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Introduction

La detection sensible et précise de petites molécules est essentielle dans diverses

situations telles que le développement de produits pharmaceutiques, la sécurité alimentaire, la
surveillance environnementale ou encore le diagnostic médical. Pour satisfaire a ces exigences
réglementaires, il est nécessaire de disposer d’outils et de méthodes d’analyse fiables.
Les techniques chromatographiques, souvent considérées comme le « gold standard » pour de
nombreux analytes, ont longtemps été privilégiées pour leur précision et leur sensibilité.
Cependant, elles requiérent une instrumentation colteuse et encombrante ainsi que du personnel
qualifié.? Ces contraintes ont conduit les chercheurs & explorer de nouvelles approches pour
répondre aux besoins actuels d’une analyse rapide pouvant s’effectuer directement sur le
terrain. Dans cette optique, les biocapteurs sont apparus comme des solutions prometteuses,
présentant les avantages d’une miniaturisation, d’une rapidit¢ d’action, d’une facilité
d’utilisation et d’une portabilité accompagnés d’un faible colt. Ces caractéristiques en font des
outils trés attractifs pour diverses applications médicales, environnementales et
agroalimentaires.®

La conception d’un biocapteur fait appel a un élément de reconnaissance moléculaire,
le plus souvent des anticorps. Ces derniers, bien qu’ils présentent une affinité élevée et une
spécificité marquée envers I’analyte d’intérét, comportent des inconvénients notables. Leur
production nécessite I'usage de modeles animaux cotiteux, et leur champ d’action est restreint
aux substances immunogeénes. De plus, ils se révélent peu adaptés a la détection de petites
molécules en raison de la différence de taille trop conséquente (1000 Da versus 150 kDa). Face
a ces enjeux, il est apparu nécessaire d’explorer d’autres éléments de reconnaissance tels que
les acides nucléiques, et plus particulierement les aptameres. Ce sont des oligonucléotides
simple brin synthétises par un processus in vitro et ayant la capacité de se lier spécifiqguement
et avec une affinit¢é élevée a une cible déterminée. Souvent qualifiés d’ «anticorps
synthétiques », ils présentent de nombreux avantages comparativement aux anticorps

traditionnels. Parmi ceux-ci figurent la capacité de reconnaitre des cibles non immunogéniques
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et toxiques, de meilleures propriétés de stabilité et de conservation, ainsi qu’un colt de
production réduit. Leur plus petite taille et leurs propriétés de changement de conformation
tridimensionnelle constituent également des atouts majeurs pour la détection de petites
molécules.>* En raison de ces points forts, les aptaméres bénéficient d’une expansion
remarquable depuis leur découverte en 1990, enregistrant une part de marché global estimee a
723,6 millions de dollars en 2016, avec un taux de croissance annuel composé (CAGR pour
Compound Annual Growth Rate) projeté a 28,2% entre 2018 et 2025.°

Les biocapteurs a base d’aptameres, appelés « aptacapteurs », existent sous divers
schémas et configurations. Ils peuvent fonctionner soit en phase hétérogene, ou 1’élément de
reconnaissance (ou la cible dans le cadre de méthodes compeétitives) est immobilisé sur une
surface, soit en phase homogene, ou la réaction a lieu en solution sans nécessiter d’étape de
séparation. Les stratégies actuellement employées reposent généralement sur la mise en ceuvre
d’un changement de conformation et/ou de structure significatif des aptameres. Ce processus
de commutation peut étre intrinseque a certains aptaméres ou provoqué artificiellement par
I’introduction de compétiteurs tels que des oligonucléotides complémentaires ou des
nanomatériaux. Cependant, ces approches impliquent souvent des étapes de post-sélection
minutieuses ainsi qu’une connaissance précise et approfondie de la structure secondaire des
aptameres. Dans un contexte ou la simplicité de conception et d’utilisation des biocapteurs est
primordiale en vue d’une utilisation sur le terrain, il est souhaitable d’élaborer des méthodes

alternatives nécessitant un minimum de manipulations.

Mon travail de thése s’est concentré sur la conception d’aptacapteurs optiques dédiés a
la détection de petites molécules et opérant en phase homogene, en utilisant les ions métalliques
comme éléments de commutation structurale. En effet, certains d’entre eux ont la capacité
d’interagir avec les acides nucléiques de diverses manicres, par le biais d’interactions
électrostatiques et de liaisons de coordination au niveau des bases et des phosphates a différents
degrés, affectant ainsi leur structure et leur conformation.® Cette propriété fait de ces éléments
des candidats prometteurs pour 1’¢laboration de méthodes innovantes de détection de petites
molécules d’intérét biologique.

La premiére section de ce manuscrit sera consacrée a une étude bibliographique, qui
abordera chaque aspect de mon sujet de these. Apres avoir introduit quelques notions genérales
sur les ions métalliques, les différents types d’interactions engagées avec les acides nucléiques

seront examinés. Ensuite, un intérét spécifique sera accordé aux aptameéres, en détaillant leur
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mode de production ainsi que leurs multiples applications dans divers domaines. Les aptameres
utilisés au cours de ces travaux feront également I’objet d’une description approfondie. Enfin,
une derniére partie explorera les différents types de biocapteurs a base d’aptameres, avec une
attention particuliére portée sur les aptacapteurs bases sur la fluorescence.

La deuxieme section de ce manuscrit présentera les différents projets de recherche
menés, sous forme d’articles publiés dans des revues scientifiques ou de résultats préliminaires.
Le premier article concerne le développement d’un aptacapteur régulé par les ions métalliques
de transition et post-transition pour la détection de plusieurs petites molécules (L-tyrosinamide,
aflatoxine B1, ochratoxine A et cocaine) par anisotropie de fluorescence. Le second article
propose un aptacapteur utilisant des ions métalliques « quenchers » pour la détection de L-
tyrosinamide et d’adénosine par intensité de fluorescence. Le dernier projet est présenté sous
forme de résultats préliminaires et consiste en 1’amélioration de notre stratégie grace a
I’utilisation d’ions métalliques de moindre toxicité pour la santé et I’environnement au travers
de I'utilisation d’aptameéres modifiés.

Enfin, la derniére section de ce manuscrit permettra de conclure et d’envisager des

perspectives a ce travail.
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Partie bibliographique

1. Les ions métalliques

1.1. Généralités

1.1.1. Classification

Le tableau périodique des éléments a été introduit pour la premiére fois en 1869 par le
chimiste russe Dmitri Mendeleiv. 1l permet de classer les éléments chimigues selon leur nombre
de protons (numéro atomique) et la répartition de 1’ensemble de leurs électrons au sein de
différentes couches de niveaux d’énergie, subdivisées en sous-couches (configuration

électronique).’

La configuration électronique d’un atome suit une structure bien définie. Ainsi, une couche
électronique n est capable d’accueillir un maximum de 2n? électrons, tandis qu’une sous-couche
¢ peut contenir jusqu’a 2(2¢+1) électrons.” Le nombre d’électrons correspondant aux quatre

premiéres couches électroniques est résumé dans le Tableau 1 ci-dessous.
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Tableau 1. Nombre d’électrons pour les quatre premiéres couches électroniques.

Nombre d’électrons

n { Sous-couche Sous-couche Couche
1 0 1s 2 2
0 2s 2
2 8
1 2p 6
0 3s 2
3 1 3p 6 18
2 3d 10
0 4s 2
1 4p 6
4 32
2 4d 10
3 Af 14

A titre d’exemple, la Figure 1 ci-dessous illustre la configuration électronique de

I’atome de carbone, possédant 6 électrons répartis de fagon suivante : 1522s22p2.

. Electron

Figure 1. Représentation schématique de la configuration électronique de 1’atome de carbone.
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Le tableau périodique des éléments est organisé en sept lignes horizontales appelées
« périodes », qui regroupent des atomes ayant les mémes couches électroniques occupées. Le
passage a une nouvelle période survient lorsqu’une couche électronique supplémentaire
commence a se remplir.
Chaque colonne du tableau rassemble des atomes ayant le méme nombre d’électrons de valence,
c’est-a-dire des électrons situés au niveau de la couche externe. Les électrons de valence sont
d’une grande importance dans la création de liaisons chimiques et sont fortement impliqués

dans la réactivité des éléments et la formation de composés ioniques.’®
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Figure 2. Tableau périodique des éléments, avec identification des différentes familles
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d’¢éléments chimiques.

Comme illustré dans la Figure 2 ci-dessus, le tableau périodique des éléments permet
d’identifier plusieurs familles d’¢éléments chimiques présentant des configurations
électroniques et des propriétés physico-chimiques similaires.”®
Les métaux alcalins et alcalino-terreux, situés dans les deux premiéres colonnes, sont des
éléments tres réactifs ayant la capacite de former aisément des cations monovalents ou divalents
en cedant leurs électrons de valence. Les métaux de transition sont définis par 1’Union
Internationale de Chimie Pure et Appliquée (IUPAC) comme étant « des éléments chimiques

dont les atomes ont une sous-couche électronique d incompléte, ou qui peuvent former des
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cations dont la sous-couche électronique d est incompléte ».1° Les métaux de post-transition,
quant a eux, possedent une sous-couche électronique d complete et ont tendance a former des
liaisons covalentes avec d’autres éléments. La plupart des éléments appartenant aux familles
des lanthanides ou des actinides ont la particularit¢ d’avoir une sous-couche électronique f
incompléte. Le groupe des métalloides contient des composés présentant des propriétes
intermédiaires entre celles des métaux et celles des « non-métaux ». La colonne des halogenes
comprend des éléments électronégatifs capables de former des anions monovalents, et
possédent une réactivité importante vis-a-vis des métaux. Au contraire, les gaz nobles
présentent une forte inertie chimique en raison de leur couche de valence saturée, et constituent

donc une famille d’éléments trés stables.’

1.1.2. Réles

Les ions métalliques sont des éléments portant une ou plusieurs charges positives,
formés a partir d’atomes appartenant aux familles des alcalins, des alcalino-terreux, des métaux
de transition et de post-transition, des lanthanides ou des actinides. Certains d’entre eux jouent
un réle crucial dans de nombreuses fonctions biologiques, justifiant leur inclusion dans la
composition de solutions tampon. Par exemple, les ions sodium (Na*) et potassium (K*)
participent a une diversité de processus physiologiques, notamment au niveau neurologique,
musculaire et cardio-vasculaire. Les ions magnésium (Mg*"), cuivre (Cu?*) et manganése
(Mn?*) interviennent dans Dactivité de diverses enzymes en tant que cofacteurs. Les ions
calcium (Ca?*) sont essentiels au bon fonctionnement du métabolisme osseux. Les ions cobalt
(Co?") sont indispensables a la synthése de la vitamine B12 (ou cobalamine) et a la production
de globules rouges. Les ions zinc (Zn?*) font partie intégrante de plusieurs métalloprotéinases
associees a des fonctions neurologiques, immunitaires ou encore dermatologiques, et jouent un
réle important dans la stabilisation de structure tertiaire de certaines protéines appelées
« protéines a doigt de zinc », impliquées dans la régulation de I’expression de génes. Les ions
molybdéne (Mo?*) sont des éléments importants du site actif de la xanthine oxydase et de
I’aldéhyde oxydase, enzymes respectivement responsables du métabolisme de I’acide urique et

de I’alcool 1114

Par opposition a ces éléments essentiels pour notre organisme, d’autres tels que les ions
arsenic (As®*), cadmium (Cd?*), mercure (Hg?*) et plomb (Pb?*) sont connus pour exercer des

effets toxiques tout en n’ayant aucun rdle biologique bénéfique. Ces métaux se lient a des sites
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de liaison protéiques en déplacant les métaux originellement liés, perturbant ainsi de nombreux
processus métaboliques.’®> A cause de leur caractére carcinogéne ainsi que de leur toxicité
systémique aigiie et chronique, ils sont considérés par 1’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) comme faisant partie de la liste des dix produits chimiques extrémement préoccupants
pour la santé publique. De nombreuses sources de contamination ont été identifiées et font

I’objet de mesures spécifiques prises par ’'OMS.16-18

1.2. Interactions avec les acides nucléigues

1.2.1. Rappels sur les acides nucléiques %%

Un acide nucléique est un polymeére formé par une succession de molécules appelées
nucléotides. On distingue deux types d’acides nucléiques :
- L’acide désoxyribonucléique (ADN) est le support de I’information génétique et compose
I’ensemble du génome. La chaine est constituée d’une succession de bases azotées de nature
purique, I’adénine (A) et la guanine (G), et pyrimidique, la cytosine (C) et la thymine (T).
Elles sont présentées dans la Figure 3 ci-dessous.

NH, o)
N N
] Ny 0 T
N ) N )\
H N H N NH,
Adénine Guanine
NH, o o}
Sy | /K o
H H H
Cytosine Thymine Uracile

Figure 3. Bases nucléiques retrouvées dans I’ADN et I’ARN.

Lorsque ces bases nucléiques sont liées a un sucre, le désoxyribose, 1’unité résultante est

appelée nucléoside.
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Les nucléotides sont formés par 1’association d’un nucléoside et d’un groupement
phosphate. 1ls sont reliés entre eux de fagcon covalente par des liaisons phosphodiester entre
I’atome de carbone n°3 du sucre d’un premier nucléotide et I’atome de carbone n°5 du sucre

d’un second nucléotide, tel que présenté dans la Figure 4.

Base

Figure 4. Représentation de deux nucléotides reliés par une liaison phosphodiester.

Dans les organismes vivants, I’ADN existe principalement sous forme bicaténaire. En
effet, deux brins peuvent s’associer par complémentarité A-T et G-C via deux ou trois liaisons
hydrogéne respectivement. Cette association est appelée « appariement de Watson-Crick » et
permet la formation d’une configuration en double hélice. Les bases azotées sont situées au
centre tandis que les phosphates sont disposés a I’extérieur sous forme déprotonée, conférant a

I’ADN une charge négative.

- L’acide ribonucléique (ARN) est constitué par les mémes unités que I’ADN, a I’exception de
la thymine qui est remplacée par ’uracile (U), une autre base pyrimidique (Figure 3). Le sucre
utilisé pour former les nucléosides est le ribose, qui contient un groupement hydroxyle (-OH)
en position 2.

Sur le plan fonctionnel, I’ARN est retrouvé généralement sous forme monocaténaire (simple
brin) et courte. Il existe plusieurs types d’ARN tels que I’ARN messager (ARNm), ’ARN de
transfert (ARNt), I’ARN ribosomique (ARNr) ou encore les micro-ARNs (miARN), qui

remplissent de nombreuses fonctions biologiques dont la synthese protéique.
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Les acides nucléiques sont capables d’adopter plusieurs structures différentes. La
structure primaire definit simplement la séquence de nucléotides. La structure secondaire
correspond au repliement intracaténaire par le biais d’appariements internes entre bases
complémentaires au sein d’une molécule simple brin, formant ainsi des motifs particuliers
comme par exemple une tige-boucle ou « épingle a cheveux » (hairpin), ou un pseudonoeud.
D’autres motifs tels que le G-quadruplex reposent sur des appariements particuliers de type
« Hoogsteen », avec des interactions entre plusieurs guanines (Figure 5). La structure tertiaire,
quant a elle, caractérise principalement la formation de la double hélice par appariements

intercaténaires.
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Figure 5. Exemples de structures secondaires d’acides nucléiques : tige-boucle (A),

pseudonoeud (B) et G-quadruplex (C).

1.2.2. Types d’interaction

Il est établi depuis de nombreuses années que les ions métalliques sont capables
d’interagir avec les acides nucléiques de diverses manicres. Cette interaction revét une
importance physiologique majeure, car elle garantit le repliement correct des acides nucléiques,
le maintien de leur structure secondaire et tertiaire, ainsi que leurs propriétés fonctionnelles.?
23

De par le caractére polyanionique de I’ADN, son principal mode d’interaction avec les
cations métalliques se manifeste par des interactions non spécifiques rapides de nature

électrostatique. Des interactions plus spécifiques peuvent se produire avec les groupements
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phosphate et les bases nucléiques gréace a des liaisons de type « sphére externe » ou « sphere
interne ». Ces liaisons de coordination s’effectuent principalement avec des atomes
nucléophiles tels que 1’azote et 1’oxygéne.®?* En solution aqueuse, les ions métalliques sont
solvatés, formant une couche d’hydratation.’®? Lorsqu’une complexation en « sphére externe »
se produit, des liaisons hydrogeéne s’établissent entre cette couche d’hydratation et un atome
nucléophile faisant partie d’un groupement phosphate ou d’une nucléobase. D’autre part, la
liaison en «sphére interne » s’effectue directement entre le cation métallique et 1’atome
6,13,25

nucléophile, en remplacant une ou plusieurs molécules d’eau de la couche d’hydratation.

Ces deux types de liaison sont représentées dans la Figure 6.

H,0) (H,0 H,0/H,0
H,0)/H,0 ¢ H,0) (H,0H,0 ¢
At |
H,0/ M) - H,0| M2 H,0
H,0) H,0 H,0) H,0/H,0
HEO HQ_O HQO HZO
A B

Figure 6. Types d’interaction entre les ions métalliques et I’ADN : liaisons de type « sphere

interne » (A) ; liaisons de type « sphére externe » (B). Adapté de Misra et al.?®

Lorsqu’un cation métallique a la capacité d’établir plusieurs liaisons de coordination, il
en résulte la formation d’un macrochélate. Ces derniers peuvent impliquer simultanément des
liaisons en «sphere externe » et en «sphére interne », se formant aussi bien avec les
groupements phosphate qu’avec les nucléobases.?® La Figure 7 ci-dessous présente quatre

schémas illustrant la formation de ces macrochélates.

26



Phosphate R Phosphate R
E I H,0 HTO H,0 I
Ion m&llique B Ton mallique B
= O = 0o
= S = S
Base E Base E
C D
Phosphate R Phosphate R
E 1 H,0 H_zo H,0 I
Ton m{tallique B Ton m@llique B
H,0 I:) H,0 0 H,0 If) H,0 O
2 i 2 S 2 i 2 S
Base E Base E

Figure 7. Représentation simplifiée de quatre modéles de macrochélates. A. Liaisons en
« sphére interne » avec un groupement phosphate et une nucléobase. B. Liaison en « sphére
interne » avec une nucléobase, liaison en « sphére externe » avec un groupement phosphate.
C. Liaison en « sphere interne » avec un groupement phosphate, liaison en « sphére externe »
avec une nucléobase. D. Liaisons en « sphére externe » avec un groupement phosphate et une

nucléobase. Adapté de Kazakov et Hecht.?

Selon plusieurs travaux, il semble que, pour un méme cation métallique, les deux types
de liaison de coordination peuvent coexister, dépendant de divers facteurs tels que la nature du
cation, la séquence et la structure de 1’acide nucléique, les conditions expérimentales ainsi que
la base nucléique concernée.?” Les ions métalliques de transition ont une propension a perdre
facilement leur couche de solvatation, ce qui facilite 1’établissement de liaisons en « sphére
interne » et se traduit par une affinité prononcée avec ’ADN.'®4 A I’inverse, les ions alcalins
ont tendance a former principalement des liaisons en « sphére externe », ce qui conduit a une
plus faible interaction avec I’ADN.** Concernant les ions alcalino-terreux, ces derniers

privilégient surtout des liaisons en « sphére interne ». Néanmoins, les ions Mg?* sont capables
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de former a la fois des liaisons en «sphere externe » et en «sphére interne » avec les
groupements phosphate et les atomes nucléophiles des bases nucléiques.!342-%° Dans le cas
des ions Ni?*, Co?" et Zn?*, des liaisons en « sphére externe » semblent se former lors de
I’interaction avec un polycytidylate, tandis que des liaisons en « sphére interne » semblent
privilégiées en présence d’un polyadénylate.??

Du fait de la versatilit¢ notable de ces interactions, il apparait donc complexe d’attribuer un

mode de liaison précis a chaque cation métallique.

