure de 

la fibre, en altérant celle-ci. La liaison des aptamères serait donc compromise puisque les sites 

de liaison ont disparu. L’ajout de détergent dans un mélange afin de réduire les interactions 

non-spécifiques avec les surfaces est une procédure courante. Néanmoins, nous avons choisi 

une concentration en détergent assez élevée de 0.1%, généralement le détergent est utilisé en 

concentration de 0.01 à 0.05%. De plus, l’igepal se trouvait à la concentration de 1.7 mM dans 

le mélange, c’est-à-dire bien au-dessus de sa CMC (concentration micellaire critique), ce qui 

n’est pas recommandé puisque des micelles sont alors présentes dans le mélange. Les tests 

d’affinité sur nitrocellulose et les western blot réalisés montrent néanmoins que la présence de 

l’igepal à 0.1% dans le mélange ne semble pas perturber l’interaction entre les aptamères et 
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les fibres. Cependant, l’inconvénient majeur de l’ajout d’igepal dans le mélange est le fait que 

cela rende difficile la mesure précise de l’affinité des aptamères pour les monomères d’α-syn. 

En effet, 80% des monomères ne sont pas retenus sur la membrane nitrocellulose lors de la 

filtration, ce qui peut impacter fortement les mesures d’affinité des aptamères. Il était donc 

indispensable de mesurer l’affinité des aptamères pour les monomères d’α-syn par une autre 

méthode de mesure que la filtration sur nitrocellulose. 

L’étape du criblage a été réalisée pour les candidats issus des SELEX « F » et « F-

spécifique », et également pour ceux des SELEX « 4F » et « R » ainsi que pour ceux issus des 

sélections branchées multiples. Nous avons pu observer un premier résultat majeur : certaines 

fibres retiennent en moyenne de plus grande quantité d’oligonucléotide que les autres. A 

quelques exceptions près les oligonucléotides sont retenus sur la nitrocellulose de manière 

croissante suivant cet ordre : la fibre 91 (moins de rétention), la fibre F, la fibre 65 et enfin la 

fibre R. Cette observation est très étonnante puisqu’elle concerne à la fois les séquences qui se 

révèleront être des aptamères reconnaissant les fibres F et des séquences aléatoires (Scr1-G, 

Scr2-G) qui, elles, n’ont pas été sélectionnées. Cette observation montre que les quatre 

conformations de fibre présentent des surfaces différentes bien qu’elles soient composées de 

répétions de la même protéine. Il est cependant dommage que les sélections réalisées n’aient 

pas pu s’affranchir de cet ordre. Nous pouvons donc ici constater, que nous retrouvons les 

conclusions réalisées par Rahimi dans ses travaux visant à sélectionner des aptamères contre 

des fibres amyloïdes : les oligonucléotides semblent avoir une forte affinité intrinsèque pour 

les fibres amyloïdes (Rahimi et al., 2009). Rahimi affirmait qu’il n’était donc pas possible 

d’obtenir des aptamères contre des fibres amyloïdes, puisque les séquences ne pouvaient avoir 

une vraie spécificité (Rahimi, 2018). Nos résultats semblent pourtant montrer qu’il est au 

contraire bien possible d’obtenir des aptamères spécifiques.  

Nous avons pu observer que certains candidats restent liés aux fibres d’α-syn F en 

quantité bien plus importante que les séquences aléatoires. Les candidats ayant les ratios les 

plus élevés (N3-G, N30-G, N124-G par exemple) étaient issus des SELEX « F » et « F spécifique 

», ce qui semble logique. Néanmoins, certains candidats venant des SELEX « 4F » et des 

sélections branchées multiples semblent également prometteurs, ce qui parait plus compliqué 

à comprendre étant donné qu’ils sont issus de processus de sélection ne les dirigeant pas vers 

une affinité pour cette fibre. 

Les résultats d’affinités des candidats aptamères sont-ils corrélés à leur comportement 

dans la banque lors des sélections ?  

 Concernant les anciens candidats (issus des SELEX « 4F », « R » et de la sélection 

branchée multiple) nous ne nous attendions pas à avoir des résultats d’affinité corrélés 

à leur évolution dans les banques au cours des sélections (cf. Figure 33), à cause des 

problèmes d’adsorption non-spécifique des fibres d’α-syn sur la paroi des tubes 

plastiques utilisés. Nous pouvons en effet constater que : 

o Les candidats issus du SELEX R ne reconnaissent pas particulièrement la fibre R. 

o Les candidats issus du SELEX « 4F » ne reconnaissent pas de manière comparable 

les quatre types de fibres. 
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o Concernant les candidats issus des sélections branchées multiples, nous 

n’obtenons pas non plus les résultats espérés :  le candidat R84-G ne reconnait 

pas spécifiquement la fibre R, le P65_10854-G ne reconnait pas spécifiquement la 

fibre 65, ni le candidat P91_70-G la fibre 91. Le F124-G lui semble à priori 

légèrement mieux reconnaitre la fibre F que les autres (ratio par rapport au scr1-

G de 2 pour la fibre F, contre des ratios de 1.5 pour les fibres R et 65 et 2 pour la 

fibre 91), mais ce résultat semble plutôt fortuit au vu des autres observations. 

Sachant que les sélections ont visiblement mal fonctionné, il est étonnant d’obtenir 

cependant des candidats se liant significativement mieux que le Scr1-G à certaines 

fibres. Ainsi, le 4F03-G, le F124-G et le P65-10854-G reconnaissent 2.5 fois mieux la 

fibre F que le Scr1-G. Ces affinités sont-elles dues au hasard ? Ceci voudrait dire que 

certains oligonucléotides pourraient avoir naturellement une affinité plus forte pour 

des fibres d’α-syn que d’autres.  

 

 Concernant les candidats issus des SELEX « F » et « F-spécifique », trois groupes de 

séquences avaient été choisis, selon des objectifs différents (cf. Tableau 10 dans 

Résultats, partie II.B.4) ci-dessus).  

o Les candidats N0 à N20 avaient été choisis pour leur forte abondance au dernier 

tour et leur enrichissement élevé dans l’un ou l’autre des SELEX.  

• Les candidats N0-G, N1-G et N2-G ont des affinités pour les quatre types de 

cible ne différant pas du scr2-G. Sachant que ces séquences s’étaient très bien 

enrichies au cours des deux SELEX, on peut donc conclure qu’elles sont en 

réalité des « séquences parasites ». Ceci peut se comprendre de manière 

logique, puisque les observations ne suggéraient pas que la banques se soient 

enrichies en séquences répondant bien à la sélection, c’est-à-dire en 

aptamères se liant aux fibres F d’α-syn avec une bonne affinité. Il nous a donc 

paru probable que parmi les séquences les plus enrichies de la banque se 

trouve en réalité beaucoup de séquences « parasites » n’étant pas capables 

de se lier aux fibres d’α-syn avec une bonne affinité. Nous pourrions vérifier 

cette hypothèse en réalisant de tests PCR pour vérifier si ces séquences 

s’amplifient mieux que les autres. 

• La séquence N3-G semble a priori reconnaitre deux fois mieux la fibre F que 

la R. On peut remarquer que son facteur d’enrichissement dans le SELEX « F » 

est plus important que celui dans le SELEX « F-spécifique », les résultats de 

séquençage haut débit prédisaient donc plutôt une séquence ne distinguant 

pas les fibres F des fibres R.  

• Les candidats N4-G, N5-G, N15-G, et N20-G reconnaissent les fibres F en 

moyenne 1.5 fois mieux que le Scr2-G, ce qui est assez faible. 

o Les candidats N37, N62 et N164 ayant été choisi pour le bon enrichissement dans 

le SELEX « F-spécifique » mais pas dans le SELEX « F », on attendait donc des 

séquences reconnaissant la Fibre F mais pas la R.  
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• Les séquences N37-G et N164-G n’ont pas d’affinité différente par rapport au 

Scr2-G, on peut donc penser que ce sont des « séquences parasites ».  

• Le N62-G, lui, a une affinité légère pour les fibres F et R.  

• Puisque les résultats ne sont pas ceux attendus, on peut penser que les 

contre-sélections contre la fibre R ont été en fait une pression de sélection 

trop forte qui ont favorisé l’émergence de séquences parasites.  

o Les candidats N30, N73 et N124 ont été choisis sur la base d’un enrichissement 

élevé dans le SELEX « F » mais pas dans le SELEX « F-spécifique ». Nous nous 

attendions donc à des séquences reconnaissant la fibre F mais pas de manière 

spécifique.  

• La séquence N73-G n’a pas d’affinité différente par rapport au Scr2-G, on peut 

donc penser qu’elle est une « séquence parasite ».  

• Pour les N30-G et N124-G, nous avons pu observer que ces candidats avaient 

une affinité pour les fibres F de 3.5 fois supérieur par rapport au Scr2-G. Leurs 

affinités pour les fibres R sont entre 1.5 et 2 fois supérieur par rapport au Scr2-

G.  

Les résultats de séquençage haut débit du N3-G, N30-G et N124-G, suggèrent que le 

point commun des séquences ayant une bonne affinité pour F est d’être bien amplifiées dans 

le SELEX F, mais pas dans le « F-spécifique ». Ceci pourrait s’expliquer par le fait que le SELEX 

« F-spécifique » a été conçu ayant une pression de sélection trop importante et amplifiant 

beaucoup de séquences parasites. Ecarter du choix des séquences celles s’étant amplifiées 

dans le SELEX « F-spécifique » permettrait d’éviter la sélection de séquences parasites. 

Ainsi, réaliser une sélection pour isoler des séquences reconnaissant spécifiquement les 

fibres F par rapport aux fibres R est délicat. Un SELEX comme le SELEX « F-spécifique », où des 

contre-sélections contre la fibre R sont rajoutées dès le tour n°2, constituent en fait une 

pression de sélection trop forte car les fibres F et R se ressemblent beaucoup. Peut-être aurait-

il fallu ajouter les contre-sélections plus tard dans le SELEX ? Cela aurait peut-être évité que les 

séquences les plus enrichies soient en réalité des séquences « parasites ». Cela aurait aussi 

rendu possible la détection au séquençage haut débit des séquences diminuant au sein de la 

banque au moment de l’ajout des contre-sélections, et donc non-spécifiques. Il aurait été 

également possible de détecter les séquences dont l‘enrichissement au sein de la banque 

s’accroit plus fortement lors de l’ajout des contre-sélections, suggérant que ces séquences 

distinguent les fibres F des fibres R. Une autre possibilité toujours envisageable serait de 

réaliser une sélection branchée multiple, sur le modèle de celle précédemment réalisée, à partir 

d’un tour intermédiaire du SELEX « F ». Selon la même méthode utilisée, il pourrait être possible 

d’identifier des séquences ayant un comportement « spécifique » et donc capable de 

distinguer les fibres F des fibres R.  

Ces résultats de mesure d’affinité confirment aussi que la présence des « motifs » n’est 

pas corrélée avec les préférences d’affinité des séquences. Ainsi, le motif n°1 est partagé par le 

candidat N0 qui est à priori une séquence « parasite », et par les candidats N3 et N30 qui sont 

au contraire des aptamères reconnaissant la fibre F avec une bonne affinité. La séquence N124 

a le motif n°2 dans sa séquence. Les résultats des expériences de compétition suggéraient que 
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les aptamères N3, N30 et N124 avaient des sites de liaison comparables. Les motifs ne sont 

donc pas liés non plus à des sites de liaison différents.  

Dans une sixième partie, nous avons réalisé pour les aptamères les plus intéressants 

des mesures d’affinité par gamme, par filtration sur nitrocellulose. Ceci nous a permis de 

mesurer les Kd et Bmax des aptamères pour les monomères et les différentes fibres d’α-syn ainsi 

que pour d’autres fibres amyloïdes. Nous avons également réalisé ces mesures pour des 

aptamères issus de la littérature ayant été sélectionnés pour des fibres d’α-syn. Dans une 

septième partie, ces mesures d’affinités ont été complétées pour quelques candidats par des 

mesures d’affinité par thermophorèse à micro-échelle et par filtration sur colonne Sp6. Nous 

avons aussi réalisé des tests de compétition entre certains aptamères afin de mieux 

comprendre les localisations des sites de liaison.  

Les mesures d’affinités ont permis de montrer que certains candidats avaient bien une 

affinité de type « spécifique » pour certaines fibres : la quantité d’oligonucléotide liée à la cible 

augmente en fonction de la concentration en candidat de manière hyperbolique et montre une 

saturation. D’autres candidats, eux, se différenciaient trop peu de la séquence aléatoire 

associée pour être considérés comme des aptamères se liant à leur cible de manière spécifique. 

Cependant, sachant que nous avons choisi, durant ces expériences, de garder constante la 

proportion de compétiteur (ADNss) par rapport à la quantité d’oligonucléotide, peut-être la 

saturation des courbes est-elle « artificielle ». Il faudrait réaliser des tests d’affinités avec des 

gammes d’oligonucléotides où la concentration en compétiteur reste constante.  

Nous avons aussi pu observer un phénomène intéressant au niveau des séquences 

aléatoires : pour chaque test d’affinité contre les fibres d’α-syn, on peut observer en moyenne 

que les quantités de Scr1-G et de Scr2-G retenues sont presque similaires à chaque expérience, 

tandis que celle du Scr_ADN est trois fois plus basse en moyenne. Ceci suggère que les 

oligonucléotides ARN2’F-Py ont en moyenne une affinité non-spécifique pour les fibres d’α-

syn trois fois plus forte que les oligonucléotides ADN. Nous retrouvons dans ces résultats de 

nouveau les conclusions réalisées par Rahimi dans ces travaux visant à sélectionner des 

aptamères contre des fibres amyloïdes : les oligonucléotides semblent avoir une forte affinité 

intrinsèque pour les fibres amyloïdes. Nous pouvons même ajouter une observation 

supplémentaire : les oligonucléotides ont une affinité intrinsèque pour les fibres d’α-syn, qui 

varie en fonction de leur chimie.  

Ces expériences nous ont également permis de comparer pour les aptamères issus de 

la littérature, nos mesures d’affinités réalisées pour les fibres amyloïdes avec celles décrites 

dans les travaux publiés. Ces comparaisons doivent néanmoins être pondérées par deux 

différences importantes au niveau des conditions dans lesquels les aptamères ont été 

sélectionnés et caractérisés dans les travaux issus de la littérature, et les conditions dans 

lesquelles nous les avons testés dans ce travail. Tout d’abord, les aptamères n’ont pas été testés 

dans le tampon dans lequel ils ont été sélectionnés et caractérisés. De plus, les fibres contre 

lesquelles ils ont été sélectionnés et caractérisés peuvent avoir une conformation différente 

des nôtres, car elles ont été produites avec des protocoles différents.  
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o L’équipe ayant sélectionné le T-SO508, l’avait décrit comme se liant aux oligomères d’α-

syn, mais pas aux monomères ni aux fibres (Tsukakoshi et al., 2012). Les données 

faisaient aussi état d’une réactivité secondaire pour les oligomères d’Aβ. Nous avons 

montré ici que le T-SO508 se liait à chacune des fibres amyloïdes testées, mais avec des 

affinités différentes (ie. kd et Bmax différents). Nos mesures montrent aussi que le T-

SO508 se lie aussi aux monomères d’α-syn. Le T-SO508, semble donc n’avoir aucune 

spécificité pour une protéine ou une conformation en particulier. Un aptamère étant 

censé avoir une affinité spécifique, on peut discuter de la qualification d’aptamère du 

T-SO508.  

o Les F5R1 et F5R2 ont été décrit comme se liant aux fibres d’α-syn, et le F5R1 plus 

particulièrement se liant aux monomères d’α-syn (Zheng et al., 2018; Ren et al., 2019). 

Nos travaux ont montré qu’en effet le F5R1 se liait aux fibres et aux monomères d’α-

syn, tandis que le F5R2 n’avait pas d’affinité pour les monomères d’α-syn. Néanmoins, 

nous n’avons mesuré aucune affinité du F5R2 pour les fibres d’α-syn, contrairement aux 

résultats publiés.  

o L’aptamère Tau3146 a été sélectionné contre l’isoforme Tau 441 monomérique (Lisi et 

al., 2018). Des mesures avaient montré que cet aptamère était capable de se lier aux 

isoformes Tau 441, Tau 381, Tau 352 et Tau 383 avec des kd de l’ordre du nanomolaire. 

Nos travaux nous permettent d’ajouter que cet aptamère a une affinité très spécifique 

puisqu’il n’a pas d’affinité pour les fibres Tau3R, ni pour d’autre fibres amyloïdes ou 

même pour les monomères d’α-syn.   

o L’aptamère M5-15 avait été décrit comme se liant aux monomères et aux oligomères 

d’α-syn (Tsukakoshi et al., 2010). Nos résultats, eux, montrent que cet aptamère n’a pas 

d’affinité pour les fibres d’α-syn.  

Les mesures d’affinité réalisées nous ont également permis de mettre en lumière que 

l’aptamère N30-G remplissait les objectifs que nous nous étions fixés pour notre SELEX : il est 

capable de reconnaitre la fibre F avec une affinité inférieure à 10 nM, il la distingue de la fibre 

R pour laquelle il n’a pas d’affinité. Nous avons aussi mis en évidence, avec trois méthodes de 

mesures différentes, que cet aptamère reconnaissait avec une affinité au moins 10 fois plus 

faible les monomères d’α-syn sous forme native (non fibrillaire). Le N30-G ne reconnait pas 

non plus la fibre amyloïde-β.  

Cependant, nous avons observé que le N30-G a une forte fixation pour les fibres Tau3R.  

Le N124-G et le F124-G partagent aussi cette affinité, qui, étonnamment, semble être de type 

« non-spécifique », sans que l’on puisse calculer un kd précis. Cette affinité est à la fois bien 

plus forte que celle d’une séquence aléatoire mais aussi linéaire et non saturable comme celle 

d’une liaison de type non-spécifique. Ces résultats suggèrent que les oligonucléotides 

pourraient avoir différents « niveaux » d’affinité non-spécifique.   

Rahimi affirmait en conclusion de ces travaux que les oligonucléotides avaient une 

affinité intrinsèque pour les fibres amyloïdes, et donc qu’en conséquent il était impossible de 

sélectionner un aptamère reconnaissant de manière spécifique une fibre amyloïde. Le N30-G 



197 
 

développé dans notre travail montre qu’en réalité obtenir un aptamère reconnaissant de 

manière spécifique une fibre amyloïde est possible. Il est cependant nécessaire pour arriver à 

ce résultat de faire la distinction entre les liaisons de type spécifique et non-spécifique. En effet, 

les résultats de criblage suggèrent que l’aptamère N30-G a bien une affinité pour les quatre 

conformations de fibres d’α-syn. C’est la comparaison du N30-G à une séquence aléatoire qui 

a mis en évidence que celui-ci se liait de manière plus importante que d’autres à la fibre F. C’est 

aussi la mesure précise de l’affinité (Kd et Bmax) qui a permis de mettre en évidence qu’il n’y a 

que sur la fibre F que le N30-G se lie de manière spécifique.  

Récemment, des avancées réalisées dans le domaine de la cryo-microscopie 

électronique ont permis d’obtenir les premières structures précises de fibres amyloïdes. La 

plupart des structures ont été obtenues à partir de fibres produites in vitro, mais certaines 

viennent de fibres provenant d’échantillon de patient. Ces fibres peuvent présenter des 

structures très diverses mais ont pour point commun d’être constituées d’une répétition de 

protéines empilées et repliées selon une même structure riche en feuillet-β. Les acides 
hydrophobes sont généralement positionnés à l’intérieur des structures, tandis que ceux 

hydrophiles (polaires, chargés etc.) sont présents à la surface des amyloïdes et donc accessibles 

aux ligands. Ainsi, en analysant les structures de fibres amyloïdes disponibles dans les bases 

de données (PDB), il est possible de déterminer quels acides aminés sont exposés dans chacune 

des structures, et plus encore quelles paires d’acide aminés présentes à la surface forment un 

site de liaison potentiel. La comparaison des sites de liaisons potentiels présents à la surface 

des fibres montre que, étonnamment, ceux-ci sont extrêmement similaires d’une fibre à l’autre.  

Ainsi par exemple, le site de liaison formé de l’association d’une lysine et d’une valine (séparés 

tous les deux par un acide aminé) est présent dans des fibres de Tau, d’amyloïde-β et d’α-syn. 

Il est donc possible d’expliquer le fait que certains aptamères ne soient pas spécifiques d’une 

seule fibre amyloïde par le fait que les oligonucléotides reconnaissent à la surface des fibres 

des sites de liaison extrêmement partagés.  

Il serait très intéressant de déterminer le site d’accroche précis des aptamères. Les 

expériences de compétition suggèrent que les aptamères partagent les mêmes sites de liaison 

sur la fibre, mais que certains ont une liaison plus forte que d’autres et sont donc plus à même 

d’occuper les sites de liaison. Les Bmax faibles des aptamères conduisaient à penser que les 

aptamères ne se liaient pas sur chaque monomère d’α-syn composant la fibre, mais sur un 

monomère sur 125. Ce résultat permettait d’expliquer les mesures de kd différentes observées 

entre les méthodes de mesures par filtration et par thermophorèse à micro-échelle. Il est 

néanmoins difficile d’élaborer une explication pour cette observation.  

Une piste de réflexion que nous avons envisagée est la grande taille des aptamères : le 

N30-G et le N124-G font ainsi 105 bases et le F124-G 120 bases (dont 24 à chaque fois 

impliqués dans une hybridation avec le SpG-LNA). Il est donc possible que les aptamères aient 

un site de liaison sur la fibre de grande taille et qu’un encombrement stérique empêche les 

autres aptamères de se lier à proximité. Afin d’avoir un ordre de grandeur de la taille du site 

de liaison d’un de nos aptamères sur une fibre d’α-syn, nous avons à l’aide du logiciel Pymol 

positionné deux aptamères à proximité d’une fibre F (cf. Figure 66). Ces deux aptamères de 

chimie ARN, sont de 41 (aptamère du GTP) et 91 bases (aptamère « Spinach »). Nous les avons 
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Enfin, analysées ensemble, certaines observations prêtent à réfléchir :  

o Tout d’abord, de manière étonnante, les séquences aléatoires ne paraissent pas se lier 

aux fibres F selon des liaisons de type « non-spécifiques » comme attendu. En effet, les 

quantités de séquences aléatoires liées aux fibres F ne varient pas de manière linéaire 

et non saturable en fonction de la concentration en oligonucléotide croissante (cf. 

