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Introduction generale

Ce projet vise a combiner deux domaines d’étude. Le premier se rapporte a la possibilité de
générer des pontages covalents entre la molécule d’ADN et un large type de molécules a la
suite d’'une oxydation d’une des bases. Il a été montré qu’une attaque nucléophile peut avoir
lieu sur le radical cation de la 8-oxoguanine (OG), un produit d’oxydation de la guanine, a la
suite d’'une oxydation a un électron de cette base oxydée. La 8-oxoguanine, posséde un
potentiel d’oxydation beaucoup plus bas que les bases normales et son oxydation peut ainsi

se faire de maniére spécifique au sein d’un oligonucléotide.!

Le deuxieme domaine d’étude concerne les aptameéres. Ces oligonucléotides simple brin en
série ADN ou ARN développent de fortes affinités et spécificités pour des cibles variées telles
que des protéines, des petites molécules ou des drogues.? Considérés comme des « anticorps
synthétiques », ces éléments de reconnaissance sont de plus en plus étudiés grace a leur
nombreuses propriétés et avantages par rapport aux anticorps traditionnels.? La synthése
chimique des aptameres permet notamment d’introduire facilement et a des positions

définies des modifications, telles que les 8-oxoguanines.

L'objectif de cette these est donc d’étudier la possibilité de former des pontages covalents
entre un aptamere et sa cible, via I'oxydation spécifique d’une 8-oxoguanine introduite dans
la séquence. La premiere étape du processus consiste en la complexation de la cible par
I’'aptamere contenant une OG. Ensuite, une fois la cible complexée (1, Figure 1) et apres I'ajout
d’un oxydant spécifique de la 8-oxoguanine, il est attendu que I'attaque nucléophile de la cible
sur le radical issu de I'oxydation de cette base puisse générer un pontage covalent entre

I’'aptamere et sa cible (2, Figure 1).

Aptameére libre Aptamére complexé Aptamére ponté
¥ Oxydation
+
spécifique
(2)
(1)
@ Base modifiée OG 4 Cible N\ Pontage

Figure 1 : Principe général de la formation du pontage covalent entre un aptamere et sa cible via 'oxydation spécifique
d’une 8-oxoguanine
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Cette stratégie pourrait avoir des applications intéressantes en augmentant la spécificité des
aptameres, et pourrait étre notamment utilisée dans le domaine du traitement d’échantillons

(par exemple dans des cartouches d’extraction en phase solide SPE).

Le systeme modele choisi est un aptamere de 24 bases en série ADN reconnaissant la L-
argininamide.* Il adopte une conformation tige-boucle et son site de reconnaissance, localisé
dans la boucle, contient trois guanines qui peuvent étre remplacées par des 8-oxoguanines. Il
est assez court pour étre analysé avec les techniques analytiques choisies (notamment la
spectrométrie de masse). La cible possede plusieurs sites nucléophiles susceptibles d’initier la
formation du pontage covalent. Des structures 3D ont été proposées pour ce complexe
aptamére-cible®, montrant notamment la proximité de la cible et des 3 guanines localisées

dans la boucle de reconnaissance de I'aptamere.

Cette these a donc eu pour objectif d’établir la preuve de concept de la possibilité de former
des pontages covalents entre un aptamere et sa cible via I'oxydation spécifique d’'une base 8-
oxoguanine a I'aide de I'aptameére reconnaissant la L-argininamide. Ce manuscrit, divisé en
qguatre chapitres, décrit les différentes étapes mises en ceuvre au cours de ce projet. Le
premier chapitre constitue une étude bibliographique sur les aptameéres et leurs propriétés,
les dommages de I’ADN et plus particulierement la 8-oxoguanine, et sur les conditions de
sélection des aptameres utilisés tout au long de ce projet. Le second chapitre présente I'étude
de l'influence de la présence et de la position d’une base 8-oxoguanine sur I'affinité de
I'aptamere pour la L-argininamide. Le troisieme chapitre aborde la détection et la
caractérisation des produits d’oxydation et de pontages par électrophorése capillaire et
chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse. Le quatrieme chapitre décrit
les différentes stratégies mises en ceuvre afin de tenter de minimiser les interactions non-
spécifiques entre I'aptamere et sa cible. Enfin, une conclusion résume les principales avancées

obtenues au cours de ce travail de thése et présente les perspectives de ce projet.
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Chapitre 1 : Etude bibliographique

1. Les aptameres

Une nouvelle catégorie d’acides nucléiques possédant des propriétés de reconnaissance
intéressantes a été découverte dans les années 1990. Sélectionnées in vitro grace a la
méthode SELEX puis synthétisées chimiquement, ces molécules sont composées d’un simple
brin d’ARN ou d’ADN. Elles montrent de fortes affinités et spécificités pour des cibles variées
telles que des petites molécules®, des protéines’ ou des drogues?. Les aptameres sont utilisés
dans de nombreux domaines comme le développement de biocapteurs®, les techniques de
bioanalyse?, ou pour certains dans le cadre thérapeutique®! et peuvent étre assimilés a des
anticorps synthétiques. Les aptameéres présentent des avantages par rapport aux anticorps
naturels protéiques, parmi lesquels une meilleure stabilité thermique et une syntheése
chimique peu colteuse permettant d’introduire facilement des modifications et de

s’affranchir d’organismes vivants.

1.1. Rappel sur I’ADN et I’ARN

L’ADN (acide désoxyribonucléique) et I’ARN (acide ribonucléique) sont des macromolécules
présentes chez la quasi-totalité des étres vivants. L'ADN et 'ARN sont des polymeéres de
nucléotides. Chaque unité nucléotidique est composée d’une base nucléique (ou base azotée),
d’un ose a cing atomes de carbone (pentose) et d’un groupement phosphate (Figure 2). Les
bases azotées présentes dans ’ADN sont au nombre de quatre : la guanine (G), I'adénine (A),
la cytosine (C) et la thymine (T). Dans le cas de I’ARN, la base thymine est remplacée par
I"'uracile (U). Les bases A et G sont appelées puriques car leur structure est dérivée de celle de
la purine. Les bases pyrimidiques (C, T et U) sont quant a elles dérivées de la pyrimidine. Le
pentose de I’ARN est hydroxylé en position 2’ (ribose), contrairement a celui de I’ADN (2-
désoxyribose). Les bases azotées sont liées au sucre grace a des liaisons N-glycosidiques. Des
liaisons phosphodiester entre I’hydroxyle en 3’ d’'un nucléotide « n » et le phosphate en 5’ du
nucléotide suivant « n+1 » permettent de former des séquences d’acides nucléiques. Il est

ainsi possible de distinguer les deux extrémités d’'une séquence : 3’-OH et 5’-phosphate.
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NH, 0
N =y
Ty ¢
N NH
H
N N N N NH,
Purine Adénine (A) Guanine (G) OH H
NH, o} o}
Y
| ) | NN I NH ‘ NH
N o N o} N o]
1 H A
Pyrimidine Cytosine (C) Thymine (T) Uracile (U)
Ribose
NH, Base

Base

Adénosine triphosphate (ATP)

Figure 2 : Structures des bases puriques, pyrimidiques, du ribose et du 2-désoxyribose, d'un nucléotide (adénosine
triphosphate) et d'une chaine d'ADN

Les bases nucléiques peuvent former des paires de bases grace a |'existence de liaisons
hydrogene entre elles. Les appariements classiques, dits de type « Watson — Crick » ont lieu
entre les bases G et Cou A et T dans I’ADN et A et U dans I’ARN. Deux liaisons hydrogéne sont
impliquées dans les appariements A:T alors que les paires de bases G:C en présentent trois

(Figure 3).22

Thymine Adénosine Cytosine Guanine

Figure 3 : Appariements des paires de bases de type « Watson — Crick » dans I’ADN
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Les travaux de Watson et Crick®® ont mis en lumiére en 1953 la structure bicaténaire de I’ADN.
Ces appariements deux a deux de bases nucléiques entre deux brins d’ADN antiparalléles

conduisent a la formation d’une structure en double hélice.

1.2. Définition et sélection des aptameres

Les aptameéres sont des oligonucléotides en série ADN ou ARN démontrant une aptitude a
reconnaitre une ou plusieurs molécules cibles. Le néologisme « aptamere » vient du latin
aptus, signifiant « adapté a, qui se lie a », et du suffixe « mére » qui se rapporte au motif

élémentaire d’un polymere.** Un aptamére de X bases est appelé un X-mer.

1.2.1. Principe général de la méthode SELEX

La méthode Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment (SELEX), aussi appelée
sélection in vitro, est utilisée afin de sélectionner des aptaméres dirigés contre des molécules
d’intérét.’** Elle s’appuie sur plusieurs étapes majeures : la synthese aléatoire d’'une banque
d’oligonucléotides, leur criblage afin de sélectionner les séquences possédant les propriétés
recherchées, I'amplification par réaction en chaine par polymérase (PCR) et I'identification de
ces séquences (Figure 4).16718 La qualité de la sélection est liée a la diversité de séquences de
la banque, la finesse du criblage et la sensibilité des méthodes analytiques utilisées.’ Une
banque de taille importante a une plus grande probabilité de contenir des séquences affines.

Un criblage efficace permet de les sélectionner avant de les analyser.

Banque Cible
d’oligonucléotides

2%

i
/ 7 \o? 1) INCUBATION
\

4) AMPLIFICATION \
f'/ \.
Répétition du cycle
5a 10 fois

2 .
¢ 2) SELECTION

Séparation des

3) ELUT|ON séquences non

\\ P liées ala cible
g )

Figure 4 : Principales étapes du protocole de SELEX
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La premiére étape consiste en la composition d’une banque d’oligonucléotides par synthese
chimique. Ces séquences possedent une partie aléatoire longue de n nucléotides, encadrée
par deux séquences constantes qui serviront ensuite d’amorces d’amplification. La longueur
de la région variable impose la diversité de la banque. Le nombre de possibilités s’éleve a 4"
car chaque position peut étre occupée par I'un des quatre nucléotides. La limite expérimentale
est de I'ordre de 10%° séquences, ce qui correspond a une région variable de 25 nucléotides
(425 = 10%%). Pour la sélection d’aptaméres en série ARN, une banque d’ARN peut étre
directement utilisée, ou une banque d’ADN peut étre transcrite en ARN. Dans ce deuxieme
cas, une étape de transcription inverse doit étre effectuée avant 'amplification par PCR. La
banque est ensuite incubée avec la molécule cible. Une partie des séquences, les aptameres,
se fixe alors a cette molécule d’intérét et les oligonucléotides non affins sont séparés le plus
souvent par chromatographie d’affinité!*, rétention sur filtre'® ou électrophorése capillaire?®2,

Les séquences liées a la cible sont ensuite amplifiées grace a la méthode PCR.

Ce cycle est répété la plupart du temps entre cing et dix fois. La succession des étapes de
sélection et d’amplification dirige I'évolution de la population des oligonucléotides vers la

sélection de séquences aptes a la reconnaissance de la cible selon un mode darwinien #1922

1.2.2. Les différentes techniques de SELEX
La méthode SELEX traditionnelle présentée précédemment possede différents inconvénients.
Celle-ci pouvait se révéler trés longue, durant des semaines et parfois des mois.?

’automatisation de la méthode a donc été déployée.?*

Les différentes techniques employées lors de I'étape de sélection (Figure 4) possedent de
méme chacune quelques défauts. Si la sélection est effectuée par chromatographie d’affinité,
il est nécessaire d’éliminer les séquences liées non-spécifiguement au support. Pour cela, une
sélection négative est réalisée, généralement en incubant la banque d’oligonucléotides avec
le support en absence de cible.?> Une contre sélection, au cours de laquelle les séquences se
liant a des molécules de structure proche de celle de la cible sont éliminées, peut aussi étre
réalisée.’® Ces étapes engendrent cependant une contrainte de temps supplémentaire.
Certaines techniques de sélection utilisent un support sur lequel la molécule d’intérét est

immobilisée a I'aide d’un bras espaceur. L’analyte n’est donc pas entierement disponible pour
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la complexation avec les oligonucléotides, ce qui peut exclure des séquences affines qui

reconnaitraient en particulier la région indisponible.?°

De nombreux protocoles dérivés de la méthode traditionnelle ont été envisagés depuis sa
conceptualisation.?” Un gain de temps a été réalisé grace a la technique du one-step SELEX, au

cours de laquelle un seul cycle de sélection est effectué.?®

Afin d’améliorer la sélection d’aptameres reconnaissant des petites molécules, la capture-
SELEX a été proposée. Elle permet de résoudre certains problemes liés a I'immobilisation des
petites cibles en SELEX traditionnelle, comme la difficulté de les greffer en raison de leur faible
nombre de groupements fonctionnels. La banque d’ARN ou d’ADN est immobilisée par
hybridation a une matrice solide a I'aide de portions d’ancrage présentes dans les séquences.
Les séquences reconnaissant I'analyte subissent un changement conformationnel et se
séparent de la matrice, ce qui permet de les récupérer ou de les isoler des séquences non

affines.??

La Cell-SELEX est tres utilisée pour la sélection des aptameres en vue du diagnostic et de Ia
thérapie de nombreuses maladies, notamment le cancer. Cette méthode permet de
sélectionner des séquences reconnaissant des cellules entiéeres, ce qui laisse les régions ciblées
a la surface des cellules dans leur état natif et de repliement naturel. Elle présente aussi
I'avantage de ne pas nécessiter de connaissances préalables sur la structure des protéines
ciblées.3031 Cette méthode a par exemple été utilisée afin de sélectionner des aptaméres en
série ADN contre le rétinoblastome, qui est la tumeur intraoculaire pédiatrique la plus

fréquente.3?

Enfin, une autre variante trés étudiée de la SELEX est la CE-SELEX (Capillary Electrophoresis-
SELEX). L'étape de sélection se fait en solution libre, ce qui permet de s’affranchir des biais
non-spécifiques liés au support et au linker. Les séquences affines subissent un changement
de mobilité lors de la complexation de la cible et peuvent ainsi étre séparées des non affines
et collectées dans des fractions différentes. Cette technique est surtout utilisée pour la
sélection de macromolécules. Bowser et ses collaborateurs ont par exemple utilisé la CE-SELEX
pour sélectionner un aptameére reconnaissant I'immunoglobuline E humaine (IgE). Les
séquences sélectionnées ont montré une bonne sélectivité pour cette protéine par rapport a

I'IgE de souris ou I'immunoglobuline G humaine.?°
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1.3. Caractéristiques des aptameres

1.3.1. Structure tridimensionnelle

Les aptameéres sont poly anioniques. lls sont tout d’abord caractérisés par leur structure
primaire, c’est-a-dire par I’enchainement de leurs nucléotides. Chaque nucléotide possede
des sites accepteurs et/ou donneurs de liaisons hydrogéne (Figure 3), une charge négative a
pH neutre au niveau du groupement phosphate et un hétérocycle aromatique pouvant
générer des interactions d’empilement. Certains aptameres adoptent donc une structure
secondaire. Les motifs les plus répandus sont la tige-boucle (ou épingle a cheveux, hairpin en
anglais)* ou le pseudo-nceud®*(Figure 5). Une structure plus complexe, appelée G-quartet ou
tétrade de guanines, et formée grace a des liaisons hydrogéne entre quatre guanines placées
dans le méme plan peut également étre observée. La superposition de plusieurs tétrades peut
étre stabilisée par des interactions de m-stacking et former alors des G-quadruplexes.®* Une

partie d’un aptamére reconnaissant la thrombine forme par exemple cette structure.”

(A) (B) (C) | (D)

u" ’;' /
H—N/ W /N‘<
>7N/ "J’H H/N—H
N 4 —o0. O] “"
y \JI\> w/
”/N\/Nn“"H\N)\\N N\
\ b
H

Figure 5 : Motifs structuraux adoptés par les aptameéres avec (A) le pseudo-nceud, (B) la tige-boucle, (C) le G-quartet et (D)
un exemple de G-quadruplexe intramoléculaire formé par un aptamere anti-thrombine”

1.3.2. Affinite

La qualité de la reconnaissance moléculaire peut étre évaluée par I'affinité du ligand pour sa
cible (Ka). Elle est estimée grace a la constante de dissociation Kq du complexe aptameére/cible

qui est associée a I'équilibre :
[Ligand — Cible] = Ligand + Cible.

La loi d’action des masses donne alors une définition de ces constantes :
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Equation 1 : Expression des constantes de dissociation Ky et d’affinité Kx

[Ligand] X [Cible] 1

@ [Ligand - Cible] K_A

Une valeur de Kq élevée traduit une affinité faible de I'aptameére pour sa molécule cible. Des
constantes de dissociation du complexe aptamere/cible de I'ordre du micro molaire sont
généralement obtenues pour la reconnaissance des petites molécules*?¢, alors qu’elles
peuvent atteindre I'échelle du nano molaire (voire pico molaire) pour des cibles

protéiques®’38,

Cette affinité ne dépend pas de la taille, de la quantité ou de la complexité de la molécule
cible, mais plutét de ses propriétés, comme les groupements fonctionnels dont elle est
composée. En effet, la formation du complexe aptamére/cible est régie par des interactions
intermoléculaires : les liaisons hydrogene, I’empilement de cycles aromatiques, les forces de
Van der Waals, ou les effets hydrophobes. Une adéquation de forme entre le ligand et

I'oligonucléotide aide également a la reconnaissance.*3%4°

1.3.3. Spécificité
La spécificité est souvent la propriété des aptameéres la plus connue. Cette capacité a
discriminer des molécules en compétition pour le méme ligand est particulierement
intéressante pour ces éléments de reconnaissance. De nombreux aptameres développant une
grande spécificité sont présentés dans la littérature. L'exemple le plus démonstratif est
sGrement celui de I'aptameére anti-théophylline. En effet, il posseéde une affinité 10000 fois
plus faible pour la caféine alors que les structures de ces deux molécules ne different que par

un groupement méthyle.*

Les aptameres sont également connus pour leur capacité a discriminer les énantioméres d’'une
méme molécule. Geiger et son équipe ont sélectionné un aptameére dont le Kq est 12000 fois

inférieur pour le complexe avec la L-arginine, par rapport a celui avec la D-arginine.***

1.4. Les différentes classes de cibles

Méme si la plupart des aptameéres identifiés sont dirigés vers des petites molécules ou des

protéines, des aptameéres reconnaissant des classes de ligands trés variées ont été décrits.>*
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Les petites molécules cibles peuvent étre des espéces inorganiques, comme |'ion métallique
Zn?* ¢ ou des espéces organiques avec I'éthanolamine®. Des acides aminés (arginine***®), des
acides nucléiques (adénosine triphosphate3®*’), des antibiotiques (kanamycine*), des drogues
(cocaine®), des polluants ou encore des toxines (ochratoxine A*) peuvent également étre

reconnues.

Des aptameres dirigés contre des cibles protéiques ont été décrits, par exemple contre la
thrombine’, I'immunoglobuline E* ou encore contre des facteurs de croissance comme le

VEGF (facteur de croissance de I’endothélium vasculaire)*.

Des structures plus complexes peuvent également étre reconnues par des aptameres : des

bactéries telles qu’Escherichia Coli**, le virus Ebola®? ou encore des cellules de la leucémie®.

1.5. Avantages des aptameres par rapport aux anticorps

Pendant de nombreuses années, les anticorps sont restés des éléments de reconnaissance
moléculaire tres populaires. Cependant, les aptaméres, régulierement désignés comme des
anticorps synthétiques, sont de plus en plus étudiés en raison leurs propriétés trés

intéressantes qui peuvent palier aux limites des anticorps.

Leur synthése chimique est rapide, peu colteuse, a la demande et peut étre automatisée.
Cette voie de synthése permet également I'introduction facile de modifications a des positions
précises dans la séquence (fluorophore, biotine...). Cette production permet de s’affranchir
d’animaux ou de cellules contrairement a celle des anticorps. Cela permet ainsi de limiter
grandement la variabilité d’un lot a I'autre. De plus, les conditions de sélection peuvent étre
modifiées afin d’obtenir des aptaméres ayant les propriétés désirées. Il est par exemple
possible de choisir une température ou un tampon non physiologiques lors de la SELEX afin de

sélectionner des séquences reconnaissant la cible dans de telles conditions.

Les aptameéres sont plus stables au stockage a long terme que les anticorps. Lorsqu’ils sont
lyophilisés, les aptameéres peuvent étre conservés a température ambiante sur de longues
périodes (jusqu’a dix-huit mois d’apres le fournisseur). Lorsqu’ils sont repris en solution, ils
peuvent étre conservés au congélateur a -20 °C. lls peuvent étre régénérés en quelques

minutes apres leur dénaturation, qui peut étre réalisée plusieurs fois.
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L'utilisation des aptameéres présentent cependant quelques limites. Il existe un manque
d’informations quant a leurs mécanismes de reconnaissance. ** Leur clairance sanguine, c’est-
a-dire leur élimination via le systéme sanguin, peut étre rapide en raison de leur faible taille.
lIs peuvent également étre dégradés par des nucléases (enzymes capables de couper les
liaison phosphodiester des acides nucléiques). Le temps de demi-vie in vitro dans le plasma
humain d’un oligonucléotide ARN classique est de quelques secondes, et il atteint 30 a 60
minutes pour un aptamére en série ADN.>> Des modifications chimiques peuvent toutefois
palier a certains de ces problémes. La conjugaison de polymeres, tels que des lipides, aux
aptameéres permet d’augmenter le temps au bout duquel ils seront éliminés. L’utilisation de
nucléotides modifiés au niveau de la base, du sucre ou du groupement phosphate lors de la

synthése d’un aptamere peut le rendre résistant a ces enzymes.>26:°6:57

1.6. Utilisation des aptameres

Les multiples avantages des aptameéres expliquent leur large éventail d’applications.>®>%

1.6.1. Biocapteurs a base d’aptameres
De nombreux aptameéres sont utilisés dans le développement de biocapteurs. Un biocapteur
est généralement défini comme un outil ou un systeme analytique fait de deux parties (Figure
6). La premiere, souvent constituée d’'un composé biologique immobilisé (cellule entiere,
anticorps...) est I’élément de reconnaissance moléculaire (MRE). La deuxieme, reliée par un
linker, est un transducteur qui permet de convertir I'interaction entre I'analyte et le MRE en
signal optigque, acoustique, mécanique ou électrique, qui sera détectable et donc

exploitable.1?>?

Signal
Interaction —]>
> MRE Transducteur > Mesure du
Q signal

Figure 6 : Structure d’un biocapteur et activation du transducteur lors de la reconnaissance de I'analyte
L'emploi des aptameéres dans le domaine des biocapteurs tire notamment parti de leur forte
affinité envers leur cible.”® Les biocapteurs utilisant les aptaméres, plus spécifiquement
appelés aptacapteurs, s'appuient sur la possibilité de les régénérer lorsqu’ils sont immobilisés

grace a leur capacité a subir plusieurs cycles de dénaturation/renaturation. Le transducteur
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influence quant a lui la sensibilité de la détection. Différents types de transducteurs sont
employés dans la conception d’aptacapteurs et peuvent étre employés pour classer ces
derniers : les transducteurs électroniques, optiques, les cantilevers et les transducteurs

optiques.

1.6.1.1.  Transducteurs électrochimiques
Des aptacapteurs électrochimiques ont été introduits en 2004%° et de nombreux
développements ont eu lieu depuis, notamment pour la détection de la thrombine.®! La mise
en évidence de la complexation de la cible par le MRE est possible grace a une variation de
courant, d'impédance ou de potentiel au niveau du transducteur. Un aptacapteur
électrochimique pour la détection du cadmium Cd?* dans des échantillons d’eau a notamment

été développé par I'équipe de Rhouati.®?

1.6.1.2.  Microcantilevers
Les aptameéres peuvent ensuite étre utilisés a la surface d’un type particulier de biocapteurs :
les microcantilevers. lls sont constitués de petites lames alignées sous la forme d’un peigne,
et sur lesquelles il est possible de greffer un aptamere spécifique d’une molécule d’intérét.
Lors de la complexation, une contrainte de surface apparait, ce qui va entrainer une légere
courbure des lames. La courbure peut alors étre détectée par différentes méthodes comme
I'interférométrie.®® La détection de la microcystine-leucine-arginine, une des toxines
hépatiques les plus préoccupantes, a été réalisée a I'aide de microcantilevers.®* Une mesure
différentielle est souvent employée afin de limiter les parameétres non spécifiques auxquels
sont particulierement sensibles les microcantilevers. Pour cela, une partie des lames est
greffée avec un aptameére spécifique de la cible d’intérét, et I'autre avec une séquence

contrdle.®

1.6.1.3.  Transducteurs optiques
Les transducteurs optiques sont tres répandus pour les aptacapteurs. Un grand nombre de ces
capteurs utilise des fluorophores comme transducteurs de signal. En effet, leur conjugaison a
une séquence d’aptamere et la détection de signaux de fluorescence sont relativement faciles.

Différentes stratégies utilisant des aptacapteurs optiques ont été mises en ceuvre.®1%66

La plus simple utilise un fluorophore lié covalemment a I'aptamére a une position susceptible

de subir un réarrangement structurel lors de la reconnaissance de la cible (Figure 7). La
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modification de I’environnement électronique autour du fluorophore lors de la complexation

entraine alors une augmentation ou une diminution de I'intensité de fluorescence.

[~ = )

Aptamére

F Fluorescence faible

F
~—__ + Analyte ,f .

\Al‘lawte Fluorescence forty

Figure 7 : Principe d’un biocapteur utilisant un aptamére marqué par un fluorophore

Des mesures d’anisotropie de fluorescence (FA) peuvent également étre réalisées avec ce type
de biocapteur. Ruta et al. ont par exemple utilisé cette technique avec un aptamere anti-L-
tyrosinamide et un aptamere anti-L-argininamide. L’effet de la nature du fluorophore, de sa
position et de la longueur du linker le reliant a I'aptamére ont été étudiés.®” Une augmentation
de l'anisotropie de fluorescence a été observée pour les deux systémes lors de la
reconnaissance des molécules d’intérét. Les masses des cibles étant négligeable par rapport a
celles des acides nucléiques, cette augmentation de signal n’a pas été attribuée a
I'augmentation de la masse globale du systeme lors de la complexation. L’équipe a suggéré
gue d’autres parametres en étaient responsables : le changement de conformation lors de la
complexation de la cible peut restreindre la mobilité locale du fluorophore et/ou augmenter

le volume (ou la forme) de I'aptameére.

Une autre stratégie assez répandue consiste a employer un aptameéere dont l'une des
extrémités est liée covalemment a un fluorophore, et I'autre a un quencher (Figure 8). Ce
concept est appelé molecular aptamer beacon.®®® En absence de molécule cible ou de
séquence complémentaire’®, I'aptameére adopte une conformation fermée amenant a une
proximité spatiale du fluorophore et du quencher et donc a l'extinction du signal de
fluorescence. Lors de la complexation de I'analyte ou du brin complémentaire, la

conformation de I'aptamere est modifiée et la distance entre ces deux marqueurs augmente.

Le signal de fluorescence s’intensifie alors.
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Aptamere Analyte Quencher  Fluorophore quenché Fluorophore activé

Figure 8 : Principe d’un biocapteur utilisant un couple de marqueurs fluorophore-quencher lors de la reconnaissance (A) d’un
analyte ou (B) d’un brin complémentaire

Il est également possible de trouver des travaux dans lesquels les deux marqueurs sont
éloignés lorsque I'aptamere est libre, mais se retrouvent a proximité lors de la complexation
de I'analyte grace a la structuration de I'aptameére. Lerga et O’Sullivan ont développé ce type
d’essai utilisant un oligonucléotide synthétique doublement marqué pour la détermination de
la dureté totale des eaux du robinet et des eaux embouteillées via le suivi des cations Mg?* et

Ca2+ 71

Des aptacapteurs colorimétriques, c’est-a-dire pour lesquels I'interaction entre I'aptamere et
la cible se traduit par un changement de couleur, existent aussi. Les propriétés colorimétriques
des nanoparticules d’or sont fréquemment utilisées.*® Les capteurs les utilisant exploitent les
différences de propriétés électrostatiques existant entre les simples brins et les doubles brins
d’ADN. La conformation plus libre du simple brin lui permet d’exposer ses bases azotées au
milieu dans lequel il est. La double hélice du double brin étant plus stable, il expose quant a
lui ses groupements phosphate chargés négativement. En solution, des anions stabilisent
généralement les nanoparticules d'or en s’adsorbant a leur surface. La répulsion entre ces ions
empéche alors I'agrégation des nanoparticules et la solution apparait rouge. Dans ces
conditions, seul un simple brin d’ADN peut s’adsorber a la surface des nanoparticules grace
aux interactions entre ses bases exposées et les ions négatifs adsorbés. La répulsion entre ces
anions et les groupements phosphate de I’ADN est trop importante dans le cas d’un double
brin.”? Ce principe a été utilisé avec un aptamére dirigé contre la thrombine. Des
nanoparticules d’or sont mises en présence de I'aptamere, qui s’adsorbent alors a leur surface.
Lors de la reconnaissance de la cible, une structure composée d’'une zone duplex et d’'un G-

guadruplex est formée, entrainant la désorption de séquences d’ADN. Des sels sont alors
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ajoutés a la solution et vont provoquer une agrégation des nanoparticules, qui ne sont plus

stabilisées par les oligonucléotides. Elles vont alors s’agréger et la solution devient bleu.”?