Plusieurs études ont identifié les sites de fixation préferentiels des ions metalliques sur
I’ADN (Figure 8).%131431 En milieu neutre, les principaux sites de liaison sont généralement les
atomes d’oxygeéne des groupements phosphate terminaux et internucléotidiques, 1’atome
d’azote en position 7 de la guanosine (N7), ’atome d’azote en position 3 de la cytidine (N3) et
les atomes d’azotes en position 1 et 7 de I’adénosine (N1 et N7). L’atome d’oxygeéne en position
2 de la cytidine (O2) est également décrit comme un site de fixation important.

Dans certaines circonstances, en milieu basique a pH supérieur au pKa des bases (environ 10),
lorsque celles-ci se retrouvent a 1’état déprotoné, des atomes spécifiques peuvent également
devenir des sites de liaison privilégiés, tels que I’atome d’azote en position 1 de la guanosine

(N1) et les atomes d’azote en position 3 de I’uridine et de la thymidine (N3).°

A B C
| Base
T NH, 0
N7 N7
N N1 N N1
T 4T
) )\
T N T N NH,
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NH, o) o
N3 N3 N3
’ Xy | NH | NH
/& 02 /& /K
T o N O T o]
Ribose Ribose Ribose

Figure 8. Sites de fixation préférentiels des ions métalliques sur I’ADN.A. Phosphates
terminaux et internucléotidiques (OP1 et OP2). B. Adénosine (N1 et N7). C. Guanosine (N1
et N7). D. Cytidine (N3 et 0O2). E. Thymidine (N3). F. Uridine (N3).
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1.2.3. Impact sur les acides nucléiques

Ces interactions affectent la structure et la conformation des acides nucléiques selon
plusieurs paramétres, tels que la nature des ions métalliques. En effet, leur taille, leur charge,
leur affinité envers les bases nucléiques et les phosphates ainsi que leur cinétique d’échange de
ligands sont des propriétés a prendre en compte.®142* Par exemple, les ions platine (Pt?*) et
chromium (Cr*) présentent une faible cinétique d’échange de ligands, conduisant a une liaison
quasi-irréversible avec I’ ADN.1
La nature et la structure des acides nucléiques constituent également des facteurs importants.
Certains mécanismes de liaison spécifiques ont été observes et sont illustrés dans la Figure 9.
Les structures secondaires de type G-quadruplex sont capables de fixer de maniére significative
les ions K* ou Pb?*, assurant ainsi leur stabilisation. Les ions Hg?* présentent une affinité
importante vis-a-vis de la thymine, et les ions Ag* peuvent interagir fortement avec les
cytosines. 1332
Les conditions expérimentales jouent également un réle fondamental, notamment la force
ionique et le pH.233334 En effet, un pH optimal compris entre 6,5 et 7,5 est usuellement
recommandé en raison de la formation de précipités en milieu basique.***® La présence des ions

Na* et K* servirait également de protection contre la fixation de cations divalents sur I’ADN de

par la création d’une barriére électrostatique.®
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Figure 9. Mécanismes de liaison spécifique entre les acides nucléiques et les ions métalliques.
A. Interaction entre Pb?* et un G-quartet (unité formant un G-quadruplex). B. Interaction entre

Ag" et deux cytosines. C. Interaction entre Hg?* et deux thymines.
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Afin de mieux appréhender I’interaction des ions métalliques avec les acides nucléiques,
la Figure 10 présente une classification simplifiée, basée sur leur préférence de liaison avec les
bases nucléiques versus les groupements phosphate. Cette derniére s’appuie sur la théorie
« Hard and Soft Acids and Bases » (HSAB), introduite par Pearson dans les années 1960.3"3
Les ions métalliques étant déficients en électrons, ils se comportent comme des acides de Lewis
et sont capables d’accepter des paires d’électrons provenant d’atomes nucléophiles agissant
comme des bases de Lewis. Les acides mous, également appelés « soft», réagissent
préférentiellement avec des bases molles ; il en est de méme entre un acide dur (« hard ») et
une base dure.

Les ions métalliques «soft » ont une affinité préférentielle pour les atomes d’azote des
nucléobases, conduisant a une déstabilisation de la double hélice d’ADN.®*® Parmi ceux-ci,
nous pouvons citer les ions Ag* et Hg?*. D’autre part, les ions métalliques dits « hard », tels que
les métaux alcalins et alcalino-terreux, ont une préférence pour les atomes tels que les atomes
d’oxygeéne des groupements phosphate, ce qui entraine une stabilisation de la structure de
I’ADN.%® Entre ces deux extrémes, il existe des ions métalliques qualifiés de « borderline »,
qui présentent des propriétés ambivalentes. Cela inclut notamment les ions métalliques de

transition et de post-transition, ainsi que les lanthanides trivalents.™

« Borderline »

Agt=Hg>  Cu?* Pb**  Cd** Zn?** Mn?*  Ni?* Co** Fe**  Ca®* Mg?

! |
| ]
1 I
. Ambival : .. o
Liaison préférentielle . .M Liaison préférentielle
. liaison avec les bases
avec les bases nucléiques l6iques et les avec les phosphates
(atomes N) nucieiques et fes (atomes O)
: phosphates
Déstabilisation Stabilisation

Figure 10. Classification simplifiée des ions métalliques en fonction de leur préférence de

liaison avec les bases nucléiques et les groupements phosphate. 1323313
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2. Les aptameres

2.1. Généralités

Les oligonucléotides sont de courtes séquences de quelques dizaines de nucléotides,
synthétisées en laboratoire sous forme de simple brin, en série ADN ou ARN. L’ordre des
nucléotides peut étre préalablement établi de fagon a obtenir une sonde capable de s hybrider
avec une séquence complémentaire ou de reconnaitre un ligand précis. Leur obtention par voie
synthétique permet de les fonctionnaliser en incorporant divers groupements tels que des
amines ou des thiols, ou encore des molécules comme la biotine. De plus, il est possible de les
marquer avec une molécule radioactive ou fluorescente.*°
Les techniques d’hybridation d’acides nucléiques dans le cadre du développement de
biocapteurs ou de méthodes d’analyse telles que la PCR ou les puces a8 ADN ont connu un essor
considérable au cours des derniéres décennies, motivant 1’automatisation de la synthése

d’oligonucléotides.

En 1990, Ellington et Szostak ainsi que Tuerk et Gold ont fait état de la découverte
d’oligonucléotides synthétiques monocaténaires particuliers. Baptisés « aptaméres », du latin
aptus signifiant « s’adapter » et du suffixe grec -méros signifiant « partie », ces derniers se
distinguent par une affinité et une spécificité de liaison élevées envers une cible donnée.*>#2
L’une des principales caractéristiques des aptameres réside dans leur capacité a reconnaitre un
large panel de ligands.*** Selon une revue de la littérature entre 1990 et 2013 effectuée par
McKeague et al., 58% des aptameéres décrits sont dirigés contre des protéines et 25% contre des
petites molécules.** Les protéines ciblées peuvent inclure des enzymes,*>*® des biomarqueurs
de certains cancers,*’* ainsi que des facteurs de croissance.*** Les petites molécules sont
définies par une masse molaire inférieure & 1000 g/mol.>! Des aptaméres ont été sélectionnés
pour cibler différentes familles de molécules appartenant a cette catégorie, telles que les
nucléotides et nucléosides, les toxines,>* les acides aminés et dérivés,>®>° les drogues,®°
les médicaments,®2-% les pesticides,®®®” ou encore les hormones non-peptidiques.®®° Les
peptides constituent également des cibles potentielles,”"2 tout comme certains ions métalliques
ou métalloides.”*"" En outre, des entités plus volumineuses telles que des particules virales,’®
81 des micro-organismes comme les bactéries,®% les parasites®®®® ou encore les spores

fongiques,® ainsi que des cellules humaines®®° voire méme des tissus®°¢, ont également été
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étudiées. Le Tableau 2 ci-dessous présente quelques exemples de cibles contre lesquelles des

aptameres ont été selectionnés.

Tableau 2. Exemples de ligands ciblés par des aptameres.

Type de cible Exemples Année Référence
Protéines Enzymes :
- Thrombine 1994 &
- Phospholipase A2 1998 ®
Biomargueurs de cancers :
- Antigéne carcino-embryonnaire 2007 4
- Alpha-foetoprotéine 2012 8
Facteurs de croissance :
- FGF 1993 £U
- PDGF 1996 e
Petites molécules Nucléotides et nucléosides :
- Adénosine triphosphate (ATP) et Adénosine 1995 22
Toxines :
- Ochratoxine A (OTA) 2008 o4
- Saxitoxine 2013 %5
- Aflatoxine B1 (AFB1) 2014 53
Acides aminés et dérivés :
- L-Arginine 1996 S
- Dopamine 1997 =2
- L-tyrosinamide 2001 &
- Sérotonine 2018 =8
Drogues :
- Cocaine 2001 60
- Metamphétamine 2013 6l
Médicaments :
- Théophylline 1994 Ce
- Aminosides 1995 &
- Tétracyclines 2008 c2
- Digoxine 2012 &
Pesticides :
- Tébuconazole et Inabenfide 2014 66
- Bromacil 2014 67
Hormones non-peptidigues :
- Estradiol 2007 &
- Progestérone 2015 w
- Testostérone 2017 &
Peptides - Substance P 1995 [
- Vasopressine 1997 &
- Peptide B-amyloide 2002 2
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lons métalliques et - Arsenic (As*) 2009
métalloides - Cadmium (Cd?*) 2014
- Palladium (Pd?*) 2015
- Plomb (Pb?*) 2018
Particules virales -VHB 2011
- Ebola 2013
- Virus de la dengue 2015
- SARS-CoV-2 2020

Micro-organismes Bacteéries :
- Mycobacterium tuberculosis 2007
- Staphylococcus aureus 2009
- Escherichia coli O157:H7 2012
- Listeria monocytogenes 2013

Parasites :
- Trypanosoma cruzi 2002
- Leishmania infantum 2007
- Plasmodium falciparum 2016
- Spores aspergillaires 2021
Cellules humaines - Cellules de glioblastome 2001
- Cellules de leucémie aigué lymphoblastique 2006
- Cellules de lymphome de Burkitt 2007
- Cellules de carcinomes 2013
Tissus - Tissu de cancer du sein 2009
- Tissu de carcinome papillaire thyroidien 2019
- Tissu de cancer hépatique 2021

La reconnaissance de la cible par I’aptamére s’effectue par le biais de multiples points
de contact impliquant des interactions électrostatiques et de « stacking », des liaisons
hydrogene ainsi que des effets stériques. Une protéine est souvent reconnue en surface tandis
qu’une petite molécule se loge généralement dans une cavité située au cceur de I’aptamere, qui

est capable de s’ajuster a sa cible en effectuant des repliements successifs.%’

2.2. Production des aptameres

Les aptameres sont sélectionnés par une procédure in vitro appelée SELEX, mise au
point en 1990 par Tuerk et Gold,*? et dont le fonctionnement est représenté dans la Figure 11.
La premiére étape consiste a incuber une banque d’oligonucléotides contenant un grand nombre
de séquences aléatoires (généralement de I’ordre de 10 & 10%°) avec une cible d’intérét dans

des conditions opératoires préalablement definies. Grace a la diversité conséquente de cette
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bangue, seule une petite partie des séquences sont capables de reconnaitre naturellement la cible
avec une affinité plus ou moins importante. Les séquences affines, en vue de leur amplification
par PCR, sont seéparées des séquences qui ne se lient pas a la cible principalement par des
méthodes chromatographiques telles que la chromatographie d’affinité sur gel d’agarose, la
chromatographie d’exclusion stérique (SEC), ou a I’aide de billes magnétiques sur lesquelles la
cible aura été préalablement immobilisée. Les candidats aptameres amplifiés sont ensuite
soumis a un nouveau cycle SELEX, réalisé dans des conditions plus stringentes. Entre 10 et 15
cycles sont généralement nécessaires pour obtenir des séquences ayant une affinité satisfaisante
pour la cible d’intérét. Au terme du dernier cycle, les séquences les plus affines sont
caractérisées par séquencage.**

Les aptameres isolés contiennent généralement 70 a 80 nucléotides et peuvent étre
tronqués pour ne conserver gque la région responsable de I’interaction avec la cible, ou pour
faciliter leur repliement en une structure favorisant cette interaction. La longueur minimale de
liaison d’un aptamére se situe généralement entre 25 a 40 nucléotides, avec un poids

moléculaire d’environ 8 a 13 kDa.*%8

Banque d’oligonucléotides

(1014-10' séquences aléatoires)
s "

.. . N 1 A
Aprés le dernier cycle‘,\ ouveau cycle ooﬁ Cible d’intérét
séquencage des Q @

séquences les plus
affines.

R e

Amplification par_ 10 a 15 cycles SELEX ) 3 O

3%

Elimination des séquences non
liées par méthodes séparatives

, 4 \' @)
Elution de la cible z. 3. %. (] %
@ ® [ Q
Q Séquences liées

Figure 11. Les différentes étapes de la méthode SELEX.
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Selon la cible d’intérét et I’application désirée, d’autres modes de SELEX peuvent étre
utilisés, qui different de la méthode SELEX conventionnelle par le mode de séparation des
séquences affines et non affines, ou bien par le mécanisme de reconnaissance de la cible. Parmi
eux, certains tels que la capture-SELEX, la CE-SELEX (CE pour électrophorese capillaire) ou
encore la «graphene oxide » (GO)-SELEX peuvent étre employés pour surmonter les
difficultés rencontrées lors de la sélection d’aptameres dirigés contre des petites molécules. En
effet, la méthode SELEX conventionnelle nécessite généralement I’immobilisation des ligands
sur une matrice solide. Or, cette méthode est peu adaptée pour les petites molécules, dont le
greffage s’avere fastidieux en raison du mangue de groupements fonctionnels. Cette situation
peut entrainer une géne stérique, conduisant & un manque d’accessibilité de la cible aux
aptameres. De plus, il existe un risque de modification de ses propriétés de reconnaissance
comparativement a la forme libre lorsque celle-ci est conjuguée a un espaceur pour son
immobilisation.>% La capture-SELEX consiste a conjuguer la banque d’oligonucléotides a des
billes magnétiques via des séquences d’ancrage situées a leurs extrémités. Un changement
conformationnel se produit lors de la reconnaissance de la cible, entrainant le déplacement des
séquences affines de la surface de la matrice.!® La GO-SELEX est une autre méthode
exploitant la propriété de 1’oxyde de graphéne a adsorber I’ADN simple brin par le biais
d’interactions n-m. De cette maniére, les séquences non liées a la cible d’intérét peuvent étre
facilement séparées des séquences liées par simple centrifugation.’®* La CE-SELEX quant a
elle, permet de réduire le nombre de cycles (de 1 a 4, en général), améliorant ainsi la rapidité
de la sélection. La séparation des complexes aptamere-cible s’effectue selon la mobilité
électrophorétique sous I’action d’un champ électrique.’®? Cette technique est notamment
développée au sein de notre laboratoire et a été employée pour la sélection d’aptameéres dirigés
contre un peptide, la conotoxine,'® et contre la protéine Tau. % Elle n’est cependant pas adaptée
a la sélection d’aptaméres dirigés contre les petites molécules en raison de la trés faible voire
I’absence de différence de mobilité entre la banque libre et les complexes aptamére-cible.?

Un autre mode couramment utilisé pour la sélection d’aptaméres dirigés contre des cellules
entieres est la Cell-SELEX. Cette méthode implique [’interaction de la banque
d’oligonucléotides avec de multiples biomarqueurs exposés a la surface des cellules, donnant
lieu a une variété d’aptameres reconnaissant différents marqueurs membranaires sur une cellule
donnée. Cette approche a permis la sélection d’aptaméres dirigés contre les spermatozoides ou

contre les érythrocytes, avec des applications en science médico-légale.®
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A la fin du processus de SELEX, I’objectif est, en général, de choisir la ou les séquences
d’aptaméres présentant le meilleur profil d’affinité vis-a-vis du ligand. Celle-ci est exprimée
par la constante de dissociation Kg, qui représente 1’équilibre de la réaction :

Aptamere — cible = Aptamere + cible

[Aptamere] = [Cible]
[Aptamere — Cible]

Kd =

D’apres la formule ci-dessus, plus le Kq est faible, plus I’affinité d’un aptameére pour sa
cible est importante. Sa détermination peut se faire par diverses méthodes de caractérisation des
interactions. Parmi celles-ci figurent certaines méthodes spectroscopiques comme la mesure de
I’intensité de fluorescence ou de I’anisotropie de fluorescence. Des techniques impliquant une
variation de la masse apparente, telles que la résonance plasmonique de surface (SPR) ou les
microbalances a cristal de quartz (QCM), sont également couramment utilisées, ainsi que des
approches basées sur des variations du coefficient de diffusion comme la thermophorése a
micro-échelle (MST), 3105106
Cependant, 1’applicabilité de ces différentes méthodes représente un défi lorsque la cible est
une petite molécule. En effet, la nécessité d’immobiliser ou de marquer la cible ou I’aptameére
avec un fluorophore constitue une limitation importante & prendre en considération.®®1%
Comme souligné précédemment, ces procédés peuvent affecter la reconnaissance aptamere-
cible et avoir un impact significatif sur I’affinité. De plus, un manque de sensibilité peut étre
constaté, soit en raison d’une variation de taille ou de masse trop minime, soit parce qu’un
changement conformationnel substantiel de 1’aptamére est requis.>*%

Afin de pallier ces problématiques, des méthodes opérant en phase homogene et sans
nécessité de marquage sont également employées. Le titrage calorimétrique isotherme (ITC)
exploite le dégagement de chaleur se produisant lors de I’ interaction entre 1’aptameére et sa cible,
en mesurant la puissance requise pour maintenir des conditions isothermiques.'®’ La principale
contrainte réside dans le besoin de disposer de quantités importantes en cible en raison du Kg
apparent généralement de 1’ordre du uM.>% Malgré cela, cette approche est couramment
utilisée pour les systemes aptamére-petites molécules.

L’¢lectrophorese capillaire (CE) est notamment adaptée pour 1’étude des interactions entre
aptameéres et macromolécules. Une méthodologie a toutefois ét¢ développée afin d’appliquer
cette technique aux petites cibles. Bao et al. ont ainsi décrit une approche basée sur

I’électrophorése capillaire cinétique (KCE), ou la mesure des constantes cinétiques kon €t Koff
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permettent de calculer la constante de dissociation Kg.1% L’aptamére est injecté en premier,
suivi de la cible qui présente une mobilité plus importante. L application du champ électrique
conduit a la formation de complexes aptamére-cible, puis a la séparation des trois entités. En
raison d’une différence de mobilité significative entre la cible seule et la cible liée a I’aptamere,
la propagation temporelle de la cible est suivie par mesure de son absorbance en UV. Ce mode
de détection évite ainsi le marquage fluorescent de 1’aptamere ou de la cible.

La technique de « backscattering interferometry » (BSI) utilise un laser dont le faisceau est
réfléchi et réfracté pour générer un profil constitué de plusieurs franges. La liaison aptamere-
cible entraine un changement de I’indice de réfraction, se traduisant par un changement de la
position des franges au sein du motif. Le signal étant dépendant du changement
conformationnel de ’aptamére, il est possible d’observer une sensibilité réduite.>1%

Le dichroisme circulaire (CD) est une méthode spectroscopique reposant sur 1’absorption de
lumiére polarisée circulairement, générant des profils spectraux distincts selon si I’aptamére est
libre ou lié a sa cible. Cependant, une longueur d’onde d’absorption de la cible proche de celle
de I’aptamére peut conduire a une résolution faible.1%1% Cette technique est également trés
consommatrice de réactifs.

La dialyse a 1’équilibre fait intervenir une membrane semi-perméable qui permet le passage
exclusif des petits composes. 1l convient de noter qu’une adsorption de la cible sur cette

membrane peut se produire et altérer la mesure de 1’affinité.1%

Pour caractériser 1’affinité d’un aptamere, il est ainsi recommandé d’utiliser plusieurs
méthodes orthogonales pour compenser les limitations spécifiques de chacune d’entre elles. En
outre, il est important de choisir des méthodes qui sont en adéquation avec I’application future
envisagée pour I’aptamere concerné. La réalisation d’expérimentations supplémentaires visant
a controler la spécificité de I’aptamére, en le testant avec une cible normalement non reconnue,
et en testant une séquence aléatoire (« scramble ») avec la cible d’intérét, est également cruciale
pour valider les propriétés de reconnaissance de I’aptamére sélectionné,107:110-112
Le Tableau 3 répertorie de maniere non exhaustive les différentes méthodes couramment
employées pour déterminer I’affinité, en précisant leurs avantages et leurs limites reliées a leur

applicabilité vis-a-vis des cibles de faible poids moléculaire.
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Tableau 3. Caractéristiques de certaines méthodes de détermination de I’affinité pour les petites

molécules.
Méthode Principe Avantages Limites
Anisotropie de Analyse de la lumiére - Rapidité - Marqguage fluorescent de la cible :

fluorescence

polarisée émise dépendante
de la masse apparente et du

mouvement du fluorophore.