Introduction, Figure 20). Les séquences aléatoires se lient aux monomères et aux fibres 

d’α-syn au contraire plutôt comme si des liaisons de type « spécifique » étaient en jeu 

: les quantités de séquences aléatoires liées aux fibres augmentent de manière 

hyperbolique en fonction de la concentration en oligonucléotide croissante et 

présentent une saturation. Ceci suggère que les oligonucléotides ont une affinité de 

type spécifique pour les fibres d’α-syn.  

o Certains candidats aptamères (comme le R01) ont une affinité pour les fibres d’α-syn 

inférieure aux séquences aléatoires. Ceci est étonnant car en théorie l’accroche non-

spécifique devrait être identique d’un oligonucléotide à l’autre s’ils ont la même taille 

et même chimie.  

o Nous pouvons aussi remarquer qu’il y a au maximum une différence d’un facteur 4 ou 

5 entre les quantités d’aptamères liées aux protéines et les quantités de séquences 

aléatoires de la même chimie liées aux protéines. Ceci est assez étonnant car ce rapport 

est plus élevé généralement pour les aptamères. 

o Les résultats de compétition pour les fibres F et R suggéraient que les aptamères et les 

séquences aléatoires avaient le même site de liaison, mais que les aptamères avaient 

des affinités les plus fortes.  

o La liaison des aptamères aux fibres est fortement diminuée en présence de compétiteur. 

Ces différentes observations me poussent à formuler une hypothèse : les 

oligonucléotides (séquences aléatoires et aptamères) reconnaissent un site de liaison présent 

sur toutes les fibres amyloïdes (ce qui expliquerait les affinités secondaires observées). Ces 

liaisons sont donc de type « spécifiques » (ce qui expliquerait que les quantités de séquences 

aléatoires liées à la cible saturent lors des expériences de gamme).  L’intensité de cette « affinité 

intrinsèque » est en partie déterminée par leur chimie (ce qui expliquerait les différences 

observées entre les séquences aléatoires ARN2’F-Py et ADN). Les séquences des aptamères 

influent aussi sur la liaison aux fibres en leur donnant une structure stabilisant ou déstabilisant 

leur liaison aux sites (ce qui expliquerait que certaines séquences se lient moins que les 

séquences aléatoires à la cible comme le R01, tandis que d’autres comme le N30-G sont des 

aptamères de forte affinités).   

Finalement, une piste de réflexion pour la recherche d’aptamères « spécifiques » serait 

l’utilisation de la sélection branchée multiple, telle que nous l’avons utilisée dans ce travail de 

thèse. Certes, les résultats dans notre projet de cette stratégie de recherche ont été décevants, 

mais cet échec est probablement principalement dû à la non-utilisation des tubes à faible 

adsorption. Cette stratégie me semble donc faisable et très prometteuse. 
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Les maladies neurodégénératives (MNs) sont un groupe de maladie caractérisées par 

une lente dégénérescence des cellules du cerveau. Ce sont des maladies très invalidantes, 

entrainant une perte d’autonomie progressive des malades. Les maladies neurodégénératives 

sont pour la plupart liées à l’âge. De par l’augmentation de la durée de vie, le nombre de 

patients augmente actuellement de manière forte, et les conséquences sociaux-économiques 

des MNs sont donc appelées à être de plus en plus importantes. Les MNs restent 

malheureusement à ce jour toujours principalement dépourvues de solutions thérapeutiques. 

Cette situation peut en partie être expliquée par le fait que la communauté scientifique peine 

à identifier avec certitude les causes à l’origine de ces pathologies. Un second frein majeur est 

que les MNs aux stades précoces présentent souvent des symptômes similaires, et un 

diagnostic précis ne peut généralement être posé qu’aux stades les plus avancés de la maladie.  

Cette thèse avait pour but d’aider la communauté scientifique à mieux comprendre et 

mieux diagnostiquer les MNs. L’objectif de mon travail était de développer des sondes 

moléculaires, appelées aptamères, spécifiques de plusieurs conformations de fibres d’α-syn. En 

effet, les fibres d’α-synucléine sont retrouvées accumulées au sein d’agrégats dans le cerveau 

des patients pour plusieurs maladies neurodégénératives, qui sont regroupées sous le nom de 

« synucléinopathies ». Parmi elles on retrouve notamment la maladie de Parkinson (MP), 

l’atrophie multi-systématisée (AMS) ou la démence à corps de Lewy (DCL). Ces aptamères 

spécifiques des conformations de fibres d’α-syn permettrait d’étudier l’hypothèse selon 

laquelle l’existence des différentes synucléinopathies (MP, AMS, DCL) pourrait être expliqué 

par le fait que ces pathologies sont dues à des conformations différentes de fibres. 

En utilisant la technique du SELEX, nous avons réussi à isoler plusieurs aptamères. Le 

plus prometteur, l’aptamère N30-G, de chimie ARN2’F-Py est capable de reconnaitre une 

conformation de fibre d’α-syn nommée « F » avec une affinité entre 5 et 10 nM, et est 

également capable de la distinguer d’autre fibres d’α-syn qu’il ne reconnait pas. Nous avons 

aussi mis en évidence, avec trois méthodes de mesures différentes, que cet aptamère 

reconnaissait avec une affinité au moins 10 fois plus faible la protéine α-syn sous forme native 

(non fibrillaire). Nous avons aussi montré que cet aptamère ne reconnaissait pas non plus la 

fibre amyloïde-β. Il avait cependant une affinité pour les fibres Tau1N3R, mais étonnamment 
de type « non-spécifique », sans que l’on puisse calculer un kd précis.  

Notre travail a aussi contribué à caractériser des aptamères ADN issus de SELEX réalisés 

précédemment par d’autres équipes. Nous avons mis ainsi en évidence que les aptamères T-

SO508 et F5R1 de chimie ADN se liaient à plusieurs fibres amyloïdes différentes avec des 

affinités variables. Les aptamères M5-15 et F5R2, également de chimie ADN, n’étaient pas non 

plus capables de se lier aux fibres d’α-syn.  

Nos tests de compétition entre les aptamères ont montré que ceux-ci partageaient les 

mêmes sites de liaisons sur les fibres, mais que certains aptamères avait une affinité supérieure 

aux autres. La petitesse des Bmax calculés suggérait que les aptamères se liaient au maximum à 

un monomère sur 125 sur les fibres. D’autres études comme des essais de microscopie 

électroniques pour identifier et comprendre les sites d’interactions des aptamères sur les fibres 

pourraient être judicieux. 
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L’objectif de notre thèse était de pouvoir donner à la communauté scientifique des 

outils de détection de fibres d’α-syn faciles à utiliser et pouvant être utilisables dans un grand 

nombre de laboratoires. Nous avons réalisé un premier essai de détection des fibres à l’aide 

de colonne d’exclusion stérique qui ont mis en évidence que l’aptamère N30-G était bien 

capable de détecter significativement des fibres F d’α-syn. Bien qu’il n’ait pas été démontré 

pour l’instant que cette conformation de fibre d’α-syn soit présente chez les patients atteints 

de synucléinopathies, la fibre « F » est utilisée comme modèle pour des études de propagation 

chez l’animal. La mise au point de méthodes de détection de la conformation F de fibre pourrait 

donc être utile pour ces études. Ceci constituerait aussi une preuve de principe que la détection 

de conformations précises de fibre amyloïde est possible dans des échantillons de patient. On 

peut envisager le développement de tests ELISA, en testant si l’anticorps 5G4 pourrait être 

utilisé en « sandwich » avec l’aptamère N30-G. Des tests dérivés de la qPCR exploitant la 

capacité des oligonucléotides à être amplifiés par PCR pourraient être aussi mis au point. Des 

modifications de l’aptamère peuvent donc être à envisager, en effet l’aptamère doit être 

capable de résister aux nucléases présentes dans les échantillons biologiques. 

Ce travail a montré que les SELEX « classiques » contre une fibre de type « amyloïde » 

(fibre contenant des feuillets β-amyloïdes, comme les fibres Tau, Aβ, α-syn etc.) amplifient des 

aptamères ayant des affinités secondaires pour d’autres fibres amyloïdes. L’étape de criblage 

nous a permis d’identifier parmi les aptamères ceux qui ont une spécificité plus élevée et ceux 

qui ont une affinité secondaire moindre pour les autres fibres amyloïdes. Néanmoins, il pourrait 

être judicieux d’utiliser la technique de la sélection branchée multiple pour essayer d’identifier 

à l’aide du séquençage haut débit les séquences présentant une affinité spécifique pour une 

fibre amyloïde précise et pas d’affinité secondaire pour les autres types de fibres. Nous 

pourrions envisager de réaliser la sélection branchée multiple sur un tour intermédiaire du 

SELEX « F », selon la même méthode utilisée à partir du SELEX « R » dans ce travail : diviser la 

banque et réaliser des sélections parallèles contre différentes protéines ou fibres amyloïdes, 

puis déterminer en analysant les données de séquençage haut débit les séquences ayant une 

bonne affinité pour la fibre F mais pas pour les autres fibres amyloïdes (comme la fibre Tau). 

Un avantage est que nous avons déterminé l’affinité de différentes séquences (les candidats 

« N ») pour différentes fibres amyloïdes, ainsi nous pourrons avoir une première approche de 

la corrélation entre les résultats de séquençage haut débit et les affinités réelles des séquences.  

Une autre méthode envisageable pour sélectionner de manière plus générale des aptamères 

contre des fibres amyloïdes retrouvées dans des MNs, serait de réaliser plusieurs tours d’un 

nouveau SELEX contre plusieurs fibres amyloïdes en même temps. Cette banque 

présélectionnée pourrait être ensuite utilisée comme point de départ d’une sélection branchée 

multiple contre des fibres amyloïdes présentées individuellement.  

Notre travail présente une preuve de principe qu’il est possible de sélectionner un 

aptamère spécifique d’une conformation de fibre amyloïde. Néanmoins, les derniers résultats 

des équipes de recherches montrent que les fibres recombinantes formées in vitro n’ont pas 

la même structure que celles amplifiées à partir des échantillons de patients. Il serait possible 

d’envisager de réaliser des sélections (SELEX, sélections branchées multiples) directement 

contre ces types de fibres. Les aptamères obtenus reconnaitraient donc les fibres 
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« marqueurs » des MNs et pourraient donc être réellement utilisés pour le diagnostic des 

patients.  

Enfin, s’il se révèle finalement compliqué d’obtenir des aptamères spécifiques d’une 

conformation de fibre, une autre méthode de détection envisageable serait d’utiliser le fait que 

même si les aptamères ont des affinités pour plusieurs fibres amyloïdes, ces affinités ont des 

degrés différents. Chaque fibre amyloïde aurait donc une « signature » différente, constituée 

des affinités de chaque aptamère pour celle-ci. Plutôt que de multiplier les détections en 

parallèle des fibres dans les échantillons de patients avec un aptamère à la fois, il serait possible 

de réaliser une incubation d’un mélange d’aptamère dans l’échantillon, et de récupérer les 

molécules s’étant liées aux constituants de l’échantillon par une technique de séparation simple 

(comme une colonne Sp6). La composition du mélange des oligonucléotides finalement 

retenus pourrait être ensuite déterminé précisément par qPCR ou par séquençage haut débit 

(dans le cadre d’une méthode de dépistage d’une population importante) et constituer ainsi 

un « code barre » de la composition en fibres amyloïdes présentes dans l’échantillon. La 

présence de différentes fibres amyloïdes dans l’échantillon pourrait ainsi être déterminée, et 

ainsi un diagnostic moléculaire de la pathologie du patient réalisé. 
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I. Techniques utilisées pour la sélection in vitro 

A. Sélection de banque lors des SELEX 

1) Obtention des banques de départ 

Afin de pouvoir commencer le SELEX nous devions tout d’abord obtenir la banque de 

départ sous forme ARN 2’-Fluoro-Pyrimidine.  

Pour chaque SELEX, une banque sous forme ADN a été commandée chez Eurogentec. 

Cette banque a été purifiée par une électrophorèse dans un gel d’acrylamide en condition 

dénaturante afin de ne travailler qu’avec les séquences ayant la longueur attendue (96 bp pour 

les SELEX « R » et « 4F » et 81 bases pour les SELEX « F » et « F-spécifique »). 

Afin de pouvoir procéder à la transcription de la banque, il a fallu d’abord allonger celle-

ci côté 5’ afin de rajouter la séquence formant le promoteur pour l’ARN polymérase du phage 

T7 (présente sur les amorces p73 et p72). Cette étape d’élongation correspond à un cycle de 

PCR, en utilisant seulement l’amorce p73 (pour le SELEX « R » et « 4F ») ou p72 (pour les SELEX 

« F » et « F-spécifique »).  

Des tests préliminaires rapides ont permis d’identifier que la température d’hybridation 

des amorces permettant une élongation optimale de la banque était 57°C. 10 nmoles de 

banque purifiée ont été hybridées avec leur amorce (p73 pour les SELEX « R » et « 4F » et p72 

pour les SELEX « F » et « F-spécifique ») avant de générer une matrice d’ADN double brin par 

un cycle de PCR. Cette matrice d’ADN double brin a également été purifiée par une 

électrophorèse dans un gel d’acrylamide en condition non-dénaturante.  

Pour la préparation des banques pour les SELEX « R » et « 4F », il a été constaté de 

manière inattendue que l’on pouvait observer sur le gel lors de cette migration deux bandes 

distinctes rapprochées. La différence de hauteur pouvant s’expliquer par des migrations 

différentes dû à des séquences différentes, nous avons décidé d’utiliser ces deux bandes 

comme matrice de départ. Ces deux bandes distinctes ont néanmoins été éluées puis 

transcrites en ARN 2’F-Py séparément, afin de conserver la diversité existante à priori entre ces 

deux bandes. Pour constituer la banque initiale de départ du SELEX, 2 nmoles d’ARN 2’F-Py de 

chacune des deux bandes ont été mélangées. 

2) Protéines mises à disposition 

Ce projet a été réalisé en collaboration avec l’équipe de Ronald Melki, cette équipe nous 

a fourni les protéines nécessaires aux travaux.  

Cette équipe a réalisé l’expression de la protéine d’α-syn humaine chez la bactérie 

Escherichia coli. Ces protéines ont ensuite été purifiées et assembées en fibres F, R, 65 et 91 

selon des protocoles publiés précédement (Bousset et al., 2013; Makky et al., 2016). Une fois 

ces assemblages contrôlés et caractérisés, ils ont été repris dans le tampon de sélection 1 X 

(Ts1X) à la concentration de 100 µM. Une concentration de 100 µM signifie que la 

concentration de la solution est de 100 µM en monomère d’α-syn composant les fibres.   
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Un premier lot de protéine a été utilisé, comportant des aliquots de fibre F, R, 65 et 91 

ainsi que des monomères d’α-syn. Ce lot a été utilisé pour les SELEX « R » et « 4F » ainsi que 

pour les tests d’affinité qui ont été réalisés à la suite de ces SELEX. Chacun des assemblages de 

protéine a été repris en Ts1X puis divisé en petits aliquots de 12µL. Ces protéines ont ensuite 

été stockées à -80°C (pour une conservation optimale), ce qui permettait de ne sortir pour 

chaque expérience que le nombre d’aliquots nécessaires. Pour être utilisés, ces tubes étaient 

déposés directement dans la carboglace en sortie du congélateur à -80°C, puis décongelés 

rapidement dans un bain-marie à 37°C pendant 3 minutes. Cette procédure devait être 

impérativement respectée afin d’éviter que les structures de fibres d’α-syn ne soient 

dépolymérisée lors d’un passage trop long aux températures proches de 0 degrés.  

Un deuxième lot de fibre F et R ainsi que de monomères d’α-syn a été réalisé pour les 

SELEX « F » et « F-spécifique ». Les aliquots ont été repris en PBS et conservés dans une étuve 

à 37°C. 

3) Sélection sur nitrocellulose (SELEX « R » et « 4F », et sélection 

branchée multiple) 

Les fibres F,R,65 et 91 étant potentiellement neurotoxiques, les étapes de sélection du 

SELEX ont été réalisées en niveau P3 et nous avons reçu pour consigne de manipuler celles-ci 

lors du SELEX dans des conditions de sécurité spéciales (Bousset et al., 2016; Fenyi et al., 2018).  

a) Préparation des membranes nitrocelluloses au KOH 

Les membranes de nitrocellulose (membrane HAWP de 0.45µ) utilisées pour les 

sélections (ronde, de 2.5 cm de diamètre - HAWP 02500), mais aussi celle utilisées pour les 

tests d’affinité (Rouleau - de référence Millipore HAWP00010) ont été pré-traitées avant 

utilisation par du KOH afin de réduire la fixation des oligonucléotides sur la membrane 

nitrocellulose (Wong and Lohman, 1993). 

Pour cela, les membranes sont incubées 20 min dans une solution de KOH 0.5 M (sous 

agitation constante). Les membranes sont ensuite rincées trois fois avec de l’eau Milli-Q (3 

bains successif d’une minute avec agitation douce à la main), afin d’enlever toute trace de KOH. 

Les membranes ont ensuite été plongées dans un bain de Tris 100mM (pH 7.5) pendant 45 min 

et sous agitation. Les membranes étaient ensuite conservées avant utilisation à 4°C dans du 

Tris 100mM (pH 7.5).  

b) Contres-sélection et sélections sur nitrocellulose 

(réalisées lors des SELEX « R » et « 4F ») 

 Les SELEX « R » et « 4F» ont été réalisés par filtration sur nitrocellulose. A l’exception 

du tour n°1 qui était composé d’une sélection contre un mélange des quatre fibres F, R, 65 et 

91, chaque tour de SELEX était composé de deux contre-sélections suivie d’une sélection.  

Chacun des tours de sélection des SELEX « 4F » et « R » commençaient par une contre-

sélection contre les monomères d’α-syn. La banque ARN2’F-Py (cf. Tableau 5, partie Résultats) 

en Ts1X, subissait tout d’abord un choc thermique : 5 min à 85°C, 5 min à 4°C (dans la glace), 
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5 min à 37°C. La banque était ensuite incubée à 37°C en Ts1X dans 500µL avec 1.2 nmol de 

monomères d’α-syn. Le temps d’incubation a varié au cours des tours, afin d’augmenter 

progressivement la pression de sélection.   
 

Temps 

d’incubation 
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 

T9 
Ultracentrifugation 

T10 

Contres-

sélections 

- 45 

min 

45 

min 

30 

min 

30 

min 

30 

min 

30 

min 

30 

min 
45 min 30 min 

Sélection 
60 

min 

45 

min 

45 

min 

45 

min 

45 

min 

45 

min 

45 

min 

45 

min 
45 min 45 min 

Tableau 15 - Evolution des temps d'incubation lors des SELEX "4F" et "R" 

La membrane de nitrocellulose (ronde, HAWP02500) pré-traitée au KOH était équilibrée 

pendant plusieurs minutes dans un bain en Ts1X. Cette membrane était ensuite déposée sur 

un appareil de filtration appelé « Swinnex » (Référence : Dutscher 044094), et les 500 µL de 

solution de contre-sélection déposés au goutte à goutte dessus. Ces swinnex permettaient de 

récupérer facilement la solution passée à travers le filtre, et ainsi de passer à l’étape suivante 

facilement. La membrane de nitrocellulose dans le swinnex était ensuite lavée avec 500µL de 

Ts1X. Nous récupérions donc 1 ml en volume total. 

Pour la 2ème contre-sélection, 1.2 nmol des fibres F, 91 et 65 ont été mélangées au 1 mL 

issu de la contre-sélection n°1 du SELEX « R ». Et 1.2 nmol de monomères d’α-syn sont 

mélangées au 1 ml issu de la contre-sélection n°1 du SELEX « 4F». Après incubation, le 

processus de contre-sélection suivi était le même que pour les contre-sélection n°1. Nous 

récupérions donc en moyenne 1.5 mL issu des contre-sélections. 

Pour les sélections, les 1.5ml issu des contre-sélections n°2 étaient mélangés en Ts1X 

avec 1.2 nmol de fibre pour le SELEX « R » et à 1200 pmol de fibre F, R, 65 ou 91 selon le tour 

de sélection du SELEX « 4F » (cf. Tableau 5). Après incubation à 37°C, les mélanges de sélection 

étaient déposés au goutte à goutte sur les membranes nitrocelluloses. Cette opération était 

réalisée à l’aide d’un appareil de filtration permettant de filtrer 12 membranes simultanément 

(Référence : Merck-Millipore XX2702550). Ce support permettait d’aller plus rapidement mais 

permettait moins facilement la récupération des solutions passées à travers le filtre, il était donc 

mieux adapté à l’étape de sélection. Après dépôt des mélanges de sélection, les membranes 

étaient lavées avec 3 mL de Ts1X. 

c) Contre-sélection et sélection par ultracentrifugation 

(Tour n°9 des SELEX « R » et « 4F ») 

Le tour n°9 des SELEX « R » et « 4F » était composé d’une seule étape permettant 

simultanément de faire une contre-sélection contre les monomères et une sélection contre la 

fibre R.  

Pour cela, après le choc thermique des oligonucléotides ARN2’F-Py de la banque, celle-

ci a été mélangée dans 500 µL de Ts1X avec 1.2 nmol de fibre R et 1.2 nmol de monomère d’α-

syn. Après l’incubation à 37°C, les tubes ont été ultracentrifugés pendant 45 min à 100 000g. 

Le surnageant (contenant les oligonucléotides s’étant liés aux monomères) a été éliminé. Le 
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culot formé par les fibres R (et contenant les oligonucléotides s’étant potentiellement liés aux 

fibres R) a été lavé par addition de 500 µL de Ts1X suivi d’une ultracentrifugation à 100 000g 

de 13 min. Les surnageant a ensuite été éliminé et le culot repris par 500µL de 7M urée, Ts1X. 

4) Sélection sur colonne d’exclusion stérique (SELEX « F » et « F 

spécifique ») 

Pour les SELEX « F » et « F spécifique » les étapes de sélection du SELEX n’ont pas été 

réalisées en laboratoire de bio-securité de niveau P3 car il s’est avéré que les quantités de fibres 

qui étaient manipulées étaient très faibles et en plus elles étaient en solution. Nous avons 

néanmoins suivi des consignes de sécurité pour manipuler ces fibres (Bousset et al., 2016; Fenyi 

et al., 2018).  

a) Remise en tampon Ts1X des colonnes 

Les contre-sélections et sélections sont réalisées par filtration sur colonne Sp6 (Biorad 

– 7326201 - Micro Bio-Spin P-6 Gel Columns, SSC Buffer). Avant les étapes de contre-sélection 

ou de sélection, le tampon SSC des colonnes est changé pour notre tampon Ts1X. Pour cela 

nous suivons les instructions données par Bio-rad pour changer à 99.9% le tampon des biospin 

: nous réalisons quatre centrifugations successives de 1 min à 1000 g après avoir ajouté dans 

la colonne 500µL de Ts1X. 

b) Contre-sélection et sélection réalisées  

15 tours de sélection ont été réalisés pour les SELEX « F » et « F-spécifique ». De 

manière à augmenter progressivement la pression de sélection, nous avons fait varier certaines 

des conditions de sélection : quantité et concentration de la banque ARN2’F-Py lors de la 

contre-sélection, quantité de fibre F lors de l’étape de sélection, temps d’incubation lors des 

contre-sélection et sélections, nombre de lavage lors des sélections (cf. Tableau 9, partie 

Résultats). 