La résonance plasmonique de surface (SPR) est également utilisée comme transducteur. Cette
méthode de détection mesure les variations de l'indice de réfraction au voisinage d’une
interface entre un métal et le milieu étudié. La complexation de la molécule d’intérét induit
un changement de masse et donc de I'indice de réfraction. La détection de tétracyclines dans

du miel a par exemple été réalisée a I'aide de cette méthode.”

1.6.2. Techniques bio analytiques
La forte spécificité, la facilité de synthese et de modification des aptameéres sont a I'origine de

leur attractivité pour des applications analytiques.

Les aptameéres ont été utilisés avec différentes méthodes de séparation. De nombreuses
publications évoquent de la chromatographie basée sur ces éléments de reconnaissance en
tant que ligands immobilisés. Huy et al. ont par exemple utilisé un aptameére anti-17B-estradiol
greffé sur des billes de verre via un lien isothiocyanate afin de préconcentrer des échantillons
d’eau avant une analyse par chromatographie liquide a haute performance couplée a un
détecteur ultraviolet (HPLC-UV).1° Des phases stationnaires chirales composées d’aptaméres
immobilisés ont aussi permis la séparation d’énantiomeéres de |'adénosine et de la
tyrosinamide par HPLC. Des aptameres sélectifs de la D-adénosine ou de la L-tyrosinamide et
dont I'extrémité 5’ avait été greffée avec une biotine ont été mis en présence de billes de
polystyréne modifiées avec de la streptavidine. Cette derniére protéine est connue pour
développer une trés forte affinité pour la biotine, ce qui a permis d’'immobiliser les aptameres
sur les billes. Elles ont ensuite été introduites dans une colonne d’HPLC pour constituer la

phase stationnaire chirale.””

L’électrophorése capillaire (EC) est une technique analytique qui exploite également les
propriétés des aptameres. Cette technique permet des analyses rapides, un pouvoir de
séparation important et une faible consommation de I’échantillon. De nombreuses analyses
par EC utilisent une détection par fluorescence induite par laser (LIF).”®”” German et al. ont
par exemple utilisé un aptamére en série ADN marqué par un fluorophore afin de quantifier

I'immunoglobuline E (IgE) humaine a I'aide de cette technique. La séparation des séquences
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liées ou non a I'lgE a été réalisée en moins de soixante secondes et une limite de détection de

46 pM a été atteinte.’®

Les aptameres peuvent aussi étre utilisés en remplacement d’anticorps dans un test
immunologique tres répandu : le test ELISA (enzyme linked immunosorbent assay). Ce test,
conceptualisé en 1971, a pour objectif de détecter et/ou doser une protéine dans un liquide
biologique. L'approche sandwich, qui est trés répandue, fait intervenir simultanément deux
anticorps se liant a I'analyte. Les puits d’une microplaque sont tapissés d’un anticorps capable
de se lier spécifiguement a I'antigéne d’intérét. L’échantillon est alors déposé dans les puits
et la capture spécifique de I'analyte par I'anticorps a lieu. Un anticorps de détection est alors
ajouté et va se fixer a lI'antigene. Un dernier anticorps, appelé traceur et capable de
reconnaitre I'anticorps de détection est couplé a une enzyme qui va catalyser la formation
d’un produit fluorescent ou coloré permettant une détection. La quantification est alors
réalisée a I'aide d’un instrument optique.’”® Des tests adaptés utilisant les aptaméres et
appelés ELONA (enzyme linked oligonucleotide assay) ou ELAA (enzyme linked aptamer assay)
ont ensuite été développés. Drolet et al. ont introduits le concept d’ELONA en 1996 en

utilisant un aptameére ARN marqué a la fluorescéine pour la détection de VEGF.%°

1.6.3. Applications diagnostiques et thérapeutiques
Le développement d’outils diagnostiques et thérapeutiques issus de technologies innovantes
est crucial. La haute affinité et la spécificité des aptameéres leur ont permis de s’'imposer dans

le domaine du diagnostic.?”°777

La méthode ELONA précédemment évoquée a été utilisée par Ban et son équipe afin de

mettre au point un test utilisant une paire d’aptaméres pour le diagnostic de la fiévre jaune.?!

Les recherches dans le cadre du cancer sont nombreuses.30 L’utilisation de la cell-SELEX, qui
permet de sélectionner des séquences dirigées contre des cellules entieres, a permis en 2019
d’identifier un nouveau biomarqueur protéique du cancer du poumon a petites cellules (SCLC)
: la protéine HDLBP (high density lipoprotein binding protein). Ce cancer est récalcitrant et peu
d’avancées ont lieu quant a son traitement. Une fois le biomarqueur identifié grace a un
aptamere sélectionné par cell-SELEX, des tests ont montré qu’il était possible d’inhiber la

prolifération et la métastase des cellules du SCLC in vitro et la formation de tumeurs in vivo en
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atténuant son expression. Cette méthode de sélection a donc permis d’identifier un

biomarqueur d’intérét dans le traitement de cette maladie.??

Avec le développement de la cell-SELEX, de plus en plus d’aptameéres sont également étudiés
comme agents thérapeutiques dans le traitement de certaines maladies et pour les
immunothérapies.®3 Un médicament utilisant un aptamére a recu une autorisation de mise
sur le marché (AMM) par la FDA (Food and Drug Administration) en 2004%* et par la Haute
Autorité de Santé (HAS) en 2006*!. Le Pegaptanib est composé d’un oligonucléotide dirigé
contre le facteur de croissance VEGF est impliqué dans la dégénérescence maculaire liée a
I’age (DMLA). Sa forme pharmaceutique, le MACUGEN®, a cependant recu depuis un avis
défavorable au remboursement en 2013 car le service médical rendu a été jugé insuffisant par

rapport aux autres traitements disponibles pour le traitement de cette maladie.*!

Plusieurs traitements a base d’aptameres sont toujours en essai clinique, comme le Fovista®

(E10030) qui est en phase trois et aussi destiné au traitement de la DMLA.838

2. Les dommages de I’ADN

Les acides désoxyribonucléiques en conditions physiologiques sont intrinsequement réactifs
et sensibles aux modifications chimiques apportées par des agents mutagenes exogenes ou
endogenes. Les études tendent a montrer que les dommages dus a des especes endogenes
sont les plus importants et en représentent environ 75 %. De plus, les enzymes responsables
de la réplication et de la réparation de 'ADN (ADN polymérases), peuvent commettre des

erreurs et introduire des mutations au sein du matériel génétique.

Les dommages de I’ADN peuvent prendre différentes formes comme la cassure de I'un ou des
deux brins de I’ADN, I'altération d’une base, la rupture de la liaison entre la base azotée et le
sucre (site abasique), ou des mésappariements de bases. Leur accumulation est fortement
soupconnée d’étre liée au vieillissement. 8 Des estimations montrent que les 10%3 cellules du

corps humain subissent chaque jour des dizaines de milliers de dommages.?’

Les lésions de I'ADN qui ne sont pas réparées a temps ou qui sont trop importantes pour I'étre
induisent des événements de signalisation pouvant conduire a la sénescence (dégradation
progressive des fonctions de la cellule), mise en cause dans le vieillissement. Elles peuvent
aussi donner lieu a une instabilité du génome via des épimutations pouvant mener a des
cancers ou a un vieillissement prématuré.® Or, la préservation de I'information génomique
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des étres vivants est importante pour la survie des espéces. Les cellules disposent cependant
de systemes complexes et sophistiqués permettant de réduire I'impact des conséquences

désavantageuses des dommages de I’ADN.8>%0

2.1. Les différents types de dommages de I’ADN

La variabilité de 'ADN peut étre due a différents phénomenes : des erreurs lors de la
réplication de ’ADN ou 'apparition de |ésions induites par des réactions chimiques. Dans ce
deuxiéme cas, les dommages induits sont souvent classés selon leur origine : endogéene ou

exogene.

2.1.1. Les erreurs de réplication

Un certain nombre d’erreurs peuvent apparaitre au sein d’'une séquence d’ADN lors de la
réplication. Des substitutions d’'une base par une autre, I'insertion d’une base ou sa délétion
ont lieu avec une fréquence de 10 3 108 par cellule et par génération lors de la réplication
des cellules (Figure 9). En effet, des polymérases (enzymes synthétisant des chaines de
nucléotides) réplicatives de haute-fidélité (6 et €) assurent la synthése de I’ADN via l'insertion
d'un désoxynucléotide complémentaire correct en face de la base de la matrice répliquée.
Cependant, d’autres ADN polymérases peuvent effectuer cette synthese, mais avec moins de
fidélité au cours des étapes de réplication ou de réparation de ’ADN et entrainer des erreurs.

Le glissement des brins peut également provoquer l'insertion ou la délétion de bases.8%°
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Figure 9 : Erreurs dues a la réplication de I’ADN : substitution d’une base a gauche et insertion d’une base a droite

C
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2.1.2. Les dommages endogenes a I’ADN
Les dommages endogenes sont en grande partie dus a I’'engagement de I’ADN chimiquement
actif dans des réactions hydrolytiques et oxydatives avec I'eau ou les espéces réactives de

I’oxygéne (ROS) présentes dans les cellules.

2.1.2.1.  Lessites abasiques
Les sites abasiques (apuriniques ou apyrimidiques, notés AP) sont issus de I'hydrolyse

spontanée ou du clivage par une ADN glycolase (lors d’un des processus de réparations des
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dommages) de la liaison entre la base azotée et le sucre. Les fréquences de dépyrimidination
et de dépurination sont estimées respectivement a 102 et 10* par cellule et par jour.8¢ Ces
|ésions sont intrinsequement instables et sont facilement transformées en coupure d’un
simple brin a la suite d’'une B-élimination éliminant la liaison phosphodiester restante (Figure

10).8°
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Figure 10 : Lésion de I’ADN : un site abasique & gauche et une cassure du simple brin & droite

2.1.2.2.  Les dommages dus a la méthylation
Des résidus méthylés peuvent étre générés spontanément par la S-adénosylméthionine
(SAM), qui est normalement impliguée comme donneur de groupements méthyles dans
d’autres réactions de méthylation dans les cellules. Jusqu’a 4000 résidus de N7-
méthylguanine, 600 résidus de N3-méthyladénine et 10-30 résidus de O6-méthylguanine par
cellule et par jour peuvent étre observés chez les mammiféres (Figure 11). D’autres agents

endogeénes (la choline ou la triméthylglycine) peuvent aussi générer des résidus méthylés.%?
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N3-méthyladénine N7-méthylguanine 06-méthylguanine

Figure 11 : Structures de lésions de méthylation de ’ADN
2.1.2.3.  Les dommages dus a la désamination spontanée
Des désaminations spontanées des bases azotées de I’ADN peuvent également avoir lieu. Les
cytosines, adénines et guanines peuvent spontanément perdre leur amine exocyclique et
former respectivement |'uracile, I'nypoxanthine et la xanthine (Figure 12). Ces désaminations
sont plus fréquentes dans I’ADN simple brin que dans le double brin, et ont donc
particulierement lieu lors des étapes de réplication, transcription ou recombinaison de

ADN.86%°
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Figure 12 : Structures de lésions de I’ADN issues de désaminations spontanées

2.1.2.4.  Leslésions oxydantes
L'oxydation de 'ADN est un phénomeéne fréquent qui mene a 'apparition de nombreuses
lésions. Les especes réactives de l'oxygéne (ROS) sont notamment des sous-produits
classiques de la chaine de transport des électrons lors de la respiration cellulaire des espéces
aérobies. Elles assurent des fonctions importantes comme messagers cellulaires et jouent un
role de défense lors de I'invasion du systéme immunitaire par des pathogenes. Lorsque leur
nombre devient trop élevé, les ROS peuvent causer jusqu’a environ cent types de Iésions

oxydantes des bases et du 2’-désoxyribose.®®

Les ROS les plus courantes sont le radical superoxyde O,°", le peroxyde d’hydrogéne H,0; et
le radical hydroxyle HO®. Ce dernier est le plus réactif et capable d’endommager I’ADN, les
lipides ou les protéines en s’ajoutant notamment sur les doubles liaisons ou en attaquant les
sucres a proximité. Cette espece peut par exemple entrainer I'ouverture du cycle imidazole
d’une purine et former une structure formamidopyrimidine ou attaquer les positions C5 et C6

de la thymine et former un glycol de thymine (Figure 13).

L'hydroxylation du carbone en position 8 de la guanine forme la 8-oxo-7,8-dihydroguanine (8-
oxoguanine ou OG) (Figure 13). Cette lésion oxydative de I'ADN est biologiquement
significative avec une fréquence de formation d’environ 103 par cellule et par jour.8%°! Elle

peut ensuite étre a nouveau oxydée car elle possede un potentiel d’oxydation faible (voir page

46).
NH, f i
N HN HN .
kN/ NH, (@) N 4 HaN \N H
Formamidopyrimidine Glycol de Thymine 8-0x0-7,8-dihydroguanine (OG)

Figure 13 : Structures de lésions oxydatives de '’ADN
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Enfin, les ROS peuvent provoquer la cassure du simple brin d’ADN avec une fréquence
d’environ 2300 cassures par cellule et par heure chez les mammiferes. Cette Iésion fragilise le

squelette sucre-phosphate de ’ADN.

Le développement de plusieurs maladies telles que le diabete, le cancer, les maladies

d’Alzheimer ou de Parkinson a été lié a I'accumulation de ROS.87:8°

2.1.3. Les dommages a I’ADN exogenes

Différentes sources exogeénes peuvent aussi étre responsables de Iésions de I’ADN.

2.1.3.1. Les rayonnements ionisants
Les rayonnements ionisants, constitués des rayons alpha, béta, gamma, neutrons et X
représentent une source exogene de lésions particulierement présente dans notre
environnement car leurs sources sont multiples (roches, rayonnement cosmique ou matériel

médical). &

L’ADN peut étre endommagé par I'action de ces rayonnements ionisants de facon directe ou
indirecte car ils favorisent la formation de radicaux réactifs tels que HO®. Le spectre des
dommages causés par ces rayonnements s’apparente a celui des espéces ROS avec
notamment la formation de glycols de thymine ou d’OG (Figure 13), mais également de

cassures du simple brin et du double brin.

2.1.3.2.  Lesultraviolets
Un autre type de rayonnement peut causer de lésions de I'acide désoxyribonucléique : le
rayonnement ultraviolet (UV). Classés en trois catégories (UV-A de 320 a 400 nm, UV-B de 290
a 320 nm et UV-C de 190 a 290 nm), ces rayonnements peuvent étre absorbés directement
ou indirectement par les bases de I’ADN. L'absorption maximale se fait a 260 nm, donc dans
les UV-C. Elle peut étre directe ou indirecte. Dans le cas indirect, des photosensibilisateurs
endogenes (flavines) ou exogenes (psoraléne) peuvent étre excités par des UV et réagir avec

I’ADN, ou leur retour a un état énergétique stable peut étre accompagné de formation de ROS.

Les UV-C provoquent le plus souvent des liaisons covalentes entre deux pyrimidines
adjacentes, menant a la formation de deux photoproduits majoritaires: les diméres

cyclobutane-pyrimidine (CPD) et les pyrimidines (6 - 4) pyrimidones ((6 —4) PP) (Figure 14).87:2
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Ces dimeres, notamment les (6-4)PP, ont tendance a déformer la double hélice en raison de

leur volume important.

| L
Dimeére cyclobutane-pyrimidine (CPD) Pyrimidine (6 - 4) pyrimidone

Figure 14 : Structures de photoproduits générés par les UV dans le cas de deux thymines adjacentes

La formation de diméres de pyrimidine peut également avoir lieu a la suite de I'exposition a

des UV-B, mais moins efficacement qu’avec les UV-C.

Les UV-A peuvent quant a eux induire la formation d’adduits a ’ADN, d’OG, de dimeéres de
pyrimidine ou encore de cassures de brins d'ADN.8%93 Un traitement associant une exposition
aux UV-A et l'ingestion du photosensibilisateur psoralene est indiqué dans le traitement de
certaines maladies dermatologiques comme le psoriasis ou I'eczéma. Cette molécule est
capable de s’intercaler de fagon non covalente entre les paires de bases de I’ADN et induire
aprés exposition aux UV-A des liaisons transversales entre brins (ICL) au sein de I'hélice

provoquant une apoptose (mort programmée de la cellule).%

2.1.3.3.  Les hydrocarbures aromatiques polycycliques
Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) sont des composés carcinogénes
largement répandus dans I'environnement. lls sont principalement issus des gaz
d'échappement des voitures, de la combustion des énergies fossiles ou de la fumée du tabac.
Les principaux HAP sont le naphtaléne, I'anthracéne, le pyréne et ses dérivés (Figure 15). Le
benzo(a)pyrene peut étre activé a la suite de sa métabolisation principalement dans le foie et
générer un cancérogéne puissant : le BPDE (benzo[a]pyréne diol époxyde). Ses isomeéres
appelés (+)-anti-BPDE et (-)-anti-BPDE sont capables de s’intercaler dans I’ADN, puis de former
des adduits a 'ADN via une liaison entre leur carbone en position 10 et la position N2

exocyclique d’une guanine.37.8%%
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CO 0 &5 oty

Naphtaléne Anthracéne Pyrene Benzo[a]pyréne

[

HOW" HO

OH OH

(+)-anti-BPDE (-)-anti-BPDE

Figure 15 : Structures des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) courants et des isoméres du benzo[a]pyréne diol
époxyde (BPDE)

2.1.3.4. Les amines aromatiques
Des amines aromatiques comme le 2-aminofluorene sont des causes exogenes de lésions de
I’ADN. Elles sont produites par la fumée de cigarette, certains colorants ou encore des
pesticides et peuvent s’attaquer au carbone en position huit de la guanine apres leur
conversion en agent alkylant par le systeme P450. Ces lésions peuvent étre a 'origine de

substitutions de bases et de mutation en raison de leur forte persistance.®’

2.1.3.5. Lestoxines
L’homme peut étre exposé a des toxines par son alimentation notamment lors de I'ingestion
de fruits a coque, de lait ou de céréales. L'aflatoxine B1, qui est produite par certains
moisissures, est un cancérogéne hépatique trés puissant. Apres avoir été métabolisée, elle
peut se lier au N7 de guanines et former un dérivé capable d’affaiblir la liaison glycosidique et

donc d’entrainer une dépurination.?”,8°

2.1.3.6.  Les agents alkylants
Des agents alkylants peuvent étre employés dans le traitement de certaines maladies.
Le témozolomide, utilisé pour le traitement de certains cancers cérébraux, est considéré
comme un agent alkylant. Il perturbe la croissance rapide des cellules cancéreuses en alkylant

les positions 06 et N7 des guanines.®®
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2.2.Les mécanismes de réparation

Des dommages de I'ADN sont produits en permanence et les cellules ont donc développé des
mécanismes de signalement, réparation et/ou de contournement des dommages. Ces
mécanismes sont souvent désignés sous I'appellation de réponse aux dommages a I’ADN
(DDR) et jouent un role fondamental dans le maintien de la viabilité cellulaire et dans la
conservation de lI'information génétique. Ils permettent, selon les cas, une réparation des
cellules endommagées ou leur apoptose. Le dysfonctionnement des voies de la DDR peut
entrainer des conséquences néfastes sur la santé, comme un vieillissement prématuré, une
prédisposition au cancer ou une déficience immunitaire.8%°%°7 |’étude et la compréhension
de ces mécanismes sont donc essentiels et ont fait I'objet d’un prix Nobel de chimie obtenu

en 2015 par Tomas LINDHAL, Paul MODRICH et Aziz SANCAR.*®

2.2.1. La réparation des dommages des bases de I’ADN

2.2.1.1.  Laréparation par réversion
Certaines lésions de ’ADN comme les bases alkylées peuvent étre réparées par inversion lors
d’'un mécanisme a une étape. Cette réparation est par exemple possible grace a la 0O6-
méthylguanine méthyltransférase qui répare les lésions alkylées sur I'oxygéne des bases de
I’ADN en transférant leur groupement alkyle a son résidu cystéine. L'absence d’expression de

cette enzyme a par ailleurs été associée a certains cancers, 8399100

2.2.1.2.  Laréparation par excision de base
D’autres mécanismes de réparation plus complexes ont aussi été identifiés. La réparation par
excision de base (BER) intervient dans la correction de dommages oxydatifs ne menant pas a
une distorsion importante de la structure de I’ADN comme I'OG, la désamination, I'alkylation
et les sites abasiques. Le mécanisme se déroule en plusieurs étapes. Une ADN glycolase
élimine tout d’abord la base endommagée en clivant la liaison N- glycosidique qui la lie au
désoxyribose et crée un site abasique. Différentes glycolases sont impliquées selon le type de
dommages a réparer et au moins onze ont été identifiées dans le cas des mammiféres. L’action
d’une endonucléase (enzyme capable de couper un acide nucléique au milieu de la chaine)
mene ensuite a I'élimination du site abasique en clivant la liaison phosphodiester en 5’. Les
fonctions restant aux extrémités 3’ et 5’ apres la suppression du site AP dépendent de

I’endonucléase impliquée. Lespace libre est alors rempli par une ADN polymérase qui se sert
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de la base du brin opposé comme matrice. Enfin, le brin est scellé a I'aide d’'une ADN ligase

(enzyme capable de catalyser la liaison entre deux molécules).89101,102

2.2.2. La réparation des dommages volumineux des bases de ’ADN

2.2.2.1.  Laréparation par excision de nucléotide
Les lésions plus volumineuses qui ont tendance a distordre significativement I’hélice de I’ADN,
telles que les (6-4)PP, les CPD ou les adduits du benzo[a]pyréne sont quant a elles éliminées
par la voie de réparation par excision de nucléotide (NER). Ce processus multiprotéique
posseéde deux variantes : la NER globale du génome (GG-NER) et la NER couplée a la

transcription (TC -NER).

La reconnaissance de la zone a éliminer n’est pas effectuée par les mémes protéines selon le
mécanisme. Pour la GG-NER, la protéine XPC (xeroderma pigmentosum, groupe C) complexée
avec la protéine hHR23/RAD23B et le complexe UV-DDB (ultraviolet-damaged DNA damage-
binding protein) permettent la reconnaissance de la portion d’ADN problématique en
détectant la présence d’un simple brin d’ADN apparu a cause de la distorsion de I’hélice. Cette
étape est effectuée par une ARN polymérase bloquée par la Iésion dans le cas de la TC-NER.
Les deux voies convergent ensuite vers le méme mécanisme au cours duquel une hélicase
(enzyme capable d’ouvrir le double brin de I’ADN) bidirectionnelle permet le déroulement et
I'ouverture de la région d’ADN a éliminer. Le brin est ensuite incisé sur une portion d’environ
25 a 30 nucléotides et I'espace résultant est comblé grace a une réplication classique de I’ADN
utilisant le brin non endommagé comme matrice. Le brin est finalement scellé a I'aide d’une

ADN ligase.

Un dysfonctionnement de ce mécanisme de réparation de 'ADN a été associé a plusieurs
syndromes humains tels que le Xeroderma Pigmentosum ou maladie des enfants de la Lune

(prédisposition aux cancers de la peau et sensibilité excessive de la peau aux UV).87:8%,90,103

2.2.2.2. Laréparation des mésappariements de ’ADN
La voie de réparation des mésappariements de I’ADN (MMR) permet la correction des
mésappariements consécutifs a des substitutions, des insertions ou des délétions de bases
survenues au cours de la réplication. De nombreuses protéines interviennent au cours du
processus de réparation. Le déréeglement de cette voie de réparation des mésappariements

peut étre lié au cancer du colon héréditaire sans polypose 8104105
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2.2.2.3.  Laréparation des liaisons transversales entre brins
Les liaisons transversales entre brins (ICL) sont des lésions cytotoxiques liant covalemment
deux bases de brins complémentaires d’ADN. Elles peuvent empécher la transcription et la
réplication en bloquant la séparation des brins d'ADN et étre causées par des agents de

réticulation ou alkylants et par certaines chimiothérapies.

La reconnaissance et la réparation de ces lésions sont assurées par les protéines de I'anémie
de Fanconi. Une défaillance de ce mécanisme peut entrainer cette maladie autosomique
récessive dont les symptomes principaux sont une fréquence élevée d'anomalies
hématologiques et congénitales et une prédisposition générale aux cancers. La réparation de
ces ICL est étudiée afin de tenter de guérir cette maladie, mais également car de nombreuses
chimiothérapies utilisent des agents induisant des liaisons transversales entre brins. Or,
I’'augmentation de la résistance des cellules cancéreuses a ces traitements pourrait étre

contrée par |'utilisation de nouveaux inhibiteurs de réparation.

Au cours de la voie principale de réparation, I'ICL bloque la réplication de ’ADN en cours. Des
nucléases entrainent des incisions de part et d’autre de la lésion, son décrochement et donc
la présence d’une lacune sur un des brins. Des polymérases vont ensuite assurer la nouvelle

synthése d’ADN en contournant la lésion et en utilisant I’autre brin comme matrice.8:106,107

2.2.3. La réparation des cassures de I'ADN

2.2.3.1.  Laréparation des cassures du simple brin
Les cassures du simple brin entrainent des conséquences délétéres comme l'interruption de
la réplication de ’ADN ou I'activation d’un facteur d’induction de I'apoptose dans les cellules.
Le mécanisme de réparation de ces dommages existe sous deux formes : la voie courte et la
voie longue. Pour la voie longue, ces cassures sont détectées par la poly(ADP-ribose)
polymérase-1 (PARP-1). Les lambeaux sont alors éliminés par I'endonucléase, FEN1 (flap
endonucléase 1) a 'aide de diverses protéines. Les polymérases 6, € ou B incorporent alors 2
a 12 nucléotides afin de réparer la cassure. Dans le cas de la voie courte, les cassures du simple
brin générées au cours du mécanisme BER sont reconnues par I'APE1 (endonucléase
apurinique-apyrimidique 1). La polymérase POLB permet ensuite l'incorporation d'un seul

nucléotide. Des ligases permettent enfin de sceller les brins.8%°1.108
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2.2.3.2.  Laréparation des cassures du double brin
Les cassures double-brin de I'ADN sont des dommages cytotoxiques menacgant l'intégrité du
génome. Leur réparation est assurée par un mécanisme complexe qui se décline en deux voies
principales : la recombinaison homologue (HR) et la jonction d’extrémités non homologue

(NHEJ).

Dans le mécanisme NHEJ, la cassure du double-brin est réparée de facon non conservative.
Cela signifie que la continuité de I’ADN est rétablie, mais pas selon la séquence initiale, ce qui

peut conduire & un changement de I'information génétique.8>10°

Au cours de la recombinaison homologue, la molécule d’ADN complémentaire provenant de
la chromatine sceur non lésée est utilisée pour la réparation. Ce processus est quant a lui

considéré comme exempt d’erreurs.