- Phase homogéne

difficile

- Marquage fluorescent de 1’aptameére :

nécessite un changement
conformationnel significatif (manque

de sensibilité)

SPR Changement de I’indice de - Sans marquage - Immobilisation de la cible : difficile et
réfraction d’une source - Rapidité réduit ’affinité.
lumineuse sur une surface - Petits volumes - Immobilisation de 1’aptamére :
d’or lors de la liaison variation de masse apparente peu
aptamére-cible. marquée (manque de sensibilite).
QCM Changement des propriétés - Sans marquage - Immobilisation de la cible : difficile et
vibrationnelles d’un cristal - Possibilité de suivre réduit I’affinité.
lors de la liaison aptamere- I’énergie de dissipation - Immobilisation de 1’aptamére :
cible. pour améliorer la variation de masse apparente peu
sensibilité. significative (mangue de sensibilité).
MST Différence de thermophorése - Petits volumes - Marqguage fluorescent de la cible :
entre 1’aptamere libre et les - Rapidité difficile et réduit I’affinité.
complexes aptamére-cible. - Phase homogéne - Marquage fluorescent de ’aptamére :
la liaison avec la cible doit induire des
modifications significatives au niveau
de la charge ou de la sphere
d’hydratation pour observer une
différence de migration.
ITC Dégagement de chaleur lors - Sans marquage - Nécessite des concentrations élevées

de la liaison aptamere-cible.

- Phase homogene

en cible.

Electrophorése
capillaire cinétique
(KCE)

Séparation de la cible libre,
de I’aptamére libre et des
complexes aptamere-cible
selon leur mobilité

électrophorétique.

- Sans marquage
(détection UV)
- Petits volumes
- Rapidité

- Phase homogene

- Nécessite des concentrations élevées

en cible.
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BSI Différence de profils suite au - Sans marquage - Nécessite un changement
changement de I’indice de - Phase homogene conformationnel significatif
réfraction d’un laser lors de - Petits volumes
la liaison aptamere-cible.

CD Absorption de lumiere - Sans marquage - Nécessite un changement
polarisée circulairement. - Phase homogene conformationnel significatif.
Changement du spectre lors - Résolution faible.
de la liaison aptamére-cible. - Trés consommateur en réactifs

Dialyse a Membrane semi-perméable - Simplicité - Adsorption possible sur la membrane.

1’équilibre ne laissant passer que les - Rapidite
petits composés.

2.3. Avantages des aptameéres

Souvent considérés comme des « anticorps synthétiques », les aptameres présentent de
nombreux avantages par rapport a ces derniers. Leur synthése est plus facile et plus rapide avec
des possibilités de modifications chimiques et de fonctionnalisation plus flexibles. Ils
présentent également une meilleure stabilité, des propriétés de stockage plus avantageuses, et
leur dénaturation est réversible. De plus, leur synthése in vitro réduit les préoccupations
éthiques associées a la production des anticorps. Enfin, leur colt de production est généralement
plus faible que celui des anticorps traditionnellement utilisés dans le cadre
d’immunodosages.*!® Le Tableau 4 résume les principales caractéristiques des aptaméres en

comparaison avec les anticorps conventionnels. %1415
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Tableau 4. Avantages des aptameéres par rapport aux anticorps conventionnels.

Anticorps conventionnel Aptameére
Synthese In vivo (animal), processus In vitro, processus
biologique chimique
Codt de production Elevé Réduit
Temps de production Long : environ 6 mois Court : entre 2 et 8
semaines
Taille Environ 150 kDa Entre 13 et 26 kDa
Cibles Immunogeéniques Tout type

Reconnaissance de la cible | En conditions physiologiques Conditions adaptables

Variation inter-lot Elevée Faible
Modifications et S’effectuent a des positions Peuvent étre introduites a
fonctionnalisation aléatoires des positions définies
Stabilité Sensible a la température Thermostables
Dénaturation irréversible Dénaturation réversible
Durée de conservation Limitée Longue

2.4. Applications des aptameéres

2.4.1. En thérapie et vectorisation

Peu de temps aprés leur découverte, une premiere étude a été publiée par Sullenger et
al.,!'® démontrant la capacité d’un aptamére a réduire la réplication virale du VIH, ouvrant la
voie a leur utilisation potentielle dans le domaine thérapeutique. En plus des avantages
mentionnés dans le Tableau 4, ces derniers présentent une meilleure pénétration cellulaire que
les anticorps, ainsi qu’une faible immunogénicité et une toxicité réduite.’*® Néanmoins,
’utilisation thérapeutique des aptaméres présente certaines limites qui méritent d’étre
soulignées. En raison de leur petite taille, ils présentent une demi-vie trés courte (environ 5 a
10 minutes) dans I’organisme et sont rapidement éliminés par voie rénale. Cependant, il est
possible de prolonger cette demi-vie a une période allant de 24 a 48 heures en conjuguant

I’aptameére avec une molécule plus volumineuse telle que le polyéthyléne glycol (PEG) ou le
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cholestérol.!>! De plus, leur dégradation par des nucléases constitue un autre inconvénient
majeur, pouvant étre toutefois surmonté gréce a des modifications chimiques au niveau du sucre
des bases pyrimidiques, en substituant le groupement 2°-OH en 2°-F, 2°-NH; ou 2’-OCHz. 1>
La modification des liaisons phosphodiester en liaisons phosphorothioate ou
méthylphosphonate constitue également un moyen de résistance aux nucléases.*>” Une autre
solution consiste a utiliser des spiegelmers, qui sont la forme énantiomérique des aptaméres et
qui utilisent le L-ribose au lieu du D-ribose. Ces derniers ne sont pas reconnus par les nucléases,
offrant ainsi une alternative prometteuse.’*”1!® Enfin, une perte d’affinité peut étre observée
dans les environnements complexes, notamment dans des milieux a tempeérature élevée, en
présence de divers ions métalliques, ou lorsque le pH est supérieur au pKa de la cible. En effet,
la liaison aptamére-cible est améliorée lorsqu’elle se trouve a 1’état protoné. %12
Généralement, cette affinité peut étre améliorée par la modification de bases nucléiques.*” A
titre d’exemple, les SOMAmers (« slow off-rate modified aptamers ») développés par la sociéte
Somalogic ont permis le développement d’aptameres de meilleure affinité grace a 1’ajout de

groupements fonctionnels similaires a des chaines latérales d’acides aminés.!??

En 2004, le pegaptanib (Macugen®) est devenu le premier aptamére thérapeutique a étre
approuvé par la « Food and Drug Administration » (FDA) aux Etats-Unis. 1l s’agit d’un
aptameére a base d’ARN ciblant le facteur de croissance de I’endothélium vasculaire (VEGF),
indiqué dans le traitement de la dégénérescence maculaire liée a I’age (DMLA) exsudative. Son
mode d’action est qualifié¢ d’antagoniste car il se lie au VEGF afin d’empécher sa liaison avec
son récepteur.'?® Son autorisation de mise sur le marché (AMM) européenne a été obtenue en
2006, et son remboursement en France a été assuré jusqu’en 2014, ou le service médical rendu
(SMR) a été jugé insuffisant. En effet, les anti-VEGF les plus récents tels que le ranibizumab
(un anticorps monoclonal) ou I’aflibercept (une protéine de fusion) ont démontré une
amélioration de I’acuité visuelle tandis que le pegaptanib permettait seulement de diminuer la
perte d’acuité visuelle. Par conséquent, selon la Haute Autorité de Santé (HAS), ce médicament
n’est plus considéré comme une option appropriée pour la prise en charge de la DMLA
exsudative.1?*

En ao(t 2023, un deuxiéme aptamere thérapeutique en série ARN, dénommé avacincaptad
pegol (Izervay®), a été approuvé par la FDA. Ce dernier est dirigé contre le facteur C5 du
complément et agit selon un mode antagoniste. Il est indiqué dans le traitement de 1’atrophie

géographique, une conséquence a long-terme de la DMLA atrophique.?®
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A ce jour, une douzaine d’aptameéres font 1’objet d’essais cliniques dans divers domaines
tels que I’ophtalmologie, les troubles de la coagulation, 1’oncologie ainsi que I’inflammation.
L’évaluation de I’efficacité et la tolérance d’un nouveau médicament chez des sujets humains
implique différentes phases, dont les modalités sont réesumeées dans la Figure 12. La phase | vise
a évaluer la tolérance du produit chez un petit nombre de volontaires sains. La phase Il permet
de déterminer I’efficacité pharmacologique chez un faible effectif de patients et d’établir les
modalités optimales de prescription. La phase Il consiste a évaluer ’efficacité thérapeutique
de lamolécule chez de larges populations de sujets atteints de la maladie ciblée. Enfin, la phase
IV se déroule aprés I’obtention de I’AMM, et a pour objectif de surveiller I’utilisation a long-

terme du médicament dans le cadre de la pharmacovigilance.!?

1
|
Phase pré- Phase I Phase 11
e\ fpH ) BEH
8 Mode¢les ; : e
Y o g . - Volontaires sains - Efficacité pharmacolo-
- ammaux - Tolérance gique
1

AMM

Figure 12. Les différentes phases d’une étude clinique.

D’aprés le Tableau 5 ci-dessous, un candidat est actuellement en phase 11, huit sont en phase
I1, et un seul se trouve en phase 1.1171%7 || est & noter qu’un essai de phase III pour I’aptamére

REG1 a été interrompu prématurément en raison de I’apparition d’allergies sévéres au PEG.18

Tableau 5. Aptameéres en cours d’étude clinique.

Nom Cible Indication Phase
Pegaptanib (Macugen®) VEGF DMLA exsudative \Y;
Avacincaptad pegol (Izervay®) C5 (Facteur du Atrophie géogra;-)hique W\

complément) (DMLA atrophique)

E10030 — Pegpleranib (Fovista®) PDGF DMLA Il
REG1 Facteur 1Xa Maladie coronarienne |
ARC1779 Facteur von Willebrand Infarctus du myocarde 1
NU172 Thrombine Maladie cardiaque I
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AS1411 Nucléoline Leucémie aigué myéloide I
o Leucémie lymphoide
NOX-A12 — Olaptesed pegol CXCL12 (chimiokine) i I
chronique
NOX-E36 — Emapticap pegol Diabéte de type 2
] PHCEP PE9 CCL2 (chimiokine) ) ] -yp, ] I
(Spiegelmer) (néphropathie diabétique)
NOX-H94 — Lexaptipid pegol o o )
_ Hepcidine Anémie chronique I
(Spiegelmer)
ApTOLL TLR4 Accident vasculaire cérébral 11128
BAX499 TFPI Hémophilie I

En plus de leur activité thérapeutique propre, les aptameéres offrent une approche
prometteuse pour la vectorisation de médicaments. Comme illustré dans la Figure 13, cette
vectorisation peut étre réalisée de deux manieres principales ; tout d’abord, il est possible de
conjuguer directement une molécule thérapeutique a 1’aptameére, permettant ainsi de délivrer
I’agent thérapeutique de fagon ciblée au niveau d’un site spécifique reconnu par I’aptameére. De
plus, il est également possible de fonctionnaliser des nanomatériaux tels que des liposomes, des
micelles, ou des nanoparticules, qui peuvent contenir une grande quantité de substance
active.1*>118129 Un exemple concret de cette approche est la vectorisation de la doxorubicine,
un médicament anticancéreux, au niveau des cellules de la prostate. Cette stratégie permet

d’augmenter 1’efficacité thérapeutique tout en réduisant les effets indésirables systémiques.t®

e
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< \/\\ \5 ‘ Agent thérapeutique
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<’ - \&\ ‘ / N LN

Figure 13. Procédés de vectorisation utilisant les aptameéres. A. Conjugaison entre un
aptamere et un agent thérapeutique. B. Fonctionnalisation d’un nanomatériau contenant

I’agent thérapeutique.
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2.4.2. En analyse et imagerie

Outre leurs applications thérapeutiques, les aptameres sont largement exploités dans le
domaine de I’analyse. Au stade pré-analytique, de nombreuses publications soulignent leur
utilité dans le prétraitement des échantillons, que ce soit pour I’extraction d’un composé
d’intérét*311%2 ou pour la séparation des différentes molécules présentes dans ces échantillons,
en utilisant des méthodes chromatographiques ou électrophorétiques.***13 Ces approches font
appel a des cartouches d’extraction ainsi qu’a des colonnes d’affinité au sein desquelles des
aptameéres spécifiques d’une cible d’intérét sont immobilisés. Les aptameres, en raison de leur
taille relativement faible, permettent une fixation plus dense a la surface de la phase stationnaire
par rapport a d’autres ligands d’affinité tels que les anticorps. De plus, leur facilité de
conjugaison sur ce type de support les rend particuliérement adaptés pour ce type d’application.
En 2012, Penner et ses collaborateurs, de la société NeoVentures Biotechnology Inc., ont mis
au point et commercialisé des colonnes d’affinité pour la purification d’échantillons contenant
des mycotoxines carcinogénes, telles que I’ochratoxine A ou les aflatoxines, 351

La séparation de molécules chirales suscite un intérét croissant dans 1’industrie
pharmaceutique. En effet, de nombreux principes actifs existent sous la forme d’énantiomeres,
’un porteur de Dactivité thérapeutique, I’autre pouvant étre inactif voire toxique.™’ Le
thalidomide, médicament prescrit dans les années 1950 comme sédatif et antiémétique, a cause
de nombreuses malformations congénitales en raison de la tératogénicité de 1’énantiomére S
(Figure 14). Ce scandale a incité les autorites sanitaires a imposer des contrdles rigoureux de la
pureté énantiomérique d’un médicament avant sa mise sur le marché.!® Les aptaméres peuvent
ainsi étre utilisés en tant que sélecteurs chiraux. Notre laboratoire a été le premier a exploiter
cette caractéristique en 2003, pour réaliser la séparation énantiosélective d’une molécule
modéle, la vasopressine.*® Depuis lors, plusieurs travaux ont été menés sur des acides aminés

et dérivés, 0143 des pesticides'** ainsi que des médicaments.14>146
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Figure 14. Formes énantiomeres du thalidomide. A. (R)-thalidomide. B. (S)-thalidomide.
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Au niveau analytique, les aptameres représentent des éléments de reconnaissance de
choix pour 1’¢laboration de biocapteurs et de bioessais dans divers domaines. En médecine
légale, ces derniers peuvent étre utilisés pour la détection de substances illicites dans des
échantillons biologiques, ainsi que pour I’identification d’empreintes digitales ou de taches de
sang sur les scénes de crime.®®'* Dans I’industrie agroalimentaire, ils sont employés pour la
surveillance de la qualité des produits alimentaires et de la sécurité environnementale, en
détectant la présence de contaminants indésirables tels que les métaux lourds, les biotoxines,
les microorganismes pathogenes, les perturbateurs endocriniens ou les polluants
chimiques.3>196:147.148 | o5 aptaméres ont également leur place dans le cadre de la lutte contre le
terrorisme, par exemple pour la détection d’agents toxiques comme la ricine, les composés
organophosphorés ou les spores de Bacillus anthracis, ainsi que de substances explosives
volatiles telles que le trinitrotoluéne (TNT) ou le cyclonite (RDX).%%14714° Enfin, 1’élaboration
de biocapteurs et de bioessais dans le domaine du diagnostic in vitro constitue un champ
d’application non négligeable, ou les aptaméres sont utilisés pour la détection d’une variété de
cibles impliquées dans diverses pathologies infectieuses, cardiovasculaires, cancéreuses ou
encore neurologiques.'2%150:151

A I’heure actuelle, la plupart de ces biocapteurs et bioessais demeurent généralement au
stade de « preuve de concept ». Cependant, la société SomaLogic a développé en 2010 une
plateforme de diagnostic appelée SOMAscan®, qui s’est avérée prometteuse pour 1’analyse
simultanée de plusieurs milliers de protéines dans des échantillons biologiques grace a
I’utilisation des SOMAmers.'%2% Le principe est décrit dans la Figure 15 ; les SOMAmers
employés sont pourvus d’un marqueur fluorescent en position 5 et sont attachés a des billes
magnétiques via une biotine en position 3’. La cible, une fois reconnue, est ensuite biotinylée
par une reaction de biotinylation des amines. S’ensuit une étape de photoclivage d’un linker
situé entre le SOMAmer et la biotine, permettant la libération des complexes SOMAmer-cible.
Ces derniers sont capturés par des billes fonctionnalisées avec de la streptavidine. Aprés une
étape de dénaturation a pH 10, les SOMAmers sont libérés, collectés, puis détectés a 1’aide
d’une méthode d’hybridation utilisant des oligonucléotides complémentaires fixés sur une puce
a ADN.154’155
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Figure 15. Principe de la plateforme SOMAscan®.

Cet exemple a ouvert la voie vers la commercialisation de quelques dispositifs destinés
a la détection biomoléculaire et au diagnostic in vitro, résumés dans le Tableau 6 ci-
dessous.>1%¢1%8 Etant donné 1’expansion croissante du marché des aptaméres, de plus en plus
de sociétés biotechnologiques se penchent sur la commercialisation de ce type de Kits.
Cependant, cela requiert I’existence de protocoles standardisés pour la selection et la

caractérisation des aptaméres ainsi que la validation des méthodes en milieux biologiques.®>**
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Tableau 6. Dispositifs commercialisés destinés a la détection et au diagnostic in vitro.

Sociéteé Produit Année Concept
_ Plateforme de détection simultanée de
SomaLogic SOMAscan® 2010 _ o B
plusieurs milliers de protéines.
Kits de détection optique de mycotoxines
dans des échantillons alimentaires.
NeoVentures OTA-Sense® .
_ 2012 | - Colonnes d’affinité (achetables
Biotechnology Afla-Sense® o
séparément)
- Plateforme de détection.
AptaGen Apta-Beacon™ 2012 | Kit de détection optique de théophylline.
Kit de détection optique de thrombine ou de
N . OLIGOBIND® . - . :
Sekisui Diagnostics GmbH 2012 | protéine C activée, dans des échantillons
OLIGOBIND® APC )
plasmatiques.
Kit de détection optique de protéines ou de
AptoPrep™ 2014 | cellules exprimant certains biomarqueurs,
dans des échantillons biologiques.
Kit d’isolation et de détection optique de
Aptamer Sciences (AptSci) AptoCyto™ 2014 | cellules exprimant certains biomarqueurs,
pour une analyse par cytométrie en flux.
Kit d’analyse de 7 protéines associées au
AptoDetect™-Lung | 2018 | risque de cancer du poumon, avec calcul
d’un score.
Dispositif point-of-care (POC) de détection
) électrochimique de pathogenes et toxines
CibusDx APOLLOMER™ | 2018 , _ _ _
dans des échantillons alimentaires et
environnementaux.
_ _ Dispositif POC de détection électrochimique
Biogenes Technologies AptSENS 2021
du SARS-CoV-2.
] Kit de détection colorimétrique du SARS-
Achiko AptameX 2022
CoV-2.
) ) Kit de détection optique de cibles
AptaMatrix Alloswitch™ 2023

biologiques.
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De nombreuses applications dans le domaine de 1’imagerie moléculaire in vivo sont
également décrites dans la littérature.12®1° L utilisation d’un aptameére radiomarqué avec du
9MT¢ pour la visualisation de I’inflammation par tomographie par émission monophotonique
(TEMP) a été mentionnée pour la premiére fois par Charlton et al. en 1997.%%° Hicke et al. ont
également congu un aptamére marqué avec du *™Tc pour détecter des cellules de glioblastome
par reconnaissance de la ténascine C.!®! L’aptamére en question contient des bases
2’fluoropyrimidiques pour accroitre sa stabilité face aux nucléases.