Pour chacun des tours de sélection réalisé, la banque ARN2’F-Py a tout d’abord subi un 

choc thermique (5 min à 37°C, 5 min à 4°C dans la glace). Pour le SELEX « F-spécifique », une 

première contre-sélection contre les fibres R et les monomères d’α-syn est tout d’abord 

réalisée, et le mélange banque ARN2’F-Py/ fibre R et monomère est incubé à 37°C dans un 

tube à faible adsorption (Eppendorf –tube ProteinLoBind ou Dutscher – tube 045514 

hydrophobe à faible adsorption).  

A la fin de l’incubation, le mélange de contre-sélection ARN2’F-Py/ fibre R et monomère 

du SELEX « F-spécifique » est déposé au goutte à goutte sur le gel d’une colonne Sp6. Pour le 

SELEX « F », une simple contre-sélection est réalisée contre le support de sélection (i.e la 

colonne Sp6) : la banque d’ARN2’F-Py en Ts1X est donc déposée seule au goutte à goutte sur 

la colonne Sp6. Les colonnes sont ensuite centrifugées 4 min à 1000 g. Les éluats issus de 

centrifugation sont récupérés et utilisés comme départ des étapes de sélection des SELEX « F » 

et « F-spécifique ».  
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Toutes les fractions résultantes des SELEX étant mesurées par spectrofluorométrie afin 

d’analyser au mieux les dynamiques en cours lors des SELEX. Deux lavages de 75µl au Ts1X et 

deux élutions au SDS2% des colonnes Sp6 ont également été réalisées après les contre-

sélections.  

Les surnageants récupérés après les contre-sélections sont ensuite mélangés aux fibres 

F selon la quantité choisie pour le tour (cf. Tableau 9, partie Résultats), et le mélange est incubé 

à 37°C toujours dans un tube à faible adsorption (cf. Tableau 9, partie Résultats). Après 

l’incubation, les mélanges de sélection sont déposés au goutte à goutte sur les colonnes et 

une première centrifugation des colonnes Sp6 (4 min -1000 g) est réalisé. Plusieurs lavages des 

colonnes par addition de 75µL de Ts1X suivi de centrifugation (4 min -1000g) sont ensuite 

réalisés successivement (cf. Tableau 9, partie Résultats). L’élution finale des oligonucléotides 

restés dans les colonnes liées au fibre R est réalisée en deux lavages successifs des colonnes 

avec 150 µL de SDS 2%.  

5) Extraction des ARN2’F-Py sélectionnés  

Les oligonucléotides sélectionnés lors de ces tours de sélection ont ensuite été extraits 

des solutions de SDS 2% par phénol-chloroforme selon le protocole décrit pour l’extraction 

d’ARN par (Green and Sambrook, 2012a). La seule différence étant que nous ne réalisions pas 

l’étape de chauffage préconisée. (Références des produits utilisés : Phenol:Chloroform:Isoamyl 

Alcohol en proportion (25:24:1)- Sigma, 77617 ; Chloroform:isoamyl alcohol en proportion 

(24:1) - Sigma, C0549).   

La précipitation à l’éthanol réalisée à la fin du protocole d’extraction est faite en 

rajoutant 5 µL de « linear polyacrylamide » (LPA) qui permet de favoriser la précipitation en cas 

de faible quantité d’ARN2’F-Py. Les culots obtenus sont ensuite repris en eau. 

Afin d’éliminer toute trace de phénol dans les solutions, une purification était 

également réalisée à l’aide d’une colonne Sp6 (4 min -1000g) : le phénol, une molécule de 

poids moléculaire faible, reste dans la colonne tandis que les oligonucléotides, eux sont élués 

lors de la centrifugation.  

6) Quantifications des fractions d’ARN2’F-Py 

a) Quantification à l’aide du kit Quant-iT RiboGreen - Pour 

les SELEX « 4F » et « R » 

Pour les SELEX « 4F » et « R » les fractions d’ARN2’F-Py sélectionnées à l’issu du tour de 

sélection ont été quantifiées à l’aide du kit Quant-iT RiboGreen (ThermoFisher – référence : 

R11490). Nous avons suivi le protocole de dosage fourni par le fabriquant. La gamme étalon 

de référence a été préparée de 0 à 100 ng/ml, et les mesures de fluorescence ont été réalisées 

en plaque 96 puits à l’aide d’un spectrofluorimètre. 
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b) Mesure d’absorbance au spectrofluorimètre - Pour les 

SELEX « F » et « F-spécifique » 

Pour les SELEX « F » et « F-spécifique », les quantités d’ARN2’F-Py récupérées sont 

quantifiées avec l’aide du spectrofluorimètre. Sachant que la quantification en cuve nécessite 

un volume de 100µL au minium, les mesures ont été suivies d’une 2ème précipitation à l’éthanol 

pour reprendre les ARN2’F dans un volume compatible avec une Rétro-transcription (RT). Cette 

précipitation a été réalisée selon le protocole indiqué par (Green and Sambrook, 2012b) pour 

la précipitation de l’ARN à l’éthanol. Nous avions également rajouté 5 µL de « linear 

polyacrylamide » (LPA) pour favoriser la précipitation en cas de faible quantité d’ARN2’F-Py.  

Toutes les fractions (surnageant, lavages, élutions) des contre-sélections et sélections 

des SELEX « F » et « F-spécifique » ont sont ensuite également quantifiées. 

B. Amplification des banques après sélection 

1) Traitement à la DNAse - Pour les SELEX « 4F » et « R » 

Pour les SELEX « 4F » et « R », avant la rétro-transcription des ARN2’F-Py en ADN, nous 

avons réalisées un traitement visant à éliminer d’éventuelles traces d’ADN contaminant, afin 

de ne pas avoir de séquences parasitant l’amplification des ARN2’F-Py. Pour cela, nous avons 

utilisé le kit de suppression d’ADN DNA-free (Ambion – AM1906).  

Nous n’avons pas utilisé ce kit pour les SELEX « F » et « F-spécifique », car il s’agissait 

d’une précaution optionnelle, que nous avions décidé d’enlever du protocole de sélection afin 

de gagner du temps.     

2) Transcription inverse des ARN2’F-Py en ADN 

La transcription inverse (RT) a été réalisée en utilisant le kit Transcriptase inverse 

SuperScript II (Thermofisher – 18064022). Les oligonucléotides ARN2’F-Py en mélange avec 2.4 

µM d’amorce PiRT sont incubés 10 min à 70°C puis 2 min à 50°C. Le reste du mix de RT est 

ensuite ajouté selon les proportions du Tableau 16, et le mélange incubé 50 min à 50°C.  

 C0 Cfinale Référence des produits  

PiRT (Amorce) 20,0  µM 2,4  µM  

Tampon 5X “first strand 

buffer” 
5 X 1 X Invitrogen P/N Y02321 

DTT à 0,1 M 0,1  M 10,00  mM Invitrogen - P/N Y00147 

dNTP 10,0 mM 0,5 mM Sigma D7295 

Superscript II 200,0 U/µL 10,0 U/µL 
Invitrogen P/N 

100004925 
 

Tableau 16 - Composition d'un mix de transcription inverse 
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J’ai généralement réalisé un volume de 40 µL de RT pour chaque tour de SELEX. Les 

seules exceptions ont été les tours 2 et 3 des SELEX « F » et « F-spécifique » pour lesquels 

45.8µL et 20µL de RT avaient été réalisés. 

3) Amplification par PCR 

Trois Taq Polymérases différentes ont été utilisées au cours de ces travaux : l’AmpliTaq 

Gold 360 (ThermoFisher - Applied Biosystems - Référence : 4398813), l’Accuprime GC-Rich 

(ThermoFisher - Invitrogen - Référence :12337) et la OneTaq Hot Start (New England Biolabs – 

Référence M0481).  

Lors des SELEX « 4F » et « R » nous avons, lors de l’étape d’amplification, fait varier à 

chaque tour de sélection la Taq polymérase utilisée (cf. Tableau 17). Cette précaution visait à 

empêcher que certaines séquences, mieux amplifiées par certaines Taq polymérases prennent 

le dessus sur les autres, sans avoir pour autant de meilleur affinité pour la cible.  Pour les SELEX 

« F » et « F-spécifique » seule la One Taq Hot Start a été utilisée.  

 T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 

Nombre 

de cycle 

PCR 
25 30 30 30 30 30 30 30 30 30 

Taq 

utilisée 

Accuprime 

GC-rich 

Accuprime 

GC-rich 

AmpliTaq 

Gold 360 

Accuprime 

GC-rich 

AmpliTaq 

Gold 360 

Accuprime 

GC-rich 

One Taq 

Hot start 

Accuprime 

GC-rich 

Accuprime 

GC-rich 

One Taq 

Hot start 
 

Tableau 17 – Tableau indiquant les Taq polymérases utilisées à chaque tour des SELEX 

« R » et « 4F », ainsi que le nombre de tour de PCR réalisé. 

Les mélanges PCR ont été réalisés selon les tableaux Figure 67. Les cycles PCR adaptés 

à chaque Taq polymérase sont aussi présentés Figure 67. Les amorces utilisées pour les PCR 

sont présentées Tableau 18. 

p72 5’ TAATACGACTCACTATAGGGAGAGTATCCGTTGAGGCTGA 3’ 

p73 5’ TAATACGACTCACTATAGGGAGAGTATCCGTTGGAGGCAT 3’ 

PiRT 5’ CCTACACGACGCTCTTCCGATCT 3’ 
 

Tableau 18 - Amorces utilisées pour l'amplification PCR. L’amorce p72 a été utilisée pour 

les PCR des SELEX « F » et « F-spécifique », puisque cette amorce correspond à la banque 

utilisée pour ces SELEX. De même, l’amorce p73 a été utilisée pour les SELEX « R » et « 4F » 

ainsi que pour les sélections branchées multiples. Le PiRT est l’autre amorce utilisée pour 

toutes les PCR. 
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Le volume de PCR réalisé pour chaque tour de SELEX « R » et « 4F » était de 500 µL. 

Pour les SELEX « F » et « F-spécifique » le volume de PCR était de 400 µL à chaque tour (à 

l’exception des tours n°1 et 2 où le volume de PCR était de 500µL).  

Pour les SELEX « R » et « 4F » nous avons dû réaliser un grand nombre de cycle de PCR 

pour avoir une amplification suffisante du matériel (cf. Tableau 17). Ceci est probablement dû 

aux petites quantités de matériel sélectionnées à l’issu de chaque tour de sélection (cf. 

Résultats, partie. I.A.2)b) ci-dessus). Pour les SELEX « F » et « F-spécifique », 15 cycles de PCR 

étaient généralement suffisants pour avoir une amplification suffisante du matériel. Nous avons 

dû néanmoins ajouter pour certains tours quelques cycles car l’amplification n’était pas 

suffisante à 15 tours (c’est-à-dire, les bandes correspondantes à la banque amplifiées sur gel 

agarose n’étaient pas assez visibles). Ainsi, 16 cycles de PCR ont été réalisés pour les tours 7, 

18 pour le tour n°2, et 20 pour les tours n°1 et 15. 

L’amplification PCR était généralement vérifiée par migration sur un gel d’agarose 3%-

TBE1X où du GelRed (Biotum – 41003) était ajouté à 0.1%. 5µl du mix PCR dont on souhaitait 

vérifier l’amplification était mélangé à 1µL de bleu de charge et déposé dans un puit sur le gel. 

Après migration de 20 min à 100 V, le gel était exposé aux UV afin de révéler les bandes 

d’oligonucléotides présentes dans le mix PCR. La taille des oligonucléotides correspondant aux 

bandes observées était estimée par comparaison des bandes présentes dans le « ladder » 

(ThermoFisher – « Generuler ultra low range » SM1213) déposé sur le gel agarose en même 

temps que les mix PCR.   

 
Figure 67 - Composition des mix PCR réalisés pour chaque Taq Polymérase, et cycles de PCR associés 
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4) Transcription par l’ARN polymérase T7 

Le mélange des PCR, était ensuite concentré par un amicon 30 k (Merck - UFC503096). 

Ceci permettait de réduire le volume du mélange mais aussi d’enlever les dNTP du mix n’ayant 

pas été utilisés pendant la PCR.  

Le mélange de produit PCR était ensuite mélangé aux réactifs de transcription selon les 

proportions indiquées dans le Tableau 19. La composition du tampon H5X utilisé dans le 

mélange de transcription est décrite Tableau 20. Le mélange était incubé à 37°C pendant une 

nuit entière.  

 Concentration 

finale 

Concentration 

stock 
Référence 

Tampon H5X 1 X 5 X Réalisé par l’équipe 

Triton X100 0.1% 100 % Sigma T8787 

DTT 8,0  mM 1,0 M Préparé au laboratoire 

ATP 3,00  mM 100,00  mM Sigma 272056 

GTP 3,00  mM 100,00  mM Sigma 272076 

2F'UTP 3,00  mM 100,00  mM Trilink N1010 

2F'CTP 3,00  mM 100,00  mM Trilink N1008 

DMSO 10 % 100 % Sigma D9170 

Pyrophopatase 2,00  U/ml 100,00  U/ml Roche 10108987001 

T7 ARN 

polymérase H772R 
1 X 10 X Purifiée au laboratoire 

 

Tableau 19 - Composition du mélange utilisé pour la transcription avec l'ARN 

polymérase T7 

 

 Concentration 

finale  

Concentration 

Stock 
Référence 

Hepes 200,0 mM 1,00 M Sigma – H0887 

MgCl2 60,0 mM 2,00 M Sigma - 68475 

NaCl 50,0 mM 5,00 M Sigma – S5150 

Spermidine 10,0 mM 1,00 M Sigma – 85558-56 
 

Tableau 20 - Composition du tampon H5X utilisé pour les transcription 

Le volume de transcription utilisé était de 500 µL pour chacun des tours des SELEX « R » 

et « 4F ». Pour les SELEX « F » et « F-spécifique », le volume de transcription était de 200 µL à 

chacun des tours, à l’exception du tour n°1 pour lequel le volume de transcription était de 400 

µL. 

C. Purification par électrophorèse sur gel de polyacrylamide (PAGE) 

1) Préparation du gel acrylamide 6% en TBE 

a) Préparation du tampon 7M Urée-Polyacrylamide 6% en 

TBE 1X  

Dans une éprouvette de 1L, 420g d'urée (Sigma - U5375) sont mélangés à 100 mL de 

TBE 10X, (Invitrogen 15581) et 400 mL environ d’eau milliQ. La solution homogénéisée est 
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ensuite chauffée à 37°C jusqu’à dissolution complète de la solution. 150 ml d’acrylamide/bis-

acrylamide 19:1 40%, (BP1406-1 - Fisher Bioreagent) sont ensuite ajoutés sous hotte au 

mélange. De l’eau milliQ est ensuite ajouté pour compléter la solution jusqu’à 1L. La solution 

est ensuite stockée à 4°C jusqu’à son utilisation. 

b) Préparation du gel Polyacrylamide 

Deux plaques en verre de quarante centimètres sont soigneusement nettoyées puis 

montées avec deux espaceurs et maintenues solidement avec des pinces. Sous hotte, 45 ml de 

tampon 7M Urée-Polyacrylamide 6% en TBE 1X sont mélangés à 450 µL d’APS (Persulfate 

d'ammonium) 10% et 45µL de TEMED (Sigma – T7024). La solution est homogénéisée 

rapidement puis coulée progressivement entre les deux plaques. La solution une fois déposée, 

le gel est laissé à polymériser 30 min avant migration. 

2) Purification des produits de transcription  

a) Préparation et migration sur gel polyacrylamide 

La première étape de la purification des produits de transcription est la dégradation 

des produits PCR par une DNAse spécifique de l’ADN et laissant intact l’ARN. 1µL de la DNAse 

(Ambion DNAse I AM2222) est ajouté pour 50 µL de solution de transcription. Le mélange est 

ensuite incubé pendant 20 min à 37°C. 

Nous réalisons ensuite une précipitation à l’éthanol selon le protocole indiqué par 

(Green and Sambrook, 2012b) pour la précipitation de l’ARN à l’éthanol. L’étape de chauffage 

du mélange n’est cependant pas réalisée. Les culots obtenus sont finalement repris pour la 

migration dans un tampon dénaturant (7M urée, TbE1X) contenant deux colorants : le bleu de 

bromophénol et le xylène cyanol.  

Juste avant d’être déposé sur le gel polyacrylamide pour la migration, les échantillons 

subissent une dénaturation thermique de 5 min à 85°C. La migration est réalisée en 30 et 50 

W pendant 1 à 2H. Les colorants bleus permettent de surveiller l’avancée de la migration. Celle-

ci est arrêtée lorsque le bleu de bromophénol arrive en bas du gel. 

A la fin de la migration, l’ARN2’F-Py est révélée par UV-shadow, et les bandes adéquates 

découpées du gel  selon le protocole décrit pour la séparation des ARN par électrophorèse sur 

gel dénaturant de polyacrylamide-urée (Green and Sambrook, 2012c). 

b) Elution de l’ARN2’F-Py  

Deux méthodes d’élution différentes ont été utilisées : l’élution « lente » et l’élution 

« rapide ». 

La méthode d’élution « lente » a été utilisée lors des SELEX « 4F » et « R ». Les bandes 

de gel découpées sont déposées dans des tubes falcon en plastique contenant 14 ml de 

tampon d’élution composé de TE1X (TE 100X - Sigma 39285) et de 25 mM NaCl (NaCl 5 M - 

Sigma S5150). Les tubes sont alors laissés en agitation sur roue en chambre froide (4°C) 

pendant la nuit entière.  
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La méthode d’élution « rapide » a été utilisée lors des SELEX « F » et « F-spécifique ». 

Le morceau de gel découpé est transféré dans un tube Falcon 15 contenant 7 ml de tampon 

(TE + NaCl 25 mM), et subit ensuite un choc thermique : le tube est congelé en carboglace 15 

min, puis chauffé au bain marie à 85°C 5 minutes, de nouveau congelé en carboglace 15 min, 

puis chauffé de nouveau au bain marie à 85°C 5 minutes. Les 7 ml sont ensuite déposés dans 

un amicon Ultra 15 -10K (Sigma - UFC901096). 7 nouveaux ml de tampon sont ensuite ajoutés 

sur le gel contenu dans le tube Falcon 15. Le tube est alors laissé en agitation sur roue en 

chambre froide (4°C) pendant 1H au moins. Les 7 ml sont ensuite ajoutés dans l’amicon Ultra 

15 -10K.  

Pour les deux méthodes d’élution, l’amicon Ultra 15-10K, contenant les 14 ml de 

tampon d’élution, est alors centrifugé 30 minutes à 4000 g. Une précipitation à l’éthanol est 

alors réalisée, toujours selon le protocole de (Green and Sambrook, 2012b) pour la 

précipitation de l’ARN à l’éthanol. Les culots obtenus sont ensuite repris dans du Ts1X 

directement. La solution est ensuite dosée au nanodrop afin de quantifier la quantité d’ARN2’F-

Py obtenue.  

D. Séquençage haut débit des banques des tours des SELEX 

Les banques sont séquencées en mélange sur des machines illumina réalisant des 

séquençages de 100 à 300 millions de séquences en même temps. Afin de pouvoir savoir à 

quelle banque appartient chaque séquence, on réalise une PCR permettant à la fois de rajouter 

des adaptateurs permettant le séquençage illumina, mais aussi un index à chaque banque 

permettant d’identifier toutes les séquences la composant. 

1) PCR avec amorce contenant des index spécifiques pour chaque 

banque 

Pour pouvoir réaliser le séquençage des banques avec des machines il faut rajouter à 

chaque banque des adaptateurs côté 3’ et côté 5’.  

Un adaptateur universel est rajouté côté 5’ à l’aide de l’amorce PiRT HTS (Tableau 21). 

La séquence du PiRT HTS est constituée de l’amorce PiRT à laquelle a été rajoutée la séquence 

nécessaire au séquençage par les machines illumina.  

Un adaptateur permettant le multiplexage des banques pour le séquençage est rajouté 

côté 3’ (Figure 68). Les séquences des amorces sont constituées des parties constantes des 

banque 72 ou 73, d’un adaptateur « TrueSeq » universel et d’un index composé de 6 bases 

permettant de distinguer les banques entre elles (Tableau 22). 

PiRT HTS 

                                                                                                             Amorce PiRT 

5’ AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT 3’ 

 
 

Tableau 21 – Séquence de l’adaptateur universel pour le séquençage Illumina 
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Figure 68 – Schéma de construction des amorces-adaptateur de multiplexage pour la 

PCR pour le séquençage haut débit 

 

index 1 CGTGAT index 17 CTCTAC index 33 CGCCTG 

index 2 ACATCG index 18 GCGGAC index 34 GCCATG 

index 3 GCCTAA index 19 TTTCAC index 35 AAAATG 

index 4 TGGTCA index 20 GGCCAC index 36 TGTTGG 

index 5 CACTGT index 21 CGAAAC index 37 ATTCCG 

index 6 ATTGGC index 22 CGTACG index 38 AGCTAG 

index 7 GATCTG index 23 CCACTC index 39 GTATAG 

index 8 TCAAGT index 24 GCTACC index 40 TCTGAG 

index 9 CTGATC index 25 ATCAGT index 41 GTCGTC 

index 10 AAGCTA index 26 GCTCAT index 42 CGATTA 

index 11 GTAGCC index 27 AGGAAT index 43 GCTGTA 

index 12 TACAAG index 28 CTTTTG index 44 ATTATA 

index 13 TTGACT index 29 TAGTTG index 45 GAATGA 

index 14 GGAACT index 30 CCGGTG index 46 TCGGGA 

index 15 TGACAT index 31 ATCGTG index 47 CTTCGA 

index 16 GGACGG index 32 TGAGTG index 48 TGCCGA 
 

Tableau 22 - Tableaux des séquences des index utilisés pour les amorces pour le 

séquençage Illumina 

Les PCR de préparation des banques pour le séquençage sont réalisées avec la OneTaq 

Hot Start (Figure 67). Pour 100 µL de PCR, 1µL de matrice provenant d’un échantillon de PCR 

mis de côté à chaque tour a été ajouté. On choisit pour chaque banque à séquencer un index, 

dont l’amorce correspondante est ajouté dans le mélange PCR. L’autre amorce utilisée est le 

PiRT-HTS. On réalise généralement 10 cycles de PCR, qui sont suffisant pour une amplification.  

2) Quantification sur Gel d’Agarose et mélange des banques 

Même si un grand nombre de séquences sont présentées pour le séquençage, seul un 

certain nombre seront réellement séquencées (de quelques millions à quelques centaines 

millions selon les machines). Afin d’optimiser le séquençage et avoir des répartitions 

équivalentes de nombre de séquences séquencées par banque, il faut mélanger les banques 

de manière proportionnelle afin de présenter un mélange composé de banque en proportion 

équivalente. 