Une mauvaise réparation des cassures double-brin peut étre a I'origine de jonctions
inappropriées des brins d’ADN, qui conduisent a des translocations chromosomiques et des

cancers.110

2.3. La base 8-oxo-7,8-dihydroguanine

2.3.1. Formation et caractéristiques
Ce projet est centré sur un des dommages oxydatifs de I’ADN : la 8-oxo-7,8-dihydroguanine
(OG). Cette lésion découle le plus souvent de I'action de ROS telles que 0,°", HO®* ou
d’oxydants a un électron sur une guanine. Ces especes peuvent étre formées par des sources
endogeénes ou exogenes comme l'exposition a des radiations ionisantes, a la fumée de
cigarette ou encore a certaines toxines. L'oxydation des bases de I'ADN peut avoir lieu
directement au sein des brins d’ADN, ou indirectement dans le pool de nucléotides qui seront
introduits dans le génome durant les étapes de réplication ou de réparation de I'ADN. La
guanine est la base la plus facilement oxydable des quatre bases de I’ADN. L'OG est une lésion
mutagene en raison de sa capacité a former en plus des paires de bases de type Watson-Crick
avec une cytosine, des paires de bases de type Hoogsteen avec une adénosine (Figure 16). Ces
appariements peuvent induire des transversions G:C - T:A a la suite de I'incorporation d’une
base A en face d’une OG au cours de la réplication. Cette mutation est tres fréquente dans les

carcinomes humains.111.112
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Figure 16 : Structures de paires de bases Watson-Crick (& gauche) et de Hoogsteen (a droite) impliquant une OG

Lorsque I'OG est localisée dans un brin d’ADN, la réparation peut étre effectuée grace au
mécanisme BER. Les paires de bases OG:C peuvent étre repérées et éliminées grace a une ADN
glycosylase spécifique : OGG1. Cette enzyme détecte et évince la lésion qui est ensuite
excrétée dans les urines. La glycolase MYH excise les résidus A incorporés par erreur en face
des OG au cours des réplications afin d’éviter les mutations. Le pool de nucléotides utilisé pour
les réplications peut quant a lui étre assaini grace a la glycolase MTH qui hydrolyse les 8-oxo-
7,8-dihydro-2'-deoxyguanosines  triphosphate (8-oxodGTP) en 8-Oxo-7,8-dihydro-2'-

deoxyguanosines monophosphate (8-oxodGMP) qui seront ensuite éliminés via les urines.

L'intérét de quantifier I’OG est croissant. En effet, elle est considérée comme un biomarqueur
des dommages oxydatifs de I’ADN et est utilisée afin d’étudier le stress oxydatif subi par un
organisme. Elle peut également aider a évaluer le risque, diagnostiquer ou prédire I'impact du
traitement de diverses maladies. La quantification peut étre faite dans I'urine, le sang, les

tissus et la salive.

Les techniques analytiques couramment employées pour quantifier 'OG dans les matrices
biologiques sont la chromatographie liquide a haute performance (HPLC) couplée a une
détection électrochimique (ECD), ou avec la spectrométrie de masse en mode tandem (HPLC-
MS), la chromatographie gazeuse-spectrométrie de masse (GC-MS), le dosage immuno-

enzymatique (ELISA) et plus récemment les capteurs électrochimiques.87.111113
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2.3.2. L'oxydation de la 8-oxoguanine
La lésion 8-oxoguanine peut a son tour subir une oxydation car son potentiel d’oxydation,
estimé a 0,58 V (vs I'électrode standard a hydrogeéne, ESH), est bien inférieur aux potentiels
des bases normales de ’ADN supérieurs a 1V/ESH.8”/114 Cette réaction d’oxydation a été mise
en évidence suite a 'action de différents oxydants a un électron!4, de I'oxygéne singulet, de
mécanismes photochimiques ou du peroxynitrite.!*> Les produits formés dépendent de la
méthode d’oxydation employée. L'oxydation de 'OG dans des duplexes d’ADN par le sel
d’iridium NazlIrCls, dont le potentiel d’oxydation est estimé a 0,9 V (vs ESH) a été observée par
Burrows et son équipe.'* Ces chercheurs ont aussi montré que I’oxydation d’oligonucléotides
contenant une 8-oxoguanine par NaxlrCls menait a deux produits majoritaires dont les masses
correspondaient a une perte de 10 Da ou un gain de 16 Da.!'® Un mécanisme en accord avec
ces masses et au cours duquel un intermédiaire 5-OH-OG peut s'hydrater et se décarboxyler
en guanidinohydantoine (Gh), ou s'isomériser en spiroiminodihydantoine (Sp), a été proposé
(Figure 17).1Y ’isomérisation de Gh en iminoallantoine (la) a pu étre observée.'® "utilisation
d’eau contenant un isotope de 'oxygéne H,'®0 comme solvant a montré I'incorporation

quantitative de cet atome 20 au sein du produit Sp d’oxydation de nucléoside triacétate, et a

e s§

%f % o8 “%’

8-0x0G 5-0H-0G :;
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Figure 17 : Structures des produits d’oxydation de la 8-oxoguanine générés par un oxydant a un électron'?

ainsi aidé a confirmer sa structure.1”
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La répartition de la proportion des produits d’oxydation de la 8-oxoguanine peut étre délicate
a prévoir car elle est influencée par différents parametres comme le type de substrat, la
température ou le pH.'*® 'oxydation d’un nucléoside a pH 7 et 22 °C méne a la formation
quantitative d’un produit majoritaire : le produit spirocyclique Sp.''” Ce produit est également
majoritaire lors de I'oxydation d’un oligonucléotide simple brin & 50°C et pH 7.'% Des
proportions de 55 % et 45 % sont attendues pour la formation de Gh/la et Sp respectivement

dans le cas d’un simple brin 3 22 °C et pH 7.1%°

2.4. Pontages avec I’ADN a la suite d’'une oxydation

Comme cela a été évoqué précédemment, des pontages covalents entre la molécule d’ADN
et un large type de molécules peuvent se produire a la suite d’'une oxydation. Le pontage peut
étre initié a la suite de I'oxydation au niveau de la protéine qui sera ensuite attaquée par un
groupement nucléophile de ’ADN. |l est également possible qu’un résidu protéique réagisse
avec une base de I’ADN ayant subi 'oxydation.'?° La formation de pontages peut se faire sur
la molécule d’ADN native'?!, la guanine étant un site privilégié, ou sur des lésions comme la 8-

oxoguanine.

2.4.1. Avec I’ADN natif

Des pontages covalents formés entre ’ADN et des protéines, communément appelés DPC
pour DNA—protein crosslinks, ont été mis en évidence a de multiples reprises. Les DPCs sont le
plus souvent formés a la suite de I'exposition a des agents endogénes, exogenes ou
thérapeutiques. lls peuvent posséder des caractéristiques assez différentes suivant la taille, la
fonction biologique ou les propriétés physicochimiques des protéines piégées. Les protéines
peuvent étre liées a une base ou a la partie osidique. Selon le mécanisme de formation, la
nature du pontage peut varier. Il est cependant possible de les classer selon la facon dont Ia
protéine est liée a I’ADN et selon le type de cassure du brin au niveau du pontage. Quatre

groupes sont généralement identifiés.

Le type 1 correspond a la liaison covalente entre une protéine et un brin d’ADN ininterrompu
ne comportant pas de cassure. Ce type représente la forme la plus courante de DPCs formés
en conditions physiologiques et peut étre produit par des agents physiques tels que les UV ou
les radiations ionisantes, ou chimiques (aldéhydes...).1?>123 Une ou plusieurs enzymes sont

liées a I’ADN dans les DPCs de types 2, 3 et 4. Les pontages de type 2 sont constitués d’une
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topoisomérase | liée a I'extrémité 3’ d’'une cassure simple brin de ’ADN. Le type 3 implique
guant a lui deux topoisomérases Il, chacune étant fixée a une extrémité 5’ d’une cassure du
double brin. Les liaisons formées sont de type tyrosinyl-phosphodiester. L'ADN polymérase
impliquée dans la voie de réparation BER est liée en position 5" d’une cassure simple brin dans

le type 4.

Des radicaux hydroxyles générés par les radiations ionisantes ont permis la formation
d’adduits entre la thymine et la tyrosine en solution aqueuse.'?* Des pontages entre un
oligonucléotide TGT et une lysine d’un tripeptide KKK ont été détectés et caractérisés a la suite
de la photooxydation par la riboflavine de la guanine.'?> L’étude de I'impact des DPCs dans les
cellules est délicate car les agents couramment utilisés afin de les générer induisent le plus
souvent d’autres dommages et compliquent ainsi leur identification. Elle est cependant
nécessaire car les DPCs sont des lésions de I’ADN particulierement volumineuses pouvant
donc altérer sa réplication, sa transcription ou sa réparation en raison de la géne stérique

provoquée.

2.4.2. Avec la 8-oxoguanine
Burrows et son équipe ont réussi a générer des pontages covalents entre I'enzyme de
réparation MutY d’Escherichia coli et des oligoméres duplexes contenant une base 8-
oxoguanine.1?3126 |"ytilisation du complexe [IrClg]?, oxydant & un électron, a entrainé la
formation de DPCs pour les duplexes contenant une base 8-oxoguanine, mais pas pour ceux
n’en contenant pas. L'addition d’une lysine K de cette enzyme est supposée se faire au niveau

de la position C5 de la base oxydée.

D’autres travaux de cette équipe ont mis en évidence la formation de DPCs entre des
oligonucléotides contenant des OG et la protéine fixant I'ADN simple brin (SSB) d’Escherichia
coli via une suroxydation de bases 8-oxopurines.! Différents oxydants ont été utilisés, dont
NazlrCls qui s’est révélé particulierement efficace. Les structures proposées pour les produits
formés sont représentées en Figure 18 et ont été déterminées a 'aide d’un modeéle de

pontages avec des acides aminés, et notamment une lysine.
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Figure 18 : Structures proposées pour les pontages entre une lysine et une 8-oxoguanine (adaptées del?6)

Une structure tricyclique a également été mise en évidence a la suite de I'addition nucléophile

en position C5 puis C4 du motif phénol d’une tyrosine sur une 8-oxoguanine suroxydée.'?’

3. Les différents systemes aptamere-cible étudiés
Différents aptaméres ont été utilisés au cours de ce projet.
3.1. Le systeme anti-L-tyrosinamide

La L-tyrosine (L-Y) un acide aminé protéinogene impliqué dans la synthése de différents

neurotransmetteurs.'?® La L-tyrosinamide (L-Ym) est un dérivé de cette molécule (Figure 19) :

[0} o 0]
©
o NH NH,
NH5 NH3 NH3
HO ® HO ® ®
L-tyrosine L-tyrosinamide L-phénylalaninamide

Figure 19 : Structures de la L-tyrosine, de la L-tyrosinamide et de la L-phénylalaninamide a pH physiologique
Vianini et al. ont identifié un aptamere en série ADN capable de reconnaitre la L-
tyrosinamide.'?® La sélection a été réalisée avec une banque d’environ 10'# oligonucléotides
en série ADN constitués de quatre-vingt-seize bases. La partie aléatoire centrale contenait
soixante nucléotides. Une colonne de chromatographie d’affinité contenant de la L-Ym greffée

par son amine primaire au groupement époxyde d’une résine d’agarose a été utilisée. Apres
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une étape de sélection négative permettant d’éliminer les séquences affines développant une
affinité pour la résine, la banque d’oligonucléotides a été incubée dans la colonne. L’élution
des séquences affines pour la cible d’intérét a été faite a 'aide de L-Ym libre. Une contre
sélection a été réalisée avec la L-phénylalaninamide. Quinze cycles de SELEX ont été réalisés
et ont permis d’obtenir vingt-deux clones. Il a été possible d’identifier deux motifs conservés
et des alignements ont amenés a une classification des clones : la premiére famille s’appuie
sur la répétition d’un motif de trente-huit bases, la deuxieme sur un motif de cinquante
nucléotides et la troisieme ne contient pas de motif répété. Les motifs se sont avérés
complémentaires et deux séquences contenant les trente-huit bases d’intérét ont été utilisées
pour une détermination de constante de dissociation du complexe avec la cible par dialyse a

I'équilibre (45 £ 4 uM pour le meilleur clone).

Une étude a ensuite été réalisée par Challier et al.'3° afin d’obtenir des informations
complémentaires sur le processus de complexation de la L-Ym. Cette étude multianalytique a
permis d’identifier une séquence minimale pour la reconnaissance de la cible. Une séquence
de quarante-neuf nucléotides dérivée de celle sélectionnée par Vianini et al. a été tronquée
aux extrémités 5’ et 3’, ce qui a montré que la suppression de la base cytosine terminale en 3’
suffisait a perdre totalement I'affinité. L'extrémité 5 a pu étre réduite de facon plus
importante, jusqu’a obtenir un aptameére de vingt-trois bases (5’- TGT GGT GTG TGA GTG CGG
TGC CC-3’). Cette séquence possede une constante de dissociation plus faible que celle de
I'aptamére non raccourci, sGrement car I'extrémité 5’ non essentielle a la reconnaissance
entrainait une géne stérique. Des analyses par titrage calorimétrique isotherme (ITC) a 15 °C
sur des séquences non marquées ont donné un Kq de 0,63 + 0,06 uM pour le complexe
aptameére/L-Ym pour la séquence de quarante-neuf bases, et de 0,19 + 0,02 uM pour celle de
vingt-trois bases. Le reste de I'’étude a montré une dissymétrie entre les deux extrémités dans
leur implication pour la reconnaissance. Les résultats obtenus semblent indiquer que le
complexe L-Ym-aptameére se forme par un mécanisme d’ajustement induit (induced-fit
mechanism) initié a I'extrémité 5’. Cet aptameére est énantiosélectif car la D-tyrosinamide n’est
pas reconnue.®’ Il n’est pas structuré en absence de cible mais adopte une structure qui n’a

pas été identifiée en présence de L-Ym.3!
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3.2. Le systeme anti-L-argininamide

La L-arginine (L-R) est I'un des acides aminés composant les protéines. Elle est souvent
employée comme additif afin d’éviter leur agrégation et augmenter leur rendement de

repliement.3?

@ ®
NH, o NH, o ®
NH;
€] @
HaN N G HN N NH, s
HoN N
NH, NH, H
©] ]

L-arginine L-argininamide Agmatine

Figure 20 : Structures de la L-arginine, de la L-argininamide et de 'agmatine a pH physiologique

Harada et Frankel ont réussi a sélectionner deux oligonucléotides en série ADN capables de
reconnaitre I'arginine.* La banque utilisée lors de la sélection était composée de 2 x 10!
séquences d’ADN différentes de soixante-cing bases, chacune ayant une partie aléatoire
centrale de trente nucléotides. Une colonne contenant de l'arginine immobilisée par
I'intermédiaire du groupe a-amino a une résine d'agarose (activée par du bromure de
cyanogene CNBr) a été utilisée pour la sélection. Un gradient de NaCl a permis d’éluer a des
concentrations différentes les séquences affines ou non affines. Quatre-vingt-huit séquences
ont été séquencées et vingt étaient uniques. Une part importante des clones était composée
d’un repliement en épingle a cheveux comportant une boucle de dix nucléotides et sept
nucléotides conservés au sein de la séquence. Un autre motif commun riche en purines, et
notamment en guanines a également été repéré. La modification de certains nucléotides
conservés au sein et en dessous de la boucle de deux clones en conformation hairpin a montré
I'importance de ceux-ci dans la reconnaissance de l'arginine. Le raccourcissement des
séquences a permis d’identifier la région de I'aptamére nécessaire a la complexation. Le clone
en hairpin composé de vingt-quatre bases a été sélectionné dans le cadre du projet de cette
thése et il a été montré qu’il subit un changement de conformation lors de la fixation de la
cible.!33 Des constantes de dissociation apparentes ont pu étre calculées par dichroisme
circulaire. Le Kq est estimé a 2,5 mM pour la L-arginine et la D-arginine montrant que cet
aptamere n’est pas énantiosélectif. L'aptamere a démontré une affinité environ vingt fois plus
importante pour deux analogues de la cible : la L-argininamide (L-Rm) et I'agmatine (Figure

20). Le pKa du groupement amino de la L-Rm est estimé a 7,4.134
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La RMN a permis de proposer des structures du complexe aptamere/L-Rm avec la séquence

composée de 24 bases.’

Figure 21 : Structures de I'aptamére anti-argininamide avec : (A) structure secondaire de I'aptamére anti-argininamide en
absence de cible, (B) structure 3D en ruban de I'aptamére en présence de cible (PDB 10LD>), les bases guanines en vert, les
adénines en rouge, les cytosines en jaune et les thymines en bleu, (C) zoom sur les bases guanines proches de la cible
utilisant les mémes couleurs que précédemment

L'argininamide se retrouve encapsulée dans la cavité nucléotidique interne au niveau de la
boucle a I'aide d'interactions de type van der Waals, de liaisons hydrogéne et de n-stacking.'3?

Trois guanines sont donc présentes dans le site de reconnaissance.

3.3. Le systeme anti-D-adénosine

L'aptamere anti-D-adénosine est tres utilisé en bioanalyse. L'adénosine triphosphate (ATP,
Figure 22) est une molécule biologique de grande importance. L'énergie stockée dans sa
liaison phosphoanhydride est utilisée dans de nombreux processus biologiques tels que la
synthése de I’ADN, la propagation de I'influx nerveux ou la contraction musculaire. La tres
grande variété de réactions l'utilisant lui vaut le surnom de monnaie énergétique

universelle. 135
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Figure 22 : Structures de la D-adénosine, de ’AMP, de I’ADP et de 'ATP

’aptamére anti-D-adénosine sélectionné par Huizenga et Szostak3® en 1995 reconnait, avec
des affinités proches, la D-adénosine et ses dérivés phosphorylés: I'adénosine
monophosphate (AMP) et I'ATP. Cet aptameére est peu énantiosélectif vis-a-vis de la L-
adénosine.'3® La banque utilisée pour sa sélection était composée de 2 x 10'* séquences
d’ADN différentes, chacune ayant une partie aléatoire composée de soixante-douze
nucléotides. L'étape de séparation des séquences non liées a la cible est assurée en
chromatographie d’affinité. La colonne utilisée était composée de molécules d’ATP
immobilisées sur une phase stationnaire en saccharose. Un tampon contenant de I'ATP a
permis I'élution des séquences affines. L’amplification de ces séquences a ensuite été réalisée
par PCR. Apres 8 cycles, dix-sept séquences ont été sélectionnées. Un des clones a ensuite été
choisi pour la suite de I'étude. Une série d’oligonucléotides contenant des portions de plus en
plus courtes de ce clone a été synthétisée et a permis de mettre en évidence une zone de
guarante-deux nucléotides essentielle dans la reconnaissance de I’ATP. Une deuxieme
sélection a été réalisée avec une nouvelle banque créée a partir de cette séquence réduite. Le
cycle a été répété quatre fois et a permis d’obtenir quarante-quatre séquences uniques.
L’alignement des séquences a révélé deux régions conservées de six bases de long chacune.
Un aptamére de vingt-cinq nucléotides contenant ces deux régions a été synthétisé (Figure
23) et son Kq a été estimé a 6 + 3 uM contre la D-adénosine par ultrafiltration (avec des

affinités similaires pour 'AMP et I’ATP).3® Des mesures de polarisation de fluorescence
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réalisées sur la séquence raccourcie de deux bases ont permis de confirmer cette valeur. Elles

ont également permis d’estimer un Kq de 10 + 3 uM pour la reconnaissance de la D-AMP.13¢
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Figure 23 : Structures de I'aptameére anti-adénosine : (A) en absence de cible, (B) complexé a deux D-adénosines

monophosphates (A, et Ay), les paires de type Watson-Crick sont indiquées par (0) et les paires de bases non canoniques par
(®), (C) structure 3D en ruban de I'aptamére en présence de deux AMP (PDB 1AW4), les bases guanines en vert, les adénines

en rouge, les cytosines en jaune et les thymines en bleu37.138

Lin et Patel ont résolu la structure de cet aptameére complexé par résonnance magnétique

nucléaire (RMN).237 IIs ont montré que I'aptamére complexé adopte une structure en « tige-

boucle » et que, contrairement a la plupart des aptameres, celui-ci complexe deux molécules

cible a la fois. Les deux sites de reconnaissance sont non équivalents, proches et situés dans

la tige de I'aptameére. La formation du complexe entre I'aptamere et les deux molécules d’AMP

a lieu grace a la formation de paires de bases entre les cibles et les bases guanines de

I'oligonucléotide. Des mésappariements GG et GA stabilisent également le complexe.3’
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Comme expliqué précédemment, trois guanines sont présentes dans le site de reconnaissance
(situé au niveau de la boucle) de I'aptameére anti-L-argininamide. Elles peuvent étre
remplacées par une base 8-oxoguanine afin de permettre leur oxydation spécifigue comme
souhaité dans ce projet. Le choix a été fait de ne travailler que sur des séquences contenant
une seule 8-oxoguanine a la fois afin de tenter de comprendre I'impact de la présence et de
la position de la base oxydée sur I'affinité de I'aptamere et sur I'efficacité de la réaction de

pontage avec la cible.

L'aptamere original de 24 bases est appelé 24-1. Trois séquences contenant chacune une base
8-oxoguanine a la place d’une guanine dans le site de reconnaissance ont été générées et
utilisées (Figure 24). L'aptamere 24-2 est composé d’une 8-oxoguanine en position 10. La base

oxydée est placée respectivement en position 13 ou 15 pour les séquences 24-3 et 24-4.

3 A G b} 06

T = ¢ |

G 10 15 G 10 OG 0G 15

) . \\ /
A C |
AeT ‘ @ ° .
AeT @ ° °
GeC ° ° °
CeG ° ° °
TeA ° ° °
AeT @ ° )

5-GeC-3 ° ° °
24-1 24-2 24-3 24-4

Figure 24 : Séquences des aptameres 24-mer utilisés au cours du projet : a) aptamére anti-L-Rm original et b) aptaméres
dont I'une des guanines de la boucle a été remplacée par une base 8-oxo guanine

La premiére étape du projet a donc consisté a évaluer I'impact de l'introduction et de la

position de la base 8-oxoguanine sur I'affinité de I'aptamére anti-L-argininamide pour sa cible.

Les mesures d’anisotropie de fluorescence ont été utilisées (principe expliqué page 111). Cette
donnée traduit le degré de dépolarisation de la lumiére réémise a la suite de I'exposition d’un
analyte marqué par un fluorophore a une lumiére excitatrice polarisée. Cette technique se
base sur le fait que les fluorophores possedent des directions préférentielles pour I’'absorption
et I’émission de lumiere le long de directions spécifiques a l'intérieur de la structure du

fluorophore.
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1. Dosage direct

Une premiére méthode a été mise en ceuvre pour déterminer I'affinité des aptameres utilisant
des séquences marquées par un fluorophore et des mesures d’anisotropie de fluorescence
(FA). Cette approche non compétitive directe exploite la modification de conformation que
les aptameres peuvent subir lors de la liaison avec la cible et qui peut donner lieu a un
changement d’anisotropie de fluorescence (Figure 7).1%%7 Cette technique a déja été utilisée
avec des aptameéres reconnaissant I’ATP!3¢ (Figure 23), la L-tyrosinamide (page 49) ou avec

I’aptamére anti-L-Rm d’intérét (Figure 21)%.

Le dosage direct a été réalisé avec I'aptameére 24-1 ne contenant pas d’OG marqué par une
fluorescéine (F) a son extrémité 5’ (noté F24-1) et dans un tampon phosphate de sodium 5
mM a pH 7,5. Aprés avoir été dénaturée a 80 °C pendant 5 minutes puis laissée 30 minutes a
température ambiante, la solution d’aptamere est incubée avec des concentrations
croissantes de cible L-Rm. Aprés environ 5 minutes, elle est transférée dans une plaque 96
puits pour analyse d’anisotropie de fluorescence par un lecteur de microplaques. Les
échantillons contiennent alors 30 nM d’aptamere et la L-Rm en concentration croissante, de
0,01 a 1 mM. La différence d’anisotropie de fluorescence Ar = r — rp (avec r I'anisotropie en
présence de cible et ro I'anisotropie en I'absence de cible) est calculée et tracée en fonction
de la quantité de cible. Le Ar maximal atteint est de 0,016 a 1 mM de cible pour 24-1 (Figure
25).
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Figure 25 : Dosage direct par FA des séquences F24-1, F24Scramble3, F23 et F25DA en présence de L-Rm dans un tampon 5
mM phosphate de sodium a pH 7,5 ; [Fséquence] = 30 nM ; Température ambiante

Des contréles ont été réalisés dans les mémes conditions a I'aide de 3 autres oligonucléotides
marqués avec une fluorescéine a leur extrémité 5’ : une séquence de 24 bases scramble de
I’'aptamere original anti-L-Rm (F24Scramble3), un aptamére de 23 bases reconnaissant la L-
tyrosinamide (F23) et un 25-mer dirigé contre I’ATP et la D-adénosine (F25DA). Une séquence
scramble possede la méme composition en bases que I'aptamere considéré, mais dans un
ordre différent. Elle n’est donc pas censée pouvoir reconnaitre la cible. Les résultats obtenus
sont également montrés en Figure 25 et révelent une variation de signal Ar importante pour
F24-1 mais aussi pour les 3 séquences controles. La réponse de I'aptamere F25DA en
particulier est environ 2 fois plus élevée que celle de I'aptameére reconnaissant la L-Rm. Celles
pour le scramble et F23 en sont plus proches mais semblent cependant supérieures aux plus
fortes concentrations de cible. Ces analyses montrent que des interactions non-spécifiques
entre les oligonucléotides anioniques et la L-argininamide cationique ont lieu, comme cela
avait été constaté par Guo et al.**° et que ce dosage direct par anisotropie de fluorescence ne
pourra pas étre utilisé dans la suite de I'étude pour comparer les affinités des séquences

contenant une OG.

Ce dosage a également été effectué a des pHs plus basiques (8,5 et 9) pour les séquences F24-

1 et F24Scramble3. Une augmentation du pH permet en effet de limiter la proportion de cible
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dicationique car le pKa du groupement amino de la L-Rm est estimé a 7,434 (Figure 20). Les
résultats obtenus n’ont pas montré de diminution significative de la variation de signal mesuré

pour la séquence scramble par rapport a celle de la séquence reconnaissant la L-Rm.

2. Développement du dosage compétitif assisté par SSB avec
I’aptamere anti-L-tyrosinamide

Un autre type de dosage permettant de générer un signal peu influencé par les interactions

non-spécifiques a donc d étre mis en ceuvre.

Des dosages utilisant I'aptamere comme élément de signalisation et se basant sur une
différence de masse importante entre ses états libre et lié a 'aide de protéines'*®4! ou de
nanomatériaux4? ont déja été développés. Cui et al. ont par exemple congu des sondes a
amplification de masse ayant la capacité de se lier a un amplificateur d’anisotropie protéique
uniquement lors de la complexation de "aptameére a sa cible.?*® Une méthode compétitive
utilisant la protéine fixant I'ADN simple brin d’Escherichia coli (SSB, single-stranded DNA
binding protein)!4® a été établie par le département de pharmacologie moléculaire de
Grenoble (DPM) et appliquée a 2 aptaméres préstructurés : un reconnaissant la D-adénosine3®
et l'autre la L-argininamide®. La protéine SSB est régulierement utilisée comme outil
d'amélioration du signal en raison de sa capacité a se lier a I'ADN simple brin mais pas a I'ADN
double brin ou a des conformations stables d’ADN simple brin replié. Au cours de ce dosage,
un aptameére marqué par un fluorophore a été incubé avec la protéine SSB afin de former un
complexe aptameére/SSB dont I'anisotropie de fluorescence est élevée. La cible a alors été
ajoutée et la complexation de I'aptameére avec la cible a déplacé I'équilibre de formation du
complexe aptameére/protéine et a donné lieu a une réduction importante de I’anisotropie de
fluorescence qui a été mesurée. Huang et ses collaborateurs, ont adapté ce concept en
employant un nanomatériau de carbone de volume et de masse importants (un oxyde de

graphéne) comme amplificateur de masse.*? L’affinité des nanomatériaux de carbone est en

effet plus importante pour I’ADN simple brin que pour le complexe aptameére/cible.

D’autres méthodes ont été employées au cours de dosages assistés par SSB afin de distinguer
les aptameres libres de ceux liés a la cible. L’électrophorése a par exemple permis cette

séparation dans les travaux de Berezovski et Krylov.1#* La SSB liée aux aptameéres simple-brin
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non complexés a la cible induit un changement de mobilité électrophorétique influengant ainsi

leur temps de migration.

Le dosage compétitif classique utilisant la SSB comme outil d'amélioration du signal
précédemment développé par Zhu et al.'*® a été étendu au cours de ce projet afin de
I'appliquer a un aptameére non structuré en I’'absence de cible : I'aptameére anti-L-tyrosinamide
sélectionné par Vianini et al.1?° et raccourci par Challier et al.**° afin d’atteindre 23 bases. Des
analyses par RMN ont en effet révélé que cet aptamére ne présente pas de structure stable

lorsqu’il est libre, contrairement a son état |ié.*3!