Quelques études ont répertorié¢ 1’'usage d’autres techniques d’imagerie nucléaire telles que la
tomographie par émission de positons (TEP) pour étudier des modéles de cancers. A titre
d’exemple, Li et al. ont développé une sonde capable de cibler des cellules de cancer du poumon
grace a un aptamére dirigé contre la nucléoline et marqué avec du ®4Cu.16?

Les aptameres peuvent également étre associés a des produits de contraste a base de gadolinium,
de nanoparticules métalliques ou de composés iodés afin d’étre utilisés dans des techniques
d’imagerie par résonance magnétique (IRM),%3 de tomodensitométrie'®* ou échographiques.t®
Enfin, I’emploi d’aptaméres fluoromarqués constitue une approche intéressante pour
I’observation de cellules spécifiques en ciblant des marqueurs exprimés a leur surface.** Plus
de 50% des publications se concentrent sur I’imagerie par fluorescence, avec une majorité
d’applications en oncologie.® Dans le domaine de la neurologie, Farrar et al. ont réussi a
observer la présence de plaques amyloides chez la souris en utilisant un aptamére marqué par
la fluorescéine qui se lie spécifiquement au peptide f-amyloide, une molécule potentiellement
impliquée dans la maladie d’Alzheimer. 1%

Certains travaux visent a développer des sondes multimodales qui combinent 1’imagerie par
fluorescence avec une technique plus globale parmi I’imagerie nucléaire, I’'IRM ou la
tomodensitométrie.

Ces ¢études, bien qu’encourageantes, nécessitent toutefois des investigations
supplémentaires. Il est important d’évaluer I’affinité apparente de 1I’aptamere envers sa cible et
de réaliser des comparaisons avec un contréle négatif pour déterminer si le signal détecté
provient véritablement de I’interaction aptameére-cible ou d’un processus non-spécifique
d’interaction de la sonde avec la tumeur. De plus, il convient d’accorder une attention
particuliére a la dégradation in vivo des sondes et a leur toxicité. Bien que les aptameéres soient
régulierement décrits comme peu immunogenes, ils peuvent étre reconnus de maniére auto-

immune et par conséquent étre a I’origine d’effets indésirables systémiques.™>®
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2.5. Aptameres utilisés dans le cadre de la these

2.5.1 Aptameére anti-L-tyrosinamide

La L-tyrosinamide (L-Tym) est un analogue de la L-tyrosine, un acide aminé nécessaire
a la synthese des hormones thyroidiennes et de neurotransmetteurs tels que les catécholamines
(dopamine, adrénaline et noradrénaline). Il entre également dans la composition de nombreuses
protéines de 1’organisme. Par exemple, les ADN topoisomérases sont des enzymes capables de
couper transitoirement I’ADN, utilisant des résidus tyrosine pour cliver la liaison
phosphodiester. C’est dans ce contexte qu’en 2001, Vianini et al. ont développé un protocole
de sélection d’un aptamére dirigé contre la L-tyrosinamide.®® Comme illustré dans la Figure 16,
la différence entre ces deux molécules réside dans la modification du groupement carboxyle en
groupement carboxamide. Ce choix a été effectué afin de reproduire une situation similaire a

celle d’une chaine polypeptidique.

(0]

OH NH,

NH, NH,

HO
A B

HO

Figure 16. Structures de la L-tyrosine (A) et de la L-tyrosinamide (B).

L’aptamere anti-L-tyrosinamide sélectionné est une séquence d’ADN constituée de 49
bases, et présentant un Kq apparent de 45 uM envers sa cible. Son isolement a nécessité 15
cycles de SELEX conventionnelle, ou le ligand a été immobilisé a la surface d’une colonne de
chromatographie d’affinité. La sélection a été réalisée a température ambiante, dans une
solution tampon composée de 20 mM de Tris, 300 mM de NaCl et 5 mM de MgCl., a un pH
de 7,6. La D-tyrosinamide n’est pas reconnue par 1’aptamére, mettant en évidence son

énantiosélectivité pour la reconnaissance de sa cible.

Par la suite, plusieurs expériences ont été menées par Challier et al. visant a comprendre
le mécanisme de liaison entre 1’aptamére et son ligand.®” Dans un premier temps, ces derniéres
ont permis d’identifier la séquence minimale nécessaire a la reconnaissance de la L-

tyrosinamide (Tableau 7). Cette séquence tronquée comporte 23 bases et a été utilisée dans les
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travaux de cette these. Elle présente un Kq apparent de ~12 uM en 1’absence de MgCl et de
~0,8 UM en présence de 10 mM de MgCly, soulignant I’importance du magnésium dans la
stabilisation du complexe aptameére-cible. D’autres expériences ont également montré la
contribution du magnésium dans 1’induction du changement conformationnel de I’aptamére
pour la reconnaissance de la cible. Ces résultats sont en accord avec d’autres travaux

antérieurs.?

Il semble que la liaison entre I’aptamere et la cible se produise par le biais d’un
mécanisme d’ajustement induit, oU le ligand serait reconnu au niveau de I’extrémité 5,
entrainant le repliement de I’aptamére autour de celui-Ci jusqu’a I’extrémité 3°. Ce mécanisme
s’oppose a celui de sélection conformationnelle, dans lequel la cible se lie préférentiellement a
un aptamére pré-structuré (Figure 17).12%167 Des expériences de spectroscopie RMN ont
également montré que 1’aptamére anti-L-tyrosinamide ne posséde pas de structure secondaire a
1état libre.2®® Les travaux récents menés par 1’équipe de Heemstra ont révélé I’existence d’un
mécanisme de sélection conformationnelle en présence d’un brin complémentaire a ’aptamére,
ou la dissociation du duplex est nécessaire pour permettre la liaison avec la cible.'®® Par
conséquent, la survenue de 1’un ou I’autre de ces mécanismes semblerait étre déterminée par
I’état de I’aptamére en I’absence de la cible, hybridé a un brin complémentaire ou sous forme
totalement libre. Ces travaux ont également mis en évidence la stabilité du complexe aptamere-
L-tyrosinamide, caractérisée par une cinétique de dissociation lente une fois la reconnaissance

effectuée. 6

A O

Figure 17. Mécanismes de sélection conformationnelle (A) et d’ajustement induit (B)
appliqués a I’aptamere anti-L-tyrosinamide (23mer). La structure secondaire de I’aptamére a

I’état 1ié est non déterminée.
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La reconnaissance de la L-tyrosinamide par I’aptamére s’effectuerait grace a des
interactions n—m entre les cycles aromatiques, ainsi que par le biais d’interactions
électrostatiques entre le groupement amino chargé positivement de la cible et la structure
polyanionique de I’aptamére. Ces interactions électrostatiques ont été mises en évidence par
une étude de I’impact de la force ionique réalisée par Lin et al., qui a démontré une réduction

de I’affinité en cas de forte concentration en Na*.12!

Bien que Vianini et al. aient initialement proposé une structure secondaire en G-quartet
en raison de la présence de plusieurs guanines dans la séquence de I’aptamére,®® la structure
secondaire précise de I’aptamere anti-L-tyrosinamide a 1’état libre et complexé n’a pas encore
été déterminée. Néanmoins, il a été utilisé a plusieurs reprises comme modele de faisabilité

dans 1’¢laboration de biocapteurs.’0-176

2.5.2. Aptameére anti-Adénosine

L’adénosine (Figure 18) est un nucléoside qui participe a la régulation de multiples
fonctions dans 1’organisme, notamment au niveau cardiaque, cérébral et inflammatoire. Ses
dérivés, ’AMP et I’ATP, jouent également un réle important dans de nombreux processus
biologiques tels que la transduction de signaux intracellulaires, le transport membranaire ainsi

que la division cellulaire.t””

NH,
N X
1
N “
HO
0
OH OH

Figure 18. Structure de 1’adénosine.
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En 1995, Huizenga et Szostak ont sélectionné un aptamere en série ADN dirigé contre
I’adénosine et ses dérivés phosphorylés (AMP, ADP, ATP), dont la séquence optimisee
comporte 25 bases (Tableau 7). Un Kq apparent de 6 uM a été déterminé pour 1’adénosine,
tandis qu’une affinité moindre a été observée pour ses analogues. La sélection a été effectuee
dans des conditions identiques a celles décrites précédemment pour la L-tyrosinamide, et a
nécessité 8 cycles de SELEX conventionnelle.>

Deux ans plus tard, Lin et Patel ont utilisé la spectroscopie RMN pour étudier la
structure secondaire de cet aptamére ainsi que les caractéristiques de liaison avec son ligand.’®
La Figure 19 présente une illustration de la structure identifiée, pouvant étre décrite comme une
« hairpin imparfaite », en raison de la présence d’une boucle interne. Cet aptameére est capable
de former un complexe avec deux molécules d’adénosine, formant ainsi une structure stabilisée
grace a la formation de mésappariements G-A et G-G.17717
Des expériences complémentaires ont démontré I’importance du Mg?* dans I’induction du

changement conformationnel de 1’aptamére pour la reconnaissance de sa cible.!”

T
T AT
A7 T TG
TG G—C
G—C /A---G
A G ¢ |
G G /G---G
™~
G A G\ /A —  Paires Watson-Crick
G G G---G\
G G ‘ I> G @ Meésappariement
G A G—A~
T—A T—A A cible
C—G CcC—G
C—G cC—G
5 i 3 ’ 5 > 3 k)
A B

Figure 19. Structure secondaire de I’aptamére anti-Adénosine libre (A) et lie (B).
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2.5.3. Aptameére anti-Aflatoxine B1

Les aflatoxines sont des métabolites secondaires produits par les champignons
Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus. Parmi elles, 1’aflatoxine B1 (AFB1) est la plus
fréquemment retrouvée (Figure 20), mais eégalement la plus toxique, entrainant de graves
conséquences sur la santé au niveau immunitaire, neurologique et hépatique. Etant considérée
comme un agent carcinogene de groupe 1 par le Centre international de recherche sur le cancer
(CIRC), cette mycotoxine est régulierement contr6lée dans de nombreux échantillons

alimentaires ainsi que dans certaines boissons. 818!

OCHs

Figure 20. Structure de 1’aflatoxine B1.

En 2012, un brevet est déposé par la société NeoVentures Biotechnology
(Patent :PCT/CA2010/001292) pour la sélection d’un aptamére en série ADN ciblant I’AFB1.
Cette derniére a été effectuée par SELEX conventionnelle, en utilisant une solution tampon
contenant 10 mM d’HEPES, 120 mM de NaCl, 5 mM de KCI et 5 mM de MgCl, avec un pH
de 7,0. Au bout de 17 cycles, la séquence présentant la meilleure affinité pour le ligand est
constituée de 50 bases, avec un Kq de 12 nM. La structure secondaire identifiée est une

configuration en simple tige-boucle.'®?

Quelques années plus tard, Sun et Zhao ont utilisé cet aptamére pour étudier son affinité
de liaison avec I’AFBI1. Les différentes expériences conduites ont permis d’identifier une
séguence minimale de 26 bases (Tableau 7), présentant une configuration en tige-boucle, et
conservant une bonne affinité de liaison avec un Kq apparent de 49 nM. &3
Cette séquence résulte d’un raccourcissement au niveau de la tige, tandis que les nucléotides

constituant la boucle ont été conservés (Figure 21). L’équipe a souligné I’importance de cette
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boucle, en particulier la présence des guanines, pour maintenir une forte affinite de liaison avec
I’AFBI. En revanche, la composition des bases dans la région de la tige ne semble pas avoir
d’influence sur I’affinité, mais un nombre adéquat de bases dans cette région est nécessaire pour
assurer la stabilité structurelle de ’aptamére. Ces résultats suggerent que le site de liaison avec

la cible se trouve probablement dans la région de la boucle.'8

T
C Té o T
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GTTG-CTTCG-CCCACA
5’ 3’

Figure 21. Structure secondaire de 1’aptamere anti-AFBL1. La séquence optimale 26mer est

représentée en rouge.

Plusieurs travaux ont également révélé I’importance primordiale du MgCl dans la
formation du complexe aptameére-cible. En effet, ce dernier joue un réle essentiel dans la
stabilisation de la conformation en tige-boucle, ce qui influence directement I’affinité de liaison

avec I’AFB].183-186

Des expériences de sélectivité menées sur des analogues structurellement proches
(Figure 22) ont montré une reconnaissance de I’AFB2 avec une affinit¢é comparable, ainsi
qu’une reconnaissance moins marquée de ’AFM1, I’AFM2, ’AFG1 et I’AFG2. Les données
obtenues ont permis d’identifier des pistes quant aux sites de liaison, suggéerant une interaction

significative avec le cyclopenténe.®
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Figure 22. Analogues structuraux de I’AFB1.Les affinités mesurées sont classées par ordre
décroissant : AFB1 (A) ~ AFB2 (B) > AFM1 (C) =~ AFM2 (D) > AFG1 (E) = AFG2 (F).
Figure adaptée de Sun et Zhao.1®

2.5.4. Aptameére anti-Ochratoxine A

L’ochratoxine A (OTA) est une mycotoxine produite par certaines souches fongiques
des genres Penicillium et Aspergillus (Figure 23), retrouvée comme contaminant dans certains
produits agroalimentaires. Elle posséde des propriétés néphrotoxiques, immunotoxiques et
tératogenes, et a été classée par le CIRC en tant qu’agent potentiellement carcinogéne (groupe
28).187’188

o,
/,
‘CH,4

Cl

Figure 23. Structure de 1’ochratoxine A.
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Une séquence ADN de 61 bases reconnaissant spécifiquement I’OTA avec un Kg
apparent de 0,36 UM a été identifiée par Cruz-Aguado et Penner en 2008. La sélection a été
réalisée en utilisant des conditions similaires a celles décrites précédemment pour I’AFBI,
impliquant 13 cycles de SELEX conventionnelle. Les affinités de liaison ont également été
étudiées sur des sequences trongquées générées par raccourcissement de 1’extrémité 3’. Un Ky
apparent de 0,2 UM pour le 36mer et un Kq apparent de 0,5 UM pour le 31mer ont été rapportées
(Tableau 7).%

Plusieurs équipes ont utilise cet aptamere dans I’objectif d’étudier ses caractéristiques
structurales. Les résultats ont révélé une configuration en G-quadruplex antiparallele
comprenant deux G-quartets reliés par trois boucles.'®88 Les extrémités 5’ et 3* s’associent
par appariement Watson-Crick, formant un duplex. Comme illustré dans la Figure 24, ’OTA
interagit avec une poche située entre le duplex et le premier G-quartet en établissant des
interactions m—7 avec son groupement isocoumarinique. De plus, une liaison halogéne
s’effectuant entre I’atome de chlore de ’OTA et le cycle aromatique de la cytosine en position
4 a été identifiéce comme étant essentielle. Cette liaison permet de distinguer ’OTA de

I’ochratoxine B (OTB) avec une différence d’affinité d’un facteur 100.188

—— Paires Watson-Crick

————— Paires non canoniques

) Cible

Figure 24. Structure secondaire de I’aptamére anti-OTA (36mer). Les bases impliquées dans

la liaison avec I’OTA sont représentées en violet. Figure adaptée de Xu et al.28

56



Comme pour I’AFBI, la liaison entre I’OTA et son aptamere requiert la présence de
cations divalents alcalino-terreux tels que les ions Mg?" ou Ca?". L’OTA étant chargée
négativement a pH physiologique, sa reconnaissance devient difficile, voire impossible, en
I’absence de ces cations.>*!% La présence d’ions alcalins comme Na* ou K* s’est également
avéree importante. En effet, ces espéeces permettent de stabiliser la structure en G-quadruplex,

et leur absence se traduit par une diminution significative de 1’affinité de liaison.'8®

2.5.5. Aptameére anti-Cocaine

La cocaine (Figure 25) est un alcaloide tropanique extrait de la feuille de coca. Elle est
aujourd’hui considérée comme une substance stupéfiante en raison de ses propriétés

psychostimulantes et de son caractére fortement addictogéne.'*

o
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Figure 25. Structure de la cocaine.

En 2001, I’équipe de Stojanovic est parvenue a isoler un aptamere en série ADN dirigé
contre la cocaine par SELEX conventionnelle. Ce dernier est constitué de 38 bases et présente
un Kg compris entre 0,4 et 10 uM. Un tampon & un pH de 7,4 composé de 20 mM de Tris, 140

mM de NaCl et 5 mM de KCI a été utilisé pour effectuer la sélection.®

Cet aptamere présente une structure secondaire particuliere appelée « three-way
junction », qui est formée de trois boucles distinctes se rejoignant au niveau d’une jonction
formant une poche.!®! Plusieurs travaux de Neves et al. ont étudié I’impact de la longueur de
ces boucles sur la stabilisation de cette structure ainsi que sur la complexation aptamére-cible.
Les résultats obtenus ont montré une différence de conformation en fonction du nombre de
bases constituant la boucle n°1. En présence d’au moins six paires de bases au niveau des

extrémités 3’ et 5°, ’aptamére est préalablement structuré en I’absence de ligand. En
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raccourcissant la boucle a trois paires de bases, ’aptamére se trouve dans un état non structuré
a I’état libre, et ’ajout de cocaine induit le changement conformationnel en « three-way
junction » (Figure 26).1911%2 Cet aptamére, dont la séquence contient 30 bases, a été utilisé pour
les travaux de cette thése, et présente un Kq apparent compris entre 20 et 45 uM (Tableau
7).60101

Les deux paires A-G localisées au niveau de la poche de liaison ainsi que la thymine en position
16 s’avérent étre d’une grande importance pour assurer une structuration adéquate de

’aptamére, et par conséquent la reconnaissance de la cible de maniére affine.'%

Concernant la place des cations divalents, I’utilisation d’ions Mg?* ne semble pas étre
un prérequis pour assurer une reconnaissance efficace du ligand par ’aptamére en question.®
Toutefois, la force ionique joue un rdle crucial dans la steechiométrie de liaison aptameére-cible.
A faible concentration de NaCl, 1’aptameére est capable de lier deux molécules de cocaine au
sein de deux sites indépendants. Ce phénomene est réversible en augmentant la concentration
en NaCl, ce qui conduit a la préservation d’un seul site de liaison présentant une affinité plus
élevée. Des expériences par RMN suggerent que ce deuxieme site de liaison, de moindre affinité
par rapport au premier, se situe au niveau de la boucle n°2, et impliquerait de nouveau la
thymine en position 16 (Figure 26). De maniere similaire & la L-tyrosinamide, I’affinité plus
¢levée en 1’absence de NaCl peut s’expliquer par la présence d’interactions €lectrostatiques

entre la cible chargée positivement a pH physiologique et I’aptameére chargé négativement, qui

se retrouvent perturbées dans des conditions de force ionique élevée.'*3

Boucle n°3
/A\
A7 A
61 -
T—A _
| A T 2 —— Paires Watson-Crick
G C-r G—A—C
’ G T | P L
3 C"\T G~ C ~C G -A\ T* ----- Mésappariement
\ G /
A—A_ T TN/ A¥ *:Cf Cible
;e / [
C G A 3 C\ A~ N /C\
A C\ A~ Boucle n°1 5> . G\ A7 T""“'A
G A—A 5 .\v“ “
5 A
A B Boucle n°2

Figure 26. Structure secondaire de 1’aptamere anti-cocaine (30mer) libre (A) et lié (B). Les
bases impliquées dans la liaison avec la cocaine sont représentées en violet. Les bases

impliquées dans le second site de liaison sont marquées par un astérisque. 91192
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Cet aptamere présente une sélectivité envers la cocaine par rapport a ses métabolites

principaux, la benzoylecgonine et I’ecgonine méthylester.® Cependant, plusieurs travaux ont

révelé sa capacité a reconnaitre d’autres alcaloides, notamment la quinine et ses analogues, avec

une affinité pouvant étre jusqu’a 50 fois supérieure a celle de la cocaine.'®*1% Ces observations

suggérent que le groupe méthoxy présent sur ces deux molécules joue un réle important dans

la reconnaissance par I’aptamére,’®* de méme que les cycles aromatiques qui établissent des

interactions n—m.