Pour cela, les amplification PCR sont quantifiées après une migration sur gel (agarose 

3%, TBE1X) à l’aide du logiciel ImageJ. Les amplifications PCR des différentes banques sont 

ensuite mélangées de manière à avoir les banques en proportion équivalente. 
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3) Purification sur Gel d’Agarose et quantification de l‘échantillon 

final 

Les mélanges de banque sont ensuite purifiés par migration sur gel agarose 3%, TBE1X. 

L’exposition du gel au UV permet de visualiser les bandes d’amplification PCR. Elles sont alors 

découpées et déposées dans un falcon de 15 ml dans lequel on rajoute 10 ml de tampon 

d’élution (TE - NaCl 25 mM). Les tubes sont alors laissés en agitation sur roue en chambre 

froide (4°C) pendant la nuit entière. 

Le lendemain, le tampon d’élution est déposé dans un amicon 30 k (Merck - 

UFC903024), et l’amicon centrifugé 20 min à 4000 g. Cette étape permet de réduire le volume 

de tampon d’élution. Une précipitation à l’éthanol est alors réalisée, toujours selon le protocole 

de (Green and Sambrook, 2012b) pour la précipitation de l’ARN à l’éthanol. Les culots obtenus 

sont ensuite repris dans de l’eau directement. 

L’échantillon est ensuite quantifié à l’aide d’un Qubit. Les mesure sont réalisées selon 

le protocole du fabriquant, pour un échantillon de type « dsDNA ». L’échantillon quantifié est 

ensuite déposé à la plateforme d’Imagif du CNRS à Gif sur Yvette qui se charge du séquençage 

sur des machines illumina (machines MiSeq ou NextSeq).  

E. Analyses des résultats de séquençage Haut débit 

L’analyse des données de séquençage haut débit ont été réalisées à l’aide du logiciel 

Patternity-seq développé au sein de l’équipe. Les méthodes utilisées ont été précédemment 

décrites (Nguyen Quang et al., 2016, 2018). 

II. Techniques utilisées pour la mesure d’affinité des 

candidats aptamères contre les cibles protéiques 

A. Production des candidats aptamères ARN2’F-Py 

Les matrices ADN des candidats choisis à l’issus de l’analyses des données de 

séquençage haut débit sont commandées chez Eurogentec pour les candidats issus des SELEX 

« 4F » et « R » et de la sélection branchée multiple, chez Invitrogen pour les SELEX « F » et « F-

spécifique ». 

La PCR est réalisée suivie d’une transcription puis d’une purification PAGE selon les 

méthodes précédemment décrites (cf. Matériel et Méthodes, partie I.B ci-dessus). Seuls 

quelques points diffèrent :  

On réalise ensuite pour chacune des matrices une PCR avec les amorces PiRT-G et p72 

(pour les candidats issus des SELEX « F » et « F-spécifique ») ou p73 (pour les candidats issus 

des SELEX « 4F » et « R » et de la sélection branchée multiple). Ceci permet d’obtenir les 

candidats avec une extension de 24 bases en 3’ pouvant alors s’hybrider avec une Spacer-G 

LNA (Tableau 23). On réalise des PCR d’un volume de 200µL par candidat, dans lequel on ajoute 

comme matrice 2µL de matrice ADN à 1µM. 
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PiRT-G 5’  TAGGCAGTCACGCTGGGGCAATGCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT   3’ 

Spacer-G LNA 5’  TAGGCAGTCACGCTGGGGCAATGC  3’                                  G : LNA(G) 
 

Tableau 23 –Séquences de l’amorce PiRT-G et de l’oligonucléotide Spacer-G LNA 

Les transcriptions sont réalisées pour un volume de 100 µL. Les mélanges de 

transcriptions ont été incubés à 37°C 1H. Après la purification PAGE, les échantillons sont élués 

sur la nuit, par le protocole d’élution « lente ». On obtient pour chacun des candidats entre 2 

et 3 nmol d’ARN2’F-Py.  

B. Mesure de l’affinité par filtration sur nitrocellulose ou par 

colonne d’exclusion stérique.  

Ces mesures étant réalisées avec les candidats marqués de manière radioactives au P32, 

les manipulations sont réalisées dans une pièce dédiée à la manipulation des isotopes 

radioactifs, et selon les conditions de sécurité demandées pour ce type d’expérience.  

1) Marquage des candidats au P32 

Pour les candidats ARN2’F-Py nous avons marqué dans la 2ème partie de notre thèse le 

SpG-LNA qui est de chimie ADN, et qui était ensuite associé par hybridation aux candidats. Les 

candidats issus de la littérature étant de chimie ADN, ont été marqués directement à l’aide 

d’ATP gamma 32P.  

Les oligonucléotides ont été marqués au P32 avec une T4 Polynucléotide Kinase 

(Thermofisher EK0032). L’ADN est mélangé à la kinase (1µL de kinase à 10U/µL pour un volume 

de 50µL) dans le tampon de réaction A. La quantité d’ATP gamma 32P est ajoutée en fonction 

de la décroissance de la source, de la quantité d’ADN à marquer et de l’intensité du marquage 

souhaité. Le mélange est incubé pendant 30 min à 37°C.  

Pour enlever les molécules d’ATP gamma 32P qui n’ont pas réagies, le mélange de 

marquage est ensuite purifié sur colonne Sp6, dont le tampon SSC a été au préalablement 

changé en Ts1X selon les modalités décrites plus haut (cf. Matériel et Méthodes, partie 0 ci-

dessus). 

2) Préparation des mélanges d’incubation : candidats aptamères 

radiomarqués et protéine  

a) Hybridation des candidats ARN2’F-Py avec le SpG-LNA 

marqué au P32 

La première étape de préparation des mélanges candidats/protéines est l’hybridation 

des candidats ARN2’F-Py avec le SpG-LNA ayant été marqué au P32.   

L’hybridation pour être optimale doit être réalisée à concentration élevée. Les candidats 

à 1µM étaient donc mélangés au SpG-LNA marqué au P32 à 0,8 µM. Le mélange est réalisé avec 

une concentration en SpG-LNA inférieure à celle du candidat afin d’être certain de ne pas avoir 

de SpG-LNA radioactif non associé à un oligonucléotide. 
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Le mélange subit un choc thermique, qui permet d’optimiser l’hybridation entre les 

deux séquences : 85°C - 3 minutes, 3 minutes dans la glace, puis 3 minutes à 37°C. 

b) Protocole réalisé pour les expériences de criblage 10 

nM oligonucléotide/ 1µM protéine sur nitrocellulose ou 

sur colonne Sp6 

Les expériences de criblage ont été réalisées à 10 nM oligonucléotide/ 1µM protéine 

avec de l’ADNss en proportion 5-1 (ie. 1.7µg/ml). Les incubations ont été réalisées dans des 

plaques PCR (pour la séparation sur nitrocellulose) ou dans des tubes eppendorf « protein 

Lobind » (pour la séparation sur colonne Sp6), dans lesquelles les solutions de protéines et 

d’aptamères sont distribuées séparément. 

Les solutions d’oligonucléotide sont réalisées à 20 nM, dans une solution de Ts1X, 

igepal 0.1%. Les mélanges de protéine sont réalisés à 2.0 µM dans des tubes à faible adsorption 

(eppendorf « Protein LoBind ») en Ts1X, igepal 0.1%, et l’ADNss est ajouté à 3.47 µg/ml. Les 

protéines venant des stocks contenus à – 80°C sont décongelées selon les méthodes décrites 

dans la partie Matériel et Méthodes I.A.2) ci-dessus.  

Lorsque la séparation est réalisée sur nitrocellulose, les solutions de protéines et 

d’oligonucléotides sont déposées dans la plaque PCR à la pipette multicanale de manière à 

réaliser les mélanges à 10 nM oligonucléotide/ 1µM protéine voulus. Lorsque la séparation est 

réalisée sur colonne Sp6, les incubations sont réalisées dans des tubes à faible adsorption 

(Eppendorf – protein LoBind).  

Les mélanges sont incubés 30 minutes dans une étuve chauffée à 37°C. On fait 

l’hypothèse que l’équilibre est bien atteint pour chaque interaction protéine/oligonucléotide.  

c) Protocole réalisé pour les expériences de gamme 

d’oligonucléotide, par filtration sur nitrocellulose 

Pour les expériences de gamme d’oligonucléotide, des protéines à 250 nM ont été 

présentées à des gammes d’oligonucléotide de 0.78 à 100 nM. L’ADNss en tant que 

compétiteur non-spécifique a été mis en proportion 5-1 par rapport aux oligonucléotides.  

Les solutions d’oligonucléotide sont réalisées à 150 nM dans une solution de Ts1X, 

igepal 0.1%, contenant de l’ADNss à 25.9 µg/ml (ie.en proportion 5-1 par rapport aux 

oligonucléotides). Les mélanges de protéine sont réalisés à 3.0 µM dans des tubes à faible 

adsorption (eppendorf « Protein LoBind ») en Ts1X, igepal 0.1%.  

Les solutions d’oligonucléotides sont déposées dans la plaque PCR à la pipette 

multicanaux puis diluées en cascade dans une solution de Ts1X, igepal 0.1% à la pipette 

multicanaux. Les solutions de protéines sont ensuite ajoutées à la pipette multicanaux de 

manière à réaliser les mélanges oligonucléotide/ protéine voulus.  

Les mélanges sont incubés 30 minutes dans une étuve chauffée à 37°C. On fait 

l’hypothèse que l’équilibre est bien atteint pour chaque interaction protéine/oligonucléotide.  
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3) Etape de séparation : 

a) Filtration sur nitrocellulose 

La membrane nitrocellulose a été préparée au KOH selon le protocole décrit dans la 

partie Matériel et Méthode, I.A.3)a) ci-dessus. La filtration est réalisée sur un appareil Minifold 

à 96 puits (GE HEALTHCARE – 10447900). Afin de quantifier les quantités d’oligonucléotides 

restées liées aux protéines sur la membrane nitrocellulose, on ajoute en dessous de la 

nitrocellulose une membrane Hybond N+ (GE HEALTHCARE - RPN203B) qui a la propriété de 

retenir tous type d’oligonucléotide, et qui retient donc tous les oligonucléotides non restés liés 

aux protéines sur la nitrocellulose. Avant l’installation des deux membranes sur l’appareil 

Minifold, celles-ci sont plongées dans des bains de Ts1X afin de s’imprégner de Ts1X, de sorte 

que les mélanges protéines/oligonucléotides soient déposés et filtrés dans une solution de 

Ts1X. 

Avant le dépôt des mélanges protéines/oligonucléotides marqués au P32, 100 µL de 

Ts1X est déposé sur chaque puit, puis la filtration est mise en route afin de vérifier que le 

processus de filtration fonctionne correctement. On re-dépose de nouveau 100 µL de solution 

Ts1X dans les puits, car cela facilite le dépôt des solutions protéine/oligonucléotide.  

Les mélanges protéines/oligonucléotide sont déposés depuis les plaques PCR dans 

lesquelles se sont déroulées les incubations, sur la membrane nitrocellulose installée sur le 

minifold à l’aide d’une pipette multicanaux. On dépose généralement 25 µL par puit. Le dépôt 

est alors filtré à l’aide d’une pompe à vide. On réalise alors deux lavages successifs de 75 µL de 

Ts1X pour chaque puit à l’aide d’une pipette multicanaux. Les membranes sont alors séchées 

par une filtration en continue pendant environ 5 minutes. 

Les deux membranes sont ensuite exposées sur une membrane autoradiographique 

(PerkinElmer - MultiSensitive Phosphor Screens – Référence 7001723) afin de quantifier les 

dépôts.  

b) Passage sur colonne d’exclusion stérique 

Le tampon des colonnes Sp6 est changé selon la méthode expliquée dans la partie 

Matériel et Méthodes I.A.4)a) ci-dessus.  

Le mélange protéine/oligonucléotide est déposé sur une colonne Sp6 (volume entre 25 

et 75µL) au goutte à goutte. La colonne Sp6 est installée sur un tube à faible adsorption 

(Eppendorf Protein LoBind) et la colonne est alors centrifugée 4 min à 1000 g (selon les 

indications du fabriquant). On enlève alors le tube associé à la colonne Sp6 et on le remplace 

par un autre.  

On réalise alors deux lavages successifs pour lesquels : 75 µL de Ts1X sont déposés sur 

la colonne Sp6, la colonne est centrifugée 4 minutes à 1000 g, le tube dans lequel le surnageant 

est tombé et enlevé et remplacé par un autre. Finalement l’élution est faite par addition sur la 

colonne de 150 µL de SDS 2% (qui dépolymérise les fibres et libère donc les oligonucléotides 

restés liés aux fibres).  
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4) Mesure des quantités liées et non liées des oligonucléotides 

a) Révélation par exposition sur membrane 

autoradiographique 

Les membranes nitrocellulose et hybond N+ peuvent être exposées de quelques 

minutes à plusieurs jours sur des membranes autoradiographique (PerkinElmer - MultiSensitive 

Phosphor Screens – Référence 7001723). L’important est que le signal ne sature pas car cela 

fausserait les mesures. Les membranes autoradiographiques sont visualisées par l’appareil 

« Cyclone Plus storage phosphor system » de Perkin Elmer qui fournit des images en format 

.tif correspondant aux signaux radioactifs observés sur les membranes nitrocelluloses et 

hybond.   

On utilise le logiciel OptiQuant pour réaliser la quantification des points à partir des 

signaux observés sur les membranes nitrocellulose et hybond. On commence d’abord par 

soustraire le « bruit » au signal de chacun des points.  

Pour l’étape du criblage, nous avons considéré que pour chaque puit, la somme des 

signaux nitrocellulose+ hybond correspondait à 100% des oligonucléotides déposés au niveau 

du puit. On peut donc calculer la quantité (en fmoles) d’oligonucléotides retenue sur la 

nitrocellulose, et donc à priori restées liées aux protéines.  

Pour l’étape des gammes d’oligonucléotides, le delta dans les premiers et derniers 

points de concentration de la gamme d’oligonucléotide (entre 0.78 et 100 nM) faisait que les 

points des concentrations les plus élevées avaient des signaux saturés au niveau de l’hybond 

(ie. Le signal des oligonucléotides non liés aux protéines) lorsque ceux sur la nitrocellulose (ie. 

Le signal des oligonucléotides restés liés aux protéines) étaient tout juste visibles. Nous avons 

donc dû exposer les membranes de manière longue afin de voir les points les plus faibles avec 

des signaux significatifs. Les points sur la nitrocellulose sont donc tous quantifiés à partir du 

point de concentrations la plus basse (0.78 nM) pour lequel nous avons considéré que la 

somme des signaux nitrocellulose et hybond correspondait à 100% des oligonucléotides 

déposés au niveau du puit. 

b) Comptage sur plaque 24 puits des fractions récupérées 

par passage sur colonne d’exclusion stérique 

Chacune des fractions récupérées (surnageant de 1ère centrifugation, lavages, élutions 

au SDS 2%) est déposée dans un puit d’une plaque 24 puits. On ajoute dans chacun des puits 

400µL d’eau afin de permettre le phénomène de scintillation qui permet le comptage de la 

radioactivité par le compteur. 

5) Révélation par Western Blot des protéines α-syn sur une 

membrane nitrocellulose 

La première étape consiste à « bloquer » les sites non-spécifiques des protéines sur la 

membrane à révéler. La membrane nitrocellulose est incubée sous agitation 1H (au moins) 

dans une solution de TBS - Tween20 à 0.1 % - lait 5 %. A la fin de l’incubation, la solution est 
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Nucleic acid aptamers are small three-dimensional structures of oligonucleotides selected to bind to a target of

interest with high affinity and specificity. In vitro, aptamers already compete with antibodies to serve as imaging

probes, e.g. for microscopy or flow cytometry. However, they are also increasingly used for in vivomolecular im-

aging. Accordingly, aptamers have been evaluated over the last twenty years in almost every imaging modality,

including single photon emission computed tomography, positron emission tomography, magnetic resonance

imaging, fluorescence imaging, echography, and x-ray computed tomography. This review focuses on the studies

that were conducted in vivo with aptamer-based imaging probes. It also presents how aptamers have been re-

cently used to develop new types of probes for multimodal imaging and theranostic applications.
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1. Introduction

Molecular imaging of living subjects allows the study of molecular

and cellular events in their native environment, instead of having to re-

move cells or tissues before analysis. It is now routinely used in clinics to

diagnose various diseases, as well as evaluate drug efficacy. There are

several imaging modalities available and most require a molecular-im-

aging probe. Chemistry or biochemistry plays a crucial role in the devel-

opment of such probes, which are usually constructed by combining

three molecular components (Fig. 1): 1) a component to provide a sig-

nal that can be detected by an imaging instrument, 2) a ligand that

can specifically interact with the molecular target of interest, and 3) a

spacer that links the two previous components together. The spacer is

not always mandatory and the two first components may sometimes

be directly linked together. Once introduced into the living subject, the

location of themolecular imaging probes can bemonitored by an imag-

ing system. The probe is generally injected intravenously, but other

routes of administration can be used. Just after injection, the probe is

distributed throughout the body of the subject. Then, part of the probe

is expected to bind to its molecular target, whereas the rest is cleared

fromthe tissues. Accordingly, the imaging systemshould detect ahigher

signal in tissue expressing the target than the others (Fig. 2).

The first molecular imaging probes were derived from natural mol-

ecules that are involved in metabolism. For example, one of the most

famous radiotracers used for cancer imaging is 2-deoxy-2-[18F]fluoro-

D-glucose (18F-FDG), which is a radiolabeled glucose analog. However,

there is now an increasing demand to develop new types of molecular

imaging probes that can bind to targets for which there are no available

or known natural ligands. These new probes are often made frommac-

romolecules that can be tailored to interact with anymolecular target of

interest. These macromolecules use four forces of interaction (ionic

bonds, hydrogen bonds, hydrophobic effects, and vanderWaals interac-

tions) to adopt three-dimensional (3D) structures and specifically

interact with their target. Such forces are often called “weak bonds” be-

cause they require little energy to break. However, the 3D structure of a

macromolecule can allow it to formmany suchweak interactionswith a

target of interest to, ultimately, bind to it with a very high affinity.

Peptides and proteins can provide a myriad of 3D structures able to

generate high affinity ligands. For example, antibodies are well-known

ligands that can bind to their target with very high affinity and

specificity. This property has been exploited to develop drugs andmolec-

ular imaging probes. However, proteins have many disadvantages when

used as molecular imaging probes. First, their 3D structures can be

unstable and difficult tomaintain, not only in vivo but also in vitro during

labeling steps. In addition, they are almost impossible to produce chem-

ically, except for small peptides. Thus, they require bio-production

processes that are not only costly but can also cause problems of

batch-to-batch reproducibility. Finally, they may face problems of im-

mune response, e.g. only humanized antibodies can be injected into

humans, but cannot be easily evaluated in immuno-competent animal

models, which reject them.

Like amino-acid polymers, nucleic acid sequences can formmany3D

structures. This property is used in nature by RNAs to interact with a va-

riety ofmolecules or to have catalytic activities (e.g. protein synthesis or

splicing). Since 1990, several combinatorial approaches have been de-

veloped to exploit and analyze these properties of nucleic acids. Tuerk

and Gold popularized such methods as SELEX (for systematic evolution

of ligands by exponential enrichment) [1] and the nucleic acid-based

ligands identified by this techniquewere baptized “aptamers” by Elling-

ton and Szostak from the Latin “aptus”, meaning “to fit” [2]. Although

the selection of aptamers has undergone many improvements and re-

finements [3–8], they are still based on the same principle (Fig. 3). A

population of oligonucleotide sequences known as “candidates” is syn-

thesized. They contain a randomly synthesized region, which is framed

by two known sequences that canbeamplifiedbyPCR. This population is

then subjected to an in vitro selection process, which extracts candidates

that bind to a chosen target from the rest. These candidates are then am-

plified by PCR or RT-PCR and transcribed in vitro before being used in a

new in vitro selection round. During the amplification step, mutations

mayoccur, leading to theappearanceof candidates that are slightlydiffer-

ent fromtheirparents, someofwhichmayhavehigher affinity for the tar-

get. Accordingly, the population is expected to evolve through several

rounds of selection and amplification, in a Darwinian fashion, favoring

theprogressive enrichment of the sequenceswith thehighest affinity. Se-

quencing a sample of the population can then identify such sequences.

Recently, high-throughput sequencing has led to a better understanding

of this molecular evolution process and better identification of the

aptamers [9]. Themainweakness of RNAandDNA sequences is to be rap-

idly degraded by nucleases. The half-life of the oligonucleotide RNA is a

few seconds in the plasma whereas for DNA it is around 30 to 60 min

[10]. Several chemical modifications have been introduced in aptamers

to protect them from nuclease degradation including modified bases,

modified sugar and modifications on the phosphodiester linkage [11].

The most common strategy is to use chemically modified nucleotides

that can be directly incorporated by polymerases during SELEX. For ex-

ample, 2′Fluoro nucleotides are often used and the half-life time of

2’Fluoro-pyrimidine RNA sequences is around 5 to 15 h in plasma [10].

Chemical modifications could also be incorporated post-selection but

they can change the structure of aptamers and affect their binding.

Since their discovery, aptamers have been selected against awide variety

of targets, from small molecules to proteins to even complexes of targets

present on the cell surface [3,12,13]. Aptamers have provided fundamen-

tal insights concerning the versatility of RNA, supporting its involvement

in the origin of life [14,15]. In parallel, aptamers have been increasingly

used for biotechnological applications, such as biosensors [16], bio-purifi-

cation [17], biomarker discovery [18], and the regulation of gene expres-

sion [19]. Furthermore, one aptamer has already been commercialized as

a drug for the treatment of age-relatedmacular degeneration and several

others are currently in clinical trials [20].

Because of their high specificity and affinity, aptamers are promising

tools for molecular imaging [21–24]. Over the last 20 years, several

aptamers have been tested asmolecular probes in almost every imaging

modality, including positron emission tomography (PET), single photon

emission computed tomography (SPECT), magnetic resonance imaging

(MRI), echography, X-ray computed tomography (X-ray CT), and fluo-

rescence imaging. This review presents an up-to-date summary of the

Fig. 1. Scheme of aptamer-based molecular imaging probes. A) An aptamer is conjugated

by a linker to a molecule (label) that allows detection by a molecular imaging instrument.

Such probes are generally used for nuclear or fluorescence imaging aided by radioisotopes

or fluorescent dyes, respectively. B) For MRI and CT imaging techniques, aptamers are

linked to contrast agents based on nanoparticles. These nanoparticles can be

simultaneously labeled with several labels to build multimodal imaging probes. They

can also be used to co-deliver drugs for theranostic applications.
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investigations that have been performed in vivo and the recent use of

aptamers to develop new types of probes for multimodal imaging and

theranostic applications. We have tried to exhaustively list all these

studies in tables (see Tables 1, 2 and 3), but have chosen not to describe

them all in detail, but rather to present general conclusions that can be

drawn from these experiments.