Cette partie est consacrée au développement d’un dosage assisté par SSB sur I'aptamére anti-

L-Ym, qui sera ensuite appliqué a I'aptameére anti-L-Rm utilisé dans le projet principal.

2.1. Principe général du dosage classique

Le principe du dosage compétitif classique par anisotropie de fluorescence utilisant la SSB43
est résumé sur la Figure 26. L'aptameére libre marqué par un fluorophore a son extrémité et
ayant une anisotropie de fluorescence rt est dans un premier temps incubé avec la protéine
SSB (voie a). Celle-ci forme des tétrameéres. La formation du complexe aptamere/SSB entraine
alors une augmentation significative de I'anisotropie de fluorescence. Cela peut s’expliquer
par la contribution globale de la masse importante du tétramere de protéine (environ 76 000
Da'*?) a I'anisotropie, ainsi que par une restriction locale du mouvement du fluorophore en
raison de I’enroulement des oligonucléotides simple-brin autour de la protéine.'* En
I’absence de cible (voie b), I'anisotropie attendue pour le complexe aptameére/SSB (rssg) est
élevée. Dans le cas ou tout I'aptameére est complexé par la SSB, I'anisotropie mesurée atteint
un maximum noté rssgmax. La formation du complexe aptamere/cible lors de I'ajout de cible
provoque une diminution de la FA (voie c). La valeur de FA alors mesurée, rp, peut résulter de
I"'augmentation du mouvement local du fluorophore et de la diminution du poids moléculaire

de la sonde.
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Figure 26 : Principe général du dosage classique par anisotropie de fluorescence assisté par SSB

La Figure 27 présente I’évolution de r en fonction de la concentration de cible attendue pour
le dosage compétitif assisté par la SSB. La valeur de FA maximale rssgmax correspond a la
situation dans laquelle tout I'aptamére est complexé a la SSB. La valeur rssg correspond a
I'anisotropie mesurée dans les conditions utilisées pour un échantillon contenant seulement
I'oligonucléotide en présence de SSB. La valeur asymptotique atteinte lorsque la cible
augmente est rp. Celle-ci peut étre légérement supérieure a la valeur minimale r¢

correspondant a 'anisotropie de I'aptamere libre.
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Figure 27 : Courbe théorique de I'anisotropie de fluorescence en fonction de la concentration de cible pour le dosage
compétitif assisté par SSB
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Dans cet exemple, 2 concentrations de cible C; et C; sont considérées avec C; inférieure a C,.
Lorsque la concentration de cible augmente, la proportion d’oligonucléotides non liés a la cible
diminue et la FA mesurée est donc de moins en moins élevée. Cela explique que r1 soit
supérieure a r2. Au cours de ce dosage, le raisonnement sera effectué en considérant la valeur
de Ar =r —rssg. Cette donnée est négative puisque r est inférieure a rssg. La SSB permet ainsi

d’amplifier le signal et de révéler la proportion d’aptaméres non complexés a la cible.

Afin de vérifier I'applicabilité de ce dosage a I'aptameére reconnaissant la L-Ym, une premiere
séquence notée F23 composée de 23 bases'3® et marquée par une fluorescéine a son
extrémité 5’ a été étudiée. Dans un premier temps, la courbe d’interaction entre I'aptamere
et la SSB est tracée a température ambiante. Pour cela, I'aptamére (de concentration finale
égale a 10 nM) est incubé pendant 5 minutes avec des concentrations croissantes de SSB (0 a
22,5 nM) dans un tampon 20 mM tris(hydroxyméthyl)aminométhane-HCI (Tris-HCI) pH 7,5, 5
mM NaCl et 20 mM MgCl,. L’évolution de la différence r — ro (avec r I'anisotropie mesurée en
présence de SSB et ro en absence de protéine) est représentée en Figure 28. Les

concentrations en SSB évoquées correspondront a celle du tétramére tout au cours de I'étude.
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Figure 28 : Courbe d’interaction entre I'aptameére F23 et la SSB a température ambiante en tampon 20 mM tris-HCl pH 7,5, 5
mM NaCl et 20 mM MgCl,; [F23] = 10 nM

Les résultats obtenus permettent de constater que I'augmentation de la concentration de
protéine améne a la hausse de I'anisotropie de fluorescence, comme espéré, et semble

atteindre une saturation.
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La courbe de dosage classique par compétition en présence de cible a ensuite été construite.
L'aptamere F23 (10 nM au final) a tout d’abord été mélangé dans le méme tampon avec 6,8
nM de SSB correspondant a 88 % de complexation aptamére/SSB. Aprés 5 minutes
d’incubation, la cible est ajoutée en concentration croissante et I'anisotropie de fluorescence
r est mesurée. Les données relevées (non montrées) confirment la réduction de r avec
I’augmentation de la concentration de L-Ym pour toutes les valeurs testées (de 0 a 99,9 uM),
démontrant la capacité de la cible a déplacer I'aptameére de la protéine. Des essais ont
également été réalisés avec 11,3 nM de protéine en raison d’une faible répétabilité inter-
journaliere lors des tests avec 6,8 nM de SSB (coefficients de variation compris entre 3 et 11
%). La hausse de la concentration de protéine entraine alors une baisse des coefficients de
variation, mais la réduction du signal de FA lors de I'ajout de cible se révéle inférieure. La
formation du complexe aptameére/cible pourrait étre diminuée a cause d’'une compétition de

la SSB.

Ces premiers résultats semblent encourageants mais témoignent de la nécessité d’optimiser
ce dosage dans le cas de I'aptamére anti-L-Ym. D’autres dosages sont donc réalisés en
augmentant le temps d’incubation entre I'aptameére complexé a la SSB et la cible, avant la
lecture d’anisotropie. Ceux-ci ne permettent cependant pas d’améliorer significativement la
réduction du signal d’anisotropie, ce qui peut traduire une cinétique de relargage de

I'aptamere par la SSB plutot lente.

2.2. Développement du dosage « inversé »

Un dosage compétitif assisté par SSB dit « inversé » a alors été considéré et mis en ceuvre
(Figure 29) afin de tenter d’améliorer la réponse de l'essai, tout en limitant les temps
d’incubation. L’aptameére est tout d’abord préincubé avec la cible, menant a la formation d’un
complexe entre ces 2 espéces (voie f). Lors de I'ajout de la protéine, celle-ci va se lier aux
oligonucléotides n’étant pas complexés avec la cible (voies d et e). Ces aptameres libres sont

peu nombreux en présence de cible et I'anisotropie mesurée reste alors faible.
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Figure 29 : Principe général du dosage inversé par anisotropie de fluorescence assisté par SSB
Cette stratégie a été appliquée a I'aptamere F23 (10 nM au final) avec 9 et 18 nM de SSB dans
le méme tampon que pour l'essai classique. Une réduction significative du signal r avec
I’augmentation de la concentration en cible a été constatée pour les 2 concentrations de
protéines testées (résultats non montrés). Les coefficients de variation se sont cependant

révélés plus élevés avec 9 nM de SSB.

2.3. Optimisation de la réponse et étude du modele théorique

Diverses optimisations de ce dosage ont ensuite été effectuées. Trois sondes de 23 bases
obtenues en faisant varier la position et la nature du fluorophore ont été testées afin d’étudier
I'influence de ces 2 parametres sur la réponse du dosage. La sonde marquée par une
fluorescéine a I'extrémité 3’ est notée 23F et les 2 marquées par un Texas Red (TR) sont notées
TR23 ou 23TR selon la position du fluorophore (respectivement en 5 ou 3’). Les
oligonucléotides ont été marqués aux extrémités afin de ne pas perturber la reconnaissance

de la cible comme cela a déja été rapporté.143146

Le dosage inversé est appliqué a ces 3 sondes a 10 nM avec 18 nM de protéine dans le tampon
20 mM Tris-HCl pH 7,5, 5 mM NaCl et 20 mM MgCl; (Figure 30). La concentration de L-Ym varie

de 0a 2,5 uM et la mesure de r est effectuée 90 secondes aprés I'ajout de la protéine.
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Figure 30 : Dosage inversé par anisotropie de fluorescence assisté par SSB pour les aptameéres F23, 23F, TR23 et 23TR;
[Aptamére marqué] = 10 nM ; Tampon 20 mM Tris-HCI pH 7,5, 5 mM NaCl et 20 mM MgCl,; [SSB] = 18 nM ; Température
ambiante ; Lecture 90 sec apreés I'ajout de SSB

Les résultats permettent de confirmer la possibilité de détecter de faibles concentrations de
L-Ym (jusqu’a 25 nM) a l'aide des sondes marquées avec un Texas Red. Il est également
possible de noter que la sensibilité du dosage, c’est-a-dire la concentration de cible minimale
générant une variation de signal détectable, varie en fonction du marqueur fluorescent et de
sa position. La meilleure sensibilité est atteinte avec les sondes marquées a I'extrémité 5’ et

avec celles marquées par un Texas Red.

Afin de tenter de comprendre les différences de sensibilité observées entre les 4 sondes, une
étude approfondie du modéle théorique développé par Zhu et al. pour Il'essai classique de

déplacement compétitif assisté par la protéine SSB est réalisée.'*3

Selon ce modeéle, 4 parameétres sont responsables des changements d’anisotropie de
fluorescence observés au cours du dosage : la différence d'anisotropie (rsss —ri), les constantes
de dissociation apparentes entre I'aptamére et la protéine Kgsss (Equation 2) et entre
I’aptameére et la cible Kqi.vm (Equation 3) et le degré d'extinction de fluorescence de la sonde

lors de la liaison a la protéine (quenching).

Equation 2 : Expression de la constante de dissociation du complexe aptameére/SSB Ksss et équilibre associé

[aptamere]x[SSB]
[aptamere/SSB]

aptameére/SSB = aptameére + SSB Kissp =
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Equation 3 : Expression de la constante de dissociation du complexe aptamére/L-Ym Kq.ym et équilibre associé

[aptamere]x[L—Ym]

aptamere/L-Ym = aptameére + L-Ym Kar—ym = [aptamere/L—vm]

- Premier parametre : différence d'anisotropie rssg — r¢

La différence entre I'anisotropie de l'aptamére en présence de SSB rssg et I'anisotropie de
I'aptamere libre rf peut étre assimilée a la fenétre analytique de I'essai (Figure 27). Il est
important de noter que le TR est zwitterionique et est composé de nombreux cycles accolés.
Ce fluorophore peut donc établir des contacts étroits avec les bases voisines, et des
interactions peuvent avoir lieu avec le squelette phosphate chargé négativement de
I'oligonucléotide. La fluorescéine est quant a elle anionique et est donc repoussée
électrostatiquement par les groupements phosphate de I'ADN.47/148 Cela est cohérent avec
les anisotropies mesurées pour les aptameéres libres : rf est plus élevée pour les séquences
marquées par un TR (environ 0,15) que par une fluorescéine (environ 0,08). Les valeurs de rssg
sont également supérieures pour les TR-ADN. Les fenétres analytiques obtenues avec 18 nM
de protéine sont d’environ 0,17 pour F23, et 0,16 pour 23F, TR23 et 23TR, ce qui permet de
considérer que ce parametre n’a pas d’influence majeure sur les différences observées dans

les réponses au dosage (Figure 30).
- Deuxiéme paramétre : constante de dissociation du complexe aptamére/SSB Kasss

L'influence de ce paramétre peut étre étudiée a I'aide des courbes d’interaction entre les
aptameéres et la protéine. Ces courbes sont donc tracées avec 10 nM d’aptamere marqué dans
le tampon 20 mM Tris-HCI pH 7,5, 5 mM NaCl et 20 mM MgCl.. Les valeurs de Kgssg sont
déterminées pour les 4 sondes grace a une modélisation des courbes représentant la fraction
d’aptameéres liés a la protéine fssg (Equation 5) en fonction de la concentration de SSB a I'aide
d’une équation de Boltzmann. L’anisotropie du mélange aptameére — SSB peut étre décrite
comme la somme des anisotropies de chaque espéce pondérée par sa contribution

fractionnelle a la fluorescence totale :

Equation 4 : Expression de I’anisotropie r d’un mélange aptamére - SSB

T = fr X715+ fosp X Tssp
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avec ry et rssg les anisotropies de I'aptamere libre et lié a la SSB, fr et fssg les fractions
d’aptamere libre et lié a la protéine respectivement. La fraction d’aptameres liés a la protéine

peut étre calculée a partir des mesures d’anisotropies :

Equation 5 : Expression de la fraction d’aptamére lié & la SSB fssg

(r— rf)
g X (rSSBmax - T‘) + (T‘ - rf)

fSSB =

Le facteur g correspond au ratio de I'intensité de fluorescence totale maximale de I'aptamere
complexé a la SSB lssg,max sur I'intensité de fluorescence de I'aptameére libre It. Ce parametre
permet de prendre en compte les éventuels changements de rendement quantique de
fluorescence de I'aptamere entre les états non lié et lié a la protéine, correspondant au
quenching.'® Les valeurs de rssgmax €t lsssmax SONt estimées par extrapolation des courbes

d’anisotropie en fonction de la concentration en SSB.

Les courbes de fssg en fonction de la concentration en protéine adoptent une forme sigmoide
pour les 4 sondes. L'exemple de celle obtenue pour la séquence TR23 est présentée en Figure

31.
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Figure 31 : Evolution de fssg en fonction de la concentration de SSB pour TR23 superposée avec la courbe théorique (trait
plein) obtenue avec une équation de Boltzmann ; [TR23] = 10 nM ; Tampon 20 mM Tris-HCIl pH 7,5, 5 mM NaCl et 20 mM
MgCl, a température ambiante

Les courbes ont ensuite été modélisées avec une équation de type Boltzmann (Equation 6).

Les valeurs de Kgssg sont alors estimées pour fssg = 0,5.
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Equation 6 : Equation de Boltzmann utilisée pour la modélisation des courbes d’évolution de fsss en fonction de la
concentration de SSB

1

fSSB:A— —
1+ exp(25Ble = By

avecA, B et Cdes parametres libres et [SSB]wt la concentration totale en protéine. Les résultats
obtenus révelent que les 4 sondes développent des affinités tres proches envers la protéine

(Tableau 1).

Tableau 1 : Constantes de dissociation apparentes Kqyssg des complexes aptamere/SSB pour les 4 sondes étudiées

Aptamére | F23 23F TR23 23TR
Kasss ("M) | 3,1£0,1 3,6+0,1 3,4+0,3 3,6+0,5

Ces résultats sont cohérents avec ceux rapportés par Krauss et al., qui avait calculé des
constantes d’environ 3,3 nM pour l'interaction entre un polynucléotide d’environ 30 a 40
thymines et la SSB.**° Des valeurs plus élevées (55 et 91 nM) avaient été obtenues lors de
travaux avec I'aptamere anti-adénosine de 25 bases marqué par une fluorescéine ou un Texas

Red. L’affinité de la SSB pour cet aptamére préstructuré est moins importante.'4

Les valeurs de Kgssg des 4 aptameres permettent donc de considérer que ce parameétre n’a pas

d’impact majeur sur le changement de FA induit par la cible au cours du dosage inversé.

Les 2 derniers parameétres a étudier afin d’expliquer les différentes réponses observées entre
les 4 sondes (Figure 30) sont la constante de dissociation du complexe aptamere/cible Kgi-ym
et le facteur g traduisant le potentiel quenching d a la protéine (Equation 5). Une diminution

du facteur g et de Kqi.ym est associée a une hausse de la sensibilité de I'essai.
- Troisieme paramétre : constante de dissociation du complexe aptamére/L-Ym Kar.ym

L'application d’'un modele de Scatchard aux courbes de dosage de I'aptameére en fonction de
la concentration de cible permet d’évaluer les constantes apparentes Kqgi-ym des complexes

formés entre les 4 sondes et la cible.

Le modele permet d’estimer la valeur de Kqi-ym en tracant en fonction de R avec R égal

R
[Cible]eq

au rapport de la concentration de complexe aptameére/cible a I’équilibre sur la concentration
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totale en aptamere : R = %. Le coefficient directeur de la droite obtenue est alors égal a
tot
1
Kar-ym’

Equation 7 : Modéle de Scatchard appliqué pour la détermination des Ky ym
R 1 1 R
; = - X
[Clble]eq KdL—Ym KdL—Ym

avec [Cible]eqla concentration de cible telle que :

Equation 8 : Expression de la concentration de cible & I'équilibre [Cible]eq

[Cible]eq = [Cible]tor — (fe X [ADt]tor)

La fraction d’aptamere lié a la cible f. peut étre calculée a partir des mesures

d’anisotropie grace a I'expression suivante :

Equation 9 : Expression de la fraction d’aptamére lié a la cible f,

£ = (rssg — 1)

(rssg — 1) + % (r—r15)

avec rr et rssg les anisotropies de I'aptameére libre ou lié a la SSB, g le rapport de l'intensité
maximale de fluorescence de I'aptamere lié a la SSB Issg max sur I'intensité de I'aptamere libre
Ir. L'expression est valable si les anisotropies rf et r, sont environ égales, ce qui est vérifié pour

ce dosage. La droite obtenue pour I'aptameére TR23 est présentée en Figure 32.
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Figure 32 : Courbe de Scatchard obtenue a partir du titrage assisté par 18 nM de SSB de la séquence TR23
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Les valeurs de Kqi-ym calculées pour les 4 aptameres sont présentées dans le Tableau 2.

Tableau 2 : Constantes de dissociation apparentes Kqi-ym des complexes aptamere/L-Ym pour les 4 sondes étudiées

Aptamere \ F23 23F TR23 23TR
KaL.ym (nM) \ 330 +21 340+ 30 49+7 135+ 21

Les valeurs obtenues sont en accord avec les études précédemment réalisées. Les Kgi-ym
correspondant aux complexes entre la cible L-Ym et les aptameéres marqués par une
fluorescéine se révelent trés proches de la constante déterminée avec un aptamére non
marqué par Challier et al. (320 + 30 nM), montrant que la reconnaissance de la cible par
I'aptamere ne semble pas affectée par ce type de marquage. Cela parait cohérent car ce
fluorophore est anionique et donc repoussé électrostatiquement par le squelette du brin
d’ADN. La valeur obtenue pour 23F est également en accord avec celle obtenue par mesure

de polarisation de fluorescence dans cette méme étude (440 + 140 nM). 130

Les Kgiym calculées pour les complexes TR-ADN/L-Ym sont inférieures a celles pour les
marquages a la fluorescéine montrant que ce fluorophore (zwitterionique au pH de travail)
est capable de stabiliser le complexe aptamere-L-Ym en interagissant fortement avec I'hélice

d'ADN via des interactions de van der Waals et électrostatiques.
- Quatriéme paramétre : quenching da a I’'ajout de la protéine SSB

La différence de sensibilité entre F23 et 23F observable sur la Figure 30 ne semble pas pouvoir
étre expliquée par les valeurs des constantes Kqi-ym qui sont trés proches pour ces 2 séquences.
Le facteur g de 23F étant presque 2 fois plus élevé que celui de F23, il peut expliquer la plus

faible sensibilité observée pour cette premiére séquence.

Tableau 3 : Valeurs du facteur g traduisant le quenching di a la protéine SSB

Aptamére \ F23 \ 23F \ TR23 \ 23TR
Facteur g \ 0,39 + 0,01 \ 0,78 + 0,08 \ 0,58 + 0,08 \ 0,65 + 0,02

Cette étude a donc permis de démontrer la possibilité d’appliquer le dosage par mesure de FA
assisté par SSB a la détection de la L-tyrosinamide, mais nécessairement sous le format
inversé. L'influence de la position et du type de fluorophore sur la sensibilité de la réponse a
été examinée et expliquée. Les constantes de dissociation des complexes aptameére/L-Ym ont

été déterminées a I'aide du modeéle de Scatchard, et sont en accord avec la littérature.
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D’autres manipulations, qui ne seront pas détaillées dans ce manuscrit, ont été effectuées
avec la sonde TR23 afin d’évaluer les performances analytiques du dosage inversé assisté par
SSB. La réponse du dosage n’a notamment pas semblé affectée par la présence d’analogues
de la cible (L-tyrosine et L-phénylalanine), confirmant sa sélectivité. Le dosage a également
été réalisé a basse température (entre 2 et 4 °C), ce qui a montré que I'affinité de TR23 pour

L-Ym est améliorée d’un facteur 22 a basse température.

3. Application du dosage inversé a I'aptamere anti-L-argininamide

Une fois le dosage inversé développé et validé avec le systéme anti-L-Ym, celui-ci a été
appliqué au systéme anti-L-Rm afin d’étudier I'influence de la présence et de la position d’'une
base 8-oxoguanine dans la séquence de I'aptameére sur I'affinité sur la cible L-Rm. Le dosage
classique assisté par SSB a déja été appliqué a cet aptamere mais les temps d’incubation
nécessaires a I'obtention d’un signal suffisant et répétable étaient d’environ 30 minutes, soit

bien plus long que ceux appliqués lors du dosage inversé avec I"aptamére anti-L-Ym. 143

Les manipulations ont tout d’abord été réalisées a température ambiante en ajustant les
protocoles développés précédemment. Les concentrations de cible L-Rm ont été ajustées afin

de s’adapter a I'affinité moins élevée de I'aptameére anti-L-Rm.

3.1. Etude sur la séquence de 24 bases

Une étude préliminaire a été réalisée sur I'aptameére de 24 bases ne contenant pas d’OG afin
d’optimiser les conditions de réaction. La courbe d’interaction entre I'aptamere F24-1 (10 nM)
et la protéine SSB est tracée dans un tampon 10 mM Tris-HClI pH 7,5, 100 mM NacCl
correspondant au tampon de sélection de I'aptameére (Figure 33). Les concentrations de

protéine testées sont comprises entre 0 et 22,5 nM.
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Figure 33 : Evolution de fssg en fonction de [SSB]ewt pour F24-1

D’aprés ces résultats, une concentration de SSB comprise entre 9 et 13,5 nM est nécessaire

pour gu’au moins 80 % de I'aptamére soit complexé a la protéine (fsss = 0,8 sur la Figure 33).

Le dosage inversé est ensuite mis en ceuvre dans les mémes conditions de tampon et de
température que celles utilisées pour la construction de la courbe d’interaction
aptamere/SSB. Deux concentrations de protéines sont testées : 9 et 13,5 nM (Figure 34). Les
signaux mesurés sont proches pour les 2 concentrations testées mais la meilleure répétabilité

est obtenue avec 13,5 nM de SSB.

La composition du tampon a également été modifiée afin d’étudier son influence sur le signal
d’anisotropie de fluorescence mesuré et d’optimiser les conditions expérimentales. Le dosage
a été effectué dans un tampon 100 mM Tris-HCl a pH 7,5, 100 mM NaCl avec 9 ou 13,5 nM de
SSB (Figure 34).
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Figure 34 : Dosage inversé par anisotropie de fluorescence assisté par SSB de I'aptamére F24-1 dans un tampon contenant
10 ou 100 mM de Tris-HCl pH 7,5, 100 mM NaCl ; [F24-1] = 10 nM ; Tampon 10 mM ou 100 mM Tris-HCl pH 7,5, 100 mM
NaCl; [SSB] =9, 13,5 ou 20,25 nM ; Température ambiante ; Lecture 120 sec apres I'ajout de SSB

La Figure 34 permet de constater que I'augmentation de la concentration de Tris-HCl a 100
mM dans le tampon réduit I'amplitude de la réponse de |’essai. Elle entraine une diminution
de I'amplitude du signal |r — rssg |pour les 2 concentrations de protéine testées par rapport

au tampon contenant 10 mM de Tris-HCl qui a donc été conservé pour la suite de I'étude.

Le modeéle de Scatchard (Equation 7) a été appliqué aux résultats du dosage F24-1 dans le
tampon 10 mM Tris-HCl pH 7,5, 100 mM NaCl avec 20,25 nM de SSB (permettant d’obtenir un
signal d’amplitude importante avec de faibles écart-types) sur une gamme plus compléte de

concentrations de cible (Figure 35).
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Figure 35 : Courbe de Scatchard obtenue a partir du titrage assisté par 13,5 nM de SSB de la séquence F24-1 a température
ambiante

La Figure 35 permet de constater un bon alignement des points pour la représentation de
R/[L-Rm] en fonction de R (Equation 7). La constante Kqi.rm extraite de la pente de la droite
est égale a 324 uM. Cette valeur est cohérente avec les données présentes dans la littérature :
125 uM déterminés a 4 °C par dichroisme circulaire* et environ 165 uM a 20 °C également par

dichroisme circulaire et par ITC'®2,

Le dosage inversé est ensuite réalisé pour la séquence F24Scramble3 dans le méme tampon
et avec 13,5 nM de protéine (courbe non montrée). Cet essai a révélé que, dans les conditions
utilisées, le scramble génere un signal non négligeable (0,016 avec 5 mM de L-Rm). Cela traduit
le fait qu’une partie du signal mesuré est due a des interactions non-spécifiques entre la cible
cationique et I'aptameére anionique, comme constaté précédemment au cours du dosage

direct.

A la suite de ces observations, il a été décidé de travailler avec des séquences raccourcies de
3 paires de bases au niveau de la tige de I'aptameére afin de tenter de limiter ces interactions
non-spécifiques. Les séquences sont nommeées 18-1, 18-2, 18-3 et 18-4 avec la méme logique
gue celle utilisée pour les séquences de 24 bases (Figure 36). Elles présentent alors une base

8-oxoguanine en position 7, 10 ou 12 respectivement :
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Figure 36 : Structures des aptameres 24 ou 18-mer utilisés au cours du projet : a) aptamére anti-L-Rm original de 24 bases,
b) et c) : aptameéres de 18 bases contenant ou non une base 8-oxo guanine dans leur boucle

Les séquences marquées par une fluorescéine a I'extrémité 5’ sont notées F18-X avec X allant

delad4.

3.2. Etude sur les séquences de 18 bases

3.2.1. Tests préliminaires a température ambiante
Les conditions expérimentales sont tout d’abord ajustées pour le dosage des séquences
raccourcies. Le raccourcissement de 3 paires de bases au niveau de la tige peut en effet étre
responsable d’une déstabilisation de la conformation tige-boucle de I'aptameére. Un équilibre

entre les formes tige-boucle fermée et ouverte existe alors.

La courbe d’interaction aptamére/SSB a tout d’abord été tracée pour 'aptamere F18-1 dans
le tampon 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 100 mM NaCl. La concentration de SSB correspondant a au
moins 80 % de complexation aptameére/SSB semble étre comprise entre 6,75 et 9 nM. Le
dosage compétitif est donc réalisé avec ces 2 concentrations et les résultats montrent que
I’'amplitude de |r - rssg| est plus importante pour 9 nM que pour 6,75 nM de protéine. De plus,
les écarts-types obtenus avec la plus faible concentration de protéine sont plus importants et
traduisent une plus grande variabilité de I'anisotropie mesurée. Le dosage est également
effectué pour une concentration de 13,5 nM de SSB (concentration utilisée pour le dosage
avec la séquence F24-1) et montre que celle-ci permet d’obtenir un signal d’amplitude

équivalente a celui mesuré avec 9 nM de protéine.

Le dosage a alors été effectué avec les 3 aptameres de 18 bases contenant une 8-oxoguanine

avec 13,5 nM de SSB. Les résultats (non montrés ici) révélent que I'amplitude des signaux
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mesurés reste moins importante qu’avec la séquence F24-1, particulierement aux basses
concentrations de cible : en dessous de 0,017 en valeur absolue pour 2 des 3 séquences a 0,8
mM de L-Rm. Afin de vérifier si cela est d{ a la présence d’'une OG ou au raccourcissement de
la tige de I'aptamere, des conditions de dosage permettant de comparer les courbes obtenues
pour les séquences F24-1 et F18-1 sont mises au point. Les concentrations de SSB nécessaires
pour atteindre des différences d’anisotropie rssg — rf proches pour ces 2 séquences et d’environ
0,150 ont été déterminées : 20,25 nM pour F24-1 et 9 nM F18-1. Les courbes des courbes sont

présentées en Figure 37.

10 L-Rm (mM)
-10 IE 1 2 3 4 5
|® o
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Figure 37 : Dosage inversé par anisotropie de fluorescence assisté par SSB pour les aptaméres F24-1 et F18-1 a température
ambiante avec la L-Rm ou la L-R; [Faptamere] = 10 nM ; Tampon 10 mM Tris pH 7,5, 100 mM NaCl ; [SSB] = 20,25 nM pour
F24-1 et [SSB] = 9 nM pout F18-1 ; Température ambiante

La différence rssg — rt atteint 0,148 pour F24-1 et 0,152 pour F18-1 avec les concentrations de
protéine utilisées. L’affinité de la SSB pour I'aptamére raccourci est |égérement meilleure que
pour la séquence de 24 bases, les Kgssg étant égaux a 5,5 nM pour F24-1 et a 6 nM pour la
séquence raccourcie. Une analyse qualitative de la pente a I'origine des courbes de la Figure
37 permet cependant d’estimer que la réduction de la longueur de la tige entraine une baisse

de I'affinité pour la cible.