195

Tableau 7. Caractéristiques des aptameres utilisés dans les travaux de cette these.

Cible Aptamere Séquence (5> — 3?) Kqapparent Structure

L-tyrosinamide | ADN, 23mer TGTGGTGTGTGAGTGCGGT | 12 uM (sans Mg?*) Inconnue
GCcce 0,8 UM (10 mM Mg?*)

Adénosine ADN, 25mer CCTGGGGGAGTATTGCGGA | 6 uM Hairpin
GGAAGG imparfaite

AFB1 ADN, 26mer CACGTGTTGTCTCTCTGTGT | 49nM Hairpin
CTCGTG

OTA ADN, 31lmer | GATCGGGTGTGGGTGGCGT | 0,5 uM (5 mM Mg?*) G-Quadruplex
AAAGGGAGCATC 0,14 uM (10 mM Mg?*) | antiparalléle

Cocaine ADN, 30mer GACAAGGAAAATCCTTCAA | 20-45 uM Three-way
TGAAGTGGGTC junction
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3. Les biocapteurs a base d’aptameéres

3.1. Définition d’un biocapteur

Selon I’IUPAC, un biocapteur est un dispositif analytique capable de détecter de
maniére quantitative ou semi-quantitative des substances présentes dans un échantillon
biologique.* Il est constitué de plusieurs composants, représentés dans la Figure 27 ci-dessous;
- un biorécepteur, qui comprend un élément de reconnaissance biologique tel qu’un anticorps,
une enzyme ou un acide nucléique. Ce dernier est immobilisé a la surface du dispositif et
reconnait une substance cible définie.

- un transducteur, qui convertit 1’interaction entre ’analyte et le biorécepteur en un signal
pouvant étre de nature optique, électrochimique ou piézoélectrique,
- un élément électronique, qui traduit le signal analogique obtenu en un signal numérique,

permettant ainsi de le corréler a la concentration de 1’analyte cible dans le milieu,9-1%
En 1962, Clark et Lyons ont mis au point le tout premier biocapteur, capable de mesurer la

concentration de glucose en détectant la consommation de dioxygéne lors de I’oxydation du
substrat par la glucose oxydase.!

Signal

A Interaction -1 M d
[ . _ Biorécepteur Transducteur e esure du
signal

Analyte

Petites molécules - Anticorps - Optique

Microorganismes - Enzymes - Electrochimique

Virus - Acides nucléiques -  Piézoélectrique

Protéines - Calorimétrique

Figure 27. Représentation schématique d’un biocapteur conventionnel.
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3.2. Détection de petites molécules

En laboratoire de biologie médicale, un grand nombre de techniques d’analyse repose
sur les immunodosages, ¢’est-a-dire des méthodes basées sur la réaction entre un antigéne et un
ou plusieurs anticorps.?%

Un défi majeur dans le domaine de la bioanalyse concerne actuellement la détection de
« petites molécules », terme désignant des molécules ayant un poids moléculaire inférieur a
1000 Da.>! Cette catégorie englobe diverses substances telles que les médicaments, les toxines,
les marqueurs biologiques, ou encore les ions métalliques. Ces especes revétent une grande
importance dans les domaines de la médecine et de 1’agroalimentaire, ce qui suscite une forte
demande pour le développement de dispositifs d’analyse rapides et sensibles adaptés a ce type
d’analyte.?%

L’utilisation de systémes dits « sandwich », impliquant la reconnaissance d’un analyte
par deux anticorps, est largement répandue pour les macromolécules.?’?> Cependant, cette
approche est difficilement transposable a la détection de petites molécules en raison de la taille
conséquente d’un anticorps, qui est d’environ 150 kDa, et de I’absence de deux sites de
reconnaissance distincts a la surface de la molécule cible (Figure 28).2°22% Pour des raisons de
contraintes stériques, il est généralement nécessaire de n’employer qu’un seul anticorps, ce qui
entraine une perte de sensibilité et de spécificité, et expose a de nombreuses interférences.?%
Plusieurs équipes de recherche ont proposé des solutions alternatives, comme par exemple
I’utilisation des régions du paratope?®® ou 1’emploi de nanobodies,?® mais ces techniques

restent fastidieuses a concevoir et a manipuler.

/ Y
Z Anticorps

(V)  Paratope

O Cible macromoléculaire
A
¢

N
N

Epitope

Petite molécule

A B

Figure 28. Illustration d’une méthode « sandwich » dans le cadre du dosage d’une

macromolécule (A) ou d’une petite molécule (B).
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Dans ce contexte, I’utilisation des aptaméres apparait comme une alternative
prometteuse pour la détection de ce type d’analyte. En effet, leur petite taille, d’environ 13 & 26
kDa, leur confére un avantage certain pour la reconnaissance de ligands de faible poids

moléculaire.

3.3. Types d’aptacapteurs

3.3.1. Configurations

A partir de la fin des années 1990, les aptaméres ont commencé & étre employés comme
biorécepteur pour le développement de biocapteurs, appelés « aptacapteurs ». Le premier
aptacapteur rapporté dans la littérature a été mis au point en 1998 par Kleinjung et al., pour la
détection d’adénosine par compétition avec un analogue fluoromarqué.?’® Pour les petites
molécules, des études par RMN ont révéleé qu’elles sont généralement incorporées a I’intérieur
d’une cavité située au sein de I’aptamere structuré, limitant ainsi les possibilités de
configurations d’analyse basées sur une double reconnaissance de type « sandwich ».%3

En tenant compte de cette caractéristique, plusieurs modeles de conception
d’aptacapteurs ont été décrits et sont illustrés dans la Figure 29. Le premier schéma, connu sous
le nom de TISS (target-induced structure switching), repose sur la capacité intrinseque de
I’aptamére a changer de conformation lors de sa liaison avec la cible. Cette stratégie est la plus
couramment utilisée pour I’analyse de petites molécules.?®? Cependant, il est important de
souligner qu’un grand nombre d’aptaméres ne sont pas capables d’étre suffisamment
déstructuré en I’absence de cible, propriété essentielle a une commutation structurale induite
par la cible.?’” Les aptabeacons sont des exemples concrets de configuration TISS, ol un
fluorophore et un quencher sont utilisés.°

Le second modele, appelé TID (target-induced dissociation) se base quant a lui sur le
déplacement d’un oligonucléotide complémentaire a I’aptameére en présence de 1’analyte dans
le milieu.?%” Cette approche constitue une alternative intéressante au TISS lorsque ’aptamére
n’adopte pas de changement structural significatif. Néanmoins, elle requiert une compréhension
approfondie de I’emplacement du site de liaison & la cible ainsi que des régions présentant des
modifications structurales importantes, afin d’assurer un déplacement efficace du brin
complémentaire.?%!

Le troisieme schéma, dénomme « remplacement compétitif », implique une compétition

entre la cible préalablement immobilisée et la cible présente dans 1’échantillon & analyser.2%
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Figure 29. Configurations d’aptacapteurs pour petites molécules selon les modeles TISS (A),

TID (B) et remplacement compétitif (C).

3.3.2. Classification des aptacapteurs

Les aptacapteurs peuvent étre regroupés en trois catégories en fonction du mode de
transduction employé : électrochimique, piézoélectrique et optique.l®® Chacune de ces
catégories comprend une diversité de techniques, qui sont résumées dans la Figure 30.

[ Transducteur ]

[ Electrochimique ] [ Piézoélectrique ] [ Optique ]
— Ampérométrique Microbalance a cristal de quartz (QCM) — Colorimétrique
— Potentiométrique Onde acoustique de surface (SAW) — Fluorescence
— Impédancemétrique Microcantilevers — Luminescence
— Conductimétrique — SERS

—> SPR
L Interférométrie

Figure 30. Les différents modes de transduction d’un biocapteur.
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3.3.2.1. Aptacapteurs électrochimiques

Les aptacapteurs électrochimiques font appel a un support conducteur, composé d’une
couche revétue d’un nanomatériau et d’une électrode, a la surface duquel 1’aptamére est
immobilisé.?®® Dans les techniques avec marquage, I’autre extrémité de I’aptamére est
géneralement fonctionnalisée avec un composé électrochimiquement actif, comme par exemple
le ferrocéne, le bleu de méthyléne ou des nanoparticules métalliques.®® L’interaction avec la

cible est traduite en un signal électrique, de nature différente selon le type de systeme employé.

Les systtmes ampérométriques s’appuient sur une mesure du courant généré a potentiel
constant.?%®® Néanmoins, certaines techniques comme la voltampérométrie font intervenir une
variation du potentiel, permettant d’obtenir des voltampérogrammes qui représentent 1’intensité

du courant en fonction du potentiel, et ainsi d’identifier les composes présents.

Les méthodes potentiométriques reposent sur la mesure d’une différence de potentiel entre une
électrode de travail et une électrode de référence. Les transistors a effet de champ (FET) sont
un exemple de méthode potentiométrique, ou la complexation aptamére-cible provoque un
transfert de charge dans un matériau semi-conducteur, entrainant ainsi une modification du

potentiel de surface.!>0#0

Les techniques impédancemétriques comme la spectroscopie d’impédance électrochimique
(EIS) sont basées sur une mesure de I’impédance, qui correspond a la résistance au passage du

courant électrique dans un circuit.?%®

Les dispositifs conductimétriques consistent & détecter les variations de conductivité du milieu
lors de la reconnaissance de la cible. Néanmoins, tres peu de publications mentionnent

I’utilisation de ce type de stratégie dans le développement d’aptacapteurs.?L!212

La transduction électrochimique dans son ensemble offre les avantages d’une simplicité
d’utilisation, d’une rapidité d’analyse, d’une sensibilité et sélectivité importante, et de la
capacité de miniaturisation. De plus, elle présente une rentabilité satisfaisante grace a
I’utilisation d’équipements de petite taille et peu coliteux, ainsi qu’a la consommation de faibles
volumes de réactifs.?1%213 Ces bénéfices justifient son usage répandu dans le développement de

biocapteurs.
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Diverses revues de la littérature ont répertorié plusieurs aptacapteurs électrochimiques congus
spécifiquement pour I’analyse de petites molécules.?972%8214-216 yn grand nombre d’entre eux
se basent sur des techniques de voltampérométrie, tandis que les approches sans marquage dites

« label-free », telles que le FET?1220 ou I’EIS,2%8216 sont également de plus en plus populaires.

3.3.2.2. Aptacapteurs piézoélectriques

Les aptacapteurs piézoélectriques détectent des variations mécaniques se produisant lors
de la reconnaissance de I’analyte.'®® Ces derniers sont subdivisés en plusieurs catégories, dont

les principes sont schématiseés dans la Figure 31.

Les microbalances a cristal de quartz (QCM) s’appuient sur les propriétés vibrationnelles d’un
cristal sur lequel sont immobilisés les aptameres. L’association avec une cible se traduit par une
augmentation de la masse du transducteur et par une diminution de la fréquence de résonance
du cristal.??* Le signal étant directement proportionnel & la masse du ligand, la détection de
molécules de faible poids moléculaire par cette technique représente un défi.>?'® Toutefois,
quelques aptacapteurs utilisant la QCM ont été mis au point pour ’analyse de substances telles
que I’ATP,??2 I’adénosine,?? la théophylline,??* les ions métalliques,??°2% |a tétracycline,??’ et

la L-tyrosinamide.*™

Les capteurs & onde acoustique de surface (SAW) reposent sur la propagation d’une onde
acoustique a travers un matériau cristallin piézoélectrique. De maniére semblable aux QCM,

I’interaction aptameére-cible conduit a une réduction de la fréquence de vibration du cristal.%*%

Les microleviers, ou « microcantilevers », se composent d’une surface mobile sur laquelle les
aptameéres sont fixés de fagon covalente, qui subit une courbure lors de la présence de cible. Le
degré de flexion peut ensuite étre détecté soit optiquement a 1’aide d’un faisceau laser, soit
électroniquement.*>2%0 Plusieurs travaux ont utilisé cette technique pour la détection de petites

molécules, notamment des antibiotiques,??22?° des toxines, %23 et des pesticides.?3>233
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Figure 31. Représentation schématique d’aptacapteurs piézoélectriques. A. Microbalance a
cristal de quartz (QCM). B. Capteur a onde acoustique de surface (SAW). C. Microcantilever.

L’ensemble des techniques décrites ci-dessus ont la particularité d’étre « label-free »,

facilement miniaturisables, et de permettre un suivi en temps réel .3

3.3.2.3. Aptacapteurs optiques

La transduction optique est le mode de transduction prédominant dans le cadre de la
conception d’aptacapteurs en raison de sa simplicité de mise en ceuvre & moindre codt, de ses
performances élevées en matiere de sensibilité et de spécificité, de sa capacité a effectuer un
suivi en temps réel, et de sa potentialité de miniaturisation.**4¢2% Divers marqueurs de nature
lumineuse, tels que des fluorophores, des luminophores ou des nanomatériaux, peuvent étre
employés dans une variété de formats, en étant soit attachés a 1’extrémité de 1’aptamere, soit

utilisés comme intercalants dans des techniques « label-free ».2%
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Les méthodes colorimétriques convertissent I’interaction entre I’aptamére et la cible en un
signal visuel observable a I’ceil nu ou mesurable par spectroscopie UV, reflétant 1’apparition,
la modification, ou I’inhibition de couleur. Gréce a leur simplicité de détection, ces méthodes

sont hautement attractives et couramment utilisées.23+23°

Les dispositifs basés sur la fluorescence se distinguent par I’absorption d’énergie lumineuse par
un fluorophore a une longueur d’onde d’excitation, qui est ensuite restituée sous forme de
lumiére fluorescente a une longueur d’onde d’émission spécifique.?®® Comme les méthodes
colorimétriques, les techniques fluorimétriques sont largement répandues.®?3% Une section

ultérieure de ce manuscrit sera consacrée aux aptacapteurs bases sur la fluorescence.

Les techniques de chimiluminescence reposent sur un processus dans lequel le signal lumineux
est produit par une réaction chimique, résultant du retour a 1’état fondamental d’une espéce
excitée, sans nécessiter de source lumineuse externe. Cette approche a récemment gagne en
popularité en raison de leur rapidité d’action, de leur faible niveau de bruit de fond ainsi que de

leur sensibilité accrue.232%7

La spectroscopie Raman exaltée en surface (SERS) analyse la lumiere diffusée par un
échantillon a partir d’une source de lumiére monochromatique, suite a 1’adsorption sur des
surfaces nanométalliques ayant pour effet d’exalter considérablement 1’effet Raman.?3>2% Elle
offre des avantages notables tels qu’une sensibilité tres élevée ainsi que la possibilité de réaliser

des analyses multiplexées.?*®

La SPR est une technique « label-free » basée sur des variations de I’indice de réfraction d’un
laser lors de la liaison d’une cible & un aptamere immobilisé sur une surface métallique. Cette
interaction entraine une modification des propriétés de résonance d’ondes électromagnétiques
appelées « plasmons de surface ».24° Comme pour les capteurs piézoélectriques, la détection de
petites molécules reste un défi en raison de I’influence de la masse du ligand sur I’intensité du

signal obtenu.?®
L’interférométrie exploite également les changements d’indice de réfraction se produisant lors

de I’interaction aptamére-cible. Un faisceau lumineux est projeté sur la surface du biocapteur,

ou une partie est réfléchie tandis que ’autre se propage. L’intersection de ces deux rayons
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lumineux conduit a la création de motifs d’interférences qui sont sensibles aux modifications

de ’indice de réfraction. Ces motifs sont ensuite analysés et traduits en un signal mesurable.124

Plusieurs revues traitant des aptacapteurs optiques mis au point pour 1’analyse d’une

variété de petites molécules sont accessibles dans la littérature,97:216:234.235

3.4. Aptacapteurs optiques basés sur la fluorescence

La fluorescence est le mode de transduction optique le plus populaire pour 1’élaboration
d’aptacapteurs.*>2% Elle présente de nombreux avantages tels qu’une simplicité d’utilisation,
des performances analytiques satisfaisantes en terme de sensibilité, de sélectivité et de limite
de détection, une rapidité de réponse, la possibilité de suivi en temps réel, ainsi qu’un bon
rapport colt-efficacité.’®*?*? En complément de ces atouts, il est possible de concevoir et
d’adapter de nombreuses stratégies de détection en fonction du type de cible a analyser, ce qui
ajoute une flexibilité supplémentaire. Le changement de signal peut se traduire par une
augmentation de la fluorescence, dans le cadre de schémas « signal-on », ou par une diminution
de la fluorescence, correspondant & un schéma « signal-off ».243 Ces schémas font intervenir au
moins un fluorophore qui peut étre soit lié de fagcon covalente a I’extrémité de 1’aptameére, soit
utilisé sous forme libre et agissant comme un agent intercalant. En effet, le processus de
marquage covalent des aptameéres avec un fluorophore peut potentiellement altérer I’affinité de
liaison avec la cible.?®0235243 C’est pourquoi des méthodes de détection « label-free » ont été
développées afin de surmonter ces difficultés. Ce genre d’approche implique le recours a des
espéces fluorescentes particuliéeres comme par exemple le DAPI, le SYBR Green, ou encore
I’acridine orange. Ces agents ont la capacité de s’intercaler au sein de I’ADN simple brin ou
double brin, ou de se lier a des sites abasiques spécialement construits, et d’induire des
changements de fluorescence qui dépendent de leurs propriétés ainsi que du type de
modification conformationnelle de 1’aptamére.?*>?43 Par exemple, Chovelon et al. ont utilisé le
SYBR Green, un fluorophore capable de s’incorporer dans I’ADN double brin, pour élaborer
deux stratégies pour la détection d’ions Hg?** et d’adénosine. Ces stratégies opérent
respectivement selon un schéma « signal-on » et « signal-off », en exploitant les différentes
caractéristiques structurales des aptaméres anti-Hg?* et anti-adénosine.?** D’autres entités telles
que les quantum dots (QDs) ou d’autres nanomatériaux fluorescents peuvent également étre

employées. 235242
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Les approches les plus couramment utilisées pour le développement d’aptacapteurs sont celles
qui se basent sur le mécanisme de transfert d’énergie par résonance de type Forster (FRET)

ainsi que celles basées sur I’anisotropie de fluorescence.?*?

3.4.1. FRET

Le transfert d’énergie par résonance de type Forster (FRET) est une technique reposant
sur le transfert d’énergie entre deux molécules fluorescentes, 1’une jouant le réle de « donneur »
d’énergie et ’autre celui d’« accepteur ». Lorsqu’elles se trouvent a proximité, 1’énergie est
transmise du donneur a 1’état excité a I’accepteur qui est excitable par le biais d’une interaction
dipole-dipdle non radiative, c’est-a-dire sans émission de lumiére.?*> Ce processus entraine une
diminution de la fluorescence du donneur et une augmentation concomittante de celle de
I’accepteur. Par conséquent, cette méthode permet d’étudier I’interaction entre deux molécules
en fonction de leur distance relative.?*

Pour la conception d’aptacapteurs, 1’utilisation d’un couple fluorophore-quencher est
largement répandu.?*’ Dans les formats « signal-on », il est usuel de mettre au point des
méthodes basées sur une configuration TID, avec déplacement d’un oligonucléotide marqué
par un quencher lorsque 1’aptamére fluoromarqué reconnait son ligand.?*3-2°3 Certains travaux
exploitent les propriétés de quenching du graphéne, permettant d’éviter la création de sondes
complémentaires marquées.?>~2>" Concernant les schémas « signal-off », les aptabeacons sont
les plus fréeqguemment retrouvés. Leur design implique un double marquage de I’aptamére avec
un fluorophore et un quencher situés respectivement a chaque extrémité. Lors de la
reconnaissance de la cible, les deux marqueurs se rapprochent grace a un mécanisme de

TI1SS.802%8-260 | 3 Figure 32 ci-dessous illustre les mécanismes de ces différents formats.
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Figure 32. Schémas de FRET selon un format « signal-on » (A, B) et « signal-off (C). A.
Configuration TID. B. Quenching par le graphéne. C. Aptabeacon.