2. Applications of aptamers for molecular imaging

2.1. Aptamers as probes for nuclear imaging

Nuclear imaging uses molecular imaging probes that are radioac-

tively labeled. These probes are usually called “radiotracers” or “radio-

pharmaceuticals”. Once injected into subjects, external detectors

(gamma cameras) detect the radiation emitted by such probes. This

signal is then used to reconstruct images that allow quantitative mea-

sures of probe localization at various times post-injection. Several differ-

ent modalities of nuclear imaging can be used, depending on the

radioisotope, some of which have been developed for the radiolabeling

of aptamers [25,26]. 2D scintigraphy or 3D imaging by SPECT use β

emitters (such as 99mTc, 123I, or 111In) that can be directly detected by

gamma cameras. In contrast, PET uses positron-emitting (β+) radionu-

clides (such as 11C, 18F, 68Ga, or 64Cu) that need first to be annihilated by

an electron to release two gamma rays, which are emitted at an angle

that approximates 180°. Radiolabeled aptamers have been evaluated

as probes for these imaging modalities (Table 1).

2.1.1. Single photon emission computed tomography (SPECT)

The first trial to test aptamers in molecular imaging was performed

in 1997 by Charlton et al. [27]. This study used a DNA aptamer (called

Fig. 2. Principle of molecular imaging. At t0, the contrast agent (in green) is injected inside the subject. Then, it spreads over the whole body (t1) and is finally eliminated via excretory

organs, except in the area of interest where the probe interacts with the target (t2).

Fig. 3. General principle of aptamer selection by systematic evolution of ligands by exponential enrichment (SELEX). A random oligonucleotide library is incubated with a target (1).

Sequences that bind to the target are conserved, whereas others are eliminated (2). The selected sequences are then extracted (3) and amplified by PCR (or RT-PCR followed by

in vitro transcription for RNA libraries) (4). During this step, mutations can appear (5). The new library enters a new cycle of selection-amplification. Over the successive cycles,

sequences that provide the best binding to the target are amplified and can be identified by sequencing (6).
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NX21909) that binds to neutrophil elastase, which is a serine protease

secreted by neutrophils during inflammation. This aptamer was

radiolabeled with 99mTc and intravenously injected into rats with in-

duced inflammation in a forelimb. The biodistribution of the aptamer

was measured by scintigraphy and compared to that of a reference

IgG used clinically to image inflammation and a negative control oligo-

nucleotide. Every compound exhibited a higher signal in the inflamed

forelimb than the contro-lateral healthy forelimb. In addition, a higher

signal wasmeasured with the aptamer than the control oligonucleotide

in the inflamed forelimb. Finally, the control oligonucleotide and the

aptamer showed faster clearance than the reference IgG. This led the

aptamer to reach a signal-to-noise ratio of 4.3 ± 0.6 just 2 h post-injec-

tion, whereas the best ratio obtained by the antibodywas only 3.1± 0.1

and occurred 3 h post-injection.

Hicke et al. further evaluated an aptamer using SPECT for cancer im-

aging in 2006 [28]. This aptamer, called TTA1, was selected against

tenascin C (TN-C), an extracellular matrix protein overexpressed in

many tumors. This aptamer was a 2’fluoro-pyrimidine RNA oligomer.

Accordingly, every pyrimidine of this aptamer contained a fluor group

in the 2′ position of the ribose; this chemical modification is known to

provide greater resistance against degradation by nucleases. In contrast,

the previously described anti-elastase aptamer used natural DNA chem-

istry, which is expected to be rapidly degraded by nucleases in vivo. The

biodistribution of the TTA1 aptamer was measured by SPECT imaging

after intravenous injection in mice bearing subcutaneous tumor xeno-

grafts from human U251 glioblastoma cells. A maximum uptake of 6%

of injected dose/g (ID/g) was achieved in the tumor 10min after intra-

venous injection of [99mTc]-radiolabeled TTA1. The aptamer in the

tumor then continuously decreased, but 1.9% ID/g was still present 3 h

post-injection. A negative control aptamer showed initial tumor absorp-

tion that was half of that of TTA1 (3% ID/g) at 10min but it was rapidly

cleared from the tumor,with only 0.04% ID/g still present 3 h post-injec-

tion. This aptamer demonstrated rapid blood clearance and reached a

tumor-to-blood ratio of approximately 50 just 3 h after injection. Such

rapid clearance can be explained by rapid renal excretion, as well as nu-

clease degradation. Indeed, the aptamer detected in the blood 3 h after

injection was completely degraded, whereas the radioactivity present

in the tumor at that time corresponded mostly to non-degraded

aptamer. The authors suggested that the aptamer could have been par-

tially protected against nucleases when bound to its target. This study

also examined the importance of the radiometal chelator and the

injected dose in the biodistribution of the probe. Three different

Table 1

In vivo studies using aptamers to develop molecular imaging probes. Except when mentioned, all preclinical models were nude mice bearing subcutaneous tumor xenografts (S.) or

orthotopic tumor xenografts (O.).

Target Name Chemistry Imaging Labeling Preclinical model References

Neutrophil elastase NX21909 DNA SPECT 99mTc Artificially induced inflammation in male Harlan

Sprague-Dawley rats

[27]

Thrombin ODN1& ODN2 DNA Scintigraphy

(SPECT)

123I Rabbit jugular vein model using thrombus

supplemented with human thrombin

[87]

Thrombin DNA Ultrasound Microbubbles Rabbit Deep Venous Thrombosis Model [59,88]

Tenascin-C TTA1 2’OMe-Pu, 2′

F-Py RNA

SPECT 99mTc S. (U251 cells) and O. (MDA-MB-435 cells) [89] [28]

Tenascin-C GBI-10 DNA PET 18F and 64Cu S. (U87MG cells or H460) and O. (MDA-MB-435) [40]

MUC1 MUC1 DNA Ex vivo

Scintigraphy

99mTc S. (MCF-7 cells) [90]

MUC1 AptA &AptB DNA SPECT 99mTc S. (MCF-7 cells) [29]

MUC1 Modified DNA Fluorescence Quantum Dots S. (A549 cells) [91]

MUC1 P0 DNA Fluorescence Cy3 S. (MCF-7 cells) [52]

Nucleolin AS1411 DNA PET 64Cu S. (H460 cells) [38]

Nucleolin AS1411 DNA SPECT 99mTc S. (DU-145 cells) [30]

Nucleolin AS1411 DNA MRI Magnetic NPs S. (HeLa cells) [55]

IGHM TD05 DNA Fluorescence Cy5 S. (Ramos cells) [44]

IGHM TD05 DNA Fluorescence Cy5 FITC S. (Ramos cells) [45]

IGHM TD05 DNA Fluorescence Cy5 S. (Ramos cells) [47]

ErbB2-expressing breast

cancer cell line

HER2 2’F-Py RNA SPECT 99mTc S. (SKOV-3 cells) [31,92]

EGFRvIII U2 DNA SPECT 188Re S. (U87MG cells) [32]

PTK7 Sgc8 DNA Fluorescence Cy5 S. (CCRF-CEM cells) [51]

PTK7 Sgc8 DNA PET 18F S. (U87MG cells or HCT116 cells) and tumor metastases

(HCT116 cells)

[40,93]

(1 → 3)-β-D-glucan seq6 & seq30 DNA SPECT 99mTc Mice infected with S. aureus or immunosuppressed and

infected with C. albicans

[35]

Peptidoglycan Antibac1 DNA SPECT 99mTc Mice infected with S. aureus or C. albicans [36]

Staphylococcus aureus SA20, SA23 and

SA34

DNA SPECT 99mTc Mice infected with S. aureus [37]

MMP-9 F3B 2’OMe-Pu, 2′

F-Py RNA

SPECT /

Fluorescence

99mTc or 111In /

Cy5

S. (A375 cells) [33,34]

VEGFR2 BzdU DNA MRI Magnetic Nps O. (U87MG cells) [56]

αvβ3 Integrin Aptævß3 BzdU DNA MRI Magnetic Nps S. (A431 cells) [57]

VEGF165 VEGF165-aptamer 2’OMe-Pu, 2′

F-Py RNA

MRI USPIO O. (BEL-7402 cells) [58]

Aβ fibrils β55 RNA Fluorescence Fluorescein APP/PS1 transgenic mice [53]

ATP DNA Fluorescence TPdye & graphene

oxide

Two-day-old zebrafish [94]

CD30 RNA & DNA Fluorescence IRD800CW Several subcutaneous tumor xenografts [95]

Annexin A2 ACE4 2′F-Py RNA Fluorescence AF680 S. (MCF-7 cells) [46]

SGC7901 cells S4a DNA Fluorescence Quantum Dots /

Cy5/BHQ2

S. (SGC7901 cells) [96]

VCAM-1 Fluorescence Cy5.5 Transgenic APP/PS1 mice. [54]

EGFRvIII A32 DNA Fluorescence Quantum Dots O. (U87MG cells) [97]

PTK7 Sgc8-c DNA SPECT or

Fluorescence

99mTc or Alexa647

dye

S. (B16F1 cells and A20 cells) [48]
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chelators were compared for radiolabeling of the aptamer. The clear-

ance of the aptamerwasmarkedly different from the three chelators, al-

though they had less of an effect on tumor targeting. Finally, increasing

the injected dose was shown to correlate with increased circulation

time of the aptamer in blood and higher absorption by the tumor, sug-

gesting that the clearance of this aptamer should be saturable.

Several other aptamers have been evaluated by SPECT imaging for

tumor targeting (seeTable 1). Theyweremostly selected against proteins

that are overexpressed at the surface of cancer cells. These studies con-

firmed that aptamers are rapidly cleared from the bloodstreamand elim-

inated either by hepatobilary and/or urinary excretion. Two DNA

aptamers, selected againstMucin 1 (MUC1) [29] andnucleolin [30], dem-

onstrated higher uptake in the tumors thanmuscle, suggesting that they

canbind to their targets in vivo. Theseaptamerswere, however, evaluated

without comparing them to a negative oligonucleotide control. Thus, its

impossible to knowwhether tumoruptakewas linked to their interaction

with their target or to higher vascularization of the tumor. For example,

similar tumor uptake was observed with a 2′ F-Py RNA aptamer selected

against human epidermal growth factor receptor 2 (HER2), but compar-

ison of the aptamer with that of a control sequence showed the two to

have the same tumor uptake [31]. This demonstrates the importance of

including this control in such studies todeterminewhether tumoruptake

of an aptamer is non-specific or results froman interactionwith its target.

Accordingly, two aptamers demonstrated significantly higher tumor

uptake than a control oligonucleotide: a DNA aptamer selected against

epidermal growth factor receptor variant III (EGFRvIII) [32] and a fully

modified aptamer (2’Ome-Purine/2′F-Py) that binds to matrix

metalloprotease-9 (MMP9) [33,34]. The latter was radiolabeled either

with 99mTc-MAG or 111In-DOTA [34]. Significant tumor targeting was

observed for both labels, but high hepatobilary excretion was observed

for the 99mTc-MAG-labeled aptamer, whereas the 111In-DOTA-labeled

aptamerwasmostly eliminated by the urinary pathway. This result con-

firmed that labeling can strongly influence the biodistribution of

aptamers.

Recently, three studies published by the group of Antero Silva

Ribeiro de Andrade investigated the use of aptamers as probes for the

detection of bacterial infections by SPECT imaging [35–37]. These

aptamerswere selected against various structural cell-wall components

of bacteria. Scintigraphy of Staphylococus aureus infected mice using
99mTc-radiolabeled aptamers demonstrated that the bacterial infection

could be located, with target to non-target ratios that were statistically

higher than those achieved for a control sequence.

2.1.2. Positron emission tomography (PET)
Four studies have evaluated the use of aptamers as probes for PET

imaging in several cancer models (Table 1). Two used a DNA aptamer

(AS1411) that binds to nucleolin. This protein, over-expressed on the

surface of many cancerous cells, can internalize when it binds the

aptamer. In 2014, Li et al. conjugated the extremity of the AS1411

aptamer with four different chelators, allowing radiolabeling with
64Cu [38]. They demonstrated that these chelators can substantially

alter internalization of the aptamer in vitro. They also demonstrated

that the biodistribution and tumor targeting of this aptamer changes,

depending on the chelator used, similar to the SPECT imaging studies.

The same AS1411 aptamerwas also evaluated by Park et al. using a con-

trol sequence [39]. In this study, the aptamer was elongated by a se-

quence of 15 nucleotides that was then hybridized to an antisense

oligonucleotide previously radiolabeled with 18F by click chemistry.

This clever methodology makes it possible to easily radiolabel several

aptamers at the same timeusing the 18F-radiolabeled antisense oligonu-

cleotide. The efficacy and specificity of tumor targeting of this aptamer

was evaluated by micro-PET in mice carrying tumor xenografts. High

absorption was observed in the kidneys, intestines, and liver for both

the aptamer and the control sequence. However, the aptamer showed

slightly higher tumor targeting than the control sequence. They carried

out a blocking experiment to confirm the specificity of tumor targeting

by co-injecting a 100-fold molecular excess of unlabeled AS1411

aptamers. Tumor uptake was reduced by a factor of two, suggesting

that part of the tumor targeting was possibly specific.

In 2015, Jacobson et al. evaluated two other aptamers as probes for

PET imaging [40]. First, they evaluated an aptamer against tenascin-C.

They used a DNA aptamer that is completely different from the 2′-

fluoro-Py RNA aptamer previously studied by SPECT imaging (see

above). It was radiolabeled with either 64Cu or 18F before being evalu-

ated by PET imaging in mice bearing a subcutaneous tumor xenograft.

Although this aptamer was described to have poor binding at 37 °C

(Kd in the μM range) [41], it demonstrated higher tumor uptake than

a scrambled control sequence for both labeling strategies. However,

the 2’fluoro-Py-labeled aptamer, previously evaluated by SPECT,

showed 10-fold higher uptake by the tumor 1 h after injection (3 versus
0.3%ID/g) and also demonstrated a 10-fold higher tumor/blood ratio 3 h

after injection (50 versus 4).
Then, the same group studied a DNA aptamer selected against pro-

tein tyrosine kinase-7 (PTK7), a member of the receptor tyrosine kinase

superfamily that is highly expressed in various human malignancies

[42]. The aptamer was evaluated in mice bearing subcutaneous tumors

from the HCT116 and U87MG cell lines. PET studies showed specific ac-

cumulation of the 18F-radiolabeled aptamer in HCT116 tumors, which

express high levels of PTK7, and lower uptake by U87MG tumors,

which express lower levels of PTK7. Uptake of the aptamer was higher

than that of the control sequence in both models. The specificity was

also confirmed by an 80% inhibition of uptake when the radioactive

aptamer was co-injected with a large excess of unlabeled aptamer. Fur-

thermore, the aptamer demonstrated higher uptake by liver metastases

from HCT116 cells than by the subcutaneous tumor. Finally, they found

that increasing the injected dose increased tumor targeting of the

aptamer, as previously observed.

2.2. In vivo fluorescence imaging with aptamers

In vivo fluorescence imaging is similar to fluorescence microscopy

but at amacroscopic level. This type of imaging has becomewidespread

in laboratories. However, unlike other molecular imaging techniques,

the use of fluorescence imaging is technically more difficult because bi-

ological tissues absorb and disperse photons and can also generate

strong autofluorescence, obscuring the collection and quantification of

signals. Nevertheless, significant progress has been made in the mathe-

matical models that describe the propagation of photons in tissues.

Moreover, the illumination and detection instruments available have

improved and this type of imaging is now widely used for small rodent

imaging. In addition, it shows promise for several applications in

humans, especially for image-assisted surgery.

Many fluorescent probes have been designed using aptamers (Table

1). The simplest way is to graft the aptamer with a small organic dye.

Generally, fluorophores emitting in the near infrared are preferred be-

cause biological tissues absorb less photons and have less autofluores-

cence at these wavelengths. The fluorescent aptamer is then

intravenously injected into living subjects and fluorescence imaging is

performed at various times. Usually, “planar imaging” is used for quali-

tative or semi-quantitative 2D imaging. This technique uses wide-field

illumination for the excitation of a fluorophore inside animals and a

highly sensitive camera to record the fluorescence signals. Planar imag-

ing is strongly affected by light scattering. Thus, it is mainly used for im-

aging surface tissues, such as subcutaneous tumor xenografts,

comparing the fluorescence signal inside the tissue of interest with the

background signal originating from a reference area [43]. This approach

has been usedwithmany aptamers that bind to proteins overexpressed

at the surface of cancer cells (Table 1). They have generally demon-

strated higher fluorescence signals of the tumor than that of the back-

ground from a few minutes after injection up to several hours [44–48].

In vivo visualization and quantification of the fluorescence signal

have been improved by the development of fluorescence diffuse optical
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tomography (fDOT). This imaging technique, also called fluorescence

molecular tomography (FMT), requires instruments that have a transil-

luminationmode for excitation, generally by lasers. In contrast to planar

images, fDOT can reconstruct the original fluorescence emission signal

in three dimensions using algorithms. We previously compared fDOT

and PET to monitor the biodistribution of oligonucleotides inside mice

[49]. Although fDOT was less sensitive, it was able to measure similar

concentrations of oligonucleotides ranging from 3 nM to 1 μM. We

were able to more precisely quantify the tumor targeting of an anti-

annexin A2 aptamer using this technique [46]. Three hours after injec-

tion, the quantity of this aptamer in the tumor was approximately 14

times higher than that of a control sequence. fDOT was also used by

Mi et al. to quantify the tumor targeting of an aptamer that binds to

DHX9, an RNA helicase protein [50]. In this study, the aptamerwas eval-

uated in an animal model of hepatic colorectal cancer metastases. In

contrast to a subcutaneous xenograft, it was difficult to evaluate the

size of such tumors, that can vary highly between animals. Nevertheless,

one of themajor advantages of fluorescence imaging is that it can mea-

sure several fluorophores at the same time. The authors used this prop-

erty to normalize the tumor targeting of their aptamer by another

fluorescent probe that targets the tumor.

A major drawback of molecular imaging is the difficulty to discrimi-

nate the specific binding of a probe from its non-specific distribution.

However, unlike other types of imaging, in which the probes continu-

ously produce a signal over time, it is possible to modulate fluorescence

emission of a fluorophore according to its environment. This property

has been used to develop activatable probes, also called “smart fluores-

cent probes”, that can produce a fluorescent signal only when they are

bound to their target. Hence, Shi et al. developed an activatable aptamer

probe (AAP) using a DNA aptamer targeting PTK7 [51]. They produced

this AAP by elongating the aptamer with a poly-thymidine sequence

and partially hybridizing it to a short DNA sequence containing a

fluorophore and a quencher attached at each extremity. In the absence

of the target, the construct forms a hairpin structure that brings the

fluorophore close to the quencher, resulting in quenching of thefluores-

cence. However, when the aptamer is bound to the membrane recep-

tors of cancer cells, its conformation changes, resulting in an activated

fluorescence signal. This constructwas evaluated inmice bearing subcu-

taneous tumors. The AAP displayed substantially enhanced contrast rel-

ative to classical labeling, in which the aptamer is continuously

fluorescent. Furthermore, such enhanced contrast was achieved within

15 min after intravenous injection, whereas the always-on probe re-

quired more time to achieve maximal contrast because of the need to

wait for clearance of the unbound probe.

Li et al. designed another activatable fluorescent probe with a DNA

aptamer that binds to cell-surface MUC1, which is overexpressed in

many malignant tumors [52]. In this case, the Cy3-labeled aptamer

was π-π stacked on the surface of oxidized mesoporous carbon nano-

spheres, resulting in quenched fluorescence. After exposure to MUC1,

the aptamer is gradually released from the oxidizedmesoporous carbon

nanosphere due to a much stronger interaction with the protein,

resulting in fluorescence recovery. Although this construct led to prom-

ising in vitro results, it needs to be optimized for in vivo use. Indeed, a

targeted fluorescenct signal in the tumorwas achieved by intra-tumoral

injection, but not intravenous injection.

Recently, two aptamers were tested by fluorescence imaging in ani-

mal models of Alzheimer's disease [53,54]. One aptamer, called β-55,

binds to amyloid fibrils found in Alzheimer's disease but not the A-

ß40 monomer. Farrar et al. fluorescently labeled this aptamer and

used it to visualize amyloid plaques in APP/PS1 transgenic mice in vivo

using two-photon imaging [53].

2.3. Magnetic resonance imaging (MRI) with aptamers

MRI uses strong magnetic fields, electric field gradients, and radio

waves to generate images. MRI is known to have very high spatial

resolution, but is relatively insensitive. Contrast agents have been devel-

oped to improve sensitivity, including T1-positive paramagnetic agents

and T2-negative superparamagnetic nanoparticles. A few studies have

been conducted to specifically address the use of aptamers to improve

the imaging of tumors using contrast agents [55–58]. The aptamers

studied bind to proteins that are expressed on the surface of proliferat-

ing endothelial cells during angiogenesis, such as nucleolin, αvß3

integrin, vascular endothelial growth factor, and vascular endothelial

growth factor receptor type 2 (VEGFR2). The fact that MRI contrast

agents are sometimes large (up to several hundred nm in diameter),

may explain why trials mostly targeted biomarkers that do not require

extravasation from the bloodstream to be reached. These studies all

demonstrated improved MRI contrast in tumors relative to nanoparti-

cles without aptamers. However, no one compared signals using the

same nanoparticle conjugated with a negative-control oligonucleotide,

although conjugation of a negatively charged oligonucleotide can sub-

stantially affect the biodistribution of a nanoparticle. Thus, as already

mentioned, it is difficult to knowwhether the signal is due to the inter-

action of the aptamer with its target or to higher non-specific uptake of

the nanoparticle by the tumor.

2.4. Ultrasound imaging

Ultrasound imaging, also called echography, is a non-invasive

method widely used in clinical settings for real-time anatomical and

functional imaging. It uses a probe to send ultrasound pulses and record

the sound echoes off the tissues. These echoes can be used to recon-

struct an image, as different tissues reflect varying degrees of sound.

Themost common contrast agents used inmolecular ultrasound aremi-

cron-sized, gas-containing microbubbles. Nakatsuka et al. functional-

ized such microbubbles with an aptamer that binds to thrombin [59].

Thrombin acts in the blood coagulation pathway to convert soluble fi-

brinogen into insoluble strands of fibrin, as well as catalyze other coag-

ulation-related reactions. They observed a five-fold increase in acoustic

activity in the clot region after injection of the microbubbles in a static

thrombosis model in a rabbit. However, they did not compare their re-

sults with those using the samemicrobubbles conjugatedwith a control

sequence.