Le dosage inversé a également été appliqué a I'aptameére F24-1 en présence de L-arginine
(Figure 37). Cette cible est en effet reconnue avec 20 fois moins d’affinité que la L-Rm.* La

comparaison qualitative de la pente a I'origine de cette courbe permet de noter que la perte

76



Chapitre 2 : Etude de I'affinité des séquences contenant une OG

d’affinité pour la L-Rm de F18-1 due au raccourcissement de la tige semble inférieure a un

facteur 20.

Une autre composition de tampon d’incubation a été testée dans le but de stabiliser la tige
raccourcie : 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 200 mM NaCl. Entre 22,5 nM et 31,5 nM de SSB sont
nécessaires afin d’obtenir au moins 80 % de complexation entre I'aptamere et la protéine dans
ce tampon. Les résultats du dosage avec 22,5 nM montrent que I'amplitude des |r —rssg | reste
inférieure a celle obtenue avec 13,5 nM de SSB dans un tampon avec 100 mM de NaCl. Cette

composition de tampon n’a donc pas été retenue pour la suite de I'étude.

La décision est donc prise de travailler pour la suite de I'étude a basse température, comme
cela a été fait a la fin de I'étude sur I'aptamére anti-L-Ym, afin de stabiliser la tige des
aptameéres raccourcis et de pouvoir obtenir des différences d’anisotropie r — rssg suffisantes
pour pouvoir en extraire des valeurs de constantes de dissociation des complexes aptameére/L-

Rm Kqi-rm €t les comparer.

3.2.2. Travail a basse température
Les manipulations ont donc été répétées dans une piece dont la température était maintenue
entre 2 et 4 °C. La solution d’aptamere est placée directement dans cette piéce aprés avoir

subi une dénaturation a 80 °C pendant 5 minutes.

Comme expliqué précédemment, 4 paramétres peuvent étre responsables des changements
d’anisotropie de fluorescence observés au cours du dosage (rsss — rf), Kasss (Equation 2), Kai-rm
(adaptée de 'Equation 3) et g. Il est donc nécessaire d’en fixer certains ou de connaitre leur

influence sur la réponse du dosage afin de pouvoir comparer les Kgi-rm.
- Premier parametre : différence d'anisotropie rssg — r¢

La différence d’anisotropie rssg — rr des différentes séquences de 18 bases, pouvant étre
assimilée a la fenétre analytique du dosage (Figure 27), peut étre déterminée grace a I'étude
de l'interaction entre I'aptamére et la SSB. Les courbes d’interaction avec la protéine ont donc
été tracées a basse température, selon le méme protocole qu’a température ambiante, pour
les séquences F18-X (X de 1 a 4), ainsi que pour une séquence scramble de 18 bases marquée

en 5’ par une fluorescéine et notée F18Scramblel (Figure 38).
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Figure 38 : Courbes d’interaction des aptameres F18-1, F18-2, F18-3, F18-4 et de la séquence F18Scramblel avec la SSB a
basse température en tampon 10 mM Tris-HCl pH 7,5, 100 mM NaCl ; [Fséquence] = 10 nM

Afin de travailler avec une fenétre analytique d’environ 0,150 pour toutes les séquences, les

concentrations de protéine nécessaires ont été fixées a 9 nM pour les séquences F18-1, F18-

2 et F18Scramblel, et a 13,5 nM pour F18-3 et F18-4.
- Deuxiéme paramétre : constante de dissociation du complexe aptamére/SSB Kasss

Les valeurs de Kgsss sont déterminées pour les aptameéres F18-1 a F18-4 grace a une
modélisation des courbes représentant la fraction d’aptamére liée a la protéine fssg (Equation
5) en fonction de la concentration de SSB a I'aide d’'une équation de Boltzmann. Les valeurs
obtenues montrent que I'affinité de la protéine est similaire a 10 % pres pour les 4 séquences

avec des valeurs d’environ 4,9 nM.

- Troisieme et quatrieme parametres: constante dissociation du complexe

aptameére/L-Rm Kqrm et quenching di a la protéine

Le dosage inversé par anisotropie de fluorescence assisté par SSB a ensuite été appliqué a
basse température a ces séquences avec la concentration de protéine adaptée a chacune

(Figure 39).
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Figure 39 : Dosage inversé par anisotropie de fluorescence assisté par SSB des oligonucléotides de 18 bases avec 9 nM de
SSB pour F18-1, F18-2 et F185cramblel et 13,5 nM de SSB pour F18-3 et F18-4 ; [Fséquence] = 10 nM ; Tampon 10 mM Tris-
HCl pH 7,5, 100 mM NaCl ; [SSB] =9 ou 13,5 nM ; entre 2 et 4 °C; Lecture 100 secondes sec apreés I'ajout de SSB

—

L'amplitude trés faible de la réponse du scramble semble indiquer que la part du signal due

aux interactions non-spécifiques reste faible dans les conditions employées.

Le modele de Scatchard a ensuite été utilisé afin de déterminer les Kqi-rm. L’hypothése selon
laquelle les valeurs de rfet r, peuvent étre considérées comme égales a 10 % prés (comme
c’était le cas pour la séquence F24-1) a été faite et sera vérifiée lors de prochaines
manipulations. Les anisotropies mesurées ont également permis de vérifier que les valeurs de
Isse,max €t rssemaxsont égales a 10 % pres aux valeurs mesurées Issg et rssg pour les 4 séquences
étudiées. La représentation de R/[L-Rm] en fonction de R est montrée pour la séquence F18-

2 ci-dessous :
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Figure 40 : Courbe de Scatchard obtenue a partir du dosage assisté par SSB de la séquence F18-2 a basse température ;
Courbe obtenue a partir des données présentées sur la Figure 39

Le Tableau 4 présente les parametres issus du modele de Scatchard appliqué aux résultats de
la Figure 39. Il n’a pas été possible d’appliquer le modéle de Scatchard pour des concentrations
de ciblede 0,1;0,2;0,4;0,6;0,8; 2 et 5 mM pour F18-3 car celles-ci ne permettent pas de
générer des signaux suffisants. Le dosage est donc réalisé a nouveau a cette séquence en

adaptant les concentrations de L-Rm (0,6 ;1;1,5;2; 3 ;4 et 5 mM).

Tableau 4 : Constantes apparentes de dissociation des complexes F18-X/L-Rm, facteurs g’ et rssg- rf obtenus par I'application
du modele de Scatchard aux courbes de la Figure 39 ; X =1, 2, 3 ou 4 et *les concentrations de cible ont été adaptées pour
pouvoir appliquer le modéle a F18-3

| F181 F18-2 F18-3* F18-4
Karm(RM) | 716+50  832+89 4187+219  97+8

Facteurg |0,87+0,02 1,01+0,01 0,90+0,01 0,97 0,03
rsss—r(x10%) | 150 +2 153+ 4 149 + 2 144 + 7

Les valeurs de rssg — rf mesurées sont trés proches pour les 4 séquences et environ égales a
0,150, comme déterminé lors de I'étude des courbes d’interaction aptamere-SSB. Les
concentrations de protéine sélectionnées pour chaque séquence semblent donc adaptées. Les
facteurs g sont également assez proches, la valeur la plus élevée étant égale a 1,16 fois la plus
basse. Il semble donc raisonnable de considérer que ces parametres n‘ont pas un impact

majeur sur la réponse du dosage.

La différence d’amplitude de réponse constatée entre les séquences de 18 bases parait donc
pouvoir étre majoritairement expliquée par les constantes apparentes de dissociation Kgi-rm
répertoriées dans le Tableau 4. La valeur obtenue dans ces conditions pour F18-1 (716 + 50
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uM) est plus élevée que celle déterminée pour F24-1 a température ambiante (environ 324
uM). Cette augmentation était attendue car le raccourcissement de la tige de I'aptameére
entraine un équilibre entre les formes tige-boucle et ouverte pour le 18-mer, ce qui affecte la
reconnaissance de la cible. La séquence F18-2 développe une affinité pour L-Rm trés proche
de celle de la séquence de référence ne contenant pas d’OG. Le remplacement de la guanine
en position 10 par une OG (F18-3) semble cependant diminuer I'affinité de I'aptamere avec
un Kdi-rm 5,8 fois supérieur a celui de F18-1. La séquence F18-4 présente quant a elle un gain

important d’affinité pour la L-Rm d’un facteur 7,4 par rapport a la séquence F18-1.

D’autres manipulations ont été effectuées afin de tenter d’étendre la fenétre analytique
jusqu’a 0,165 et d’améliorer la sensibilité du dosage. Cette valeur peut étre atteinte avec 13,5
nM de protéine pour F18-1 et F18-2. Les deux autres séquences nécessitent quant a elles
environ 36 nM de SSB d’apreés la Figure 38. Le dosage effectué avec cette forte concentration
de protéine pour F18-3 et F18-4 a révélé une compétition trés importante. La SSB parvient a
fixer des aptameéres initialement complexés avec la cible et le signal mesuré ne traduit alors
plus la proportion de séquences non liées a la L-Rm. Les valeurs absolues des r - rssg mesurés
sont moins élevées qu’avec 13,5 nM. L'étude dans ces conditions n’a donc pas été

approfondie.

En conclusion, le dosage inversé par anisotropie de fluorescence assisté par SSB semble
adapté pour la comparaison de I'affinité des séquences contenant une base OG.
Préalablement développé avec I'aptamére anti-L-tyrosinamide, il a ensuite été appliqué a
I'aptameére F24-1 anti-L-Rm. Une part non négligeable du signal étant due aux interactions
non-spécifiques entre |'oligonucléotide anionique et la cible cationique, des séquences
raccourcies de 3 paires de bases ont été introduites. Le dosage a été appliqué a ces séquences
a basse température afin de les stabiliser et a montré que I'affinité de I'laptamére peut étre
impactée par le remplacement d’'une des guanines du site de reconnaissance par une 8-
oxoguanine : elle peut étre inchangée, diminuée ou améliorée en fonction de la position de la
modification. L'étape suivante consiste donc a étudier I'oxydation de la base 8-oxoguanine au
sein des séquences d’aptameres, et de mettre au point les conditions de pontages covalents

via I'oxydation de cette base dans les complexes aptamere/cible.
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4. Discussion

Comme évoqué précédemment, de nombreuses modifications chimiques peuvent étre
appliquées aux aptameres afin d’améliorer leur résistance aux nucléases ou ralentir leur
clairance rénale.?®57152 De nombreux travaux ont aussi montré la possibilité de modifier
I’affinité d’un aptamere pour sa cible a I'aide de modifications de I'oligonucléotide dans des
buts thérapeutiques ou diagnostiques.t>?>%°3 La synthése chimique des aptaméres permet
d’introduire facilement et a positions choisies des modifications, contrairement aux anticorps.
L'amélioration de I'affinité peut résulter de 2 phénomenes a la suite de la modification
d’aptameres : I'introduction de groupes fonctionnels permet de diversifier et de renforcer les
interactions avec la cible, et/ou la stabilisation de la conformation repliée de I'aptameére qui

peut étre nécessaire a la reconnaissance de la cible.

Les modifications peuvent étre introduites avant ou apres le processus de SELEX. Les
modifications pré-SELEX se font sur la banque utilisée lors de la sélection. Des groupes
fonctionnels hydrophobes, hydrophiles ou chargés, souvent disponibles commercialement,
peuvent étre placés dans les séquences au cours de la synthese. Il est cependant nécessaire
gue ces modifications soient compatibles avec les polymérases utilisées pendant I'étape de
PCR. Des modifications de la position C5 des pyrimidines ou de la position N7 des purines sont
généralement bien tolérées par ces enzymes. Les modifications post-SELEX sont faites sur les
séquences sélectionnées au cours du processus. Il n‘est donc pas requis qu’elles soient
compatibles avec les polymérases. Elles peuvent cependant influencer I'affinité pour la cible

puisqu’elles sont introduites a la suite de I'étape de sélection.

De nombreuses modifications sont faites sur les aptameéres reconnaissant des cibles de masse

importante, telles que les protéines ou les cellules afin d’augmenter leur affinité.1°21>4-156

Celles-ci peuvent par exemple étre appliquées sur les groupements phosphate. Un ou deux
atomes d’oxygene peuvent étre remplacés par des atomes de souffre afin de former des
thiophosphates, comme cela a été fait avec un aptamere reconnaissant la thrombine. Une

diminution du Kp de d’un facteur 500 a pu étre observée.’

L'incorporation de nucléobases artificielles peut également étre envisagée afin d’améliorer la
diversité des banques d’oligonucléotides utilisées lors du processus de SELEX. Cela a été utilisé

pour des aptameéres reconnaissant le facteur de croissance des cellules endothéliales
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vasculaires-165 (VEGF-165) et l'interféron-y (IFN-y). Une banque a été générée a partir des 4
nucléotides naturels et d’'un nucléotide artificiel hydrophobe : le 7-(2-thiényl)imidazolé[4,5-
b]pyridine (Ds). Les séquences de la banque contenaient 1 a 3 Ds, ce qui a permis d’accroitre
la diversité chimique structurelle des oligonucléotides. Le processus de SELEX a permis de
sélectionner des séquences dont les affinités étaient 100 fois supérieures a celles mesurées

pour les aptaméres ne contenant que des bases naturelles.?>%1>8

Des SOMAmers (slow off-rate modified aptamers), développés par Somalogic, représentent
une classe d’aptameres également sélectionnés a partir de bibliothéques dont la diversité est
augmentée. Dans ce cas, la banque utilisée au cours de la SELEX est composée de séquences
contenant des modifications imitant les chaines latérales d’acides aminés. Lors des premiers
développements, la banque a été synthétisée grace a 4 dérivés de
désoxyuridines triphosphate obtenus par la modification de leur position C5 par des
groupements benzyle, naphtyle, tryptamine ou isobutyle. Des aptameres de haute affinité (Kp

en dessous du nM) ont été sélectionnés contre 813 protéines humaines.>®

Certaines modifications ont été faites sur des aptameres reconnaissant des petites molécules.
Verdonck et al. ont par exemple incorporé une thymidine marquée par un imidazole (T'™")
dans la tige de I'aptameére anti-L-Rm utilisé dans ce projet de thése. La base T en position 3 a
été remplacée par résidu hydrophile. Cette modification a montré une stabilisation thermique
de lI'aptamére, tout en conservant l'affinité pour la cible.'®® Des liaisons hydrogéne
supplémentaires et une stabilisation thermique avaient déja été constatées lors de

I'incorporation de ce type de modifications dans des duplexes d’ADN.>3

Les modifications d’aptameéres sont donc surtout réalisées pour des séquences reconnaissant
de grosses cibles et ayant un intérét thérapeutique ou diagnostiques. Les gains d’affinité
peuvent étre trés importants, ce qui peut s’expliquer par le trés grand nombre d’interactions
ayant lieu entre la cible et I'oligonucléotide, et sur lesquelles il est possible de travailler. Les
modifications réalisées sur les aptameéres reconnaissant des petites cibles (masse inférieure a
1000 Da environ) sont plus rares et ne permettent pas forcément un gain d’affinité. Les
modulations (gain d’un facteur 7,4 ou perte d’un facteur 5,8) de I'affinité de I'aptamére anti-
L-Rm constatées dans ce projet a la suite du remplacement d’une guanine de la boucle par
une OG semblent donc intéressantes. Ce type de modification pourrait étre appliqué a un
autre aptamere reconnaissant des petites cibles, notamment celui reconnaissant I'ATP et la
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D-adénosine (Figure 23) afin d’étudier son effet sur la reconnaissance d’une cible neutre ou

négativement chargée.

Les différences significatives d’affinité constatées en fonction de la position de I’OG dans la
boucle de reconnaissance permettent de penser que I'étape de formation du pontage
covalent entre I'aptameére anti-L-Rm et la cible pourrait étre plus efficace pour les séquences
de forte affinité. Il serait également important de vérifier si la présence de I'OG induit un

changement conformationnel significatif de I'aptameére.
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L'application du dosage inversé assisté par la protéine SSB aux séquences F18-1 a F18-4 a
montré que le remplacement d’une guanine du site de reconnaissance par une 8-oxoguanine
a un impact sur I'affinité de I'aptameére pour la cible L-Rm. Elle peut étre inchangée (F18-2),
augmentée (F18-4) ou diminuée (F18-3) par rapport a la séquence F18-1 ne contenant pas

d’OG selon la position de cette base.

La prochaine étape du projet consiste en I'étude de I'effet de I'oxydation des aptameres en
absence ou en présence de cible L-Rm, notamment pour déterminer si |'oxydation du
complexe aptameére-cible est capable de générer un pontage covalent lorsque I'aptameére
contient une 8-oxoguanine. Dans un premier temps, |'électrophorése capillaire (principe
expliqué page 116) a été employée pour étudier cette oxydation. Cette technique utilise un
capillaire de faible diametre interne rempli d’un électrolyte et au sein duquel la séparation
des analytes a lieu sous I'action d’un champ électrique. La séparation des espéces se fait selon
leur rapport charge sur taille. Un détecteur UV-visible a été utilisé a la sortie du capillaire car

I’ADN absorbe dans cette gamme de longueur d’onde.

1. Détection des produits d’oxydation et de pontages

Le groupe de Burrows a montré que la 8-oxoguanine, présente dans des oligonucléotides en

série ADN (duplexe ou simple brin), peut subir une suroxydation par du sel d’iridium (IVv).14

Le projet global a pour objectif de former des pontages covalents entre un aptamére et sa
cible via I'oxydation spécifique d’une 8-oxoguanine présente dans le site de reconnaissance
de I'oligonucléotide. Il est donc nécessaire de vérifier dans un premier temps que la réaction
d’oxydation de cette base est efficace lorsqu’elle est présente au sein d’'un aptamere. Il faut
également vérifier dans un deuxieme temps que I'oxydant est sélectif en controlant qu’il ne

réagit pas sur I'aptameére ne contenant pas d’OG.

1.1. Utilisation du sel d’iridium et produits théoriques

L’oxydant choisi pour le projet est : 2 NH4", IrClg*. Ce sel d’iridium a un potentiel d’oxydation
estimé a 0,90 V (vs ESH) et n’est donc pas capable d’oxyder les bases normales de ’ADN dont
les potentiels d’oxydation sont supérieurs a 1V/ESH.87114 Celui de la lésion 8-oxoguanine est

quant a luid’environ 0,58 V (vs ESH)!'# et cette base peut donc étre oxydée par ce sel d’iridium.
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Cet oxydant semble donc adapté au projet qui nécessite que I'oxydation n’ait lieu

spécifiguement que sur I'OG.

Plusieurs produits majoritaires de cette oxydation a un électron!® ont été identifiés.'*® Ils sont
obtenus par addition nucléophile de I’eau sur la position C5 du radical cation de I'OG produit
par cette oxydation. Les structures sont rappelées dans la Figure 41. Le composé spiro, noté
Sp, posséde 2 cycles reliés par un atome de carbone et se caractérise par un gain de 16 Da par
rapport a la base 8-oxoguanine. Le produit noté Gh, un guanidino hydantoine, est en équilibre
avec la forme iminoallantoine notée la.!'® La formation des produits Gh et la s’Taccompagne

d’une perte de 10 Da par rapport a la 8-oxoguanine.’
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Figure 41 : Structures des produits majoritaires de I'oxydation de la 8-oxoguanine par un sel d’iridium (1V)16
Il a également été montré que lorsque d’autres nucléophiles sont présents dans le milieu,
ceux-ci peuvent (et préférentiellement) attaquer le C5 de la 8-oxoguanine et former un
pontage covalent avec cette base. Cela a par exemple été observé entre I'enzyme de
réparation MutY d’Escherichia coli et des oligoméres duplexes contenant une base 8-
oxoguanine'?®126 3insi qu’avec la SSB d’Escherichia coli*. Les produits théoriques issus du
pontage entre la L-Rm et une OG via une attaque par le groupement guanidinium sont notés

Gh-Rm et Sp-Rm et présentés en Figure 42.
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Figure 42 : Structures des produits théoriques issus du pontage covalent entre la L-Rm et une OG via I'oxydation de cette
base (adaptées del126)

1.2. Effet du sel d’iridium sur les aptameres

L’électrophorése capillaire a été utilisée afin d’étudier I'effet du sel 2 NH4*, IrClg®> sur les

aptameéres (contenant ou non une OG) en absence ou en présence de cible.

1.2.1. Mise au point et optimisation des conditions d’analyse
Les analyses sont réalisées avec un capillaire PVA permettant d’éliminer le flux

électroosmotique.6?

L'injection de I’échantillon est hydrodynamique, c’est-a-dire qu’elle est faite en appliquant
une pression a l'une des extrémités du capillaire. Les séquences de 18 bases 18-1, 18-2, 18-3

et 18-4 (Figure 36) sont utilisées. La détection des oligonucléotides est réalisée a 254 nm.

Les conditions d’analyse sont tout d’abord mises au point. Un échantillon contenant
I'aptameére 18-4 a 5 uM, 5 mM de L-Rm, 100 uM de 2 NH4*, IrClg?> et 1 mM EDTA pH 8 (voir
page 89) dans 5 mM phosphate de sodium pH 7,5 est analysé. Le tampon de migration testé
dans un premier temps est composé de 20 mM phosphate de sodium, pH 7,5. L’ajout de 50
mM de NaCl dans ce tampon permet d’obtenir des pics plus fins et mieux séparés. Cette

composition est donc utilisée pour la suite des analyses.

La composition du tampon d’incubation, correspondant au tampon dans lequel les

échantillons sont préparés, est également optimisée. Le choix a été fait de travailler dans un

88



Chapitre 3 : Détection et caractérisation des produits d’oxydation et de pontages a la suite de I’action d’un sel d’iridium

tampon contenant du phosphate de sodium pour ces premiéres manipulations afin d’éviter la
potentielle formation de pontages entre les aptaméres contenant une OG et le tris possédant
des groupements nucléophiles. Ce phénomeéne avait été constaté lors de précédentes

analyses réalisées au laboratoire.
Les compositions des tampons d’incubation testés sont :

- T1:5 mM phosphate de sodium pH 7,5

- T2 :20 mM phosphate de sodium pH 7,5

- T3 :95 mM phosphate de sodium pH 7,5

- T4 :5 mM phosphate de sodium pH 7,5 + 20 mM NacCl
- T5:5 mM phosphate de sodium pH 7,5 + 100 mM NacCl

Les analyses avec les plus fortes concentrations de phosphate de sodium (T2 et surtout T3) et
celles avec le mélange phosphate de sodium/NaCl (T4 et T5) montrent un élargissement des
pics et une moins bonne séparation des produits. Le tampon constitué de 5 mM de phosphate
de sodium permet de générer les électrophérogrammes les plus résolus et est donc conservé

pour la suite de I'étude.

1.2.2. Détection des produits d’oxydation et de pontage
L’effet du complexe [IrCle]* sur les aptaméres contenant ou non une OG a ensuite été analysé.
Il a été décidé d’ajouter de I'EDTA aux échantillons afin de complexer le sel d’iridium n’ayant

pas réagi et d’arréter la réaction d’oxydation.

Des essais sont effectués avec les aptameres 18-1 a 18-4 (5 uM) dans 5 mM phosphate de
sodium pH 7,5 en I'absence (échantillons A) et en présence de 100 uM d’oxydant (échantillons
B). Des échantillons (C) sont aussi préparés en ajoutant de la cible (1 mM) avant I'oxydant. Les
aptameres sont d’abord incubés avec la L-Rm pendant 5 minutes (échantillons C) avant I'ajout

de I'oxydant. La réaction d’oxydation est arrétée aprés 15 minutes en ajoutant 1 mM d’EDTA.

1.2.2.1. Résultats obtenus en absence de cible

Pour la séguence 18-1 ne contenant pas d’OG, aucun changement n’a été constaté entre les
électrophérogrammes des échantillons A et B, ce qui confirme qu’il n’y a pas d’oxydation de

cet aptamere.
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Pour les 3 séquences contenant une OG (18-2, 18-3 et 18-4), la comparaison des
électrophérogrammes obtenus pour les échantillons A et B permet de constater qu’en
présence d’oxydant, le pic correspondant a l'aptameére disparait et de nouveaux pics
apparaissent. Les électrophérogrammes obtenus pour la séquence 18-2 sont présentés en
Figure 43 : dans I'échantillon A I'aptameére migre a 7,8 minutes, tandis que dans I’échantillon
B, 2 pics majoritaires apparaissent a des temps de migration plus élevés (8,8 et 9,0 minutes).

Le pic 1 semble correspondre au sel d’iridium aprés réaction et le pic 2 a 'EDTA (Figure 43).
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Figure 43 : Electrophérogrammes obtenus pour I'analyse des échantillons A, B et C pour la séquence 18-2 (5 uM). A : 18-2 +
EDTA1mM; B:18-2 + 2 NH4*, IrCle> 100 uM + EDTA 1 mM ; C: 18-2 + L-Rm 1 mM + 2 NHg4*, IrCl¢Z 100 uM + EDTA 1 mM.
Tampon de migration : 20 mM phosphate de sodium pH 7,5 + 50 mM NaCl

Ces observations permettent de supposer que le sel d’iridium est capable d’oxyder la 8-
oxoguanine dans un aptamere et que les deux pics majoritaires détectés correspondent aux
produits attendus Gh et Sp (Figure 41). L'oxydant employé ne semble pas capable d’oxyder les
autres bases de I’ADN. Des analyses a I'aide d’'une autre technique analytique est cependant
nécessaire afin de vérifier si 'oxydation est spécifique a la 8-oxoguanine et si les produits

formés sont bien ceux décrits dans la littérature.
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1.2.2.2.  En présence de cible
Les électrophérogrammes des échantillons C permettent d’examiner I'effet de I'oxydant sur
des échantillons composés de complexes aptamére/cible. Pour les séquences contenant une
OG (18-2 a 18-4), la disparition du pic correspondant a I'oligonucléotide est a nouveau
constatée. Il est également possible de noter la diminution des pics correspondant aux
produits Gh et Sp ainsi que I'apparition de 2 pics majoritaires a des temps de migration encore
plus importants. Par exemple dans le cas de la séquence 18-2 (Figure 43), I'échantillon C
montre des pics minoritaires aux temps de migration des produits Gh et Sp (8,8 et 9,0 minutes)
et de nouveaux pics migrant a 9,7 et 10,0 minutes. Ces derniers pics ne sont pas observés pour
la séquence ne contenant pas d’OG. Ces constatations permettent de supposer que
I'oxydation de I'OG en présence de cible mene a la formation de nouveaux adduits

potentiellement dérivés de Gh et Sp et décrits dans la Figure 42.

Des concentrations d’oxydant plus faibles (80, 50, 25 et 20 uM) ont ensuite été testées en
présence de 5 uM d’aptamere (échantillons similaires aux B). Les analyses par EC montrent
gue des concentrations voisines de 25 et 50 uM de complexe d’iridium sont suffisantes pour

oxyder quantitativement les séquences 18-2, 18-3 et 18-4.

La quantité de cible a également été diminuée progressivement, passant de 1 mM a 0,05 mM.
Aucune différence significative n’est observée entre les électrophérogrammes obtenus, ce qui
semble indiquer que les pontages potentiels se forment efficacement méme en présence de

50 uM de L-Rm.

Les analyses réalisées par électrophorése capillaire ont donc montré que 2 NH4*, IrClg? a un
effet sur les échantillons d’aptameéres contenant une OG, mais pas sur ceux composeés
uniguement de bases normales. Cet effet semble différent selon si la cible L-Rm est présente
ou non dans ces échantillons. L’hypothése est faite que I'oxydation de la 8-oxoganine dans les
aptameres par ce sel d’iridium est efficace et sélective, et qu’elle entraine la formation de 2
produits dans chaque cas. Des analyses ont donc été faites par chromatographie liquide haute

performance couplée a la spectrométrie de masse (HPLC-MS) afin de caractériser ces produits.