Les méthodes basées sur le FRET ont I’avantage d’étre simples, sensibles et plutot
versatiles, mais nécessitent de remplir certaines conditions, notamment le respect d’un
chevauchement entre le spectre d’émission du donneur et le spectre d’absorption de 1’accepteur,
ainsi que le respect d’une distance optimale d’environ 1 a 10 nm entre le donneur et

’accepteur.?45:247

3.4.2. Anisotropie de fluorescence

L’anisotropie de fluorescence est une technique d’excitation photosélective par de la
lumiére polarisée opérant en phase homogéne. L’absorption de cette lumiére par un fluorophore
est caractérisée par le moment de transition, et se produit préférentiellement lorsque
I’orientation du moment de transition est parall¢le au vecteur champ électrique des photons.
Lorsqu’un changement d’orientation survient, la lumiére émise est dépolarisée.?®! Une

illustration du principe de cette technique est proposée dans la Figure 33.
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Cette dépolarisation est mesurée soit par I’anisotropie de fluorescence r, soit par le degré de

polarisation p, d’aprés les équations suivantes :

I,-Gx1. I,—GXI.
P=—Y(—"¢€r= —/—7"—
I+ G X1y I,+2G x 1,

Avec |y Iintensité de fluorescence émise parallelement au rayon incident, 1. I’intensité de
fluorescence émise perpendiculairement au rayon incident, et G le facteur de correction
déterminé a partir de solutions standards selon les instructions du fabricant.71262

Le degré de polarisation p est mesuré par rapport a I’intensité de fluorescence dans la direction
d’observation, tandis que 1’anisotropie de fluorescence r est obtenue en normalisant par rapport
a Dintensité totale d’émission de fluorescence. On privilégie l’utilisation de la formule
d’anisotropie de fluorescence car elle est considérée comme étant plus représentative des

phénomenes physiques sous-jacents.245:26%

Filtre
paralléle I
Filtre d’excitation T :

Emission r

e log [C]

Lumiére
polarisée

Emission log [C]

= I,
Filtre
. Fluorophore perpendiculaire

N\ Aptamere

—  Moment de transition

Figure 33. Principe de la technique d’anisotropie de fluorescence.
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Afin de mieux comprendre les parametres influencant 1’anisotropie de fluorescence, un modele
dans lequel le fluorophore est assimilé & une sphere a été proposé par Perrin et est représenté

par 1’équation suivante :

To
T
1+3

T =

Avec ro I’anisotropie de fluorescence en I’absence de tout processus de dépolarisation, T la durée
de vie de I’état excité, et © le temps de corrélation rotationnelle.?*® 1l est important de noter que

O dépend de la viscosité, de la température et du volume du fluorophore.?*

A partir de cette équation, il est tout a fait envisageable de concevoir des méthodes

d’analyse qui jouent sur ces deux parameétres. Une premiere stratégie vise a se focaliser sur la
composante rotationnelle globale en augmentant le volume apparent du fluorophore. Un
aptamere fluoromarqué a 1’état libre en solution présente une rotation rapide, ce qui entraine
une émission de lumiére fortement dépolarisée, et donc une faible anisotropie. L’intervention
d’une macromolécule comme une nanoparticule ou une protéine en tant qu’amplificateurs de
masse ou de taille?®>2% provoque une augmentation de ©, se traduisant par une émission de
lumiére faiblement dépolarisée, et par une augmentation de I’anisotropie.?®’ Cette composante
globale peut également étre exploitée par I’hybridation entre 1’aptamére et un oligonucléotide
fluoromarqué, induisant une certaine rigidité se traduisant par une anisotropie élevée.?®® Lors
de la détection du ligand, le déplacement de cet oligonucléotide entraine la diminution de
I’anisotropie.}’®?® Enfin, des approches compétitives avec utilisation d’une cible
fluoromarquée peuvent également étre mises en ceuvre,?’® mais de fagon moins fréquente en
raison de la perturbation de 1’affinité de liaison lors du marquage d’une petite molécule et de la
nécessité de synthétiser un analogue marqué. Ces différentes méthodes sont illustrées dans la
Figure 34 ci-dessous.
Le principal bénéfice de cette stratégie réside dans son indépendance vis-a-vis des
caractéristiques structurelles de I’aptameére. En revanche, I’affinité entre I’aptamére et la cible
peut étre réduite en fonction de la stabilite des duplex formés entre 1’aptamére et
I’oligonucléotide ou 1’analogue fluoromarqué, pouvant conduire a une perte de sensibilité
(Tableau 8).2"
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~~ Aptamére {3 Fluorophore
( ~—~ Oligonucléotide .____» Faible mobilité
Oj @ Cible *__* Forte mobilité

Figure 34. Méthodes d’analyse en anisotropie de fluorescence consistant a augmenter le
volume apparent du fluorophore. A. Par un amplificateur de masse (adapté de Zhu et al.?).
B. Par un oligonucléotide complémentaire (adapté de Zhu et al.1’®). C. Par compétition avec

une cible fluoromarquée (adapté de Li et al.?’).

Une stratégie plus subtile consiste a agir sur la composante rotationnelle locale, ¢’est-a-
dire I’environnement autour du fluorophore. Ainsi, un fluorophore disposant d’une certaine
liberté de mouvement intrinséque émet une lumiere peu polarisée et présente une faible
anisotropie, tandis qu’un fluorophore plus contraint émet une lumiere fortement polarisée,
donnant lieu & une anisotropie élevée.}’! Les travaux axés sur cette approche sont généralement
basés sur un format de détection directe, qui repose sur le changement conformationnel de
’aptamére lors de la reconnaissance de la cible.t’t"® Cette composante est fortement
conditionnée par la nature du fluorophore et de ses interactions avec les bases avoisinantes.?%
Par exemple, la fluorescéine et le Texas Red, qui sont respectivement dianionique et
zwitterionique a pH neutre, présentent une mobilité intrinséque différente lorsqu’ils sont greffés
a I’extrémité d’un aptameére.?’2?"3 L’équipe de Zhao a également exploité I’interaction entre le
tétraméthylrhodamine (TMR) et les guanines avoisinantes, qui est significativement modifiée
lors du changement conformationnel de 1’aptamére, pour la détection de plusieurs petites
molécules,183184190.274275 | 4 Figure 35 représente ces méthodes.

La simplicité de mise en ceuvre constitue un avantage majeur de cette stratégie. Cependant, elle
requiert un changement conformationnel suffisamment important de 1’aptamére pour générer

un signal significatif (Tableau 8).17
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Figure 35. Méthodes d’analyse en anisotropie de fluorescence basées sur une détection

directe. A. Selon un changement conformationnel significatif de I’aptameére (adapté de Ruta et

al.1™!). B. Selon I’interaction entre le TMR et les guanines avoisinantes (adapté de Liu et

al .274)_

Tableau 8. Avantages et limites des stratégies basées sur une modification du temps de

corrélation rotationnelle.

Format direct

Format indirect

Avantages - Simplicité. - Applicabilité¢ pour des aptameéres
n’opérant pas de  changement
conformationnel.

Limites - Changement  conformationnel | - Synthése d’un analogue fluoromarqué

significatif nécessaire.

- Connaissance précise de la structure
secondaire des aptameéres et des
régions reconnaissant spécifiquement

la cible.

de la cible ou d’un oligonucléotide
complémentaire : processus laborieux
et colteux.

- Affinité aptameére-cible possiblement
réduite.

- Manque de sensibilité.

La plupart des travaux se focalisent sur les modifications de ©, avec genéralement une

combinaison des deux composantes décrites précédemment.*’* Une derniére stratégie beaucoup

moins employée, quant a elle, est basée sur la modification de la durée de vie de 1’état excité.

L’utilisation du SYBR Green a permis d’observer un changement drastique de signal dd a la
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modification de t entre sa forme libre en solution et sa forme liée a I’aptamére.?*427 Bien que
cette approche soit particulierement innovante, elle nécessite cependant une bonne
connaissance des caractéristiques structurelles de I’aptamére afin d’établir un schéma de

détection optimal.

L’anisotropie de fluorescence est une technique largement employée pour 1’analyse de
petites molécules par le biais d’aptacapteurs. Cette popularité s’explique par sa simplicité
d’utilisation, sa robustesse, sa rapidité, sa reproductibilité ainsi que par sa capacite de screening
a haut-débit.171.183264.268 p|ysjeurs synthéses bibliographiques fournissant un état des lieux de
I’utilisation de 1’anisotropie de fluorescence pour la détection de ce type de cible sont également

disponibles dans la littérature, 242264268
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Résultats et discussion

1. Utilisation de cations métalliques de transition et post-
transition dans le développement d’un aptacapteur pour la

détection de petites molécules par anisotropie de fluorescence.

Contexte et stratéqgie :

Les méthodes actuelles pour la détection de petites molécules reposent généralement sur
la capacité inhérente de I’aptamére a changer de conformation de fagon significative lorsqu’il
reconnait 1’analyte. Idéalement, I'utilisation d’aptameéres possédant cette faculté naturelle est
préférable, mais cela implique de passer par un processus de criblage parmi de nombreuses
sondes, ou d’utiliser une méthode de sélection particuliére telle que la capture-SELEX, pouvant
étre tres long et colteux. Lorsque ces options ne sont pas réalisables, une solution envisageable
consiste a convertir une sonde aptamérique en un commutateur fonctionnel en introduisant des
¢léments visant a déstabiliser la structure de I’aptamére. Pour ce faire, on a souvent recours a
un oligonucléotide complémentaire, des polymeéres ou des nanomatériaux pour élaborer des
stratégies de déplacement par compétition avec la cible.?%5277278 Cependant, la conception d’un
capteur optimal requiert une connaissance précise des caractéristiques structurelles de
I’aptamere, en particulier la localisation du site de reconnaissance de la cible ainsi que des
régions impliquées dans des modifications structurales significatives. Il faut également
considérer les contraintes cinétiques liées a I’affinité importante entre I’aptamére et le
compétiteur, définies par des constantes de dissociation cinétique Kosf tres faibles.

Afin de s’affranchir des difficultés évoquées ci-dessus, nous nous sommes intéressés a

I’élaboration d’outils alternatifs n’exigeant pas de disposer de données détaillées concernant
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leurs caractéristiques structurelles. L’approche que nous avons mise en ceuvre s’appuie sur
I’utilisation d’ions métalliques de transition et de post-transition comme outils de commutation
structurale, en tirant parti de leur capacité a perturber la structure des acides nucléiques. Comme
décrit dans la section 1.2.3 de la partie bibliographique du présent manuscrit, ces derniers sont
capables d’interagir avec les groupements phosphates et les bases nucléiques des aptameéres a
des niveaux qui dépendent de leur position dans la classification HSAB présentée dans la Figure
10. Nous avons ainsi développé un biocapteur opérant en phase homogene, qui repose sur des
modifications des interactions électrostatiques entre les cations métalliques liés a 1’aptamere et
un fluorophore anionique greffé a son extrémité. Le principe général est basé sur 1’activité de
commutation de 1’aptameére, qui passe d’un état déstructuré et inactif ou de nombreux ions
métalliques sont complexés, a un état structuré et actif lorsqu’il se lie a la molécule cible,
associé a un déplacement des ions métalliques (Figure 36). Ce processus de commutation est
suivi par la technique d’anisotropie de fluorescence, en mesurant le changement du signal

résultant de la modification de la mobilité propre du fluorophore.

r faiblek

~—~ Aptamere @ Fluorophore anionique

@ Cation métallique Q Cible

Figure 36. Principe général d’une stratégie de commutation structurale régulée par les ions

métalliques pour le développement d’un aptacapteur optique.

Afin d’étudier la faisabilité de notre méthode, nous avons opté pour I’aptamere ciblant
la L-tyrosinamide (180,2 g/mol) comme systéme modeéle. Une premiére étape de screening a
éteé réalisée en testant six ions métalliques de transition et post-transition. L’objectif était de

choisir I’ion induisant la plus grande différence de signal entre I’absence et la présence de cible.
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Notre sélection a globalement couvert la classification HSAB (Figure 10), en incluant des ions
métalliques « soft » (Ag*, Hg?") et « borderline » (Pb?*, Cd?*, Zn?* et Mn?").

Deux fluorophores de charge différente au pH considéré (6,3), la fluorescéine et le Texas
Red, ont été employés afin d’étudier le niveau de contribution locale par effet électrostatique.
(Figure 37). Le Texas Red, zwitterionique, établit des interactions avec I’ADN en 1’absence de
cations métalliques, ce qui le rend moins sensible aux changements de son environnement local.
En revanche, la fluorescéine, anionique, présente une liberté de mouvement importante en
raison de sa répulsion électrostatique envers I’ADN chargé négativement. Cela lui confére une
grande sensibilité aux variations du potentiel électrostatique local lors de la fixation des cations
métalliques. Cette caractéristique en fait un candidat privilégié pour la conception de notre
biocapteur.

HO O O
/‘
©

A B

Figure 37. Structures de la fluorescéine (A) et du Texas Red (B).

Ce travail a fait I’objet d’une publication dans la revue Angewandte Chemie en Avril
2021.%27°
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Aptamer Switches Regulated by Post-Transition/Transition Metal Ions

Blandine Billet, Benoit Chovelon, Emmanuelle Fiore, Farid Oukacine, Mel-Alexandre Petrillo,
Patrice Faure, Corinne Ravelet,* and Eric Peyrin*

Abstract: We introduced an aptamer switch design that relies
on the ability of post-transition/transition metal ions to trigger,
through their coordination to nucleobases, substantial DNA
destabilization. In the absence of molecular target, the addition
of one such metal ion to usual aptamer working solutions
promotes the formation of an alternative, inert DNA state.
Upon exposure to the cognate compound, the equilibrium is
shifted towards the competent DNA form. The switching
process was preferentially activated by metal ions of inter-
mediate base over phosphate complexation preference (i.e.
Pb?*, Cd*") and operated with diversely structured DNA
molecules. This very simple aptamer switch scheme was
applied to the detection of small organics using the fluores-
cence anisotropy readout mode. We envision that the approach
could be adapted to a variety of signalling methods that report
on changes in the surface charge density of DNA receptors.

During the last two decades, nucleic acid aptamers used as
synthetic affinity reagents have found very impressive appli-
cations in a variety of scientific areas including therapeutics,
nanotechnology and diagnostics.!"! In the growing sensing
field, these functional oligonucleotides are converted into
sensors by translating the ligand recognition into measurable
signals. The reporting routes are principally built on (i) the
sandwich-type mode implementing a pair of aptamers or
a combination of an aptamer and an antibody,” (i) the
intrinsic structural switching activity of a native aptamer® or
(iii) the post-selection engineering of a molecular switch.?>+*
Obviously, sandwich platforms (i) are solely dedicated to the
determination of macromolecules including proteins.”) On
their side, sensors based on the inherent target-induced
changes in the oligonucleotide structure (ii) usually require
the screening of numerous probes,?! except for those that are
derived from aptamers selected for their conformational
switch functionality.”) The most popular approach relies on
the transformation of existing recognition elements into
functional switches (iii) through the rational destabilization
of the aptamer structure,” the aptamer splitting into two
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dissociated pieces! or the aptamer binding to competitor
elements such as partially complementary strands,” poly-
mers”! or nanomaterials.®! The general strategy enables
a substantial structural transition from a denatured state in
the absence of ligand to the folded conformer upon associ-
ation with the target. However, the need to precisely know
the aptamer motif as well as strong constraints in the
secondary structure,*”! the tedious engineering of aptamer
probes and/or competitive strands,**!*! or the slow report-
ing kinetics'® ! are limitations that may be encountered with
the previously reported aptamer switches (hereinafter re-
ferred to as aptaswitches).”® It is thus highly desirable to
elaborate alternative designs that could address many of these
issues and strengthen the arsenal of aptamer-based tools.

The affinity of metal ions for nucleic acids depends in
large part on their intrinsic characteristics including valence,
size, and coordination geometry.'¥l With some exceptions (for
instance, the peculiar binding of K* and Na* ions to G-
quadruplex motifs), alkali metals interact with nucleic acids
through diffuse, non-specific electrostatic association with the
negatively charged backbone.!*¥ In addition to Coulombic
interactions, alkaline earth elements preferentially coordinate
to the oxygen ligands of phosphates whereas post-transition/
transition metal ions form complexes with the electron rich
sites of both nucleobases and phosphates (except for soft
metal ions such as Ag" and Hg*" that predominantly bind to
nucleobase donor centers™®). According to their preference
for base over phosphate binding, metal ions differently
influence the overall structure/conformation of nucleic acid
molecules."* On one hand, alkali and alkaline earth elements
exclusively act by stabilizing native duplexes™ and folding
single-stranded oligonucleotides!" primarily through the
neutralization of the backbone negative charges of polyelec-
trolytes. On the other hand, at a sufficing metal to nucleotide
ratio, many post-transition/transition metal ions are able to
cause destabilisation of single- and double-stranded heli-
cest® 1 as well as G-quadruplex structures!'® by perturbing
base-base hydrogen bonding and stacking interactions via the
formation of coordinative bonds with the nucleophilic atoms
of bases.

Owing to their pivotal role on the charge screening and
folding of nucleic acids,"*! metal ions (most commonly Na™,
K*, and Mg*") constitute key ingredients of aptamer selection
buffers for isolating properly structured receptors.!'”! As such,
the metal ions added as reaction medium components usually
dictate the stability of the competent conformer and mediate
the molecular recognition of native functional oligonucleo-
tides. However, under these standard conditions of metal ion
usage, most existing aptamers do not display a readily
perceptible structure-switching activity upon target interac-
tion. 111
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The present work refers to a different scheme where metal
ions are conversely introduced into the working solution to
promote the formation of an alternative, inert state of the
aptamers and then enhance their potential of structural
transition. Typically, the single-stranded chain of an aptamer
adopts a binding architecture that relies on a variety of base-
pairing (canonical and non-canonical) and base-stacking
interactions. Upon exposure to a large enough amount of
post-transition/transition elements, the DNA structure is
assumed to be disrupted through the strong metal ion
complexation of nucleobases."*'>!! It is speculated that the
molecular target binding to its aptamer will disfavour nucleic
acid-metal ion interactions, resulting in an effective molecular
switch from an inactive, metal ion-complexed state to the
active, target-bound conformer (Figure 1).

Inactive
state Me/

FA

Aptamer
Molecular Target

Anionic fluorescein
FA ﬂ

Figure 1. General principle of the post-transition/transition metal ion-
regulated aptaswitch. The aptamer architecture is destabilised upon
metal ion addition to the working solution, leading to the formation of
an inert, metal-complexed state (left). In the presence of molecular
target, the equilibrium is shifted towards the folded, molecule-bound
DNA form (right). Conformational selection (top) and induced-fit
(bottom) binding mechanisms, which may co-exist,"” are depicted
through a simplified linkage Scheme. The fluorescence anisotropy (FA)
readout mode, using an aptamer simply labelled at one extremity by
the anionic fluorescein dye, allows monitoring the aptamer switching
process.

The fluorescence readout methods constitute one of the
most useful approaches in the development of in-solution
structural switching platforms.[*>343%1 Among them, the
fluorescence anisotropy (FA) mode has been widely used due
to its attractive features."® For dye-aptamer conjugates, the
overall FA response depends not only on modifications in the
effective dimensions of the whole nucleic acid probe (i.e. the
global rotational component) but also on alterations in the
intrinsic motional freedom of the attached fluorophore (i.e.
the local rotational component).!"s! Herein, we predicted that
changes in the charge density of the DNA surrounding the
dye, induced by the binding of metal ions, could significantly
affect the local contribution of anisotropy,™ thus providing
an appropriate way for recording the switching event upon
molecular target recognition (Figure 1).

A 23-mer DNA aptamer (apt-T, Table S1) targeting L-
tyrosinamide (L-Tym)®! was initially employed to demon-
strate the feasibility of the strategy. The DNA was conjugated
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at its 3’ extremity to fluorescein (3'F-apt-T) to serve as
reporter for the FA readout. The anionic fluorescein dye
rotates quasi-independently of the whole DNA due to its
repulsion from the negatively charged polymer,”" rendering
the tracer desirably sensitive to variations in the local
electrostatic potential.'**¢! In addition, 3'F-apt-T is a relevant
model probe since it generates negligible target-dependent
FA changes in the direct signalling format,” ie. in the
absence of switching elements (Table S2).