3. Multimodal imaging with aptamers

Each imaging modality has advantages and disadvantages. Thus,

there are an increasing number of hybrid instruments that offer the pos-

sibility of combining several imaging modalities. Similarly, multimodal

imaging probes based on nanoparticles are being developed for detec-

tion by different imaging modalities. Several such probes have used

aptamers as specific targeting agents (Table 2). For example, Hwang et

al. used a cobalt-ferrite nanoparticle surrounded by fluorescent rhoda-

mine in a silica shell matrix [60]. This nano-object, already detectable

by MRI and fluorescence imaging, was conjugated with an anti-

nucleolin aptamer before being further radiolabeled with 67Ga for de-

tection by SPECT imaging. They then evaluated the biodistribution of

this multimodal-imaging probe in mice bearing subcutaneous tumor

xenografts. As a negative control, they used the same construct in

which they replaced the aptamer by amutant aptamer in which several

guanines were substituted with cytosines. Scintigraphy revealed higher

tumor absorption of the nanoparticles conjugated to the aptamer than

for those conjugated to the control sequence 24 h after intravenous in-

jection. T2-weightedMR images of the samemice detected thepresence

of nanoparticles in tumors only when conjugated with the aptamer. Fi-

nally, higher tumor uptake of the nanoparticles conjugated to the

aptamer was further confirmed by ex vivo fluorescence imaging of ex-

tracted organs. As expected, SPECT imagingwasmore sensitive andpro-

vided better quantification, whereas MRI provided better resolution.

Apart from preclinical research, the use of this type of probe in humans

is debatable. Indeed, the design of multimodal imaging probes is
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necessarily more complicated and costly. Furthermore, combining

SPECT and MRI to detect the presence of a tumor does not provide any

additional information over the use of either of these modalities alone.

A more optimal approach would be to use a dual-modality probe that

can be used during an initialwhole-body examination to identify the lo-

cation of a tumor and then assist in locating it during tumor resection

surgery. Thus, most existing multimodal imaging probes combine fluo-

rescence, which can be detected during surgery, with a whole-body im-

aging modality, such as PET, SPECT, MRI, or X-ray CT. For example, Li et

al. conjugated the anti-nucleolin aptamer to fluorescent gold nanoparti-

cles, which can be detected both by X-ray CT and fluorescence imaging

[61]. This dual-modal imaging probe was detected in tumors by CT im-

aging 30min after intravenous injection in mice bearing subcutaneous

tumor xenografts. Furthermore, the tumor can be easily visualized dur-

ing surgery under ultraviolet light, due to an orange-red fluorescent sig-

nal emitted from the nanoparticles. Such tumor targeting was not

achieved by the same nanoparticle without an aptamer; however, fur-

ther experiments should be performed with a control oligonucleotide

to determine whether the enhanced contrast is due to interaction of

the aptamer with its target.

4. Use of aptamers for theranostics

The term “theranostics” is used to define the research that is carried

out to combine diagnostic and therapeutic capabilities into a single

agent and develop more specific individualized therapies. This is be-

cause many existing therapies are effective only for a limited number

of patient subpopulations and at selective stages of the disease. Thus, a

nano-object that can co-deliver a therapy and an imaging agent could

allow imaging to be used during treatment to determine whether the

treatment is reaching the pathological area. It would therefore be possi-

ble to provide more specific therapeutic protocols to individuals to

likely provide a better prognosis. Another advantage offered by

theranostics is the simultaneous improvement of treatment efficiency

and reduction in side effects for patients by specific targeting with the

aptamer. Indeed, the treatment should be specifically addressed to the

disease area instead of being spread throughout the body, with the re-

sult that healthy tissues receive a lower dose. Several theranostic strat-

egies using aptamers have been evaluated in vivo in cancer models

(Table 3). For all these strategies, it is necessary to use a conjugation

method to attach the aptamer at the nanoparticle surface and to verify

that the aptamer conserve its binding capacity. In addition, several con-

jugation methods could be evaluated to define the best spacer between

aptamers and nanoparticles, as well as to define the best number of

aptamers to conjugate per nanoparticle [62].

4.1. Delivery of anthracycline drugs and imaging

Most theranostic studies with aptamers concern the co-delivery of

imaging agents and anthracycline drugs (predominantly doxorubicin).

These drugs interact with DNA by intercalation, inhibiting replication,

and deregulating gene expression. The first way to deliver the drugs

was to load it in various types of nanoparticles that were further labeled

for detection by imaging and conjugated to aptamers. This approach

was used by Pascual et al. who loaded doxorubicin in mesoporous silica

nanoparticles that were further conjugatedwith an anti-MUC1 aptamer

and radiolabeled by 99Tc [63]. Specific targeting and drug delivery of the

nanoparticle was demonstrated in vitro on cells and scintigraphy

showed that the nanoparticles can target a subcutaneous tumor in

vivo. However, the in vivo biodistribution was not compared to that of

the same nanoparticle conjugated with a control sequence. A similar

strategy was used by Mosafer et al. who entrapped superparamagnetic

iron oxide nanoparticles (SPIONs) and doxorubicin in poly(lactic-co-

glycolic acid) (PLGA)-based nanoparticles that were further conjugated

to the anti-nucleolin aptamer [64,65]. Higher tumor targeting was ob-

served by MRI for the nanoparticles conjugated with the aptamer than

for unconjugated nanoparticles. Furthermore, the nanoparticles conju-

gated with the aptamer provided significantly higher inhibition of

tumor growth and prolonged survival of mice bearing C26 colon carci-

noma xenografts.

Another method to deliver drugs is to covalently attach them to the

surface of nanoparticles. This strategy was used by Salva et al. who con-

jugated an anti-MUC1 aptamer to Quantum Dots and further attached

doxorubicin to their surface via a pH-sensitive hydrazone bond [66].

These bonds are stable in general circulation at a neutral and slightly

basic pH but undergo rapid hydrolysis in the acidic environment of

endosomes. Accordingly, it should release the drug specifically in cancer

cells that express nucleolin because they should internalize the nano-

particles via the aptamer. In vivo fluorescence imaging demonstrated

that the Quantum Dots accumulated more in subcutaneous xenografts

when theywere conjugated to the aptamer. Furthermore, the therapeu-

tic efficiency of theses nanoparticles was slightly improved by the

aptamer in vitro, but were not evaluated in vivo.
Doxorubicin was also conjugated to the surface of luminescent gold

nanoclusters by Chen et al. [67]. They further conjugated this nanopar-

ticle with two targeting moieties: the anti-nucleolin aptamer and a cy-

clic Arg-Gly-Asp (cRGD) peptide, which binds to αvβ3 and αvβ5

integrins, which are up-regulated in tumor endothelial cells. In vivo

fluorescence imaging demonstrated significantly greater tumor

targeting when the nanoparticles were conjugated with the dual

targeting agents than when they were unconjugated, and slightly

greater tumor targeting than nanoparticles conjugated with only

cRGD. Intravenous injection of the nanoparticles conjugated with the

dual targeting agents every 48 h induced greater inhibition of tumor

growth than unconjugated nanoparticles and free doxorubicin.

Finally, the property of anthracyclines to intercalate into DNA has

been used to load nanoparticles. Hence, Yu et al. used an aptamer that

binds to the prostate-specific membrane antigen (PSMA), which is

over expressed on some prostate tumors [68]. They elongated the se-

quence of the aptamer by an additional (CGA)7 repeat that was

Table 2

In vivo studies using aptamers to develop multimodal molecular imaging probes. Except whenmentioned, all preclinical models were nudemice bearing subcutaneous tumor xenografts

(S.) or orthotopic tumor xenografts (O.).

Target Name Chemistry Imaging Labeling Preclinical model References

Nucleolin AS1411 DNA SPECT /

Fluorescence /

MRI

67Ga / rhodamine B /

Magnetic NPs

S. (C6 cells) [60]

Nucleolin AS1411 DNA PET / Fluorescence 64Cu / Rhodamine B S. (4 T1 cells) [98]

Nucleolin AS1411 DNA PET / Fluorescence 18F / Cy5 S. (C6 cells) [39]

Nucleolin AS1411 DNA CT / Fluorescence Gold NPs / dye S. (CL1–5 cells) [61]

PSMA A10–3.2 2’F-Py

RNA

Echography /

Fluorescence

Nanobubbles / Cy5.5 S. (PC-3 cells) [99]

TLS11a Apt1 DNA MRI/ Fluorescence Magnetic NPs / FITC O. (HepG2 cells) [100]

HIF-1α DNA Dual MRI (T1&T2) Magnetic NPs S. (Panc-1 cells) [101]

Transcription

factor TF-AP-1

5ECdsAP1 DNA MRI /

Fluorescence

SPION / fluorescein Mice after amphetamine exposure and transgenic mice with neuronal

negative A-FOS mutant protein

[102]
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hybridized to a sequence previously conjugated to the surface of

SPIONs. This double strand pairing was not only used to conjugate the

aptamer but also for the loading of doxorubicin, which is known to pre-

dominantly bind to consecutive CG base pair regions. The

biodistribution of this complex was then evaluated by MRI in nude

mice bearing subcutaneous tumors. From 1 h after injection, the nano-

particles conjugated with the aptamer demonstrated ten-fold higher

tumor targeting than those conjugated with a scrambled control se-

quence. They then evaluated the in vivo therapeutic efficiency by

injecting the nanoparticles everyfive days for 15 days. Themean fold in-

crease in tumor volume (from day 0 to day 25) inmicewas significantly

lesswhen the nanoparticles were conjugated to the aptamer thanwhen

a scrambled sequence was used (3.4 ± 0.6-fold vs 5.2 ± 0.6-fold) or

free doxorubicin (5.0 ± 0.4-fold). A similar loading strategy was also

used by Jalalian et al. who loaded aMUC1 aptamer, that was conjugated

to SPIONs, with epirubicin [69]. MRI demonstrated higher tumor

targeting of the nanoparticles conjugatedwith the aptamer than uncon-

jugated nanoparticles, similarly to the previous study. Furthermore,

they also demonstrated greater inhibition of tumor growth.

The property of doxorubicin to intercalate into DNAwas also used by

Lei et al. to develop a smart split aptamer-based activatable theranostic

probe [70]. They used the Sgc8c aptamer that interactswith a cancer-as-

sociated membrane PTK-7. The Sgc8c aptamer was split into two parts

and linked via a short DNA linker labeledwith afluorophore. The central

part of this linker was then hybridized with a complementary short

DNA strand to which was attached a quencher that abolishes the fluo-

rescence emission of the fluorophore. It was also loadedwith doxorubi-

cin, as the double helix region linker/short DNA strandwas GC rich. The

construct was designed to disassemble when the structure of the

aptamer changes during its interaction with PTK-7, releasing the doxo-

rubicin and activating the emission of a fluorescent signal. Both therapy

and imagingwere validated in vitro. They also evaluated the construct in
vivo by fluorescence imaging in nude mice bearing subcutaneous

tumors. The tumor showed high fluorescence just 15 min post-injec-

tion, but the therapeutic efficiency was not evaluated.

4.2. Delivery of taxane drugs and imaging

Several theranostic studies have been performed with aptamers for

the co-delivery of imaging agents and taxane drugs, such as paclitaxel

(Taxol) and docetaxel (Taxotere), which are widely used as chemother-

apy agents. The principalmechanismof action of these drugs is to disrupt

themicrotubule functions that are essential for cell division. In contrast to

anthracyclines,whicharehydrophilic, taxanes arehydrophobic. Thus, the

theranostics nanosystems developed for those drugs are different.

Tao et al. used a nano-precipitation method with an acetone/water

system to prepare nanoparticles of cholic acid functionalized with a

star-shaped block copolymer consisting of PLGA and vitamin E TPGS

loadedwith docetaxel and a near infrared fluorescent dye [71]. The sur-

face of these nanoparticles was further conjugated with the anti-

nucleolin aptamer. The resulting nanoparticles were evaluated in two

mouse models in which the mice received subcutaneous tumor xeno-

grafts from human breast cancer cell lines. The nanoparticles conju-

gated with the aptamer demonstrated four-fold higher tumor

targeting 24 h after intravenous injection than unconjugated nanoparti-

cles or free dye byfluorescence imaging. Furthermore, they also demon-

strated greater inhibition of tumor growth.

The anti-nucleolin aptamer was also used by Luo et al. to target poly

(L-c-glutamyl-glutamine) nanoconjugates loaded with paclitaxel and a

fluorescent dye [72]. In contrast to most of the studies described previ-

ously, these nanoparticles were not evaluated in subcutaneous models,

but in nudemice that develop orthotopic brain tumors from intracranial

injection of humanU87MGglioblastoma cells. Fluorescence imaging re-

vealed two-fold higher tumor targeting by the nanoparticles conjugated

with the aptamer than unconjugated nanoparticles 24 h after intrave-

nous injection. Furthermore, when the nanoparticles were injected

Table 3

In vivo studies using aptamers to develop theranostic agents. Except when mentioned, all preclinical models were nude mice bearing subcutaneous tumor xenografts (S.) or orthotopic

tumor xenografts (O.).

Target Name Chemistry Imaging Labeling Therapy Preclinical model References

Nucleolin AS1411 DNA Fluorescence Dye Doxorubicin S. (U87MG cells) [67]

Nucleolin AS1411 DNA Fluorescence DiR Docetaxel O. (C6 cells) [73]

Nucleolin AS1411 DNA Fluorescence Molecular

beacon

Antagomir S. (C6 cells) [75]

Nucleolin AS1411 DNA Fluorescence DiR Paclitaxel O. (U87-PMT48-luc cells) [72]

Nucleolin AS1411 DNA MRI SPION Doxorubicin S. (C26 cells) [64,65]

Nucleolin AS1411 DNA Fluorescence DiR Docetaxel O. (C6 cells) [103]

Nucleolin AS1411 DNA Fluorescence IR-780 Docetaxel S. (MCF-7 or MDA-MB-231 cells) and spontaneous

breast cancer bearing mice

[71]

Nucleolin & MUC1 AS1411 &

S2.2

DNA Echography Docetaxel &

PTT

S. (S180 cells) [80]

MUC1 DNA SPECT 99mTc S. (MDA-MB-231 cells) [104]

MUC1 P0 DNA Fluorescence Doxorubicin Doxorubicin S. (MCF-7 cells) [105]

MUC1 MUC1 DNA Fluorescence Cy3 Doxorubicin S. (MCF-7 cells) [79]

MUC1 S2.2 DNA Fluorescence Quantum Dots PTT S. (MCF-7 cells) [106]

MUC1 5TR1 DNA MRI SPION Epirubicin S. (C26 cells) [69]

MUC1 DNA PET 99mTc Doxorubicin S. (MDA-MB-231 cells) [63]

MUC1 MUC1 DNA Fluorescence Quantum Dot Doxorubicin S. (A2780/AD cells) [66]

PTK7 Sgc8 DNA Fluorescence Doxorubicin Doxorubicin S. (CEM cells) [107]

PTK7 Sgc8c DNA Fluorescence Cy5 Doxorubicin S. (CEM cells) [70]

PTK7 Sgc8c DNA Fluorescence Cy5 PTT S. (CCRF-CEM cells) [77]

EGFR 2’F-Py

RNA

SPECT 111In Ø O. (OSC-19 cells) [108]

EGFR Fluorescence Quantum Dot SiRNA S. (MDA-MB-231 cells) [109]

EpCAM & Nucleolin LNA Fluorescence/ MRI

/ X-ray

VivoTag 680 XL /

Fe3O4

Bovine

lactoferrin

S. (Caco-2 cells) [81]

Hepatocellular

carcinoma cells

TLS11a ssDNA Fluorescence Chlorin e6 PDT/PTT/AQ4N S. (HepG2 cells) [110]

HER2 & A549 cells S6 DNA Fluorescence Cy5 PTT S. (A549 cells) [78]

MDA-MB-231 cells Apt S1 DNA Fluorescence R16 FP PDT S. and O. (MDA-MB-231 cells) [76]

PSMA A9 RNA MRI SPION Doxorubicin S. (LNCaP cells) [68]

U87 cells GMT8 DNA Fluorescence DiR Docetaxel O. (U87 cells) [74]
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every three days, the median survival of mice that received the nano-

particles (52 days) was significantly longer than those treated with un-

conjugated nanoparticles (47 days), free Taxol (40 days), or a control

saline solution (36 days). Similar results were obtained by Gao et al. in

another orthotopic brain tumor model. They also used the anti-

nucleolin aptamer attached to the surface of poly(ethylene glycol)-

poly(ε-caprolactone) nanoparticles loaded with docetaxel and fluores-

cence dye [73]. The surface of the nanoparticle was also conjugated

with a peptide previously screened by phage display to cross the

blood brain barrier (BBB). Fluorescence imaging demonstrated that

this peptide enhanced brain uptake of the nanoparticles and that addi-

tion of the aptamer increased uptake by the tumor. Furthermore, injec-

tion of the dual-targeting nanoparticle every three days, for a total of

three injections, significantly improved the median survival of mice

over those that received the nanoparticles with only one targeting

agent. The same nanoparticle achieved the same result using another

aptamer selected to recognize glioblastoma cancer cells, but without

the need of the peptide to cross the BBB [74]. This may be explained

by the fact that the BBB is perhaps disrupted during growth of the

brain tumor.

4.3. Delivery of nucleic acid drugs and imaging

Two studies have described the use of aptamers for the codelivery of

nucleic acid drugs and an imaging agent. Kim et al. developed a fluores-

cent-activatable probe that can detect the expression of amiRNA and si-

multaneously inhibit its function [75]. This probe was constructed by

conjugating the anti-nucleolin aptamer and a fluorescent molecular

beacon to the surface ofmagnetic-fluorescent nanoparticles. Themolec-

ular beacon was designed to provide fluorescence emission upon hy-

bridization with the micro-RNA (miRNA) 221. This interaction can

also inhibit the function of miRNA 221, which promotes cancer by an

antisense-like effect. C6 cells were first transfected by the probe before

being subcutaneously implanted into nude mice. In vivo fluorescence

imaging revealed that the miRNA could be detected in cancer cells for

up to four days. The probe was also injected directly into already im-

planted subcutaneous tumors. It significantly decreased tumor growth

relative to injections with PBS.

Recently, an anti-EGFR aptamer was used to target liposomes con-

taining Quantum dots for fluorescent imaging and siRNA molecules

for therapy in mice carrying subcutaneous tumor xenografts [109]. At

4 h post-injection, nanoparticles conjugated with the aptamer demon-

strated two-fold higher tumor targeting than unconjugated nanoparti-

cles. However, the fluorescence was cleared from the tumor by 24 h

and the therapeutic efficiency was not evaluated.

4.4. Photodynamic therapy (PDT) and imaging

Photodynamic therapy (PDT) uses a photosensitizing chemical sub-

stance that produces molecular oxygen when excited by light, causing

cell death. Tian et al. in 2014 attempted to perform photodynamic ther-

apy using nanomicelles encapsulating a pH activatable fluorescent

probe and a near-infrared photosensitizer, called R16FP, as a theranostic

[76]. The nanomicelles were targeted by an aptamer previously selected

against MDA-MB-231 human breast cancer cells. The goal was to use

the fluorescent dye to detectwhen nanomicelles reached the lysosomes

of cancer cells to determine when to carry out NIR irradiation of the

tumor region to induce the PDT. Upon irradiation, R16FP mediates the

generation of reactive oxygen species (ROS) and can thus cause lyso-

somal destruction and subsequent cell death. In vivo fluorescence im-

ages of subcutaneous MDA-MB- 231 tumor-bearing mice were

acquired at various times post-i.v. injection. The tumor/background

fluorescence signal ratio gradually increased and reached a maximum

24 h after injection. Furthermore, tumor targeting was higher for nano-

particles conjugated to aptamers than those that were unconjugated or

conjugated to a scrambled control sequence. PDT was evaluated by NIR

irradiation of the tumor 24 h post-injection. Treatment resulted in the

inhibition of tumor growth and the tumor tissues showed noticeable

necrosis. Furthermore, histological analysis of several organs from the

PDT-treated mice showed no signs of injury, suggesting insignificant

toxic side effects.

4.5. Photothermal therapy (PTT) and imaging

Photothermal therapy (PTT) uses electromagnetic radiation (mostly

infrared wavelengths) to bring a sensitizer to an excited state, at which

point it then releases vibrational energy (heat) that can kill the targeted

cells. Two studies have described the use of fluorescently-labeled nano-

particles targeted by aptamers for guided PTT. In 2016, Ye et al. used

Cu\\Au alloy nanostructures as sensitizers addressed by the Sgc8c

aptamer, which targets PTK7 [77]. This system was labeled with Cy5

for fluorescent imaging. In vivo fluorescence imaging revealed higher

tumor targeting by the targeting nanoparticles than those conjugated

with a negative control scrambled sequence 2 h after intravenous injec-

tion into CCRF-CEM tumor bearingmice. PTTwas evaluated inmice that

received an intratumoral injection of the nanoparticles and subse-

quently exposed to 980 nm irradiation for 5 min. They observed

tumor necrosis and even complete disappearance of the tumor four

days after PTT treatment. The second study, by Shi et al. in 2014, used

Au(core)/Ag-Au(shell) nanoparticles as sensitizers [78]. These nanopar-

ticles were conjugated to an activatable aptamer probe (AAP) with

quenched fluorescence in the free state. As previously described, such

probes can emit fluorescence when bound to their target. Under the

guidance of this fluorescent imaging signal, PTT was performed in

nude mice bearing tumor xenografts by exposing the tumor to a 980

nm laser for 5 min. The tumor gradually became necrotic and tumor

growth was inhibited at the necrotic site.

Two other studies used the PTT strategy, not only to kill cancer cells

but also to control delivery of the drugs to inside the tumors. The first

was conducted in 2006 by Chuang et al. [79]. Doxorubicin was encapsu-

lated, with ammonium bicarbonate and gold nanocages, into liposomes

conjugated to MUC1 aptamers. Exposure of the gold nanocages to NIR

light can produce localized heat and the heating of ammonium bicar-

bonate generates CO2 bubbles. This can disrupt liposomes and locally

liberate doxorubicin. An activatable aptamer probewas used tomonitor

the interaction of aptamerwith its target. The signal wasmaximal at the

tumor site 30 min post-injection and disappeared by 1 h, suggesting

that the nanoparticles were rapidly internalized. Thus, mice were

injected every four days with the liposome and tumors were subjected

to PTT 1 h after injection. The size of the tumor decreased over time,

whereas it increased in untreated mice or mice treated with free doxo-

rubicin. Furthermore, the size of the tumor decreased less using the

same theranostic system without NIR irradiation.

In 2017, Zhao et al. used the same theranostic strategy [80]. How-

ever, the drug encapsulated in the liposomeswas docetaxel and the sys-

tem was targeted by two aptamers. The liposomes were coated with

gold nanoshells, which served as sensitizers. Inhibition of tumor growth

in mice bearing S180 cell tumors was also observed relative to several

control groups, including mice injected with non-targeted liposomes.