2. Caractérisation des produits d’oxydation et de pontages

La chromatographie liquide a haute performance (principe expliqué page 121) est une

technique analytique permettant la séparation de composés. Elle est couramment utilisée
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pour I'analyse et la caractérisation d’acides nucléiques'®?163 et a été employée au cours de ce
projet avec des aptameéres, couplée avec un spectrometre de masse (MS). Lorsqu’elle est
utilisée pour la séparation d’acides nucléiques, la rétention est basée sur les interactions entre
les nucléobases hydrophobes et |la phase stationnaire non polaire. Pour ce projet, les charges
négatives de l'oligonucléotide, qui le rendent trés polaire, sont masquées par une amine
guaternaire présente dans I'éluant (acétate de triéthylammonium, TEAA). Les analyses sont

dites en mode suppression d’ions.

Les échantillons A, B et C préparés pour les analyses par électrophorése capillaire ont été

réutilisés pour cette partie.

2.1. Caractérisation des produits formés en absence de cible

Les premieres analyses effectuées par HPLC-MS ont eu pour objectif de confirmer les
observations faites lors de la comparaison des électrophérogrammes des échantillons des
séquences contenant une OG et exposées ou non au sel d’iridium et selon lesquelles ce dernier

oxyde sélectivement la base 8-oxoguanine.

Pour cela, les échantillons préparés précédemment et contenant les oligonucléotides seuls (A)
ou les oligonucléotides en présence du sel d’iridium (B) pour les différentes séquences de 18
bases ont été analysés par HPLC-MS équipée d’une colonne C18. L’acquisition est faite en
mode scan afin de détecter les masses comprises entre 1000 et 2000 Da. La source ESI
présente la particularité de générer des ions multichargés notés [M-XH]* pour une ionisation

en mode négatif, avec M la masse du composé et X le numéro de I'état de charge. Leur rapport

[M—-X X my]
X

m/z estdonc égal a : avec my la masse d’'un atome d’hydrogéne. Il est donc possible

de détecter des analytes dont la masse est supérieure a la limite haute de I'analyseur utilisé
(2000 Da avec ce quadripéle). Le spectre de masse obtenu pour la séquence 18-1 seule est

présentée en Figure 44.

92



Chapitre 3 : Détection et caractérisation des produits d’oxydation et de pontages a la suite de I’action d’un sel d’iridium

1369.70
16361 Apt de départ o570
1 [M-4H]* :
1,566 .
| Apt de départ
[M-3H]*
1466 |
13661
1206
1166
1,006 |
w9065
2
g
=
Z 805
2
g
g |
7.0e5-
6065
5085
4065
3065
2085 { Apt de départ
¢ P P 1834.00
[M-5H]> 1376.00
1.0e5+ 1095.70 859.80
| 129160 koo 17700 18395 {\u}( sase
0o ’ "' ; ‘ el S ‘ ‘ - A - L i y
1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450 1500 1550 1600 1650 1700 1750 1800 1850 1900 1950 2000
m/z, Da

Figure 44 : Spectre de masse en mode scan de la séquence 18-1 non traitée par le sel d’iridium (échantillon A)

Les masses majoritaires détectées correspondent aux états de charge 3™ et 4" de I'aptamere

de départ.

Tableau 5 : Masses théoriques (Da) de I'aptamere de départ et de ses états de charge [M-3H]3 et [M-4H]*~pour la séquence

18-1
Aptameére de départ
M 5484,6
[M-3H)* 1827,2
[M-4H]* 1370,2

Le spectre de masse de I'aptamére 18-1 traité par le sel d’iridium (échantillon B) est identique

a celui de I'oligonucléotide seul (Figure 44).

La comparaison des spectres de masses des aptameéres contenant une OG (Figure 45 pour 18-

2) permet de faire différentes observations.
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Figure 45 : Spectres de masse des échantillons A, B et C pour la séquence 18-2 ; mode scan, états de charge 3- en rouge en 4
en orange ; composition des échantillons présentées page 90

Pour ces 3 séquences, le spectre obtenu en présence d’oxydant est différent de celui de
I'oligonucléotide de départ seul, qui lui n’est plus détecté. De plus, d’autres masses mesurées
dans ces échantillons sont cohérentes avec celles prédites pour les états de charge 3" et 4  des

produits d’oxydation théoriques Gh et Sp représentés en Figure 41 (Tableau 6).

Tableau 6 : Masses théoriques (Da) de I'aptamere de départ, des produits d’oxydation, de pontages avec la L-Rm et de leurs
états de charge 3 et 4- pour les aptameres 18-2, 18-3 et 18-4

18-X
Apt de départ | Produits d’oxydation | Pontages avec L-Rm
(Figure 41) (Figure 42)
Séquence 18-X Gh Sp Gh-Rm Sp-Rm
M 5500,6 5490,6 5516,6 5645,8 5671,8
[M-3H]* 1832,5 1829,2 1837,9 1880,9  1889,6
[M-4H]* 1374,2 1371,7 1378,2 1410,5 1417,0
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Ces résultats confirment les premiéres hypothéses faites suite aux analyses par
électrophoreése capillaire et selon lesquelles I'oxydation de ’OG par 2 NH4*, IrClg> dans les
aptameres est efficace, spécifique et génere les produits de forme Sp et Gh prédits par la

littérature.

2.2. Caractérisation des produits formés en présence de cible

Les échantillons contenant les oligonucléotides traités par le sel d’iridium en présence de la

cible (échantillons C) ont également été analysés par HPLC-MS.

Le spectre de masse obtenu pour la séquence 18-1 ne contenant pas de 8-oxoguanine est
similaire a celui de I'oligonucléotide seul (Figure 44). Au contraire, ceux des séquences
contenant une OG (Figure 45 pour 18-2) révelent a nouveau la disparition des pics
correspondant aux aptameéres de départ, mais également la présence de pics donc les masses
sont cohérentes avec les produits de pontages avec la cible Gh-Rm et Sp-Rm (Figure 42) prédits
d’apres la littérature (Tableau 6). Les masses correspondant a Gh et Sp ne sont pas détectées

sur ces spectres.

Des pontages covalents entre un aptamere et sa cible via I'oxydation spécifique d’'une base 8-
oxoguanine par le sel d’iridium sont donc formés. Les masses obtenues en présence de cible

sont en accord avec des produits Gh-Rm et Sp-Rm dérivés des formes Gh et Sp.

Les échantillons analysés en électrophorése capillaire afin de vérifier I'impact de la diminution
des concentrations de cible L-Rm et d’oxydant ont également été analysés par HPLC-MS. Une
analyse qualitative des spectres de masse obtenus permet de confirmer les observations faites
a I'aide des électrophérogrammes : entre 25 et 50 uM de 2 NH4*, IrCle®> sont suffisants pour
oxyder totalement 5 uM d’aptamere contenant une OG, et la réduction de la concentration

de cible jusqu’a 50 uM n’a pas d’un impact significatif sur les produits formés.

2.3. Contréle avec un oligonucléotide « scramble » non susceptible de

reconnaitre la cible

Ces résultats sur la formation de pontages covalents entre un aptameére et sa cible sont

encourageants. Un contréle a alors été fait a I'aide d’une séquence nommée 18Scramble2.
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Celle-ci est similaire au 18Scramble, mais a une 8-oxoguanine en position 8 et peut donc étre

oxydée par le sel d’iridium.

L’étude des électrophérogrammes et des spectres de masses de I'oligonucléotide seul et traité
en absence de cible améne aux mémes observations que celles faites précédemment : I'ajout
du sel d’iridium entraine la disparition des pics correspondant a I'oligonucléotide de départ,
ce qui indique que I'oligonucléotide a bien été oxydé. Les nouveaux produits détectés ont des
masses cohérentes avec les structures des produits d’oxydation Gh et Sp présentées
précédemment (Figure 41). Le spectre de masse de cet oligonucléotide oxydé en présence de
cible a révélé des pics similaires a ceux obtenus pour les aptameres 18-2 a 18-4, contrairement
a ce qui était attendu, traduisant une formation significative de pontage avec la L-Rm. La
séquence scramble n’étant pas censée reconnaitre la cible, une proportion importante de Gh
et Sp formés par I'attaque nucléophile de I'eau sur I'OG oxydée était espérée. Cela confirme
I'existence d’interactions non-spécifiques entre |'aptamere et la cible favorisant ainsi la

formation des pontages.

2.4. Digestion des oligonucléotides pontés

Afin de confirmer la position de la base impliquée dans le pontage avec la cible, des
échantillons pontés avec la Rm et préparés avec les séquences 18-2 et 18Scramble2 ont été
digérés a I'aide de la phosphodiestérase I, puis analysés par spectrométrie de masse MALDI-
TOF ((désorption ionisation laser assistée par matrice - temps de vol) en mode négatif. Cette
enzyme hydrolyse les oligonucléotides de I'extrémité 5’ vers la 3’. La Figure 46 présente le

spectre de I'’échantillon d’aptamere 18-2 ponté et digéré.
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Figure 46 : Spectre de masse MALDI-TOF de la séquence 18-2 pontée a la L-Rm et digérée par la phosphodiestérase Il
Les spectres de masse obtenus pour les 2 séquences pontées aprés 2h30 de digestion
montrent la perte de plusieurs nucléotides. La digestion enzymatique semble stoppée une
base avant la position de la 8-oxoguanine dans l'oligonucléotide de départ. Les travaux de
Romieu et al. ont montré que la digestion d’un oligonucléotide contenant un produit
d’oxydation de 'OG de forme spiro était stoppée juste avant cette base.'®* La géne stérique
au niveau de la base impliquée dans le pontage avec la L-Rm pourrait expliquer I'impossibilité

de I'enzyme de digérer la derniere base avant la position de I’'OG pontée.

Pour conclure, les analyses par électrophoreése capillaire et par HPLC-MS ont confirmé que
I’oxydation des séquences contenant une OG est quantitative dans les conditions testées et
s’accompagne de 'apparition de nouvelles espéces dont les masses correspondent a celles
des produits prévus d’apres la littérature : Gh et Sp en absence de cible et Gh-Rm et Sp-Rm en
présence de L-Rm. Cependant, les tests réalisés avec la séquence scramble contréle attestent
de I'existence d’interactions non-spécifiques significatives entre I’'aptamere poly anionique et
la cible dicationique, comme constaté dans le chapitre 2. Différentes stratégies ont alors été

mises en ceuvre afin de tenter de réduire ces interactions non-spécifiques.
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L’objectif principal du projet est d’exploiter la reconnaissance de la cible par I'aptameére
contenant une base 8-oxoguanine afin que cette derniéere soit attaquée par un site nucléophile
de la L-Rm a la suite de son oxydation, et ainsi créer un pontage covalent entre I'aptamére et
sa cible. La formation du pontage covalent entre ces 2 espéces est donc en théorie possible
grace a leur rapprochement lors de la complexation de la cible. Les analyses réalisées au cours
du chapitre précédent ont confirmé la possibilité de former des pontages covalents entre les
aptameres 18-2, 18-3 et 18-4 et la L-Rm grace a I'oxydation spécifique par un sel d’iridium de
leur base 8-oxoguanine. La formation du pontage avec la cible, qui est en compétition avec
I’addition d’une molécule d’eau formant les produits d’oxydation de I'OG (Gh et Sp) est donc
efficace. Des tests ont également été fait pour une séquence scramble contenant une OG.
L’absence de reconnaissance de la cible par cet oligonucléotide devrait limiter I'interaction de
la cible avec I'OG, et donc la formation de pontages avec celle-ci. Cependant, une formation
guantitative de pontage a été observée avec cette séquence, ce qui a confirmé |'existence

d’interactions non-spécifiques entre I'aptameére poly anionique et la cible cationique.

Ce chapitre se consacre donc aux différentes stratégies mises en place dans le but de réduire

ces interactions non-spécifiques.

1. Modifications des parametres expérimentaux

La premiéere approche a consisté a modifier différents paramétres expérimentaux tels que la

force ionique du tampon d’incubation, son pH ou sa composition.

1.1. Etude préliminaire sur les séquences de 18 bases

Les premiers tests ont consisté a augmenter la concentration de phosphate de sodium du
tampon d’incubation de 5 a 95 mM. Les interactions non-spécifiques étant slirement dues a
des interactions électrostatiques entre la cible chargée positivement et les groupement
phosphates de I'oligonucléotide, I'augmentation de la concentration en ions phosphate dans
le milieu devrait les diminuer grace a un phénoméne de compétition. Des échantillons
préparés avec les séquences 18-2 et 18Scramble2 (5 pM) exposées au sel d’iridium (25 uM)
en présence de cible (50 uM) dans 95 mM de phosphate de sodium sont analysés par HPLC-
MS (mode scan). Les spectres de masses obtenus pour les 2 séquences (non montrés) révélent
la présence de pontages avec la L-Rm comme attendu, mais également celle des produits

d’oxydation Gh et Sp. Ces derniers produits n’étaient pas détectés a 5 mM phosphate de
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sodium, ce qui laisse supposer que I'augmentation de la concentration en sel dans le tampon
se traduit par une diminution des interactions non-spécifiques. Ces premiers résultats sont

encourageants mais nécessitent d’étre approfondis.

L’étude par mesures d’anisotropie de fluorescence reportée dans le chapitre 2 ayant montré
gue le raccourcissement de 3 paires de bases au niveau de la tige de 'aptameére entraine une
perte d’affinité, il a été décidé de réaliser la suite des optimisations avec les séquences de 24

bases.

1.2. Etude sur les séquences de 24 bases

Les masses des especes présentes dans les échantillons préparés avec les séquences de 24
bases étant plus élevées qu’avec les séquences de 18 bases, les masses détectées par
spectrométrie de masse correspondent a leurs états de charge 4™ et 57, notés [M-4H]* et [M-

5H]> (Tableau 7).

Tableau 7 : Masses théoriques (Da) de I'aptamere de départ, des produits d’oxydation, de pontages avec la L-Rm et de leurs
états de charge 4 et 5~ pour les aptameres 24-1, 24-2, 24-3 et 24-4

Aptameére de départ Produits d’oxydation | Pontages avec L-Rm
Séquence 24-1 24-2,30u4 Gh Sp Gh-Rm Sp-Rm
M 7336,8 7353,8 7343,8 7369,8 7499,0 7525,0
[M-4H]* 1833,2 1837,5 1835,0 1841,5 1873,8 1880,3
[M-5H]> 1466,4 1469,8 1467,8 1473,0 1498,8 1504,0

Les analyses sont réalisées en mode SIM (single ion monitoring), ce qui signifie que des masses
choisies sont détectées par le spectrometre de masse. Une méthode semi-quantitative
(méthode 1 page 130) a été mise au point. Les proportions de pontages formés avec la L-Rm
par rapport au total de I'aptameére non oxydé et des pontages avec I'eau sont comparées en

fonction des conditions expérimentales appliquées.

1.2.1. Diminution de la concentration de cible
L'influence de la concentration de cible a tout d’abord été étudiée plus en détail. Des
échantillons ont donc été préparés avec 500, 50 ou 10 uM de cible (correspondant a 77 %, 25
% et 6 % de complexe aptamere/cible respectivement avec un Kgi-rm de 150 uM) en tampon
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200 mM phosphate de sodium pH 7,5 afin de révéler I'effet de ce parametre sur la proportion
de pontages formés avec la L-Rm pour les séquences 24-2, 24-3 et 24-4. Les analyses
précédentes par électrophorese capillaire et HPLC-MS avaient montré que les pontages avec

la L-Rm étaient formés méme avec 50 uM.

La méthode semi-quantitative 1 est appliquée et permet de révéler une baisse importante de
la proportion des Gh-Rm et Sp-Rm avec la diminution de la concentration de L-Rm pour les 3

séquences reconnaissant la L-Rm :

Tableau 8 : Proportions de pontages (%) avec la L-Rm par rapport aux autres especes détectées par spectrométrie de masse
en fonction de la concentration de cible ; Quantification sur les aires des états de charge 4- selon la méthode 1; écarts types

<4%
[L-Rm] ‘ 24-2 24-3 24-4 24Scramble 1
500 pM 73 66 72 73
50 pM 24 26 29 29
10 pM 10 11 10 10

Cette observation était attendue en raison de la diminution du pourcentage de complexe
formé entre I'aptameére et la cible. Les analyses sont ensuite faites avec une séquence
scramble de 24 bases contenant une OG et notée 24Scramblel. Des proportions de pontages
avec la cible et avec I'’eau similaires a celles obtenues avec les aptaméres 24-2 a 24-4 sont

mesurées pour cette séquence.

Une étude comparable a été effectuée en augmentant le pH du tampon d’incubation a 8,5
puis 9 afin de limiter la proportion de cible doublement cationique et donc de limiter les
interactions ioniques avec l'oligonucléotide. Elle a amené a des observations identiques

(résultats non montrés).

La diminution de la concentration de cible semble donc permettre de limiter la formation de
pontages covalents avec la cible. Cependant, I'impact de ce parameétre semble équivalent sur
les séquences reconnaissant ou non la L-Rm. |l est donc difficile de conclure si les baisses de

pontages observées sont dues a un impact sur les interactions spécifiques ou non-spécifiques.

1.2.2. Augmentation de la force ionique et du pH du tampon d’incubation

D’autres parametres expérimentaux ont ensuite été modifiés : la composition et le pH du
tampon d’incubation. Le premier peut permettre de stabiliser le complexe aptamére/cible en

modifiant la force ionique du milieu et de favoriser la reconnaissance de la L-Rm, comme cela
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a été constaté précédemment avec les 18 mer (page 99). Le deuxieme paramétre module les
proportions de cible mono et dicationique, et aide donc théoriquement a limiter les

interactions électrostatiques non-spécifiques avec |'oligonucléotide.

Les séquences 24-2, 24-3, 24-4, et 24Scramblel sont oxydées en présence de cible (50 uM)
par le sel d’iridium dans différents tampons a pH 7,5 : 100 mM phosphate de sodium, 200 mM
phosphate de sodium ou 100 mM phosphate de sodium + 100 mM NaCl. La méthode semi-

guantitative 1 est appliquée (Tableau 9).

Tableau 9 : Proportions de pontages (%) avec la L-Rm par rapport aux autres espéeces détectées par spectrométrie de masse;
Quantification sur les aires des états de charge 4- selon la méthode 1

Composition du tampon d’incubation 24-2 24-3 24-4 24Scramble 1
100 mM phosphate de sodium 41 40 45 42
200 mM phosphate de sodium 25 25 27 28
100 mM phosphate de sodium + 100 m NacCl 30 33 35 36

Les résultats indiquent que l'augmentation de la concentration de phosphate de sodium
entraine une baisse significative de la proportion de pontages avec la L-Rm (Gh-Rm + Sp-Rm)
d’environ 14 % pour les 3 aptameéres reconnaissant la cible. L’ajout de 100 mM de chlorure de
sodium aux 100 mM de phosphate de sodium diminue également ces pontages, mais de facon

moins significative.

Les échantillons sont également préparés dans ces 3 tampons a pH 8,5 et 9 afin d’étudier
I'influence de ce paramétre. Les analyses montrent que, contrairement a ce qui était attendu,
la hausse du pH n’est pas accompagnée d’une diminution significative des pontages avec la L-

Rm (résultats non montrés).

Les données obtenues pour les échantillons préparés avec la séquence 24Scramblel s’averent
trés proches de celles observées pour les 3 aptameres : la modification de la composition du

tampon d’incubation a un impact plus significatif que celle de son pH.

La modification de la composition du tampon d’incubation semble donc aider a réduire les
interactions non-spécifiques car la proportion de pontages de la séquence scramble avec la
cible, qui sont uniquement formés grace aux interactions électrostatiques non-spécifiques,
diminuent. Cependant, ces proportions restent du méme ordre de grandeur gu’avec les

aptameres reconnaissant la cible. De plus, les analyses par polarisation de fluorescence ayant
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montré des écarts d’affinités pour L-Rm en fonction de la position de la 8-oxoguanine, des
différences d’efficacité de pontages étaient attendues entre les aptameres 24-2, 24-3 et 24-4.
Cela n’a néanmoins pas été constaté lors des analyses. |l est donc possible que les interactions
spécifiques de reconnaissance aient été impactées par la modification de ces parametres

expérimentaux.

2. Ajout de compétiteurs

D’autres stratégies ont alors été mises en ceuvre. L'ajout de compétiteurs de la cible et de
I'aptamere a été réalisé. Cette étude a été réalisée dans le tampon 10 mM Tris-HCI, 100 mM
NaCl afin de se placer dans des conditions similaires a celles de I'étude d’affinités par
polarisation de fluorescence. Des tests rapides sont réalisés afin d’étudier dans quelle
proportion des pontages peuvent étre formés entre I'aptameére et le tris contenu dans le
tampon d’incubation. Une méthode semi-quantitative utilisant les aires des pics des
différentes especes d’intérét (aptameére non oxydé, produits d’oxydation Gh et Sp, pontages
avec le tris, pontages avec le compétiteur utilisé, pontages avec le L-Rm) a été développée
pour chaque compétiteur (méthodes 2 et 3 page 131) et appliquée a des échantillons préparés
avec la séquence 18-4 oxydée en absence et en présence de L-Rm (Tableau 10).

Tableau 10 : Proportions de pontages (%) avec le tris ou la L-Rm par rapport aux autres especes détectées par spectrométrie

de masse en absence et présence de L-Rm; Quantification sur les aires des états de charge 3- selon la méthode 2 adaptée a
un aptameére de 18 bases

[L-Rm] | opm 250 uM
Pontages Sp avec le tris 50 10
Gh-Rm + Sp-Rm 8 69

Les données obtenues montrent qu’en absence de cible, le pontage majoritaire a lieu avec le
tris. Aprés ajout de L-Rm, ceux avec la cible deviennent prédominants et il est donc possible

de travailler dans ce tampon.

2.1. Compétiteur négatif de ’ADN

L'ajout d’'un compétiteur poly anionique de I'aptamere a été testé afin de réduire les
interactions non-spécifiques avec la L-Rm. Un autre aptamére a été choisi : I'oligonucléotide

de 25 bases reconnaissant I'adénosine et I’AMP noté 25DA précédemment utilisé (Figure 23).

Des échantillons ont été préparés avec les séquences 24-2 a 24-4 oxydées en présence de cible
et avec des quantités croissantes de 25DA (jusqu’a 50 uM) dans un tampon 10 mM Tris-HCI
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pH 7,5 + 100 mM NaCl. Le compétiteur est ajouté apres environ 5 minutes de complexation
entre I'oligonucléotide reconnaissant la L-Rm et sa cible et avant I'oxydation. Des échantillons
ont été préparés de la méme facon et avec le méme compétiteur pour 2 séquences scramble
de I'aptameére reconnaissant la L-Rm et contenant une OG. La premiere est 24Scramblel,
utilisée plus tot dans cette partie, et la seconde est une autre séquence scramble de 24 bases

possédant une 8-oxoguanine en position 11 et notée 24Scramble2.

Les analyses de ces échantillons avec la méthode 1 montrent que I'augmentation de la
concentration en 25DA entraine une baisse de la proportion de pontages avec la L-Rm pour
toutes les séquences (Tableau 11). Elle reste cependant assez faible (9 % en moyenne) et du
méme ordre de grandeur que pour les séquences reconnaissant la L-Rm que pour les

scrambles.

Tableau 11 : Proportions de pontages (%) avec la L-Rm par rapport aux autres espéces détectées par spectrométrie de masse
en absence et présence de 25DA; Quantification sur les aires des états de charge 4-selon la méthode 1 ; écarts types <3 %

25DA ‘ 24-2 24-3 24-4 24Scramble 1 24Scramble 2
oum 83 81 84 81 74
50 uMm 74 71 75 73 66

2.2. Compétiteurs chargés positivement

Plusieurs compétiteurs cationiques de la cible ont alors été considérés. Les premiers sont des
polyamines. Ces espéces sont connues pour se lier non-spécifiquement a I’ADN®> et 3 d’entre-

elles classiquement utilisées ont été envisagées : la putrescine, la spermine et la spermidine

(Figure 47).
® H» @
HsN HaN ®
Putrescine Spermidine

O NN HW‘E@
HsN N @
Spermine
Figure 47 : Structures des polyamines envisagées a pH physiologique®®

L'’ADN d’Escherichia coli se lie par exemple de facon non-spécifique a la putrescine avec une

constante de dissociation de 1 mM.3° La spermine et la spermidine n’ont pas pu étre utilisées
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pour ce projet car les masses des produits de pontage avec ces molécules sont en partie

confondues avec celles des pontages avec la L-Rm, ce qui aurait perturbé leur quantification.

Le deuxieme compétiteur choisi est la L-alaninamide (Figure 48).

0]

NH;
NH,

[ -alaninamide

Figure 48 : Structure de la L-alaninamide a pH physiologique

Les deux compétiteurs sélectionnés possedent donc des similarités de structure avec la cible

L-Rm.

Des échantillons ont été préparés avec les séquences 24-2 a 24-4, 24Scramblel et
24Scramble2 oxydées en présence de cible et avec des quantités croissantes de chaque
compétiteur dans un tampon 10 mM Tris-HCl pH 7,5 + 100 mM NaCl. Ils sont préparés avec
un compétiteur a la fois. La concentration maximale de putrescine testée est de 2 mM, et celle

de L-alaninamide est de 5 mM.

Les aires des pics correspondant aux différentes espéces contenues dans le milieu sont
relevées et les méthodes semi-quantitatives 2 et 3 sont appliquées. Les 2 compétiteurs testés
permettent de diminuer la proportion des pontages entre la L-Rm et les séquences scramble
de facon plus significative que lors de l'ajout du compétiteur ADN (25DA) chargé
négativement. L'ajout de L-alaninamide (5 mM) entraine cependant une diminution plus
importante qu’avec 2 mM de putrescine (Figure 49). Ce compétiteur semble donc efficace
pour limiter les interactions non-spécifiques. Des constatations similaires peuvent étre faites
avec les aptameéres 24-2, 24-3 et 24-4. Les proportions de pontages avec la L-Rm restent
cependant proches pour ces 3 séquences, malgré les différences d’affinité pour la cible qui
avaient été constatées par polarisation de fluorescence. La séquence 24-3 semble cependant

subir une diminution plus importante.
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Proportions de pontages Gh-Rm + Sp-Rm (%)
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24-2 24-3 24-4 24Scramblel 24Scramble2

M Sans compétiteur W2 mM Putrescine  ®m 5 mM L-alaninamide

Figure 49 : Proportions de pontages (%) avec la L-Rm par rapport aux autres especes détectées par spectrométrie de masse
en absence et présence de putrescine et de L-alaninamide ; quantification sur les aires des états de charge 4~ selon les
méthodes 2 et 3

Les mémes échantillons ont été préparés dans un tampon plus basique (pH 8,5) afin de tenter
de combiner I'action des compétiteurs et la diminution de la proportion de cible doublement
chargée dans le milieu. Les résultats obtenus (non montrés) dans ce tampon montrent une
diminution encore plus significative de la proportion de pontages avec la L-Rm qu’a pH 7,5.
Cependant, les valeurs obtenues pour les 2 séquences scramble restent proches de celles des

aptameres reconnaissant la L-Rm et la variabilité des résultats est plus importante.

2.3. Etude de I'influence du pH du tampon d’incubation sur I'affinité pour la

cible

Afin de vérifier si 'augmentation du pH du tampon 10 mM Tris-HCI + 100 mM NacCl a une
influence sur les interactions spécifiques de reconnaissance de la cible par I'aptameére, une

étude par polarisation de fluorescence a été effectuée.

Le dosage inversé assisté par SSB développé dans le chapitre 2 a été appliqué a température
ambiante avec I'aptameére F24-1 dont I'extrémité 5’ est marquée par une fluorescéine. Les
courbes d’interaction entre cette séquence et la protéine ont été établies a pH 7,5, 8,5 et 9.

Les concentrations de SSB nécessaires pour obtenir des fractions d’aptameéres complexées a

106



Chapitre 4 : Stratégies mises en ceuvre afin de réduire les interactions non-spécifiques

la SSB proches ont été déterminées pour chaque pH, puis le dosage a été appliqué. Les
résultats obtenus permettent d’estimer I’évolution de [I'affinité pour la cible lors de
I'augmentation du pH : elle est diminuée d’un facteur 2,2 environ a pH 8,5, et d’un facteur 4,4

apHo.

Cette étude montre que I'augmentation du pH du tampon d’incubation tend a diminuer
I'affinité de I'aptamere pour la cible. La partie précédente a montré que la réduction de la
proportion de pontages avec la L-Rm est plus importante a pH 8,5 qu’a 7,5. Cette diminution
semble donc pouvoir étre attribuée en partie a la réduction des interactions spécifiques, en

plus de celle des non-spécifiques.