By virtue of its very weak metal ion complexation
features, the MES buffer (50 mM, pH 6.30, [Na*]~ 30 mM)
was selected for the binding reaction; moreover, the slightly
acidic conditions are suitable for avoiding the precipitation of
metal hydroxides. As expected,'**?!l the free 3'F-apt-T tracer
exhibited a low FA value (rg..=0.055+0.003). We inves-
tigated the effects of six post-transition/transition metal ions,
ie. Mn*", Zn*", Ag', Cd*', Hg’", and Pb*" that cover
a significant range of base over phosphate complexation
preferences,** on the FA response of the tracer (Fig-
ure 2a). For comparison, we also considered the representa-
tive Mg”* alkaline earth ion. The low concentration (20 nM)
of 3'F-apt-T was assumed to prevent any metal ion-induced
intermolecular association between DNA oligonucleotides.

The addition of increasing amounts of post-transition/
transition metal ions led to a great FA enhancement, ranging
from about +0.060 for Mn?" to +0.130 for the most
responsive Hg’" metal ion (Figure 2). For its part, Mg*"
produced a signal output as small as +0.018 at the largest
tested concentration. The apparent K; for the complexes
between DNA and post-transition/transition metal ions
varied from the nanomolar to the (sub)millimolar. The
decreasing order of 3'F-apt-T affinity was as follows: Ag* >
Hg*" > Pb*" > Cd*" > Zn>" > Mn*", mostly obeying the
nucleobase coordination preference of these species.!315
Further experiments indicated that the increase in 3'F-apt-T
anisotropy is conditioned by the metal ion-dependent electro-
static changes in the fluorophore environment (Figures S3,
S4). This finding supports the fact that the repulsion between
the fluorescein and the backbone is minimised when the metal
cations bind to apt-T, which favours contacts with DNA and
thus slows down the free motion of the dye.

As the result of the intrinsic low background signal in the
free state and the high coupling to the DNA rotation upon
binding to metal ions, 3'F-apt-T appeared to be a convenient
probe to perform metal ion titration experiments in the
presence of target. By comparing with the target-free titration
curves (Figures 2b-g), it is visually manifest that insignificant
equilibrium shifts occurred with the strongest (Ag", Hg*") or
weakest (Mn*") DNA binders. It is likely that the strong
affinity of Ag" and Hg** for nucleobases!™ !> would
disadvantage the target-bound state of 3'F-apt-T while Mn?"
would lead to a poor switching effect due to minor structural
alterations.™ The titration curves of the “intermediate”
binders were more substantially right shifted towards higher
metal ion concentrations in the presence of L-Tym, in
particular that related to Pb?" (Figure 2d). We then decided
to titrate 3'F-apt-T with varying concentrations of L-Tym (0-
800 uM) using the 50 mM buffer challenged with 40 uM Pb*".
As depicted in Figure S5, the aptaswitch was shown to be
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Figure 2. a) Fluorescence anisotropy of the 3'F-apt-T probe (20 nM) as a function of the metal ion concentration. The curves were created by
fitting the Langmuir model to experimental data. b-g) Post-transition/transition metal ion-dependent anisotropy change without (filled symbols,
dashed line: 1o —lfeer Where rye is the FA signal in the presence of metal ion) or with T mM L-Tym (open symbols, full line: f, e 1ym—frym, Where
Ftym aNd Fremym are the FA signal in the presence of target alone and both metal ion and target, respectively). 50 mM MES buffer.

specifically activated by the target binding. Interestingly, the
switching system was equally responsive with the 5’ end-
tagged DNA probe (5'F-apt-T, Figure S7).

We subsequently aimed at optimizing the assay perform-
ances. Due to its stabilizing effects on the active conformation
of apt-T, Mg*" favours the L-Tym binding to its DNA
receptor.””! We first evaluated the influence of adding Mg**
to the 50 mM buffer on the response of 3'F-apt-T. However,
a deterioration in both assay precision and signal amplitude
was observed with the Mg?" concentration increasing (Fig-
ure S8).

We then reasoned that a reduction in the concentration of
the buffer (and consequently Na*) could, by facilitating the
Pb** access to DNA 3154 populate the non-competent form
and thus improve the FA output.”l Whatever the added Mg**
amount, the 5-fold decrease in the MES concentration
(10 mM, [Na*] a6 mM) actually yielded a greater maximum
response (Figure 3a vs. Figures S5, S8). Although a consistent
loss in the apparent affinity occurred® (Figure 3b vs.
Figures S5, S8, see for [Mg*"] = 0 and 0.5 mM), the aptaswitch
still exhibited K;, values within the low-/sub-micromolar
range for [Mg®"] > 2.5 mM (reasonably close to the K, of 0.3—
0.8 uM measured at S mM Mg>* ). A valuable compromise
between maximal response, affinity, and dynamic range
(Figures 3, S9, S10) was attained over the 2.5-5mM Mg*"
range, offering useful analytical features (Figure S11 and
Table S3). In addition, the activation of 3'F-apt-T was roughly
completed within ~ 1 min (Figure 3 c¢), demonstrating that the
sensor possesses a high speed of responsivity partly attribut-
able! to the very fast ligand exchange rates of switching
metal ion,132!

The ability of our switching strategy to operate with other
types of functional DNA and targets was next assessed. We
focused on widely used hairpin (apt-A), imperfect hairpin
(apt-P), three-way junction (apt-C) or G-quadruplex (apt-O)
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aptamers (Table S1) targeting aflatoxin B1 (AFB1), adeno-
sine 5'-triphosphate (ATP), cocaine (Coc) or ochratoxin A
(OTA), respectively. We employed 5’ end-tagged probes that
induce no or minimal response in direct configuration
(Figures 4, S16). Even without in-depth assay optimization,
the Cd**-regulated AFB1, Coc and OTA switches specifically
signalled the presence of their molecular targets (Figures 4,
S13, S18), yet with different FA outputs. For its part, the apt-P
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Figure 3. a) Anisotropy change (I et mym—"rmeta) O 3'F-apt-T (20 nM) as
a function of L-Tym concentration. 10 mM MES buffer, 40 pM Pb*",
and various Mg”" concentrations. The curves were created by fitting
the Hill model to experimental data. b) Mg®" concentration depend-
ence of K;,. ¢) Real-time monitoring (at 2.5 mM Mg®") for various L-
Tym concentrations: 0, 1.5 and 200 uM from top to bottom. The
curves were created by fitting the kinetic model to experimental data.
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Figure 4. Anisotropy change of 5'F-apt-A (20 nM), 5'F-apt-C and 5'F-
apt-O (30 nM) probes as a function of analyte concentration
(Fanalyte—Tree in the absence of Cd*" or Fmetalanalyte—Fmeral IN the presence of
40 pM Cd*"). Binding buffer: 10 mM MES for 5'F-apt-C or 50 mM MES
containing 0.5 mM Mg?®" for the two other probes. Further experimen-
tal details and discussion are in Supporting Information.

aptaswitch exhibited non-specific anisotropy changes in the
presence of ATP due to the great competition between the
analyte and the oligonucleotide for the Cd*" or Pb*" bind-
ing® (Figures S16, S17). This suggests that our approach
could not be amenable to compounds displaying strong metal
ion coordination properties.

We finally established that the switch design has the
potential for detecting analytes in biological environments
under dilute conditions (Figure S19). Considering further-
more that (a) the FA output can be completed within a short
period of time (Figures 3, S14) and (b) portable FA-based
devices are now commercially available,”” it might be
conceivable that the sensor will be adaptable to point-of-
care tests.

In summary, we have introduced a new class of aptas-
witches that holds great promise for enriching the toolbox of
aptamer-based devices. The system is characterized by an
outstanding ease of use as it only requires the introduction of
one additional metal ion into standard aptamer binding
media. Unlike direct signalling aptamers, which generally
impose the tedious and expensive labelling on precise internal
sites’!*! (Table S2), the current approach simply operates
with DNA probes bearing a fluorescein dye attached to the
extremity, regardless of its 3' or 5 position. It reports
molecular recognition for diversely structured aptamers and
the peculiar nature of the reporting route may provide
opportunities to enlarge the assay dynamic range (Supporting
Information).

Given that the aptaswitch primarily relies on modifica-
tions in the electrostatics, the strategy could be adaptable to
a variety of label-free platforms that report on changes in the
surface charge density of functional DNA, including electro-
chemical and field-effect transistor devices.!*”!
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Experimental Procedures

A. Reagents

L-tyrosinamide (L-Tym), aflatoxin B1 (AFB1), adenosine 5'-triphosphate (ATP), guanosine 5'-triphosphate (GTP), adenosine (Ade),
ochratoxin A (OTA), N-acetyl-L-phenylalanine (NAP), 2-morpholinoethanesulfonic acid (MES), PbCl,, CdCl,, and MnCl, were
purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, France). Cocaine (Coc) and benzoylecgonine (BZE) were supplied by Lipomed
AG (Arlesheim, Switzerland). D-tyrosinamide (D-Tym) was provided from Iris Biotech (Marktredwitz, Germany). MgCl, was ordered
from Roth (Lauterbourg, France). HgCl, and ZnCl, were supplied by ProLabo (Paris, France). AgNO3s NaOH and methanol were
received from Carlo Erba (Val-de-Reuil, France). Water was obtained using a Direct-Q® 3UV water purification system (Merck Millipore,
Guyancourt, France). The stock solutions of metal ions and most analytes were prepared in pure water. AFB1 and OTA were dissolved
in methanol to obtain stock solutions. As AFB1 undergoes light degradation, the mycotoxin solution was kept in the dark when not used.
The MES buffers were prepared to the desired pH (6.30) by titrating the free acid with sodium hydroxide. Labelled DNA oligonucleotides
were synthesized, HPLC-purified (except the long 63-mer DNA molecule that was PAGE-purified) and identified by MALDI-TOF mass
spectrometry by Eurogentec (Seraing, Belgium). The stock solutions of oligonucleotides were prepared in pure water at 10° M and
stored at -20°C until use.

B. DNA oligonucleotides used in the present work

Table S1. List of DNA probes used for the aptaswitch design and size-based analysis. For the size-based analysis (Figure S3), the oligonucleotides were derived
from apt-T, sharing a common 13-base region at the 3’ end (in bold face). The end-attached fluorophore is red colored (F: fluorescein; TR: Texas-Red).

Aptaswitch DNA Secondary 553
design length structure
apt-T (L-Tym) 23-mer Unknown!Stl TGTGGTGTGTGAGTGCGGTGCCC-F

F-TGTGGTGTGTGAGTGCGGTGCCC
TGTGGTGTGTGAGTGCGGTGCCC-TR

apt-A (AFB1) 26-mer Hairpinls?l CACGTGTTGTCTCTCTGTGTCTCGTG-F
F-CACGTGTTGTCTCTCTGTGTCTCGTG

apt-P (ATP) 25-mer Imperfect F-CCTGGGGGAGTATTGCGGAGGAAGG

hairpinS3
apt-C (Coc) 30-mer Three-way F-GACAAGGAAAATCCTTCAATGAAGTGGGTC

junctionfS4
apt-O (OTA) 31-mer Antiparallel F-GATCGGGTGTGGGTGGCGTAAAGGGAGCATC

G-quadruplex!s
Size-based
analysis
13-SBA 13-mer / GAGTGCGGTGCCC-F
23-SBA (apt-T) 23-mer / TGTGGTGTGTGAGTGCGGTGCCC-F
33-SBA 33-mer / CTTGGATTGATGTGGTGTGTGAGTGCGGTGCCC-F
43-SBA 43-mer / CTAGCTGGAGCTTGGATTGATGTGGTGTGTGAGTGCGGTGCCC-F
53-SBA 53-mer / GCCCAATTCGCTAGCTGGAGCTTGGATTGATGTGGTGTGTGAGTGCGGTGCCC-F
63-SBA 63-mer / TGAGTGCGGTGCCCAATTCGCTAGCTGGAGCTTGGATTGATGTGGTGTGTGAGTGCGGTGCCC-F

Scheme S1. Secondary structure of aptamers.

Apt-A Apt-P Apt-C Apt-O

i

C. Measurements and data analysis

Fluorescence intensity and anisotropy readings were taken on a Tecan Infinite F500 microplate reader (Mannedorf, Switzerland) using
black, 96-well Greiner Bio-One microplates (Courtaboeuf, France). Excitation was set at 485 or 585 nm, and emission was collected at
535 or 635 nm for the fluorescein- and Texas Red-tagged oligonucleotides, respectively. The fluorescence anisotropy (r) and the total
fluorescence intensity (I;) were determined by the instrument software as previously described.S857 All the fitting procedures were
completed with the Excel Solver algorithm (least squared method) by analysing each dose-response curve from at least three
independent experiments.

According to the analysis of bulk binding data for metal ion-nucleic acid complexes,® the fitting to the experimental metal ion titration

curves was proceeded using the following Langmuir equation:

_ Tmetalsmax—" free
Tmetal = Tfree T KPP D

1+—4
Cmetal

where riee @and rmetar @re the FA signal in the absence or presence of metal ion in varying concentrations, respectively, rmetarmax iS the
maximal FA signal upon metal ion binding, K42 is the apparent dissociation constant of the metal ion-DNA complex, and Cmetal is the
total concentration of metal ion added to the reaction solution. Raw anisotropy data were used without correction for quantum yield
changes!® as metal ion-induced fluorescence intensity (FI) variations were somewhat erratic and, with the exception of Ag*, of limited
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amplitude (Figures S1 and S2). Moreover, regarding the peculiar Ag* behaviour, the considered concentration range for the curve fitting
was limited to 0-0.4 uM, where no Fl change was detected (Figure S1). In addition, as the approximation in equation 1 (total metal ion
concentration ~ free metal ion concentration) is not valid for the Ag* binding to DNA, we used the non-simplified Langmuir modelS for
estimating the Kq?"? value. Of note, the biphasic FA variation in the Ag* titration curve (Figure 2a) would suggest the formation of further
metal ion-DNA complexes of much higher dissociation constant.[S* In the case of the Mg?* titration curve, no data fitting was undertaken
due to the weak anisotropy variation.

The experimental dose-response curves for the responsive probes were modelled through the empirical Hill equation:

__ Tmetal-targetsmin—"metal 2
Tmetal-target — Tmetal = ( K1/ )n ( )

Ctarget.

where rmetaitarget IS the FA signal in the presence of both target in varying concentrations and metal ion at a fixed concentration, rmetal-
targermin IS the minimal FA signal upon target binding, Ky is the target concentration needed to obtain 50% of the absolute signal gain,
n is the Hill slope, and Ciarget i the total concentration of target added to the reaction solution.
The fitting to the experimental kinetic data was accomplished according to the following equation:

rmetal—target ~ Vmetal = (rmetal—target*min - rmetal)(l - e_kt) (3)
where k is the rate of aptaswitch activation and t is the time. The time required to reach the half-maximal anisotropy signal (t1.) was
estimated from the k value as follows: ti» = In(2)/k.

D. Experiments for the L-Tym aptaswitch

D.a. Metal titration of 3’F-apt-T
The binding buffer consisted of 50 mM MES, pH 6.30. Two working aptamer solutions were obtained by adequate dilution of the stock
solution in 10X concentrated binding buffer, with or without L-Tym. Prior to the first utilization, the working solutions were heated at
80°C for 5 min and left to stand at room temperature for 30 min in the dark. Successive dilutions of each metal stock solution were
made in the binding buffer. The aptamer and metal ion working solutions were mixed into the individual wells of a microplate (final
volume = 100 pL). All experiments were done at 23°C. Blank wells received 100 pL of the binding buffer. Each well on at least the first
three rows then received 50 pL of the aptamer solution and 50 pL of the metal ion solution. On at least three other rows, each well
received 50 pL of the aptamer solution challenged with 1 mM L-Tym (final concentration) and 50 pL of the metal ion solution. The final
concentration of the aptamer probe and metal ions was 20 nM and from O to 4000 uM, respectively. Specifically, the highest
concentration for Pb?* and Hg?* was set to 400 uM. Indeed, at 4 mM, these metal ions began to significantly quench the fluorescence
of the tracer (up to 45% and 60% FI quenching for Hg?* and Pb?*, respectively) and thus precluded reliable FA measurements. The
microplate was then placed into the microplate reader for FA measurements.

D.b. Dose-response curves
Successive dilutions of L- or D-Tym stock solutions were made in the binding buffer. The solutions of oligonucleotide and Tym (final
concentration from 0 to 800 pM) were mixed in the presence of PbCl; (final concentration = 40 uM) before reading (final volume = 100
uL). Regarding sensor optimization experiments, we used either the 50 mM or 10 mM MES buffer at the same pH following the
aforementioned protocol, except that MgCl, was added to the aptamer working solution at a final concentration up to 10 mM.

D.c. Real-time monitoring
The solutions of 3'F-apt-T and target (final concentration of 0, 1.5 or 200 uM) were mixed in the 10 mM MES binding buffer containing
MgCl; (final concentration = 2.5 mM) and PbCI; (final concentration = 40 uM) and the reading process was started as quickly as possible
(delay time of about 1 min after manual introduction of the microplate into the reader). FA measurements were performed through a
kinetic run during 10 min, with an interval time of 30 s between two successive readings.

E. Experiments for other aptaswitches
All the experiments were conducted similarly to those described for the L-Tym aptaswitch. Only small adjustments in the assay
implementation and reactional medium were made, as summarized below:

System Switching metal | Binding buffer (pH =6.30) | Target concentration Non-binding DNA* Non-cognate compound
ion range

AFBL*¥/xxx 40 uM Ccd* 50 mM MES + 0.5 mM Mg?* | 0-10 uM 5'F-apt-T OTA2

ATP** 40 uM Cd** or Pb** 50 mM MES + 0.5 mM Mg?* | 0-1 mM 5'F-apt-O or 3F-43-SBA | GTPBSW

Coc 40 uM Cd* 10 mM MES 0-1 mM 3'F-apt-T BZE [512

OTA** 40 pM Cd?** 50 mM MES + 0.5 mM Mg?* | 0-50 uM 5'F-apt-P NAPISE]

* The control DNA probes were selected in relation to their overall response upon addition of Pb?* or Cd?*metal ions (Figure S12).

** Mg?* was added to the reaction solution as the molecular recognition process is known to be dependent on the presence of alkaline earth metal ions for these
three aptamers.

*** The FA reading was taken after at least 5 minutes of sample incubation (Figure S14). In order to prevent mycotoxin solubility problems, the maximal concentration
employed for the calibration curve was set to 10 uM.

F. Experiments for the analysis of realistic samples

Pooled human urine (batch number: 20BC05) was purchased from ProBioQual (Lyon, France). The urine sample was first centrifuged
at 6100 rpm for 10 min. The supernatant was then filtered through 0.45 um membranes and diluted in the 10 mM MES buffer spiked
with L-Tym (final concentration from 0 to 800 uM). Three replicate samples were analyzed by using the 3'F-apt-T probe in the presence
of 40 uM Pb?* and 2.5 mM Mg?". We carried out similar binding experiments for Coc (final concentration from 0 to 1 mM) in urine
samples diluted in the 10 mM MES buffer by implementing the 5'F-apt-C probe in the presence of 40 uM Cd?*.
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Additional results and discussion

A. General response features of end-labelled small-molecule aptamers in direct FA signalling scheme

Similarly to what is reported in fluorescence intensity-based transduction,545145151 end-labelled aptamers dedicated to small
molecules are most often unable to generate a substantial FA output under the direct reporting configuration, i. e. in the absence of
switching elements (Table S2). This arises from marginal target-induced structural alterations in the terminal DNA regions, then
determining limited and random changes in the local rotational component of anisotropy. As a consequence, the design of more
responsive probes generally imposes the tedious and expensive screening of numerous aptamer conjugates that incorporate the
fluorescent reporter at internal positions, in the vicinity of the target binding site.[52516-518520.521 One representative counter-example is
the 49-mer version of the L-Tym aptamer that, when specifically tagged at its 3’ extremity by the fluorescein dye, causes a significant
FA signal gain (of about +0.040 upon target binding at ambient temperature).[S¢l

Table S2. Summary of direct FA responses from the previously reported end-labelled small-molecule aptamers and from the probes used in the present work.