Ultrasound imaging was also performed: such liposomes provided bet-

ter tumor resolution and allowed longer observation than Sonovue, a

commonly used ultrasound contrast agent.

4.6. Drug delivery and multimodal imaging

In 2015, Roy et al. performed one of the first trials of combination

drug delivery and multimodal imaging [81]. They coupled NIR, MRI,

and CT imaging with the delivery of bovine lactoferrin, an emerging an-

ticancer drug [82]. Fe3O4 and bovine lactoferrinwere encapsulated in al-

ginate-enclosed, chitosan-conjugated, calcium phosphate nanocarriers.

The resulting nanoparticles were targeted with locked nucleic acid

(LNA) aptamers against epithelial cell adhesion molecules and
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nucleolin. In vivo therapeutic efficiency of these nanoparticles was eval-

uated in subcutaneous tumor bearing mice that were orally fed the

nanoparticles for 45 days. Complete regression of the tumors was ob-

served for 70% of the mice fed the nanoparticles. Most importantly,

mice injected with aptamer-targeted nanoparticles showed three-fold

lower tumor recurrence after 30 days than those injected with non-

targeted nanoparticles. Three imaging techniqueswere used tomeasure

specific internalization of the targeted nanoparticles into the tumors.

For fluorescent imaging, VivoTag 680 XL was encapsulated into the

nanoparticles and the nanoparticles fed to the mice for 48 h. The fluo-

rescence intensity of the tumor was higher for mice fed the aptamer-

targeted nanoparticles than those fed the non-targeted nanoparticles.

MRI and X-ray CT imaging confirmed higher tumor targeting.

5. Conclusions & perspectives

Although aptamers represent a promising class of ligands, their use

asmolecular imaging probes is relatively new. Nonetheless, the number

of in vivo preclinical studies using aptamers has increased significantly

in recent years (Fig. 4). To date, the reported applications of aptamers

for molecular imaging and theranostics have been almost exclusively

focused on cancer (Fig. 4C) and half have focused on four targets (Fig.

4D). This is partially because most aptamers are currently selected

against cancer biomarkers. However, the scope of application should ex-

tend to other diseases, such as neurodegenerative and infectious dis-

eases, as the number of aptamers identified each year increases [83,84].

A number of issues are still largely unresolved. For example, the deg-

radation of these imaging probes in vivo requires further study. This in-

formation is missing from almost all published studies while it is

mandatory to better interpret the imaging results. For example, there

is an increasing use of natural DNA aptamers whereas it is known that

DNAdegrades rapidly in plasma,which raises questions about the valid-

ity of results obtained several hours after injection. Another issue is the

potential toxicity of aptamers that is almost never studied. Aptamers are

often considered to have low immunogenicity and low toxicity. How-

ever oligonucleotides could potentially be recognized by the innate im-

mune system via germline-encoded-pattern-recognition receptors

(PRRs) like Toll-like receptors (TLRs) [85]. Accordingly, aptamers im-

munogenicity should be more studied before further development.

Moreover, their fast excretion through renal clearance could also limit

the use of aptamers. One of the solutions is to conjugate the aptamer

with high molecular weight molecules that can reduce the renal filtra-

tion. For instance, the conjugation of the aptamer with polyethylene

glycol (PEG) has been widely used [11]. However, such conjugation

could affect the affinity of aptamers. Additionally, too few studies have

compared the biodistribution of the imaging probe with that of one

comprised of a random sequence of the same size and chemistry. With-

out this important negative control, it is impossible to determine

whether the tumor targeting observed in many studies is due to the in-

teraction of the aptamer with its target or improved passive tumor

targeting by the so call “enhanced permeability effect”. Indeed, new

blood vessels formed during tumor growth are usually disorganized

and contain wide pores. In addition, tumors exhibit poor lymphatic

drainage. Both of these phenomena can promote the diffusion and trap-

ping of molecular imaging probes within the tumor interstitium, with-

out the need to bind to a specific molecular target [86].

Several studies have also demonstrated that labeling can affect the

biodistribution of aptamers and also affect their binding. However,

Fig. 4. In vivo studies evaluating the use of aptamers to design imaging probes or theranostic agents. A) Repartition of studies over time by imagingmodality. B) Repartition of studies over

time by imaging modality. C) Repartition of studies by disease model. D) Repartition of studies by target.
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very few studies have measured the dissociation constant (Kd) of their

molecular probes, although this information is crucial for comparing

studies, especially those that are performed with the same aptamer,

but different labeling. Finally, most studies have been conducted in

nude mice bearing tumor xenografts. However, many studies have

demonstrated the limitations of such models, which have little resem-

blance to real cancer. It would thus be very informative to test the

biodistribution of aptamer-based imaging probes on other cancer

models, such as transgenic mice that develop metastases.

In conclusion, the use of aptamers to develop imaging probes or

theranostics agents is still in its infancy, but the successful preclinical re-

sults already achieved in a short time are impressive. Several studies

have already demonstrated significant proof of concept, which may

lead to further progress towards clinical trials in the future.
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a b s t r a c t

The increased incidence of neurodegenerative diseases represents a huge challenge for societies. These

diseases are characterized by neuronal death and include several different pathologies, such as Alz-

heimer's disease, Parkinson's disease, multiple sclerosis, Huntington's disease and transmissible spon-

giform encephalopathies. Most of these pathologies are often associated with the aggregation of

misfolded proteins, such as amyloid-ß, tau, a-synuclein, huntingtin and prion proteins. However, the

precise mechanisms that lead to neuronal dysfunction and death in these diseases remain poorly un-

derstood. Nucleic acid aptamers represent a new class of ligands that could be useful to better under-

stand these diseases and develop better diagnosis and therapy. In this review, several of these aptamers

are presented as well as their applications for neurodegenerative diseases.

© 2017 Elsevier B.V. and Société Française de Biochimie et Biologie Moléculaire (SFBBM). All rights

reserved.
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1. Introduction

Since 1990, molecular evolution processes have been developed
to isolate nucleic acid-based ligands. These ligands are usually
named “aptamers” [1], from the Latin aptus meaning to fit, and the
method to identify them is often known as “SELEX” for Systematic
Evolution of Ligands by Exponential enrichment [2]. The SELEX has
been extensively reviewed elsewhere [3e8]. Basically, a starting
library of oligonucleotide sequences that contains a region of
random base composition is synthesized. Sequences can be in
natural DNA or RNA chemistry or in modified nucleic acids that can
be incorporated by polymerases [9]. These modifications can be
used to increase their resistance to nucleases (for instance 20Fluoro,
20Amino or 20O-methyl) or to provide them with new binding ca-
pabilities (for instance providing hydrophobic groups). Then, the
library is incubatedwith a target and the sequences that can bind to
the target are extracted from the others before being amplified by
PCR (or RT-PCR and in vitro transcription for RNA library). The
repetition of incubation, partition and amplification steps leads to a
Darwinian evolution of the library. The aptamer sequences with
high affinity for the target are predominantly amplified, whereas
the frequency of the others decreases in the library. Consequently,
after several rounds of in vitro selection (usually approximately 4-
15), aptamers can be identified by sequencing a sample of the li-
brary. Currently, it is even possible to use high-throughput
sequencing to better analyse the enrichment of sequences during
SELEX [10]. Nevertheless, it is well known that sequences that do
not bind to the target could also be amplified by SELEX, for instance,
sequences that are highly potent to be amplified by polymerases or
that bind to the selection support. Therefore, sequences must be
individually tested for binding in order to identify aptamers [11].

Aptamers can be selected against a wide variety of targets from
small compounds (for instance vitamins, amino acids, or antibi-
otics) to macromolecules (nucleic acids structures, peptides or
proteins). Usually, aptamers can bind to their targets with a
dissociation constant Kd in the nM to pM range, but for small
molecules their affinity is often lower with Kd in the mM range.
Currently, several aptamers are already enrolled in clinical trials,
and one is already approved for the treatment of age-related
macular degeneration [12]. In addition to therapy, aptamers can

rival antibodies for several applications including biosensors [13],
purification processes [14] and diagnosis [15]. However, they pre-
sent many advantages compared with antibodies. For instance,
aptamers are less expensive and much more stable in long term
storage, they seem to lack immunogenicity, and they can be
chemically synthesized and easily conjugated, which make them
ideal addressing moieties [16,17].

The use of aptamers can open new perspectives for neurode-
generative diseases (NDs). NDs include a wide range of pathologies
and are very different in their causes and symptoms, which have in
common the phenomenon of neuronal death. Some NDs are age-
related, such as Alzheimer's disease, Parkinson's disease or tauo-
pathies. Other diseases have genetic causes, such as the Hunting-
ton's disease or other causes such as multiple sclerosis or
transmissible spongiform encephalopathy.

Some NDs are characterized by the progressive apparition and
spreading of aggregated misfolded proteins in the brain, which is
the case for Alzheimer's disease, Parkinson's disease, tauopathies,
Huntington's disease and transmissible spongiform encephalopa-
thy. The protein aggregation process involves misfolded proteins
that become prone to self-association into small aggregates, which
are sometimes called oligomers. Then, these aggregates can recruit
additional monomers and extend through fibrillar structures. The
accumulation of fibrils can form aggregation bodies of greater size
that could be intracellular or extracellular. The link between the
aggregation phenomena and neurodegeneration is generally poorly
understood. For each disease, it is not clear which species in the
aggregation process (themisfolded startingmonomer, the oligomer
or the final aggregation body) is toxic for neurons. Furthermore, the
aggregation of one protein is not always specific to one disease and
the aggregation of one protein could be found in different NDs.
Accordingly, different pathologies associated with the aggregation
of the same protein could be regrouped. For instance, different
diseases associated with the aggregation of the prion protein could
be regrouped as “prionopathies” [18], those associated with tau
protein could be regrouped as “tauopathies” [19] and those asso-
ciated with the aggregation of a-synuclein could be regrouped as
“synucleinopathies” [20].

Aptamers selected for neurodegenerative diseases can have
different applications [21,22]. Aptamers could be used for basic
research to better understand the development of these diseases.
However, they could also be used to develop new kinds of diagnosis
or therapy. This review aims to provide an update on the literature
in this field.

2. Aptamers for prionopathies

Several aptamers have been developed for “prionopathies”, also
named transmissible spongiform encephalopathies (TSEs) or prion
diseases [23]. These NDs could affect animals (such as bovine
spongiform encephalopathy or ‘‘mad cow’’) and humans (as
CreutzfeldteJakob disease or kuru disease). The characteristic of
TSEs is the conversion of a normal a-helix-rich cellular prion pro-
tein (PrPC) into abnormal b-sheet-rich isoforms that are insoluble
and resistant to protease K (PrPSc, Sc refers to “scrapie”). It has been
demonstrated that the pathological three-dimensional conforma-
tion of these proteins could be transmitted not only between cells
but also from one individual to another. This discovery allowed
Stanley Prusiner to receive a Nobel Prize in 1997 because he
showed that certain proteins could be infectious agents in the same
way as viruses, bacteria and parasites. The means by which prions
damage the host remains unclear, but some experiments have
suggested a role for the PrPSc in neuronal dysfunction and death
[24]. Aptamers have been selected against different prion proteins
to study the pathology or set up sensors able to detect the protein

Abbreviations

AD Alzheimer's disease
A-b Amyloid-b
A-b40 Amyloid-b(1-40)
ALS Amyotrophic Lateral Sclerosis
APP Amyloid precursor protein
BACE1 b-secretase-1 enzyme
BBB Blood Brain Barrier
CNS Central Nervous System
DA Dopamine
FTD Frontotemporal dementia
FTLD Frontotemporal lobar degeneration
HD Huntington disease
MS Multiple sclerosis
NDs Neurodegenerative diseases
PD Parkinson disease
PrPC Normal cellular prion protein
PrPSc Abnormal isoforms of prion protein
TSEs Transmissible Spongiform Encephalopathies
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from different species and different conformations (Table 1).

2.1. Aptamers against murine prion proteins

Weiss et al. selected the first aptamers against prion proteins in
1997 [25]. They selected several RNA aptamers (Apt1, -2 and -3)
against a recombinant Syrian golden hamster prion protein rPrP23-
231 (rPrP

C) fused to glutathione S-transferase (GST). These aptamers
form a G-quartet structure that can interact with the N-terminal
amino acids 23 to 52. Furthermore, electrophoretic mobility shift
assays (EMSAs) have demonstrated that the aptamers can bind
specifically to the prion protein in brain homogenates from wild-
type mice, hamsters (Syrian golden), and cattle. In contrast, no
interaction was detected using brain homogenates from both PrP
knockout mice and brain homogenates isolated from scrapie-
infected mice.

In 2005, another RNA aptamer, named “60-3”, was selected
against the mouse PrP23-230 (mPrP23-230). This RNA aptamer

demonstrated a high affinity for the protein with a Kd of
5.6 ± 1.5 nM. The 20-fluoro pyrimidine-modified RNAversion of this
aptamer, named “60-3F”, provided a slightly lower affinity with a
Kd of 22 ± 4 nM. This aptamer (60-3F) was able to detect PrPC in dot
blot or Northwestern blotting assays [26].

Another SELEX was performed in DNA chemistry against the
mouse PrP23-230 in its a-form (i.e., PrPC). The best aptamer identi-
fied, named “4e900, binds with a similar affinity to both PrPC and
PrPScwith a Kd approximately 100 nM [27]. Then, the same team set
up a detection system based on the conformational change of this
aptamer upon binding. This system had a detection limit of 125 nM
for the full-length PrP [28].

DNA aptamers were also obtained against a His-tagged trun-
cated murine prion protein (H-MoPrP90-231) immobilized on mag-
netic beads. Several of these DNA aptamers were able to bind the
protein with a Kd between 18 and 79 nM [29]. In 2012, one of these
aptamers, named 4C-6, was used to set up a label-free aptasensor
using Sybr green. The fluorescence signal provided a linear

Table 1

Aptamers for prion proteins. In the column “Target”, the target written in bold is the target used to perform the SELEX.

Aptamer Target Chemistry Kd Reference Use

Aptamers against murine prion protein

Ap1

Ap2

Ap3

Recombinant Syrian golden hamster

rPrP23-231 (rPrPC)

RNA ND [25] Detection:

[25]

60e3 mPrP23-230 RNA

20-F-Py RNA

5.6 ± 1.5 nM

22 ± 4 nM

[26]

4e9 a-PrP (i.e., PrPC) DNA 0.113 mM [27] Detection:

[28]b-PrP (i.e., PrPSc) 0.1 mM

4C3 His-tagged murine prion

(H-MoPrP90-231)

DNA 48 nM [29] Detection:

[30]

Detection - Sandwich:

[48e52]

4C5 30 nM

4C6 20 nM

4C8 56 nM

4C10 33 nM

4C17 19 nM

4C20 79 nM

4C26 18 nM

Aptamers against bovine prion protein

SAF-93 Bovine PrPSc
fibrils

a-bPrP23-230
b-bPrP23-230
b-bPrP90-230
a-bPrP90-230

20-F-Py RNA 23.4 ± 1.2 nM

82.9 ± 6.6 nM

16.0 ± 1.8 nM

341 ± 35.4 nM

32.2 ± 3.7 nM

[31] Therapy:

[31]

SAF-93(1e34,35bioU,36e60) b-bPrP 20-F-Py RNA 8.4 ± 1.4 nM Rational engineering

from [31]: [32]

apt#1 bPrP25-241

b-bPrP25-241

RNA 31 ± 6 nM

220 ± 70 nM

[33] Detection:

[33]

r(GGA)4-17 bPrP

bPrP- b

RNA 9.4 ± 4.0 nM

78 ± 30 nM

Rational engineering

from [33]: [33]

R12

(also named r(GGA)4)

bPrP

bPrP- b

RNA 8.5 ± 3.4 nM

280 ± 80 nM

Rational engineering

from [33]: [34]

Therapy:

[35]

Aptamers against ovine prion protein

RM312 Ovine recombinant PrP RNA 20 nM [36]

Aptamers against human prion protein

DP7 Human PrP90-129

Human PrP

Mouse PrP

Syrian hamster PrP

Mouse-hamster-mouse chimaera 3F4

20-F-Py RNA 1.7 mM

0.1 mM

0.19 mM

0.17 mM

[37] Therapy:

[37]

SSAP1e2 Recombinant human prion (PrPC
23e231) DNA ND [38] Detection:

[39e45]

Imaging:

[46,47]

Detection - Sandwich:

[48e52]

SSAP1e4

SSAP1e6

SSAP1e9

SSAP1e13

SSAP3e10

SSAP310A

SSAP3e24

SSAP3e59
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relationship with the prion protein concentration ranging from 13
to 156 nM [30].

2.2. Aptamers against bovine prion proteins

Rhie et al. selected a 20-fluoro pyrimidine-modified RNA
aptamer, named SAF-93, which had a tenfold higher affinity for the
bovine PrPSc than for PrPC [31]. This study was performed using
several recombinant bovine PrPs of various lengths that were pu-
rified from bacteria. These proteins were refolded into an a-helical
conformation or ß-oligomer form. SAF-93 binds b-PrP23-230 (i.e.,
PrPSc) with a Kd of 16.0 ± 1.8 nM and a-PrP23-230 (i.e., PrP

C) with a Kd

of 82.9 ± 6.6 nM. The affinity of SAF-93 was reduced with PrP90-230
suggesting that there were two binding sites on the protein for this
aptamer. Remarkably, this aptamer was able to inhibit the confor-
mational switch of the protein in a cell-free conversion assay. The
same group further identified the minimum-binding site of the
aptamer [32]. Accordingly, the size of the aptamer was halved and
its affinity improved with a Kd below 10 nM for the bovine b-PrP23-
230. Slot blot studies with a biotinylated version of this aptamer
showed that the new aptamer detected the b-form more efficiently
than the a-form.

Other RNA aptamers were selected against a longer version of
the bovine prion protein (bPrP25-241) by Murakami et al. [33]. The
best binder, named apt#1, may form a G-quartet structure and
binds to bPrP25-241with a Kd of 31 ± 6 nM. In contrast, its affinity for
the b-form of the protein (b-bPrP25-241) was 220 ± 70 nM. After a 50-
biotinylation, this aptamer was used to specifically detected PrPC in
bovine brain homogenate by a Northwestern blotting assay. Using
several mutants of the protein, the authors showed that the
aptamer binds within 25e131 of the bPrP sequence. Surprisingly,
when the size of the aptamer was reduced to a 17-nt sequence
(r(GGA)4-17), it increased its affinity for both form of the protein
with a Kd of 9.4 ± 4.0 nM and 78 ± 30 nM for bPrP and b-bPrP,
respectively. The same group further studied another minimized
version of this aptamer named R12. It contains a 12-nt tandem
repeat r(GGA)4 that was able to interact with bPrP with a Kd of
8.5 ± 3.4 nM and with b-bPrP with a Kd of 280 ± 80 nM. Structural
studies revealed that R12 forms an intramolecular parallel G
quadruplex containing a G:G:G:G tetrad and G(:A):G:G(:A):G hexad
planes [34]. The same group that completed this structural analysis
demonstrated that R12 forms a dimer where each monomer
simultaneously binds to two portions of PrPC. They also demon-
strated that mouse neuronal cells persistently infected with the
transmissible spongiform encephalopathy agent had reduced level
of PrPSc when cells are incubated with 10 mM of R12 for 72 h [35].

2.3. Aptamers against ovine prion proteins

In 2006, an RNA aptamer, named RM312, was selected against
the ovine recombinant PrP23-234. It can bind to the proteinwith a Kd

of 20 nM [36].

2.4. Aptamers against human prion proteins

In 2002, Proske et al. isolated a nuclease resistant 20-fluoro
pyrimidine-modified RNA aptamer, named DP7, which binds a
domain of the human prion protein (PrP90-129) that is thought to be
important for the conversion of PrPC into PrPSc [37]. Filter-binding
studies demonstrated that DP7 binds to the full-length human,
mouse, and hamster prion proteins with Kds around the hundred
nM. Furthermore, the incubation of 700 nM of DP7 with prion-
infected neuroblastoma cells for 16 h reduced the relative propor-
tion of de novo synthesized PK-resistant PrPSc.

Several DNA aptamers were also selected against a recombinant

human cellular prion protein PrPC23e231 by Takemura et al. [38].
EMSAs and dot blot analyses demonstrated that height aptamers
could bind to the protein. Aptamers were also able to detect the
denatured protein in Southwestern blots. These aptamers bound to
mammalian PrPs isolated by immuno-precipitation from brain of
healthy sheep, calf, piglet, and deer, suggesting they are not
species-specific. Most importantly, these aptamers were expected
to have no affinity for the PrPSc since they did not bound to the
proteinase Kedigested fragment of the prion protein isolated from
scrapie-infected mouse neuroblastoma cells. Several of these DNA
aptamers were further used in many studies in order to develop
detection tests using fluorescence [39e41], chemiluminescence
[42], surface plasmon resonance (SPR) [43] or electrochemistry
[44,45]. Some of them were also used as tools for imaging to study
the different phases of PrPC endocytosis in cells [46,47]. Finally, it
was possible to improve the specificity of the detection using a
sandwich strategy combining a DNA aptamer identified by Take-
mura et al. (SSAP3-10) with a 4C-6 DNA aptamer previously iden-
tified by Bibby et al. [48e52]. Those aptamers recognized two
different epitopes of the prion protein; SSAP3-10 binds with the
23e90 epitope and 4C-6 with the 90e231 epitope. Furthermore,
the binding of these two aptamers could be affected by the gua-
nidinium denaturation. Indeed, unlike PrPC, PrPSC is not denatu-
rated by guanidinium. Accordingly, PrPC was not able to bind the
aptamers after denaturation. This property was used to discrimi-
nate PrPSC and PrPC [48,49].

3. Aptamers for tauopathies

Several neurodegenerative diseases are associated with the
aggregation of the tau (tubulin-associated unit) protein from
monomers (without defined secondary structures) into oligomers
enriched in b-sheets [19]. These diseases include Alzheimer's dis-
ease (AD), frontotemporal lobar degeneration (FTLD), Logopenic
Aphasia, Corticobasal Degeneration or Progressive Supranuclear
Palsy. All these diseases are now associated with the term tauo-
pathies although they have distinct histopathological and ultra-
structure characteristics [53]. Different studies have been
performed to select aptamers against the tau protein or other
proteins that could have an effect on tauopathies (Table 2).