2.4, Effet du sel d’iridium sur la conformation de I'aptamere

Afin de vérifier que le sel d’iridium ne perturbe pas la conformation des oligonucléotides, et
donc la reconnaissance de la cible, la température de fusion (Tm) de I'aptamére 24-1 en
présence et en I'absence de 2 NHs*, IrClg> a été déterminée. En effet, la chauffe d’un
échantillon peut entrainer un changement de conformation des espéces qu’il contient, ce qui
se traduit par une modification de leurs propriétés d’absorbance. Il est alors possible d’obtenir
des informations sur la stabilité de leur structure secondaire. Des cycles successifs de chauffe
puis refroidissement peuvent étre appliqués aux oligonucléotides car leur dénaturation est
réversible, contrairement aux protéines. Au cours de ces manipulations, I'absorbance a 260

nm est mesurée en fonction de la température.'®’

Deux échantillons contenant I'aptamére 24-1 a 5 uM dans 10 mM Tris-HCl pH 7,5 et 100 mM
NaCl, sont préparés sans et avec 50 uM de [IrClg]>. Des cycles de chauffe et refroidissement
sont appliqués a ces échantillons et leur absorbance a 260 nm est suivie a I'aide d’un
spectrometre UV-visible. Les courbes obtenues pour les 2 échantillons sont de forme
sigmoide. La méthode des tangentes est appliquée afin de déterminer les Tm.'®’ Les résultats
obtenus permettent d’estimer la température de fusion de I'aptameére seul a 49,5 °C, ce qui
semble cohérent avec la littérature. Bishop et al. ont mesuré une Tn, d’environ 48,3°C grace a
cette technique en tampon 10 mM phosphate de sodium pH 6,5, 50 mM KCI. Ces 2 valeurs
sont également en accord avec la valeur de 49,6 °C prédite par I'algorithme de repliement de
I'ADN Mfold dans un tampon dont la force ionique est fixée a 60 mM. La Trm de 'aptamére

obtenue en présence du sel d’iridium est d’environ 49 °C.15!
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Ces résultats semblent indiquer que la structure en tige-boucle de I'aptameére n’est pas
affectée par la présence de (NHa):rCle. Cet oxydant ne semble donc pas perturber la

reconnaissance de la L-Rm.

Pour conclure, différentes stratégies ont été appliquées afin de réduire les interactions non-
spécifiques existant entre I'aptamére anti-L-argininamide et sa cible cationique. La diminution
de la concentration de cible s’est révélée efficace, mais dans une moindre mesure. La
modification de la force ionique du tampon d’incubation (phosphate de sodium) a également
eu un impact modéré sur la proportion de pontages avec la L-Rm. L’augmentation du pH des
tampons composés de phosphate de sodium n’a cependant pas eu |'effet escompté. L’ajout
d’un compétiteur de ’ADN a montré une diminution modérée de ces pontages. L'effet de
I’'ajout de compétiteurs cationiques s’est révélé plus efficace pour diminuer les pontages avec
la cible, notamment la L-alaninamide. Cependant, les proportions de pontages calculées pour
les 2 séquences scramble restent du méme ordre que pour les 3 aptameéres. Il est donc difficile
de conclure quant a la part de pontages formés via des interactions spécifiques ou non-

spécifiques.
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1. Matériel

1.1. Produits

La L-tyrosinamide (L-Ym), la L-argininamide (L-Rm), la L-arginine (L-R), la L-phénylalanine (L-F),
la L-tyrosine (L-Y), le sel d’iridium 2 NHa*, Ir(Cl)¢*, le tris(hydroxyméthyl)aminométhane (Tris),
le Na2HPOg4, le NaH2PO4, 2 H,0, I'EDTA, le polyoxyéthylene(10) octylphénol éther (Triton X-
100) et le DL-Dithiothréitol (DTT) ont été obtenus auprés de Sigma-Aldrich (Saint-Quentin,
France). Le NaCl et le MgCl,.6H,O ont été respectivement achetés chez Chimie-Plus
laboratoires (Bruyeres de Pouilly, France) et Fisher Scientific (Geel, Belgique). HCl et a été

fourni par Carlo Erba (Val de Reuil, France).

La solution commerciale de SSB d'Escherichia coli (masse molaire du tétramere : 76500 Da) a

été obtenue auprés de Thermo Fisher Scientific (Vilnius, Lituanie).

1.2. Aptameres

Les aptameres ont été synthétisés, purifiés par HPLC et identifiés par spectrométrie de masse
MALDI-TOF par Eurogentec (Angers, France). lls ont été marqués avec de la fluorescéine ou
du Texas Red par l'intermédiaire d'un lien hexylcarbone. Les différentes séquences utilisées et

leur appellation sont présentées ci-dessous.
> Aptameére reconnaissant la L-tyrosinamide!?>:130

23 5'-TGT GGT GTG TGA GTG CGG TGC CC -3'

> Aptameére reconnaissant la D-adénosine3®

25DA 5'- CCT GGG GGA GTATTG CGG AGG AAG G -3'
> Aptameére reconnaissant la L-argininamide?*

- Séquences de 24 bases :

24-1 5'-GAT CGA AAC GTA GCG CCT TCG ATC-3'

24-2 5'-GAT CGA AAC OGTA GCG CCT TCG ATC-3'
24-3 5'-GAT CGA AAC GTA OGCG CCT TCG ATC-3'
24-4 5'-GAT CGA AAC GTA GCOG CCT TCG ATC-3'
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24Scramblel 5'-ACC AGT TGC AOGC GAT CGA TGT CAC-3'
24Scramble2 5'-CGA TGG CCA GOGT ATC ACA CAT GCT-3'
24Scramble3 5'-CGA TGG CCA GGT ATC ACA CAT GCT-3'

- Séquences de 18 bases :

18-1 5'-CGA AAC GTA GCG CCT TCG-3'
18-2 5'-CGA AAC OGTA GCG CCT TCG-3'
18-3 5'-CGA AAC GTA OGCG CCT TCG-3'
18-4 5'-CGA AAC GTA GCOG CCT TCG-3'
18Scramblel 5'-CGG CCA GGT ACA CAT GTC-3'
18Scramble2 5'-CGG CCA GOGT ACA CAT GTC-3'

Les sondes fluorescentes marquées en 5’ sont nommeées « TRsonde » ou « Fsonde », et celles

en 3’ « SondeTR » ou « SondeF » selon le type de fluorophore (Texas Red ou fluorescéine)

1.3. Appareillages

2.4.1. Mesures d’anisotropies de fluorescence

2.4.1.1.  Théorie de la technique
L’anisotropie de fluorescence est une méthode de détection optique couramment utilisée
dans les essais utilisant les aptaméres. Elle utilise le fait que les fluorophores ont des directions
préférentielles pour I'absorption et I'émission de lumiére. Ces moments de transition se

situent le long de directions spécifiques a l'intérieur de la structure du fluorophore.

En solution homogene, les fluorophores, et donc leurs moments de transition, sont tous
orientés de maniere aléatoire a I'état fondamental. Lorsqu'ils sont exposés a une lumiere
polarisée, ceux dont le moment de transition d'absorption est orienté parallelement a I'axe
du vecteur électrique de la lumiere incidente seront préférentiellement excités. Ce
phénoméne est appelé photosélection. La population de |'état excité est donc partiellement
orientée. Les molécules excitées peuvent ensuite réémettre une lumiére dans la direction de

leur moment de transition d’émission. Cette lumiere émise est alors plus ou moins dépolarisée
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selon différents phénomeénes (Figure 50). La diffusion rotationnelle et les mouvements locaux
du fluorophore peuvent étre des causes de dépolarisation. La diffusion rotationnelle est

fonction de la viscosité du solvant et de |la taille et de la forme de la molécule en rotation.

Polariseur Lumiére émise plus

OouU Moins
dépolarisée
* * o« 4

< >

R —_ —_— —_—

v v

Lumiére incidente Lumiére incidente Analyte marqué
dépolarisee polarisée par un
fluorophore

Figure 50 : Principe simplifié d'une analyse par anisotropie de fluorescence
Des mesures d’anisotropie de fluorescence (FA), notée r (Equation 10), ou de polarisation de
fluorescence (FP), notée p (Equation 11), peuvent révéler le degré de polarisation de cette
lumiére émise. Ces deux grandeurs sont liées (Equation 12) et peuvent étre calculées apres
mesure de l'intensité de la lumiére émise polarisée dans la méme direction que I'excitation

(/) et dans une direction perpendiculaire (I1) :

Equation 10 : Expression de I’anisotropie de fluorescence r

-
I,+21;

Equation 11 : Expression de la polarisation de fluorescence p

I,—1

p:—
I, + I

Equation 12 : Relation entre la polarisation p et I'anisotropie r de fluorescence

3r

Py

Ces grandeurs sont sans dimension. La FA est normalisée par rapport a I'intensité totale (I, +
2 11) alors que la FP I'est par rapport a l'intensité de fluorescence dans la direction
d’observation. En I'absence d’artefacts, |’anisotropie mesurée est donc indépendante de la
concentration du fluorophore. L'utilisation de la FA est ainsi généralement préférée car les

calculs qui en découlent sont simplifiés. Par exemple, si I’échantillon analysé contient plusieurs
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especes fluorescentes, la valeur moyenne de FA mesurée sera la somme des anisotropies de

fluorescence rides différentes especes, chacune pondérée par sa fraction f; :

Equation 13 : Expression de I’anisotropie de fluorescence d’un mélange contenant plusieurs espéces fluorescentes
r= E firi
i

Il est également possible d’utiliser la formule de Perrin selon laquelle la fluorescence a I'état

stationnaire dans le cas ou le fluorophore est assimilé a une sphere peut étre calculée par :

Equation 14 : Formule de Perrin modifiée pour I'expression de I'anisotropie de fluorescence a I’état stationnaire

To
r =
1+

| 2

avec ro I'anisotropie de fluorescence fondamentale, t le temps de vie de I'état excité et 6 le

temps de corrélation rotationnelle.

O peut aussi étre décrit par :

Equation 15 : Expression du temps de corrélation rotationnelle ©

nv

0 =-1—

RT
avec n la viscosité de la solution, V le volume de la molécule en rotation, R la constante des
gaz parfaits et T la température. Ainsi, la taille de la molécule affecte la polarisation de la

lumiére émise.

Une petite molécule fluorescente (Figure 51 a gauche) a une rotation rapide. Le plan
d’émission de la lumiére sera donc différent de celui de la lumiéere incidente. L’émission sera
donc dépolarisée et la valeur de r restera faible. Lorsque I'on considére un analyte de masse
plus importante (Figure 51 a droite), le plan d’émission est moins modifié car la rotation est
plus lente. La valeur d’anisotropie r sera donc plus élevée. Cela explique en partie pourquoi
I'anisotropie augmente lorsqu’un petit analyte se lie a3 une molécule de volume moléculaire

plus élevé 2146168
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Lumiére émise
polarisée

Lumiére émise
dépolarisée

—

C

Rotation rapide ’
Rotation lente

Figure 51 : Emission de lumiére polariséepour une petite molécule (& gauche) et pour une molécule de taille plus importante
(a droite), toutes les deux marquées par un fluorophore

Afin de réaliser des mesures précises du degré de polarisation de la lumiere émise par des
molécules fluorescentes, il est nécessaire de connaitre et prendre en compte les erreurs
systématiques induites par le montage optique et les détecteurs utilisés. Ces erreurs sont
combinées dans un paramétre appelé le facteur G. Celui-ci peut étre déterminé grace aux

instructions du fournisseur de I'appareil de mesure.%°

2.4.1.2. Matériel utilisé

» Principe du lecteur de microplaques

Les mesures d’anisotropie de fluorescence sont réalisées a I'aide d’un lecteur de microplaques
Infinite® F500 de la marque TECAN.'0 La température a l'intérieur de I'appareil peut étre

fixée. Les microplaques noires de chez Greiner utilisées contiennent 96 puits.

Pour des mesures de polarisation (ou anisotropie) de fluorescence, le systéme optique est
composé de 3 parties principales : une source de lumiére, des optiques de fluorescence et un

détecteur (Figure 52).

3) Détecteur

1) Source de
lumiére

- \- Miroir
N

Condenseur Filtre Polariseur

2) Optiques de

Objectit fluorescence

Microplaque

Figure 52 : Principe du lecteur de microplaques Infinite® F500 (adapté del”?)
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La source de lumiére est une lampe flash (lampe a arc au Xénon), suivie d’'un condenseur
optique. Des filtres passe-bande permettent de sélectionner une plage de longueurs d’onde.
La lumiére monochromatique est alors partiellement réfléchie par un miroir semi-transparent

et focalisée vers la microplaque grace a un objectif.

Les mesures réalisées au cours de ce projet sont faites sur le dessus des microplaques. La
lumiére émise passe a nouveau par le miroir semi transparent apres avoir été focalisée par
I'objectif. La position de cet objectif, nommée « z-position », est ajustée par I'appareil afin de
maximiser le rapport signal/bruit. La lumiére arrive alors au détecteur. Pour des mesures
d’anisotropie (ou polarisation) de fluorescence, la lumiere émise doit étre détectée
parallelement et perpendiculairement a la direction d’excitation (Equation 9). Deux filtres,
chacun précédé d’un polariseur (I'un orienté perpendiculairement a la direction d’excitation

et I'autre parallélement) sont donc placés sur le chemin de la lumiére.

Le détecteur est un tube photomultiplicateur. Celui-ci permet la détection de lumiére de faible
intensité. Il est possible de régler son gain afin d’agir sur I'amplification de la conversion de la
lumiére en courant électrique. Ce gain est déterminé expérimentalement selon les

recommandations du fournisseur.
> Paramétres utilisés

Les différents parametres utilisés lors des mesures d’anisotropie de fluorescence sont
résumés dans le Tableau 12. lls sont adaptés au type de fluorophore considéré. Les filtres
d’excitation et d’émission sont différents pour le Texas Red et la fluorescéine. Latransparence
du miroir peut étre modulée grace a des miroirs dichroiques. Ceux-ci réfléchissent la quasi-
totalité de la lumiére d’excitation et transmettent la majeure partie de la lumiére émise mais
seulement pour des gammes réduites de longueurs d’onde. La z-position est ajustée sur un

échantillon composé seulement de sonde fluorescente dans I'eau.

Tableau 12 : Paramétres utilisés pour les mesures d’anisotropie de fluorescence en fonction du fluorophore

Texas Red Fluorescéine
Longueur d’onde d’excitation | 585+ 20 nm 485 + 20 nm
Longueur d’onde d’émission 635+ 30 nm 535+ 25 nm
Transparence du miroir 50 % Automatique
Facteur G 0,90 0,98
Gain Optimal Optimal
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La température a l'intérieur de I'appareil est réglée a 25 °C pour toutes les lectures.

2.4.2. Electrophorése capillaire

2.4.2.1.  Théorie de la technique
L’électrophorese capillaire (EC) est une technique analytique de séparation de composés en
phase liquide (Figure 53). Elle présente les avantages d’étre rapide, quantitative, reproductible
et automatisable. La séparation est réalisée dans un capillaire de quelques dizaines de
centimetres de longueur et de quelques dizaines de micrométres de diamétre interne rempli
d’électrolyte. Chaque extrémité est plongée dans un flacon contenant I'électrolyte, aussi
appelé tampon de migration. Une électrode reliée a un générateur de haute tension est

plongée dans chaque flacon.

Fenétre de

O détection

Anode Cathode

Figure 53 : Principe de I’électrophorése capillaire

L'injection de I’échantillon peut étre hydrodynamique, par exemple a I'aide d’une surpression
imposée dans le flacon contenant I'échantillon, ou électrocinétique en appliquant une
tension. Lorsqu’une tension de quelques dizaines de kV est appliquée aux extrémités du
capillaire, un champ électrique longitudinal est généré et va entrainer la mise en mouvement
des analytes. lls migreront a des vitesses différentes en fonction de deux phénomenes : la
migration électrophorétique et I'écoulement électroosmotique. La séparation des composés
peut étre influencée par différents parametres tels que leur rapport charge sur taille, leur
hydrophobicité, leur chiralité, ou leur point isoélectrique.l’! L’application d’un champ
électrique plutot qu’un champ de pression pour séparer les analytes permet de limiter leur

diffusion. La détection est réalisée a une extrémité du capillaire au niveau d’une fenétre de
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détection. Le mode de détection le plus classique est la spectrophotométrie d’absorption UV

mais il est également possible d’utiliser la spectrométrie de masse'’? ou la conductimétrie.
» La migration électrophorétique

Le premier phénomene a |'origine de la différence de vitesse de migration entre les composés
est la migration électrophorétique. Elle représente le déplacement d’'une espéce chargée sous
I'action d’un champ électrique. Cette grandeur résulte de I'équilibre s’établissant entre les
forces de friction et la force électrostatique subies par I'analyte lorsqu’une vitesse constante
est atteinte. Deux espéces subissant des forces de friction différentes ou ayant des charges
différentes seront donc séparées au cours de leur migration dans le capillaire. Les forces de
friction dépendent de la taille et de la forme de I'analyte, ainsi que de la viscosité du milieu de

séparation. La mobilité électrophorétique peut donc étre exprimée par I’Equation 16 :

Equation 16 : Expression de la mobilité électrophorétique i,

q

Hep = 6mnnr

avec Hep €n m2V-1sl, g la charge de I'ion en C, r son rayon hydrodynamique solvaté en m et n
la viscosité de I'électrolyte en Pa.s. Cette grandeur sera donc positive pour un cation et
négative pour un anion. Un ion solvaté de charge importante aura donc une mobilité

électrophorétique plus importante qu’un ion de charge moins grande.

Il est possible de définir la vitesse électrophorétique vep (m.s™, Equation 17) comme le produit
de la mobilité électrophorétique et du champ électrique E en V.m™ (égal au ratio de la tension

appliquée aux extrémités du capillaire sur sa longueur totale).

Equation 17 : Expression de la vitesse électrophorétique ve,

Vep = Mep X E

Le pH de I'électrolyte peut influencer la vitesse électrophorétique de certains composés car il

agit sur leur degré de dissociation et leur charge.'’*
» La migration électroosmotique

Le deuxieme phénoméne a l'origine de la différence de vitesse de migration entre les

composés est appelé mobilité électroosmotique. Celui-ci est dli a I’écoulement de I'électrolyte
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a I'intérieur d’un capillaire portant des groupements chargés a sa surface lorsqu’une tension

est appliquée a ses extrémités.

Les capillaires utilisés sont généralement en silice fondue et possédent donc des groupements
silanols -SiOH a leur surface. Ces groupements sont des acides faibles et peuvent étre
déprotonés lorsque le pH de I'électrolyte devient supérieur a 2. Sous la forme silanolate -SiO
, la surface interne du capillaire devient alors négative. Des cations présents dans I'électrolyte
s’adsorbent donc sur cette surface et créent ainsi une double-couche. Lors de I'application de
la tension, ces cations vont se déplacer dans le capillaire vers I'électrode négative appelée
conventionnellement cathode en EC. Les autres composés présents dans I'électrolyte sont

alors eux aussi entrainés par cet écoulement électroosmotique.

La mobilité (peo) et la vitesse (veo) électroosmotiques, égales pour tous les composés, peuvent

étre exprimées par les équations suivantes :

Equation 18 : Expression de la mobilité électroosmotique pieo

51‘505
n

Heo = —

avec en Heo en m2V-ist T le potentiel zeta de la paroi en V, n la viscosité de I'électrolyte en

Pa.s, & la permittivité relative du milieu sans unité et go la permittivité du vide F.m™.273

Equation 19 : Expression de la vitesse électroosmotique Veo

Veo = Heo X E

Le pH de I"électrolyte influence la vitesse électroosmotique des composés car il agit sur la
proportion de groupements silanolates, et donc sur la charge de la surface interne du
capillaire. Lorsqu’il est plus basique, la proportion de silanolates devient plus importante donc
la charge surfacique et la mobilité électroosmotique augmentent. La force ionique de
I’électrolyte peut également impacter la mobilité électroosmotique. Une augmentation de la
force ionique s’accompagne d’une diminution de I'épaisseur de la double couche et de Ila

mobilité électroosmotique.

Le bilan des phénomeénes de transport subis par un ion permet d’exprimer sa vitesse

apparente Vapp selon I’Equation 20 :
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Equation 20 : Expression de la vitesse apparente d’un composé Vap,
Vapp = (Uep + p—eo) XE = Hgpp X E avec Ugpp = Hep T Heo
» L'électrophorese de zone

Un grand nombre de modes de séparation par électrophorese capillaire ont été développés.
La chromatographie électrocinétique (EKC) s’appuie sur une dimension supplémentaire de
séparation des analytes : des interactions entre les analytes d’intérét et des composés ajoutés
a I'électrolyte. Dans le cas de la chromatographie électrocinétique micellaire, des tensioactifs
sont ajoutés dans I’électrolyte a une concentration supérieure a leur concentration micellaire
critique afin qu’ils forment des micelles. L'ajout de cyclodextrines permet quant a lui de
réaliser des énantioséparations de composés. L'électrophorese sur gel utilise un capillaire
rempli d’un gel jouant le réle de tamis et permet donc la séparation de composés selon leur

taille.1”3

L’électrophorése de zone (CZE), utilisée dans ce projet, est un mode de séparation assez
simple qui utilise un capillaire rempli d’électrolyte au sein duquel les especes sont séparées

selon les seuls effets des migrations électrophorétique et électroosmotique :

Le flux électroosmotique est en général dirigé vers la cathode (électrode négative) et est subit
de facon égale par toutes les espéces. Le détecteur est donc placé proche de cette extrémité
alors que l'injection est réalisée au niveau de I'extrémité anodique. La séparation est ainsi
influencée par les parametres de I'électrolyte comme son pH ou sa force ionique. A charge
nette égale, une espéce de plus petite taille sera soumise a une vitesse électrophorétique plus
élevée qu’une espéce de rayon plus important.l’! Les espéces de charge nette négative
subissant une mobilité électrophorétique dirigée vers I'anode positive, ces espéces seront
donc entrainées vers la cathode ou I'anode en fonction de la direction de leur vitesse
apparente. La mobilité électrophorétique des espéces de charge nette positive est quant a

elle dirigée dans la méme direction que I'écoulement électroosmotique.
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Figure 54 : Principe de séparation d’espéces chargées ou non par électrophorése de zone CZE
Un capillaire dont la paroi interne est recouverte d’alcool polyvinylique (PVA) a été utilisé au
cours de ce projet. Ce revétement permet de limiter les interactions entre le soluté et les
parois du capillaire. Dans ce type de capillaire, les espéces ne migrent que grace a leur mobilité

électrophorétique car le flux électroosmotique est supprimé.
» Le détecteur UV

Un détecteur classiquement utilisé avec I'EC est le détecteur UV-visible car beaucoup
d’espéces absorbent a des longueurs d’ondes correspondant a ces domaines (d’environ 190 a
800 nm). Le choix du tampon de migration utilisé pour la séparation doit étre fait de facon
gu’il n’absorbe pas a la longueur d’onde de détection des analytes. Les premiers détecteurs
UV-visible assuraient une détection a une longueur d’onde fixe. Des détecteurs a longueur
d’onde variable ont donc été introduits et permettent d’envoyer une longueur d’onde choisie
au travers de la cellule de mesure. Celle-ci est sélectionnée grace a une fente a partir de la
lumiére générée par une lampe au deutérium. Les détecteurs a réseau de photodiodes (PDA)
présentent quant a eux le méme chemin optique que les détecteurs précédents, mais la

lumiére est répartie sur un réseau de photodiodes apreés avoir traversé la cellule de mesure.’4

2.4.2.2.  Matériel utilisé
Une électrophorése Agilent a été utilisée. Le capillaire utilisé est un capillaire PVA a bulle de
longueur totale égale a 64,5 cm et de 50 um de diamétre interne. Sa longueur effective, c’est-
a-dire la distance entre I'entrée et la fenétre de détection est de 56 cm. La température de la

cassette contenant le capillaire est fixée a 20 °C. La tension appliquée est de -25 kV. L’injection
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hydrodynamique est réalisée grace a I'application d’une pression de 50 mbar pendant 32

secondes. La détection est faite a I’aide d’un détecteur a barrettes de diodes a 254 nm.

2.4.3. HPLC-MS

2.4.3.1. Théorie de la technique

» La chromatographie liquide haute performance

La chromatographie liquide haute performance (HPLC) est une méthode analytique trés
répandue et utilisée dans de nombreux secteurs d’activités. Elle est par exemple employée

pour I'analyse de matrices environnementales!’>, pharmaceutiques'’® ou agroalimentaires'”’.

Ce systeme est constitué de différentes parties, permettant la séparation des composés

jusgu’a leur détection : une ou plusieurs pompes, un injecteur, une colonne et un détecteur

(Figure 55).
Détecteur
Injecteur Colonne
), 4 ’;r\_
Mélangeur gt
Chromatogramme
Pompes ® —
1 Il
Solvants Poubelle

Figure 55 : Systeme classique de chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

Des pompes haute pression permettent le pompage des solvants depuis des réservoirs, ainsi
qgue leur introduction dans le systéme a un débit spécifique (généralement de I'ordre de
guelques micro a quelques millilitres par minute) aprés avoir été mélangés. Les solvants sont
dégazés avant d’étre introduits dans le circuit. Il existe deux modes différents concernant
I’évolution de la composition de cette phase mobile au cours de I'analyse : le mode gradient
et le mode isocratique. Au cours d’une analyse avec le premier mode, la concentration des
constituants du mélange d’éluant évolue alors qu’elle reste constante pour le mode
isocratique. Des solvants organiques, généralement de I'acétonitrile ou du méthanol dans

I’eau, sont employés.162

Le deuxiéeme composant d’'une HPLC est I'injecteur. Il permet I'introduction de I’échantillon a

analyser dans le flux continu de la phase mobile, généralement a I'aide d’une boucle
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d’injection. La phase mobile transporte les analytes jusqu’a la colonne. Les vannes 6 voies

permettant le chargement d’une boucle, puis I'injection dans le systeme sont trés utilisées

La séparation a alors lieu dans une colonne contenant une phase stationnaire choisie. La
colonne est généralement constituée d’acier inoxydable inerte et résistant aux fortes
pressions. Les analytes entrent par une extrémité, sont séparés en fonction de leur affinité
pour les phases mobile et stationnaire, puis ressortent avant d’étre élués jusqu’au détecteur.
Les colonnes font le plus souvent 15 a 25 cm de long, avec un diamétre interne de |'ordre de
1 a6 mm. ll existe un tres grand nombre de phases stationnaires commercialisées et adaptées
aux différents analytes. Une des plus courante, nommée C18, est composée de silice greffée
avec des chaines alkylées de 18 atomes de carbone. Cette phase organique est donc apolaire
et permet la séparation, dite en phase inverse, d’'un grand nombre de composés. Une
séparation en phase normale est faite grace a une colonne contenant de la silice non modifiée,

ou greffée avec des groupements polaires (par exemple NH3).

Un détecteur ou plusieurs détecteurs assurent enfin la détection des analytes. L'HPLC peut
étre couplée avec une trés grande variété de détecteurs spectroscopiques (UV-visible,
fluorescence...), électrochimiques (ampérométrique, conductimétrique...) ou avec un

spectrométre de masse selon les performances analytiques désirées et le type d’analyte.’*

Les différentes parties du systéme sont reliées entre elles grace a des tubulures.’817°
» La spectrométrie de masse

Un détecteur tres fréguemment utilisé apres une HPLC est le spectrometre de masse (MS).
Celui-ci permet d’obtenir des informations qualitatives de structure (masse moléculaire) et
guantitatives (concentration) sur les analytes d’intérét aprés leur conversion en ions. Ce
détecteur trie les molécules selon leur rapport masse sur charge (m/z). Il se compose de trois

parties principales : la source d’ionisation, I'analyseur et le détecteur.

Les molécules d’intérét sont tout d’abord introduites dans la source d’ionisation. Cette partie
du systéme a pour but de vaporiser et d’ioniser positivement ou négativement les composés.
De trés nombreuses sources existent. Elles peuvent étre douces, c’est-a-dire qu’elles
produisent des ions avec un nombre pair d’électrons et donc relativement stables. Elles sont
souvent utilisées afin de vérifier la présence d’'une molécule dans un échantillon. L’ionisation
chimique sous-vide (ClI) ou a pression atmosphérique (APCI) et I'ionisation par électrospray
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(ESI) sont des sources douces couramment utilisées. Les sources dures génerent quant a elle
des radicaux instables qui pourront ensuite se fragmenter, et ainsi aider a la détermination de
structure. L’ionisation par impact électronique (El), la spectrométrie a plasma a couplage

inductif (ICP) sont considérées comme dures.!80.181

Les molécules ionisées sont ensuite dirigées vers un analyseur dont le role est de les séparer
en fonction de leur rapport m/z. Le quadripdle est un analyseur largement employé.!®
D’autres analyseurs sont également courants, comme le temps de vol (TOF) ou les trappes

d’ions (exemple I'Orbitrap®).

Le détecteur permet enfin de convertir le courant ionique recu en signal et d’obtenir des
spectres de masses représentant l'intensité relative des différentes especes détectées en
fonction de leur rapport masse sur charge. Le faisceau d’ion peut étre converti en électrons,
puis amplifié par un électromultiplicateur. Il est également possible de convertir les électrons
formés en photons grace a un scintillateur, qui sont ensuite envoyés dans un

photomultiplicateur.8

2.4.3.2. Matériel utilisé
La chromatographie en phase inverse avec une colonne C18 en mode de suppression d’ions a
été utilisée au cours de ce projet. Les analyses par HPLC-MS ont été réalisées a I'aide d’une
chaine HPLC, d’un détecteur Uv-visible et d’'un spectrométre de masse Triple Quad 6500* de
chez SCIEX. La chaine HPLC est composée d’'une pompe, d’un injecteur thermostaté, d’un four

a colonne et d’un détecteur a barrettes de diodes.

La colonne HPLC utilisée est une C18 Macherey Nagel de 10 cm de long et 2 mm de diamétre
interne. La phase stationnaire est composée de particules core-shell de 2,7 uM. La
température du four est fixée a 40 °C. Le volume d’échantillon injecté est de 5 pL. Les 2 éluants
utilisés pour la phase mobile sont le TEAA 5 mM dans I'eau (éluant A) et I'acétonitrile (éluant

B). Le gradient utilisé est résumé dans le Tableau 13. Le débit est fixé a 0,35 mL/min.
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Tableau 13 : Gradient utilisé pour les analyses par HPLC-MS

Temps (min) | Concentration de I’éluant A Concentration de I’éluant B
0,00 100 0
7,00 70 30
7,10 30 70
8,00 30 70
8,10 100 0
11,00 100 0

La détection UV-visible est réalisée a 254 nm.

Le spectrometre de masse utilisé est équipé d’une source ESI et d’'un analyseur quadripolaire.
L'analyte est introduit dans la source a pression atmosphérique dans un capillaire et une
tension élevée est appliquée entre la sortie et I'entrée de ce capillaire. La taille des gouttes
diminue grace a I'’évaporation du solvant augmentant la densité de charge a leur surface et
menant a leur explosion. Les ions désolvatés en phase gazeuse sont alors envoyés a

I’analyseur.18418>

L’analyseur quadripolaire est composé de 4 barres paralleles et au sein desquelles sont
appliquées une tension oscillante. Les barres opposées sont au méme potentiel, et les 2 autres
ont un potentiel opposé. Selon la tension appliquée, certains ions vont rentrer en résonnance
et auront une trajectoire stable leur permettant de traverser le séparateur de masse et d’en
sortir avant d’étre dirigés jusqu’au détecteur. D’autres seront perdus en passant entre les
barres ou en les heurtant (Figure 56).1%2 La détection est faite en mode négatif. Les données

sont exploitées grace au logiciel Analyst.

Quadripdle

Détecteur

Trajectoire stable

Trajectoire instable

Source d’ions

Figure 56 : Schéma d’un quadripéle (adapté dels)

Les paramétres du spectrometre de masse utilisés sont :
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- Source temperature: 300 °C

- lon spray voltage: - 4500V

- Declustering potential: - 120 V
- Entrance potential: - 10V

- lonsource gas 1: 35

- lonsource gas 2: 35

2.4.4. Mesures de températures de fusion

Afin de mesurer la température de fusion Tm d’un oligonucléotide, I'absorbance de

I’échantillon est mesurée a 254 nm alors qu’il subit des cycles de chauffe et refroidissement.

Un spectrométre UV-visible Varian Cary 400 thermostaté a été utilisé pour ces mesures de

température de fusion.

2. Méthodes

Les différents stocks d'aptameéres ont été préparés dans de |'eau pure et conservés a -20 °C.
Avant utilisation, les solutions d’aptaméres ont été dénaturées pendant 5 minutes a 80 °C,
puis laissées a température ambiante pendant 30 minutes. Une solution « AX » correspond a
une solution A fois concentrée. Sauf mention contraire, les manipulations sont faites en

duplicats de duplicats.

2.1. Mesures d’anisotropies de fluorescence

Les puits correspondants aux blancs sont remplis de 100 uL de tampon 1X utilisé au cours des

manipulations considérées.

La solution commerciale de SSB (66 uM dans son tampon de stockage 50 mM Tris-HCl pH 7,5,
200 mM NacCl, 0,1 mM EDTA, 1,0 mM DTT et 50% de glycérol) est stockée a -20 °C. Pour les
essais, cette solution de protéine est tout d'abord diluée 733 fois dans une solution aqueuse
contenant du DTT (1,5 mM) et du Triton-X100 (0,06%). La concentration finale en protéine SSB
est de 90 nM. Cette solution est préparée juste avant utilisation. Toutes les concentrations en

SSB correspondent a celles du tétramére de masse molaire 76500 Da.
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2.1.1. Dosage direct
Le dosage direct a été réalisé pour I'aptamére F24-1 dans un tampon composé de 5 mM
phosphate de sodium a pH 7,5. Pour cela, la solution d’aptamere (80 uL a 37,5 nM dans un
tampon 1,25X) préalablement dénaturée est incubée avec des concentrations croissantes de
cible L-Rm 5X (20 uL) dans une plaque 96 puits. Le volume total des échantillons est donc de
100 pL. Apres environ 5 minutes d’incubation, la mesure d’anisotropie de fluorescence est
réalisée dans le lecteur de microplaques. Les échantillons contiennent alors 30 nM d’aptamere

et la L-Rm en concentration croissante, de 0,01 a 1 mM. lls ont été préparés en duplicats.

2.1.2. Courbe d’interaction aptamere/cible
Différentes courbes d’interaction aptameére/cible ont été tracées. Pour cela, I'oligonucléotide
(100 pL a 20 nM dans un tampon 2X ou 50 pL a 40 nM dans un tampon 4X) est incubé avec
des volumes croissants de SSB dans des tubes individuels pendant au moins 5 minutes. De
I’eau est ajoutée afin d’atteindre un volume final de 200 uL. 100 pL de chaque échantillon ont
ensuite été transférés dans les puits de la microplaque pour lecture dans le lecteur. Les
concentrations finales de SSB varient jusqu’a 36 nM selon les séquences et conditions

utilisées. Celle de I'aptamere est de 10 nM en tampon 1X.

Les échantillons ayant pour objectif d’étudier I'effet de 'augmentation du pH 10 mM tris-HCI

+ 100 mM NaCl (page 106) ont été préparés en duplicats.

2.1.3. Dosage classique
Le dosage classique assisté par SSB (Figure 26) est appliqué en incubant dans un premier
temps I'aptamere avec la protéine SSB en concentration souhaitée pendant 5 minutes dans
des tubes individuels. La cible est alors ajoutée (50 pL de solution 4X) en concentration
croissante. Apres 5 minutes, 100 uL de chaque échantillon est transféré dans la microplaque
pour lecture. La concentration finale en aptameéere est de 10 nM en tampon 1X et les

concentrations de cible L-Ym varient entre 0 et 99,9 uM.

2.1.4. Dosage inversé

Le dosage inversé assisté par SSB (Figure 29) est effectué en incubant d’abord I'aptamére avec

sa cible, avant I'ajout de protéine.
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Pour cela, I'oligonucléotide (100 pL a 20 nM dans un tampon 2X ou 50 pL a 40 nM dans un
tampon 4X) est incubé avec la cible 4X (50 pL) en concentration croissante dans des tubes
individuels (et une quantité ajustée d’eau est ajoutée). Apres 5 minutes, le volume adapté de
SSB est introduit dans chaque tube a I'aide d’une pipette multicanaux. Le volume final des
échantillons est donc de 200 L. Cette pipette est a nouveau utilisée pour transférer 100 pL
de chaque dans une microplaque et la lecture est effectuée 120 (a température ambiante) ou

90 secondes (a basse température) aprés I'ajout de la protéine.

La différence d’anisotropie rssg — rr est déterminée a I'aide d’un échantillon ne contenant que

I'aptamere dans son tampon 1X.

2.1.5. Manipulations a basse température
Certaines manipulations ont été répétées a basse température dans une chambre froide dont
la température est contrélée et comprise entre 2 et 4 °C. Tout le matériel utilisé pour la
préparation des échantillons a été placé la veille des manipulations dans cette piece afin
d’atteindre I'équilibre thermique. Les solutions d'aptameéres sont placées dans cette piece
directement apres leur dénaturation de 5 min a 80 °C et toutes les étapes de préparation y

ont été effectuées jusqu'a la lecture dans le lecteur de microplaques réglé a 25 °C.

2.2. Détection des produits d’oxydation et de pontages par électrophorése

capillaire

Avant toute analyse, le capillaire est rempli de tampon de migration. Chacune des deux
extrémités trempe dans un flacon contenant ce tampon. Le contenu des flacons est changé

entre deux analyses.

2.2.1. Mise au point de conditions d’analyse

2.2.1.1.  Tampon de migration
Pour la mise au point de la composition du tampon de migration, un échantillon contenant
I'aptameére 18-4 a 5 uM, 5 mM de L-Rm, 100 uM de 2 NH4*, IrCl¢? et 1 mM EDTA pH 8 dans 5
mM phosphate de sodium pH 7,5 est analysé. Pour cela, 'aptameére a 20 uM est dénaturé
dans le tampon d’incubation 4X a 80 °C pendant 5 minutes puis laissé 30 minutes a
température ambiante. A 10 pL de cette solution sont ajoutés de I'eau ultrapure. L'échantillon

est mélangé avec la cible L-Rm (4 uL a 10 mM). Aprées 5 minutes de complexation, I'oxydant (4
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uL a 1 mM) est ajouté, puis apres 15 minutes, 'EDTA pH 8 (4 pL a 10 mM) I'est également. Le
volume total de I"échantillon est donc de 40 pL. L’échantillon est ensuite analysé et les
compositions testées pour le tampon de migration sont : 20 mM phosphate de sodium pH 7,5
ou 20 mM phosphate de sodium pH 7,5 + 50 mM NaCl. La composition conservée pour les

prochaines analyses est la deuxieme.

2.2.1.2.  Tampon d’incubation
Un échantillon contenant 'aptamére 18-2 a 5 uM, 5 mM de L-Rm, 100 puM de 2 NH4*, IrClg* et
1 mM EDTA pH est préparé dans différents tampons d’incubation. Le méme protocole de
préparation que pour le choix du tampon de migration est utilisé. Seule la composition du

tampon d’incubation est différente et celles testées (1X) sont :

- 5 mM phosphate de sodium pH 7,5

- 20 mM phosphate de sodium pH 7,5

- 95 mM phosphate de sodium pH 7,5

- 5 mM phosphate de sodium pH 7,5 + 20 mM NacCl

- 5 mM phosphate de sodium pH 7,5 + 100 mM NaCl
Les échantillons sont analysés avec le tampon de migration 20 mM phosphate de sodium pH
7,5 + 50 mM NaCl. Le tampon d’incubation sélectionné pour la suite de I'étude est composé

de 5 mM phosphate de sodium pH 7,5.

2.2.2. Effet de Ir(Cl)e* sur les aptaméres contenant ou non une OG
L'effet de 2 NH4*, IrCle?” sur les aptaméres contenant ou non une OG et en présence ou en
absence de cible est étudié en analysant des échantillons préparés avec les aptameres 18-1 a
18-4. Pour chaque séquence, 3 échantillons (notés A, B et C) dont les compositions finales sont

reportées dans le Tableau 14 ont été préparés.

Tableau 14 : Compositions finales des échantillons A, B, C et D ; Tampon 1X : 5 mM phosphate de sodium pH 7,5

Echantillon Composition finale
A Oligonucléotide 5 uM + EDTA pH 8 1 mM dans le tampon 1X
Oligonucléotide 5 UM + 2 NH4*, IrClg?> 100 uM + EDTA pH 8 1 mM dans le
® tampon 1X
c Oligonucléotide 5 uM + L-Rm 1 mM + 2 NH4*, IrClg> 100 uM + EDTApH 8 1

mM dans le tampon 1X
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Selon les échantillons, les solutions mére d’aptamere (20 UM dans le tampon d’incubation 4X)
sont incubées avec la cible (4 uL a 10 mM) pendant 5 minutes. L’'oxydant est ensuite ajouté et
la réaction est stoppée au bout de 15 minutes par 'EDTA (4 pL a 10 mM). Le volume final des

échantillons est de 40 pL.

La quantité d’oxydant minimale a utiliser pour faire disparaitre le pic correspondant a
I'oligonucléotide a été étudiée en faisant varier la concentration de la solution d’iridium

ajoutée. Le méme procédé a été utilisé pour la réduction de la concentration de cible L-Rm.

2.3. Caractérisation des produits d’oxydation et de pontages par HPLC-MS

2.3.1. Préparation des échantillons

Les échantillons A, B et C préparés précédemment ont aussi été analysé par HPLC-MS.

La concentration de cible, la composition et le pH du tampon d’incubation ont été modifiés en

adaptant les protocoles de préparation d’échantillons préalablement décrits.

Pour les échantillons contenant la séquence 25DA comme compétiteur, I'oligonucléotide
reconnaissance la L-Rm (10 puL a 20 nM dans un tampon 1X) préalablement dénaturé est
mélangé a la séquence 25DA en concentration croissante (2, 4 ou 8 uLa 100 hpMou 2 uL a1
mM). Aprés environ 5 minutes, la cible L-Rm 10X est ajoutée. De |'eau et du tampon 4X sont
ajoutés avant que |'oxydation ait lieu avec 4 yL de sel d’iridium a 0,5 mM pendant 15 min et
soit ensuite stoppée par 'EDTA (4 uL a 10 mM). Le volume final de I’échantillon es
concentrations finales des différentes especes sont : oligonucléotide a 5 uM, la séquence DA
en concentration croissante de 0 a 50 um, L-Rm a 250 pM, Ir(Cl)s? a 50 uM, EDTA a 1 mM dans

le tampon 1X. Ces échantillons ont été préparés une fois.

Les échantillons utilisant la putrescine ou la L-alaninamide sont préparés de facon similaire,
mais le compétiteur (putrescine 4X ou L-alaninamide 4X) est dans ce cas aprés que la
complexation entre I'aptamere et la cible L-Rm ait eu lieu pendant environ 5 minutes et avant
I'ajout de I'oxydant. Les concentrations finales de putrescine testées allaient de 0 a 2 mM et

celles de L-alaninamide de 0 a 5 mM.
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2.3.2. Types d’analyse par MS

2.3.2.1. Mode scan

Les analyses réalisées en mode scan permettent d’obtenir des spectres de masses sur une

plage de masses choisie. Ici, les masses de 1000 a 2000 Da ont été détectées.
2.3.2.2.  Méthodes semi-quantitatives

Différentes méthodes semi-quantitatives utilisant les aires des pics HPLC ont été mises au
point avec le logiciel Mutliquant en fonction des espéces présentes dans les échantillons. La
résolution unitaire est utilisée. Chaque échantillon auquel une méthode semi-quantitative a

été appliquée a été préparé en duplicat et analysé 3 fois.
» Méthode 1

La premiere méthode semi-quantitative est utilisée afin d’étudier linfluence de la
concentration de cible, de la composition et du pH du tampon d’incubation sur la formation
de pontages covalents avec la L-Rm. Les espéces d’intérét sont donc : I'oligonucléotide non
oxydé, les produits d’oxydation Gh et Sp et les produits de pontages avec la cible Gh-Rm et
Sp-Rm. Les masses correspondant a I'état de charge 4 de ces espéces ont été mesurées

(Tableau 15).

Tableau 15 : Masses (Da) des états de charge 4- des espéces d’intérét mesurées avec la méthode 1

Aptameére non oxydé | Produits d’oxydation | Pontages avec L-Rm

Séquence 24-2,24-3 ou 24-4 Gh Sp Gh-Rm Sp-Rm

[M-4H]* 1837,5 1835,0 1841,5 1873,8 1880,3

La proportion de pontages avec la L-Rm (%) est calculée grace a la somme des aires des pics

de Gh-Rm et Sp-Rm par rapport a la somme des aires des pics de toutes les especes d’intérét.
» Méthode 2

La deuxieme méthode semi-quantitative est utilisée lors de I'ajout de putrescine comme
compétiteur. Les espéces d’intérét sont donc les mémes que pour la méthode 1 (Tableau 15),

ainsi que les pontages avec la putrescine et les pontages avec le tris. Des analyses en mode
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scan ayant révélé que seule la forme Sp de ces pontages se détachent du bruit de fond, les

formes Gh n’ont pas été intégrées dans la méthode (Tableau 16).

Tableau 16 : Masses (Da) des états de charge 4- des pontages Sp avec le tris et la putrescine

‘ Sp-tris ‘ Sp-putrescine

[M-4H]4" 1867,7 ‘ 1859,5

La proportion de pontages avec la L-Rm (%) est calculée comme pour la méthode 1.

Cette méthode a été adaptée aux masses générées pour ces mémes produits avec un
aptamere de 18 bases et appliquée lors I'étude de I'évolution de la proportion de pontages

formés avec le tris du tampon en présence et absence de cible L-Rm (Tableau 10).
» Méthode 3

La derniere méthode semi-quantitative est employée avec les échantillons contenant la L-
alaninamide comme compétiteur. Les especes d’intérét sont les mémes que pour la méthode
1 (Tableau 15), ainsi que les pontages avec le tris (Tableau 16) et les pontages avec la L-

alaninamide ([M-4H]* : 1859,0 Da)

2.4. Mesures de température de fusion

Les échantillons utilisés pour la détermination des températures de fusion ont été préparés
en I'aptamere (5 uL a 100 uM) dans le tampon 2X (50 uL) avant d’ajouter I'oxydant (2,5 uLa 1
mM). Le volume final des échantillons est de 100 uL. lls ont subi des cycles de chauffe et

refroidissement de 10 a 65 °C, ou de 20 a 80 °C avec une vitesse de 1 °C par minute.
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Conclusion et perspectives

L'objectif de ce projet de these est d’étudier si des pontages covalents peuvent étre formés
entre un aptamere contenant une 8-oxoguanine et sa cible via I'oxydation spécifique de cette
base. La complexation de la cible doit en effet la rapprocher de I'OG. L'attaque des sites
nucléophiles de la cible sur I'OG apres oxydation et ainsi privilégiée. La preuve de concept a
été faite avec un sel d’iridium comme oxydant spécifique de I’OG sur un systeme modeéle : un

aptamere de 24 bases reconnaissant la L-argininamide.

Le premier axe de travail a concerné I'évaluation de I'impact de I'introduction et de la position
d’'une OG dans la séquence de I'aptameére sur son affinité pour la cible. Pour cela, une méthode
de dosage inversé assistée par la protéine SSB utilisant des mesures d’anisotropie de
fluorescence a été développée au cours d’un projet paralléle avec un aptamére reconnaissant
la L-tyrosinamide. Ce dosage a ensuite été appliqué aux trois séquences contenant une OG et
générées a partir de I'aptameére d’intérét. Les résultats obtenus a basse température ont
permis de montrer que la présence d’une OG dans la séquence de I'aptamére a une influence
sur son affinité pour la cible, et que celle-ci peut étre augmentée ou diminuée en fonction de

la position de la base.

Ensuite, I'effet de I'oxydation de la 8-oxoguanine au sein des complexe aptamere-cible en
présence ou en absence de cible L-Rm a été étudié afin de vérifier si cette réaction peut former
un pontage covalent entre ces deux espéces. Pour cela, des analyses ont été réalisées par
électrophorese capillaire en HPLC-MS. Elles ont permis de confirmer que I'oxydation de I'OG
contenue dans les aptameéres est efficace, spécifique et génére, en I'absence de cible, des
produits dont les structures sont en accord avec ceux prédits par la littérature : un de forme
spiro et I'autre contenant un groupement guanidinium. La caractérisation des produits formés
par I'oxydation en présence de cible a montré que leurs structures sont également de cette
forme. Cependant, des interactions électrostatiques non-spécifiques ont lieu entre I'aptamere
poly anionique et la L-Rm cationique, permettant a des séquences contrdles non-susceptibles

de reconnaitre la cible de former également quantitativement des pontages.

La derniere partie du projet a donc été consacrée aux différentes stratégies mises en
application afin de tenter de réduire ces interactions. Certains parametres expérimentaux, tels
qgue la composition et le pH du tampon d’incubation ont été modifiés. Différents compétiteurs,
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chargés positivement ou négativement, ont ensuite été ajoutés au milieu. Plusieurs de ces
stratégies ont permis de réduire les pontages formés via les interactions non-spécifiques,
I'ajout de L-alaninamide étant la plus efficace. Les proportions de pontages avec la cible des
séquences scramble restent cependant du méme ordre qu’avec les séquences reconnaissant
la L-Rm. Il semble donc difficile de conclure dans quelle mesure les pontages observés

résultent d’interaction spécifiques ou non-spécifiques.

Ce projet a donc permis de montrer que le replacement d’une guanine dans la séquence d’un
aptameére reconnaissant une petite molécule par une 8-oxoguanine peut augmenter ou
diminuer I'affinité pour la cible jusqu’a un facteur 7,4 dans les conditions utilisées. Cette
modification pourrait étre faite sur d’autres aptameres afin d’étudier l'effet de cette
modification sur leur affinité. L'utilisation de la modélisation serait également intéressante
afin de déterminer si lincorporation d’une base modifiée induit un changement
conformationnel du complexe aptamére/cible. Des approches RMN pourraient également
permettre d’étudier expérimentalement ce possible changement conformationnel. La facilité
avec laquelle des modifications peuvent étre introduites dans la séquence d’un aptameére au
cours de sa synthése chimique permet d’envisager le remplacement de plusieurs guanines par
des OG ou [lintroduction d’autres modifications (8-oxo-7,8-dihydroadénine, base

halogénée...).

Les résultats obtenus démontrent qu’il est possible de former des pontages covalents entre
un aptameére contenant une 8-oxoguanine et sa cible a I'aide d’une oxydation spécifique par
un sel d’iridium. La charge positive de la cible est cependant a 'origine d’interactions non-
spécifiques générant également une partie des pontages. |l serait doncintéressant d’appliquer
le concept a un aptameére reconnaissant une cible non cationique, comme I'aptamere 25DA
reconnaissant la D-adénosine et ’AMP.3¢ D’autres modes d’oxydation de I'OG, tels que la
photooxydation en présence de riboflavine'® pourraient étre envisagés. Des tests
préliminaires réalisés au laboratoire et suggérant que des pontages peuvent étre formés entre
un aptameére contenant une 8-oxo-7,8-dihydroadénine (OA)'!° oxydée par un sel d’iridium et
sa cible pourraient étre approfondis. Il est également possible d’envisager la formation de
pontages entre un aptameére non modifié et sa cible grace a la photooxydation directe d’une
guanine, comme cela avait été observé au laboratoire entre une lysine et un oligonucléotide

non modifié.12>
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Valorisation des résultats

» Articles scientifiques

Deux articles scientifiques ont été rédigés afin de valoriser les résultats obtenus et sont en
cours de correction avant d’étre soumis a des revues scientifiques. Le premier, « Fast SSB
protein-assisted FAAA for highly sensitive and enantioselective L-tyrosinamide biosensing »,
aborde le développement et I'optimisation du dosage inversé assisté par SSB sur le systeme
anti-L-tyrosinamide (Chapitre 2) et sera soumis a Biosensors and Bioelectronics. Le deuxieme,
« Aptamers containing 8-oxoguanine to improve dffinity and promote crosslinks to its target »,
concerne le travail réalisé avec l'aptameére anti-L-argininamide (mesures d’affinité des
séquences contenant une OG, oxydation spécifique de I'OG dans les aptameres, formation de
pontages covalents entre les séquences et la cible et stratégies mises en place pour réduire

les interactions non-spécifiques). Il sera soumis a Nucleic Acids Reasearch.
» Présentations des travaux

Jai eu l'opportunité de présenter les travaux réalisés pendant cette these a différentes

occasions :

- Novembre 2021 : Journée scientifique de I'unité SyMMES/CEA (Grenoble, France) —
Communication orale

- Avril 2022 : Aptamers 2022 (Oxford, RU) — Communication orale et poster

- Juin 2022 : Journée Scientifique du médicament (Grenoble, France) — Communication
orale

Journée annuelle des doctorants de ’lEDCSV (Grenoble, France) — Poster

4¢me symposium international sur Advances in Pharmaceutical Analysis (événement en

ligne) — Communication orale

- Juillet 2022 : Réunion du comité CBH Graduate School (Grenoble, France) — Poster

- Mai 2023 : Journée scientifique du labex Arcane (Grenoble, France) — Communication
orale

- Juin 2023 : International Oligonucleotides and Peptides Conference 2023 (Milan, ltaly)

— Communication flash et poster
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Formation de pontages covalents entre un aptamere et sa cible via
I'oxydation spécifique d'une 8-oxoguanine

Résumé : Des pontages covalents entre des protéines et des brins d’ADN contenant un produit
d’oxydation de la guanine, la 8-oxoguanine (OG), via I'oxydation spécifique de cette base ont
été mis en évidence dans différents travaux. Ce projet vise a étudier si ce concept peut étre
appliqué a un aptameére contenant une OG afin de générer un adduit avec sa cible. Les
aptameres sont de courts oligonucléotides simple-brin en série ARN ou ADN sélectionnés pour
reconnaitre avec une grande affinité et de maniere spécifique une cible par le biais
d'interactions a faible énergie. Ces éléments de reconnaissance présentent de nombreux
avantages tels que la capacité de subir plusieurs dénaturations ou encore la facilité
d’introduire des modifications dans leur séquence lors de leur synthése chimique. Le systéeme
modele choisi est un aptamere reconnaissant la L-argininamide. Trois bases guanine de cet
aptamere, situées dans le site de reconnaissance, ont été remplacées une a la fois par une 8-
oxoguanine. Des mesures d’anisotropie de fluorescence ont permis de démontrer qu'un tel
remplacement peut entrainer une baisse ou une augmentation d’affinité pour la cible en
fonction de la position de la base oxydée. Des analyses par électrophorése capillaire et HPLC-
MS ont montré la formation efficace d’adduits entre les trois aptameres contenant une OG et
la cible a la suite de I'oxydation de cette base par un sel d’iridium. La caractérisation des
produits atteste que leurs structures sont des spiro et guanidino en accord avec la littérature.
Enfin, différentes stratégies ont été mises en ceuvre afin de tenter de réduire les interactions
non-spécifiques existant entre I'aptameére poly anionique et la cible cationique.

Mots clés : aptamere, pontage covalent, oxydation spécifique, électrophorese capillaire,

HPLC-MS

Formation of covalent crosslinks between an aptamer and its target via
specific oxidation of an 8-oxoguanine

Abstract: Covalent crosslink between proteins and DNA strands containing a guanine
oxidation product, the 8-oxoguanine (0G), via the specific oxidation of this base has been
demonstrated in various works. This project aims to investigate whether this concept can be
applied to an OG-containing aptamer to generate an adduct with its target. Aptamers are
short, single-stranded RNA or DNA oligonucleotides selected to recognize a target with high
affinity and specificity via low-energy interactions. These recognition elements offer a number
of advantages, such as the ability to undergo multiple denaturations, or the facility to
introduce modifications in their sequence during chemical synthesis. The model system
chosen is an aptamer recognizing L-argininamide. Three guanine bases of this aptamer,
located in the recognition site, were replaced one at a time by an 8-oxoguanine. Fluorescence
anisotropy measurements demonstrated that such replacement results to a decrease or
increase in affinity for the target, depending on the position of the oxidized base. Analysis by
capillary electrophoresis and HPLC-MS demonstrated the effective formation of adducts
between the three OG-containing aptamers and the target following oxidation of this base by
an iridium salt. Characterization of the products shows that their structures are spiro and
guanidino, which is consistent with the literature. Finally, various strategies were
implemented in an attempt to reduce the non-specific interactions existing between the
polyanionic aptamer and the cationic target.
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