Tau is known to have good affinity for DNA, and particularly
double-stranded DNA [54,55]. In 2005, Krylova et al. investigated
whether it could also bind to single-stranded DNA (ssDNA) [56].
They tested the binding of 3 different short ssDNA sequences that
were randomly chosen. The binding capacities of those sequences
were assessed by non-equilibrium capillary electrophoresis. Un-
expectedly, one of these oligonucleotides, called “ssDNA1”, bound
to tau381 with an affinity that is more than one hundred times
better than the other two sequences. Although this sequence was
not found by an in vitro selection process, it was considered as an
aptamer due to its affinity for the protein (Kd of 190 ± 10 nM).
Furthermore, this sequence was further used to develop an
aptamer/antibody sandwich assay that is able to detect femtomolar
concentrations of tau protein in human plasma [57]. An RNA
aptamer, named Tau-1, was also selected against the human protein
tau40, which is the longest isoform of human tau (2N4R isoform)
[58]. The Kd of this aptamer was not measured, but it was able to
inhibit the in vitro oligomerisation of tau. Furthermore, it also
inhibited the oligomerisation of tau in a HEK293 cell line express-
ing the human tau40.

RNA aptamers selected against USP14, a component of the
ubiquitin-proteasome system (UPS), could also be interesting for
tauopathies [59]. Recent findings have suggested that USP14 could
be a therapeutic target for diseases where toxic proteins accumu-
late [60]. Lee et al. demonstrated that 3 aptamers (USP14-1, USP14-2,
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and USP14-3) selected against this protein were able to specifically
inhibit USP14 deubiquitinating activity and, as a consequence,
facilitated the degradation of many UPS substrate including the
protein tau.

4. Aptamers for Alzheimer's disease

Alzheimer's disease (AD) is the one of the major age-related
neurodegenerative disease. AD is characterized by amyloid pla-
ques and neurofibrillary tangles in the brain that contain the
aggregated proteins amyloid-b (A-b) peptides and hyper-
phosphorylated tau, respectively [61]. The misfolding of these
proteins is suspected to be toxic for neurons by disrupting the
normal function of cell, inducing oxidative stress and causing
inflammation, which finally lead to cellular death and neuro-
degeneration. However, it is important to mention that there is still
an important debate to clarify which forms (misfolded monomer,
oligomer or final aggregation body) is more toxic [62,63]. While
aptamers previously described for tauopathies could be useful for
AD, other aptamers have been developed for this disease (Table 3).

4.1. Aptamers against amyloid-b

As the aggregation of the peptide A-b is the hallmark of AD,
many studies have been done to build aptamers against this pep-
tide [64]. Those aptamers could be used as tools to study the ag-
gregation phenomena but also to develop new therapeutic agents.

In 2002, Ylera et al. selected RNA aptamers against amyloid-b(1-
40) (A-b40) [65]. The dissociation constants of these aptamers were
calculated by analytical affinity chromatography. Kd were in the
range of 29-48 nM, and the aptamer with the best affinity was
named b-55. Additional studies showed that this aptamer could
bind to amyloid fibrils but not to A-b40 monomer. This aptamer was
further fluorescently labelled by Farrar et al. and used as optical

imaging agents [66]. Its ability to stain amyloid plaques was
demonstrated ex vivo in frozen-section of brain tissue from AD
subjects. While plaques were clearly visible with the b-55 aptamer,
only a few very faint positive plaques were observed with a control
sequence. Furthermore, this aptamer was further use to visualize
plaque in APP/PS1 transgenic mice using in vivo 2-photon imaging.

RNA aptamers were also selected by Rahimi et al. against
covalently stabilized A-b40 trimers [67]. This study used different
selection strategies in order to identify aptamers that can bind
oligomers but not A-b40 fibrils. The binding of 33 sequences was
evaluated, but none were able to bind the trimer. However, all of
the sequences were able to bind to A-b40 fibrils. Further studies
were performed using two sequences (KM33 and KM41) that pre-
sent a better binding to fibrils and a naive library. These sequences
were identified to bind other amyloid fibrils including calcitonin,
islet amyloid poly-peptide (IAPP), insulin, lysozyme, and
prion106e126. Therefore, it suggests that fibrils can bind non spe-
cifically to RNA sequences with high affinity. Accordingly, these
RNAs were able to detect fibril formation with similar sensitivity
than thioflavin T which is a dye commonly used to study fibril
formation because it displays enhanced fluorescence upon binding
to ß-sheet-rich structures.

Takahashi et al. selected two other RNA aptamers, named N2
and E2, against A-b40 conjugated with a colloidal gold nanoparticle
(AßeAuNP) [68]. These two aptamers, named N2 and E2, had low
affinity for the monomeric form of A-b40 with Kd of 21.6 and
10.9 mM, respectively. However, an ELISA revealed that these
aptamers can inhibit in vitro the aggregation Aß at 25 mM. Trans-
mission electronmicrographs suggested that the aptamers can stop
the fibrillization of A-ß1-40 at the stage of small aggregates. The N2
aptamer was further used to build a luminescent aptamereruthe-
nium complex system for the detection of A-b [69]. The lumines-
cence intensity of the complex was reduced due to the strong
interaction of aptamer with A-b monomer/small oligomers.

Table 2

Aptamers for tauopathies.

Aptamer Target Chemistry Kd Reference Use

ssDNA1 tau381 DNA 190 ± 10 nM No SELEX [56] Detection:

[57]

Tau 1 Human tau40 oligomers RNA ND [58] Inhibitor:

[58]

USP14-1 Ubiquitin-Proteasome System (UPS) RNA ND [59] Facilitate Tau degradation:

[59]USP14-2
USP14-3

Table 3

Aptamers for Alzheimer's disease.

Aptamer Target Chemistry Kd Reference Use

b55 A-b40 RNA 29 nM [65] Detection:

[66]

KM33 A-b40 oligomers (trimers) RNA ND [67]

KM41

N2 A-b40 RNA 21.6 mM [68] Inhibitor:

[68,69]

E2 10.9 mM Detection:

[69]

T-SO508 A-b40 oligomers DNA 25 nM [70] Detection:

[71e73]

TH14 BACE1-CT RNA 280 nM [76] Inhibitor:

[76]S10 360 nM

H15 420 nM

S15 770 nM

S24 1100 nM

A1 BACE1 DNA 68.5 ± 8.1 nM [77] Inhibitor:

[77]A4 15.3 ± 2.0 nM
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Furthermore, atomic force microscopy revealed that the complex
can also inhibit the formation of fibrils.

Finally, Tsukakoshi et al. unexpectedly identified a DNA aptamer,
named T-SO508, against the A-b40 peptide [70]. After a SELEX
against a-synuclein oligomers, T-SO508 was found to bind to a-
synuclein oligomers with a Kd of 68 nM. However, it can also bind
A-b40 oligomers with an even better affinity (Kd of 25 nM), sug-
gesting that both oligomers share a common structure. Following
this study, T-SO508 was used by Zhu et al. to set up a label-free
molecular beacon (MB) system integrated with an enzyme-free
amplification strategy [71]. This system was able to quantify A-b
oligomers and to monitor the A-b aggregation process in vitro. This
aptamer was also used to develop two other assays that were able
to quantify A-b oligomers in artificial cerebrospinal fluid [72,73].

4.2. Aptamers against the BACE1 enzyme

BACE1, also named b-secretase, is an enzyme responsible for the
A-b peptides generation by cleavage of amyloid precursor protein
(APP) [74]. The inhibition of BACE1 seems to be a promisingmethod
to reduce A-b generation, and so is a potential method for Alz-
heimer's disease therapy [75].

Several RNA aptamers have been selected against the intracel-
lular domain of BACE1 (B1-CT) [76]. After 12-rounds of SELEX,
several aptamers were identified to bind B1-CT with Kds between
300 and 1100 nM. One of these aptamers (named S10) was able to
inhibit the fixation of B1-CT to the copper chaperone for superoxide
dismutase-1 (CSS). It has been demonstrated that CSS can bind to
the intracellular part of BACE1 and may impact the APP processing
by transferring copper. In contrast, the aptamer did not interfere
with the fixation of two other partners of BACE1: the ADP ribosy-
lation factor-binding (GGA1) protein and with the casein kinase-
dependent phosphorylation. While the therapeutic efficiency of
this aptamer was not evaluated, it could be useful for studying the
role of the BACE1-CSS interaction in AD.

DNA aptamers were also selected against the extracellular
domain of BACE-1 [77]. After 7 rounds of selection, two aptamers
(A1 and A4) were identified to bind to BACE1with up to twenty fold
better affinity than the RNA aptamers previously identified against
the intracellular domain of BACE1. The aptamer A1 binds to the
protein with a Kd approximately 15 nM, and it was able to inhibit
BACE1 activity in vitro. Moreover, it was able to decrease the level of
A-b40 and A-b42 secreted byM17 human neuroblastoma cells stably
expressing Swedish mutant APP.

4.3. Use of aptamers to identified new biomarkers of AD

The company SomaLogic Inc. has used aptamers to develop a
multiplex assay (named SOMAscan®) to measure protein expres-
sion profiles. This assay uses chemically modified aptamers and can
quantify up to 1300 proteins. This technology has been used to
study which proteins showed age-dependent changes in the CSF of
90 cognitively normal adults of different ages. It was found that
several proteins involved in inflammation or responses to injury in
the central nervous system increase with the age [78]. Then,
SOMAscan® was used to study the expression of 94 potential
biomarker candidates of AD in the plasma of 677 subjects. These
biomarkers were chosen based on the literature. Nine of these
protein candidates were found to be associated with AD-related
phenotypes, suggesting that they could be used to develop a
blood test for the disease [15].

One of these 9 biomarkers was the a-1 antitrypsin (AAT), which
is a protease inhibitor. Kim et al. used an aptamer against this pro-
tein to set up a biosensor based on surface plasmon resonance [79].
This systemwas able to measure the concentration of AAT in serum.

5. Aptamers for Parkinson's disease

Parkinson's disease (PD) is the 2nd most common neurode-
generative disease after AD. PD is characterized by symptoms of
motor impairment: postural instability, resting tremor, bradyki-
nesia and rigidity [80]. PD is neuropathologically marked by a
decrease in dopamine due to the death of dopaminergic neurons in
the substantia nigra pars compacta. PD is also characterized by the
presence of cytoplasmic Lewy Body in neurons that contains
aggregated a-synuclein [81]. a-synuclein aggregation in Lewy
bodies has also been found in other neurodegenerative diseases
such as dementia with Lewy bodies, multiple system atrophy and
certain tauopathies [53]. Several aptamers have been used for this
pathology (Table 4).

5.1. Aptamers against a-synuclein

Tsukakoshi et al. selected several DNA aptamers against a-syn-
uclein. The first selection of aptamers was performed against the
monomeric form of the protein [82]. Dot blot assays showed that
one of these aptamers, named M5-15, can bind both the mono-
meric and oligomeric form of a-synuclein. However, it seems to
have a better affinity for the oligomeric form. M5-15 was also able
to discriminate a-synuclein from A-b42. Then, a selection was per-
formed against oligomeric forms of a-synuclein [70]. Height DNA
aptamers were identified to bind with a higher affinity to the
oligomeric form rather than the monomeric or fibrillary form.
Unexpectedly, all these aptamers also bind to A-b40 oligomers, as
described earlier in this review. Dot blot studies revealed that one
aptamer, named T-SO517, was able to detect the apparition of
oligomeric species in an in vitro fibrillization process. This aptamer
was used to set up several aptasensors in order to detect a-synu-
clein oligomers [83].

5.2. Aptamers against dopamine

Since PD is characterized by a degeneration of dopaminergic
neurons, it induces a decrease of dopamine (DA) in the brain [84].
The monitoring of this neurotransmitter is therefore crucial for this
pathology. Mannironi et al. have selected a RNA aptamer, named
dopa2, against DA [85]. This aptamer binds DA with a Kd of 2.8 mM
and a 96 nucleotides long version of this aptamer, named dopa2/c.1,
had an even better affinity (Kd of 1.6 ± 0.17 mM). Further experi-
ments demonstrated that a 57 nucleotides long version of this
aptamer, named dopa1.30/c.30, can still bind DA but without
providing its Kd. Surprisingly, the RNA aptamer dopa1.30/c.30 could
be converted in a DNA aptamer that has a Kd of approximately
0.7 mM [86]. Such conversion is usually unsuccessful because RNA
and DNA present usually very different 3D-structures.

The dopa1.30/c.30 aptamer in RNA or DNA chemistry was used
to build several detection systems (see Table 4). However, Alvarez-
Martos et al. recently demonstrated that the RNA aptamer seems to
be more specific [87]. Indeed, they compared both chemistries in
the same biosensor. Only the RNA aptamer was able to distinguish
dopamine from other structurally related components such as
norepinephrine.

A particular type of aptamer named “ribonucleopeptide” (RNP)
had also been selected against DA [88]. In that case the Rev
Responsive Element (RRE) RNA was added at the extremity of each
sequences of the starting library before being complexed with the
Rev peptide. Thus, RNP aptamers could be easily converted into
fluorescent sensors by modification of the N-terminal of the Rev
peptide with different fluorophores. Several RNP aptamers were
identified to bind dopamine with Kd between 3 and 15 mM. Two of
these aptamers, named DH05 and DHc65, were used to construct
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ratiometric fluorescent sensors [89].

6. Aptamers for Huntington's disease

Huntington's disease (HD) is a dominant inherited autosomal
genetic disorder that results in neurological degeneration causing
severe motor, cognitive and psychiatric disorders [90]. This disease
is associated with mutated forms of huntingtin (Htt) that originate
from an increased number of glutamine codons (CAG) in the gene.
These mutations lead to the production of a misfolded protein that
can aggregate [91].

It has been demonstrated that certain classes of oligodeox-
ynucleotides such as G-rich oligonucleotides (GROs) can inhibit the
aggregation of proteins [92]. Skogen et al. tested this type of
oligonucleotide measuring the aggregation of mutant Htt fragment
composed the 171 amino acids of the N-terminal part of Htt with a
tract of 58 glutamine residues [93]. A sequence of 20 guanosines,
named HDG, was able to inhibit Htt aggregation in vitro. Although
this sequence was not found by SELEX, it could also inhibit the
aggregation of Htt fused to eGFP (eGFP-Htt) in human embryonic
kidney cell line and in PC12 cell line. However, this study did not
investigate whether HDG could affect the expression level of the
Htt mutant in these cells. Therefore, further investigations are
needed to better understand how HDG can act.

7. Aptamers for multiple sclerosis

Multiple sclerosis (MS) is an autoimmune inflammatory disease
of the central nervous system (CNS) characterized by local
destruction of the insulating myelin surrounding neuronal axons
[94]. Patients suffer fromvisual loss, gait and cognitive impairment.
There is currently no treatment that prevents progression or induce

repair, so MS treatment is a major challenge [95]. Interestingly,
several aptamers were evaluated as therapeutic agents for MS
(Table 5).

In 2008, Wang et al. evaluated the therapeutic effect of an
aptamer against midkine (MK) in an experimental autoimmune
encephalo-myelitis (EAE) mouse model [96]. Midkine is a basic
heparin-binding growth factor that is up-regulated in the spinal
cord during the induction and progression of the pathology [97].
The authors found that this growth factor inhibit the expansion of
the CD4þ CD25þ Foxp3þ regulatory T (Treg) cell population. During
this study, they used a 49-mer RNA aptamer developed by RIBOMIC
Inc. and functionally optimized by the introduction of fluorine and
O-methyl at the 20 position of each ribose and with a cholesterol
moiety and inverted dT tags at the 50 and 30 ends, respectively. The
Kd of this aptamer was estimated to be 0.9 nM. The intraperitoneal
injection of this aptamer in mice induced expansion of the CD24þ

and CD25þ regulatory Tcell (Tregs) population. Most importantly, it
was able to prevent autoimmune attacks and alleviates EAE
symptoms in a dose dependent manner. These results suggest that
this aptamer could be a good candidate for therapy of autoimmune
diseases such as multiple sclerosis. Then, Sonobe et al. investigated
more precisely how the anti-MK aptamer can affect Tregs cells [98].
They observed that the aptamer was able to increase the numbers
of CD11clowCD45RBþ dendritic cells and Tregs in the draining
lymph nodes.

Nastasijevic et al. evaluated another therapeutic aptamer,
named LJM-3064, which was selected against murine myelin [99].
The Kd of this DNA aptamer for its target was not calculated.
However, it promoted in vivo remyelination of CNS lesions in mice
infected by Theiler's encephalomyelitis virus. Noticeably, the
aptamer was 30-biotinylated and conjugated to streptavidin before
injection in order to enhance its stability and reduce it clearance

Table 4

Aptamers for Parkinson's disease.

Aptamer Target Chemistry Kd Reference Use

M5-15 a -synuclein

oligomer

DNA ND [82]

T-SO508 a-synuclein

oligomer

DNA 68 nM [70] Detection:

[83]T-SO517 ND

T-SO530 63 nM

dopa2 dopamine RNA 2.8 mM [85]

dopa2/c.1 dopamine RNA 1.6 ± 0.17 mM [85]

dopa1.30/c.30 (often mentioned as

dopa2)

dopamine RNA ND [85] Detection:

[87,111,112]

dopa1.30/c.30 (often mentioned as

dopa2)

dopamine DNA 0.7 mM NO SELEX, RNA aptamer changed in DNA:

[86]

Detection:

[113e126]

DL02 dopamine Ribonucleopeptide (RNP)

complex

14.9 ± 2.3 mM [88] Detection:

[89]DH05 4.1 ± 1.4 mM

DHc25 60 ± 9.5 mM

DHc58 42 ± 6 mM

DHc65 3.2 ± 0.4 mM

Table 5

Aptamers for multiple sclerosis.

Aptamer Target Chemistry Kd Reference Use

midkine RNA 0.9 nM unpublished Inhibitor/therapy:

[96,98]

LJM-3064 murine myelin DNA ND [99] Therapy:

[99,100]

MBPcl3 murine myelin DNA ND [101] Detection:

[101]

Apt2�9 myelin basic protein (MBP) autoantibody 20-F-Py RNA 15 ± 4 nM [102] Detection:

[102]Apt2�9a 3.0 ± 0.5 nM

Apt2�9b 1.4 ± 0.7 nM

Apt2�9c 1.2 ± 0.1 nM
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[100].
Other DNA aptamers against myelin were selected by Rozen-

blum et al. [101]. These aptamers were not evaluated for potential
therapeutic effects; however, one aptamer, named MBPcl3, was
used to visualize myelin-rich regions in mouse brain tissue by
histochemistry.

A 20-F-Py RNA aptamer was also selected against the proteolytic
autoantibodies that recognize themyelin basic protein (MBP) [102].
These autoantibodies have been discovered to contribute to
demyelination and to the development of MS. 20-F-Py RNAs were
selected against a mixture of polyclonal anti-MBP immunoglobu-
lins from different patients. Forty-five clones were sequenced after
the 10th round and one round screening permit to identify an
aptamer Apt2-9 with a Kd of 15 ± 4 nM. A shortened version
(Apt2�9c) has an even better affinity (Kd of 1.2 ± 0.1 nM). Apt2�9c
was conjugated with obelin, a photoprotein, to build a biolumi-
nescent sensor. This biosensor was validated in solid phase assay
with patient immunoglobulins.

8. Aptamers for amyotrophic lateral sclerosis and

frontotemporal lobar degeneration

The TAR RNA-binding protein named TDP-43, a ubiquitously
expressed RNA binding protein (RBP), was found to be a major
component of ubiquitin-positive inclusions observed in amyo-
trophic lateral sclerosis (ALS) and frontotemporal lobar degenera-
tion (FTLD) [103]. ALS is an adult-onset neurodegenerative disease
characterized by a rapid progressive paralysis and death from res-
piratory failure within 2e3 years [104]. Frontotemporal lobar
degeneration (FTLD) regroups several distinct clinical variants, all
characterized by progressive decline in behaviour or language and
associated with degeneration of the frontal and anterior temporal
lobes [105].

In order to identify the recognition sequences of TDP-43, a
SELEX was performed by Ishiguro et al. [106]. Using this method,
they identified that TDP-43 can bind RNA sequences that form a
four-stranded G-quadruplex structure (named G4). Further studies
in rat cortical neurons using a double-fluorescent probe system,
revealed that TDP-43 transport G4-containing mRNA from nucleus
up to neurites. This experiment demonstrated how in vitro selec-
tion could be useful to elucidate toxicity mechanisms.

9. Conclusions and perspectives

NDs have a devastating impact on individuals, families and so-
cieties. Unfortunately, these diseases have no cure while their
incidencewill grow continually with the progressive increase of life
span. Therefore, finding treatments for neurodegenerative diseases
is a goal of increasing urgency. However, the precise mechanisms
that lead to neuronal dysfunction and death remain poorly un-
derstood even after decades of research. In addition to other mo-
lecular probes, aptamers should contribute to progress in the basic
research for NDs. Indeed, they can provide invaluable tools to
identify and validate new molecular targets that could further be
used to develop novel therapeutic interventions.

However, although this review presents several aptamers that
have been used for NDs, their number is very low compared with
those that are developed for other pathologies such as cancer or
infectious diseases.

Three main reasons could explain this situation. First, there is
less funding for research in NDs compared with other diseases.
Second, NDs remain poorly understood and there are still debates
on the role of aggregated proteins in these diseases. For instance, it
remains unknown if these proteins are toxic and, if yes, which
protein species are the more toxic depending on the pathologies (i.

e. misfolded starting monomer, the oligomer or the final aggrega-
tion body). To resolve this, aptamers able to discriminate different
protein species could be very helpful. The major obstacle is to
isolate particular species of these proteins because they can form
several different aggregates in vitro that could be quite different
from those found in patients. Moreover, the variation of in vitro

protocols could lead to different conformation of a particular pro-
tein specie. For instance, Peelaerts et al. have shown that different
conformation of a-synuclein fibrils could be obtained in vitro. These
different fibrils lead to different type of synucleinopathies once
injected into animals [107]. Some of the works presented in this
review have tried to obtain aptamers able to discriminate different
protein species [58,67,70,82]. These studies use different species of
a protein that appears during the aggregation process (monomer,
oligomer or fiber). However, the protocols used to isolate these
species are generally complex. Furthermore, these proteins tend to
aggregate and it is difficult to guarantee their stability during the
different rounds of SELEX. Accordingly, the ability of aptamers to
discriminate among different protein species has often been un-
satisfactory. The third major obstacle to the development of
aptamers for NDs, is that as with other macromolecules, aptamers
are thought to have difficulty penetrating brain tissues. Definitely,
the blood brain barrier (BBB) that occurs along all blood capillaries
in the brain is known to prevent the delivery of macromolecules,
including the aptamers. However, several delivery strategies have
been recently developed to cross the BBB, for instance, using
nanoparticles or ultrasound [108,109]. It has also been proven that
aptamers could be selected to cross the BBB [110]. Although further
investigations are mandatory to explore all these strategies, the
problem of BBB passage may be solved in the next decade.
Furthermore, if aptamers do not cross the BBB easily, they could be
useful for many other applications such as the detection of bio-
markers in blood or in the CSF. Hence, most of the aptamers
described in this review have been used to develop biosensors. For
all these reasons, we believe that the use of aptamers in NDs has
only just begun and is expected to increase in the future.
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