Aptamer Dye nature and location Maximal absolute FA change References
L-Tym

23-mer (apt-T) 3-F < 0.010; < 0.010 [S1]; this work
23-mer (apt-T) 5-F ~0.015 this work
49-mer 3-F ~0.040 [S6]
49-mer 5-F <0.010 [S6]
49-mer 3-TR ~0.010 [S6]
49-mer 5-TR <0.010 [S6]
AFB1

26-mer (apt-A) 3-F <0.010 this work
26-mer (apt-A) 5'-F <0.010 this work
50-mer 3-TMR* <0.010 [S2]
50-mer 5-TMR <0.010 [S2]
ATP/Ade

25-mer (apt-P) 5'-F <0.010 this work
25-mer (apt-P) 3-F <0.010 [S3]
25-mer (apt-P) 3-TMR <0.010 [S16]
25-mer (apt-P) 5-TMR <0.010 [S16]
23-mer 3-F ~0.015 [S3]
21-mer 3-TR <0.010 [S3]
21-mer 3'-F ~0.025 [S3]
Cocaine

30-mer (apt-C) 5'-F <0.010 this work
30-mer (apt-C) 3-TMR <0.010 [S17]
30-mer (apt-C) 5-TMR ~0.020 [S17]
OTA

31-mer (apt-0O) 5'-F <0.010 this work
36-mer 3-TMR ~0.020 [S18]
36-mer 5-TMR ~0.010 [S18]
36-mer 5-F <0.010 [S19]
L-Arm

24-mer 5-F ~0.020 [S6]
24-mer 3-F ~0.025 [S6]
Vasopressin

55-mer 3-TMR <0.010 [S20]
55-mer 5-TMR <0.010 [S20]
Bisphenol A

35-mer 3-TMR <0.010 [S21]
35-mer 5-TMR ~0.015 [S21]

* TMR: tetramethylrhodamine
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B. L-Tym aptaswitch
B.a. Comparison between metal ion-induced FA and Fl variations for 3’F-apt-T (50 mM MES buffer)

Anisotropy responses of 3'F-apt-T in the presence of post-transition/transition metal ions were compared with those of total
fluorescence intensity (I;). To achieve that, both r and I, variations were normalized and then plotted against the metal ion concentration
(Figure S1). It was shown that the extent of FI changes is much smaller than that of FA variations, except within the 4-40 uM [Ag*]
range. Overall, due to the lack of an evident relationship between Fl data and metal ion dose, no linkage was discernible between the
r and | responses (Figure S2).
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Figure S1. Normalized changes in anisotropy ((rmeta - riree)/ftree, White bars) and total emission intensity ((ltmeta - k-free)/l-free, grey bars) as a function of the post-
transition/transition metal ion concentration for the 3'F-apt-T probe. MES buffer concentration = 50 mM. Error bars represent the standard deviation from at least
three independent experiments.
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Figure S2. Plot of relative anisotropy changes against relative emission intensity changes considering all the metal ion titration data of the 3'F-apt-T probe
reported in Figure S1.
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B.b. Implication of the metal ion binding-based electrostatic changes in the FA increase of 3’'F-apt-T

In light of the anisotropy data reported in Figure 2a, it might be suspected as a first impression that the metal ion binding to DNA
directly affects the global diffusion rate of the 3'F-apt-T tracer by changing its apparent mass and conformation. However, these events
should contribute to a quite limited fraction of the total FA increase. Indeed, given that the experimental divalent metal ion:base
stoichiometry for random single strands does not exceed 1:2 at metal ion saturation under low background ionic strength conditions, 522
the effective molecular mass is predicted to vary only from ~7800 Da (in the free state) to ~10300 Da (in the metal ion-complexed state)
in the most extreme case study of the heaviest element binding. Furthermore, many previous works have shown that alterations in the
whole DNA shape have little influence on the overall anisotropy as compared to that of the associated local perturbations.[S3:56.518]

With this in mind, we aimed at evaluating the contribution of metal ion binding-induced local rotation changes to the anisotropy
increase of 3'F-apt-T. First, we designed a set of DNA oligonucleotides derived from apt-T, which shared a common 13-base region at
the 3’ end while differing by their total sequence length (from 13-mer to 63-mer SBA, Table S1). The resulting oligonucleotides were 3’
end-labelled by fluorescein and titrated with increasing concentrations of Pb?* or Cd?* used as illustrative metal ions (Figure S3). As
expected for a fluorescein motion primarily uncoupled from the whole DNA rotation, the FA signal was almost insensitive to the size of
the probes in the absence of post-transition/transition metal ions.[5?3 At the same time, the anisotropy of fully metal-complexed probes
exhibited a significant increase with the sequence length increasing (Figure S3), consistent with the occurrence of a rotational coupling
phenomenon between the dye and the DNA upon metal ion binding.[52?!
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Figure S3. Fluorescence anisotropy of various DNA probes (3'F-SBA listed in Table S1) as a function of their sequence length, either in free form (rsee) or fully
complexed to Pb?* and Cd?* (I'metarmax determined from the Langmuir fitting procedure). MES buffer concentration = 50 mM. Error bars, representing the standard
deviation from at least three independent experiments, are within the experimental points.

Next, we conducted post-transition/transition element titration experiments with the Texas-Red-conjugated L-Tym aptamer (3 TR-
apt-T, Figure S4). In contrast to fluorescein, Texas-Red is an electrically neutral fluorophore that already engages close interactions
with free state DNA, as exemplified by the high rsee value of 3'TR-apt-T equal to 0.127 + 0.003, and is rather insensitive to environmental
changes.[5? Hence, if the mechanism of fluorescein-DNA motional coupling is mainly based on the metal ion-mediated neutralization
of DNA charges, the replacement of the fluorescein conjugate by the Texas-Red one should lead to a much smaller response (if any).
In accordance with the prediction, the FA change of 3'TR-apt-T was found to be very substantially lowered relative to that of 3'F-apt-T,
lying between +0.015 and +0.035 over the concentration range of all the tested metal ions (Figure S4).

Besides the electrostatics-dependent component, we cannot exclude that local variations in the 3’-end region structure also
participate to the rotational coupling process. 536518l For instance, constraints in the extremity dynamics triggered by the formation of
intra-strand metal ion bridges!S?>52l or supplementary contacts of the dye with nucleobases newly exposed by the unpairing/unstacking
effects of metal ionsfS?7! could be possible sources of further dye mobility confinement.
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Figure S4. Fluorescence anisotropy of the 3'TR-apt-T (black symbols) probe as a function of the post-transition/transition metal ion concentration. MES buffer
concentration = 50 mM. Error bars, representing the standard deviation from at least three independent experiments, are within the experimental points. By way of
comparison, the plot of 3'F-apt-T anisotropy against post-transition/transition metal ion concentration is also depicted (colored symbols).
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B.c. Pb?*-regulated aptaswitch (50 mM MES buffer)
B.c.1. Dose-response curves, specificity analysis and comparison with the direct signalling format

Figure S5 shows the L-Tym titration curve obtained with the 3'F-apt-T aptaswitch (50 mM MES buffer challenged with 40 uM
Pb?*). The estimated Ky, value is comparable to the apparent dissociation constant of 12 uM independently measured for the L-Tym-
apt-T complex in Mg?*-free medium,!SY indicating that the molecular recognition of the L-Tym-binding DNA is roughly preserved. The
steepness of the semi-log scale binding curve was evaluated by the Hill slope, which was lower than the unity value characterizing a
typical single-site binding. It was associated with an extended dynamic range relative to the reference one (Figure S5).
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Figure S5. Anisotropy change of DNA probes as a function of Tym (L- or D-enantiomer) concentration (rrym - ffree in the absence of Pb?* or Imetai-rym - fmeta in the
presence of 40 uM Pb?*). MES buffer concentration = 50 mM. The red curve was created by fitting the Hill model to experimental data while the black curve was
derived from the Hill equation fitting with a fixed Hill slope value of 1. Error bars represent the standard deviation from at least three independent experiments.

The specificity of the aptaswitch was assessed by using the non-cognate opposite enantiomer (D-Tym)[S¢:528 and the non-binding
3'F-apt-A sequence (Table S1). It was shown that 3'F-apt-Ais a relevant control probe as its overall response to Pb?* exposure is
similar to that of 3’ F-apt-T (Figure S6). As depicted in Figure S5, we recorded a minimal anisotropy variation with either 3’ F-apt-T in
the presence of D-Tym or when the 3’ F-apt-A was used instead of 3’ F-apt-T.
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Figure S6. Anisotropy change of 3' F-apt-T and 3'F-apt-A probes as a function of Pb?* concentration (fmeta — firee). MES buffer concentration = 50 mM. The curves
were created by fitting the Langmuir model to experimental data. Error bars represent the standard deviation from at least three independent experiments.
We also reported that the 5’ end-tagged DNA probe (5'F-apt-T) exhibits FA output, apparent binding affinity and Hill slope similar

to those reported with the 3'F-apt-T probe (Figure S7 vs Figure S5). This indicates that the aptaswitch is responsive whatever the 3'-
or 5’-end tagging position.
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Figure S7. Anisotropy change of the 5’'F-apt-T probe as a function of L-Tym concentration (rrym - riee in the absence of Pb?* or rmetai-tym - 'metal in the presence of 40
UM Pb?"). MES buffer concentration = 50 mM. The red curve was created by fitting the Hill model to experimental data. Error bars represent the standard
deviation from at least three independent experiments.

By way of comparison, both 3'F-apt-T and 5'F-apt-T were implemented under a direct sensing format, i. e. without Pb?* in the
reaction solution. In accordance with previous results (Table S2),[5Y the tracers experienced much lower anisotropy changes over the
target concentration range (Figure S5 and S7), revealing the advantages of the metal-regulated switch strategy over the direct signalling
approach.
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B.c.2. Mg?* effects on the responsivity of 3’F-apt-T

As shown in Figure S8a, the presence of Mg?* at a low 0.5 mM concentration led to a clear shift of the calibration curve towards
lower L-Tym concentration (K12 = 3.5 uM vs 33 uM in the absence of Mg?*, Figure S5), without significant impact on the absolute signal
gain. However, the addition of higher Mg?* amounts (1 and 2.5 mM) deteriorated both the assay precision and the curve sigmoidal
pattern so that we were unable to reliably fit the Hill model to corresponding data (Figure S8b,c). Moreover, further increase in [Mg?*]
(10 mM) resulted in a FA response of smaller amplitude and increased variability (Figure S8b,c).
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Figure S8. Anisotropy change (Fmeta-tym - fmetal) Of 3'F-apt-T as a function of L-Tym concentration in the presence of different Mg?* concentrations. 50 mM MES
buffer challenged with 40 uM of Pb?*. (a) 0.5 mM Mg?* (open symbols). The binding parameters were extracted from the Hill model fitting procedure. Error bars
represent the standard deviation from at least three independent experiments. (b) 1 (black symbols), 2.5 (purple symbols) and 10 (grey symbols) mM Mg?*. Error
bars represent the standard deviation from at least three independent experiments. (c) Average SD from all curve experimental data as a function of the Mg?*
concentration.
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B.d. L-Tym-induced activation process of the aptaswitch

In the absence of Mg?*, a weak steepness (Hill slope < 1) and a large dynamic range characterized the dose-response curves
(for MES buffer concentration of 10 and 50 mM, Figures 3, S5, S7, S9). As apt-T contains only one binding site for L-Tym,[51 this
phenomenon cannot be interpreted as a negatively cooperative binding between the target and the aptamer. The broad-range response
rather suggests the existence of a heterogeneous switching/reporting regime. 58522530 Depending on their localization along the DNA
strand and the diversity of their coordination preference and binding affinity,’5%] the bound Pb?* ions are expected to perturb the
molecular recognition structure as well as the anisotropy signal of probes in a very disparate manner. As such, the conversion from the
inert metal ion-complexed form to the optimally responsive L-Tym-bound conformer likely follows a multistage pathway with
intermediate states of graded activation levels.!5? For illustrative purposes, a schematic model is proposed in Figure S10.

Changes in the Mg?* concentration engendered large fluctuations in the overall shape of dose-response curves (for MES buffer
concentration of 10 and 50 mM, Figures 3, S8, S9). One interpretation of this is that, besides its stabilizing effects on the competent
conformation,S! the alkaline earth metal ion can also directly compete with Pb?* for particular apt-T sites.!S3! Taken together, these
features would lead to intricate [Mg?*]-dependent rearrangements in the local density, binding and spatial distribution of the Pb?* inhibitor,
and consequently in the overall signalling route of the aptaswitch.
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Figure S9. Mg?* concentration dependence of Hill slope. The Hill slope values were determined from the anisotropy change of 3'F-apt-T as a function of L-Tym
concentration (Figure 3) in the presence of various Mg?* concentrations. 10 mM MES buffer challenged with 40 uM of Pb?*.

2+

Figure S10. Proposed model of multistage pathway with gradually activated intermediate states, as described by an extended linkage scheme of conformational
selection (top) and induced fit (bottom) binding mechanisms.[532
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B.e. Analytical features of the Pb?*-regulated 3’F-apt-T aptaswitch (10 mM MES)

The L-Tym calibration curves, shown in Figure S11a for the 2.5 mM and 5 mM Mg?* concentrations (3'F-apt-T probe, 10 mM MES
challenged with 40 uM of Pb?*), were constructed by plotting the normalized anisotropy change against the target concentration. The
3'F-apt-T aptaswitch afforded a limit of detection (LOD, based on a signal-to-noise ratio > 3) varying from 200 (at 2.5 mM Mg?*) to 400
nM (at 5 mM Mg?*). In accordance with the weak Hill slope values (Figure S9), the dynamic ranges experimentally spanned 1000-to-
2000-fold change in L-Tym concentration. As summarized in Table S3, these analytical parameters favourably compare with those of
a variety of earlier aptasensors devoted to the L-Tym quantitation. One previous aptamer-based tool has achieved a lower LOD but
with a narrower dynamic range and a more complicated sensing design.5"!

For guidance purposes, we compared in the same conditions the normalized anisotropy output with that relying on total emission
intensity measurements (Figure S11b). In the absence of target, the addition of 40 uM Pb?* to the 10 mM MES buffered solution led to
a small increase in the fluorescence intensity of the 3'F-apt-T probe (data not shown). As such, we found a negligible or limited decrease
in the normalized intensity signal over the L-Tym concentration range. In addition, the overall variability was much higher than that
reported in anisotropy (Figure S11b vs Figure S11a). These findings clearly demonstrate the superiority of the FA readout mode for
monitoring the present switching process.

(a) (b)

o 014 o 01 +
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g o+ é g 007
5 &g 5 5
2-01+ > 011
g % [
Q02+ é g 02t
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z 03 + QQ& g 031
S 044 25mM Mg 6{) S 044 25mmmgr
-0.5 - i ' -0.5 ——HHHHH ——HHHH |
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Figure S11. Normalized changes in (a) anisotropy ((rmetal-tym — rmetal)/fmetat) and (b) total emission intensity ((lt-meta-Tym - lt-metal)/lt-metat) Of 3'F-apt-T as a function of the
L-Tym concentration in the presence of 2.5 or 5 mM Mg?*. 10 mM MES buffer challenged with 40 uM of Pb?*. Error bars represent the standard deviation from at
least three independent experiments.

Table S3. Analytical parameters of various L-Tym aptasensors.

Strategy LOD (uM) | Dynamic range Reference
Metal-regulated FA sensor (end-labelled 23-mer) 0.2-04 Extended (1000-to-2000-fold change) this work
Intercalator displacement-based FA sensor (unmodified 23-mer) 15-20 Extended (~1000-fold change) [S33]
Competition-based electrochemical sensor (unmodified 23-mer) ~5 Typical*** [S1]
CS*-based FI sensor (end-labelled 28-mer) ~5-10 Typical [S34]
CS-based FA sensor(unmodified 38-mer) 0.25 Typical [S35]
CS-based FI sensor (end-labelled 38-mer) ~5-10 Not determinable [S28]
Enzymatic digestion protection-based colorimetry sensor (unmodified 38-mer) 5 Typical [S36]
Direct FA sensor (end-labelled 49-mer) 0.2 Typical [S6]
Direct BLI** sensor (surface-attached 49-mer) 2-15 Typical [S37]
CS-based FA sensor (end-labelled 49-mer) 0.04 Typical [S7]
Enzymatic digestion protection-based FA sensor (end-labelled 49-mer) 15 Typical [S38]

* CS: complementary strand
** BLI: Bio-Layer Interferometry
*** Typical dynamic range designates a ~100-fold change in target concentration
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C. Other aptaswitches
C.a. Control probes for the specificity examination of aptaswitches

As reported for the L-Tym system, the control analysis involved non-binding DNA probes that exhibit an overall metal ion-induced
response similar to that of tested aptaswitches. The metal titration curves of these selected oligonucleotide ‘pairs’ are presented in
Figure S12. To note, upon addition of Pb?*, 5’F-apt-P displayed higher K42*P and maximal signal gain values than other aptamer-based
tracers. In such case, we turned on the 3'F-43-SBA probe to conduct the specificity study (Figure S12).

0.130 T 0.170 T
1 0.150 +
0.110 5'F-apt-A 5'F-apt-P
® o 0130 +
@ 0.090 - oy
= ® 0.110 +
‘S 0.070 S
; - > 0.090 +
Q.
© 0.050 | S o070 1
Rl
o
2 2 0.050 +
2 0.030 c
<
< 0.030 +
0.010 4 0.010 4
-0.010 4 -0.010 4
0.001 001 0.1 1 10 100 1000 10000 0.001 001 0.1 1 10 100 1000 10000
[Cd*] (uM) [Pb] (uM)
0.130 T 0.130 +
0.110 + 5lF_apt_c O 0.110 1 5'F-apt-o
(7] Q
E’ 0.090 + E’ 0.090 +
[} [}
e -
G 0.070 + S 0070 | ]
> >
Qo o
S 0.050 1 © 0.050 +
° °
(7]
S 0030 + 2 0030 |
< <
0.010 + 0.010 +
0.010 .
-0.010 4 -0. . r . . . . s
0.001 0.01 01 1 10 100 1000 10000 0.001 0.0 01 1 ” 10 100 1000 10000
[Cd*] (uM) [Cd*] (nM)

Figure S12. Anisotropy change of various DNA probes as a function of Cd?* or Pb?*concentration (fmeta — riree). Binding buffer: 10 mM MES for the 5'F-apt-C/3'F-
apt-T ‘pair’ or 50 mM MES containing 0.5 mM Mg?* for the other ‘pairs’. For the titration experiments of the 5’'F-apt-C probe, the Cd?* concentration range was
reduced to 0-400 uM due to significant fluorescence quenching effects at 4 mM. The curves were created by fitting the Langmuir model to experimental data.
Error bars represent the standard deviation from at least three independent experiments.
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C.b. AFB1 aptaswitch

Regarding the dose-response experiments of the 5’'F-apt-A aptaswitch (Figure 4), no clear signal saturation was observed. This
behaviour could be ascribed to the combined effect of a broadened dynamic range as above-mentioned (Figure S10) and a limited
target concentration range (see experimental section). Given that no reliable fitting was therefore attainable, the curve in Figure 4 was
created by attributing arbitrary values to the Hill equation binding parameters.

As depicted in Figure S13, no significant response was recorded with the non-cognate OTA compound!®? or the non-binding 5'F-
apt-T probe (Figure S12), denoting the 5’F-apt-A aptaswitch specificity.
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Figure S13. Anisotropy change of DNA probes as a function of AFB1 or OTA concentration (fmeta-anayte - fmetal) in the presence of 40 uM Cd?*. Binding buffer: 50
mM MES containing 0.5 mM Mg?*. For an accurate comparison, the scale of variation of anisotropy is identical to that shown in the Figure. 4. Error bars represent
the standard deviation from at least three independent experiments.

The real-time monitoring of AFB1 (Figure S14) revealed that the 5'F-apt-A switch signals the presence of target with an apparent
t12 value of ~1.5 min. In such case, the FA signal was recorded after at least 5 min of sample incubation (see experimental section).
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Figure S14. Real-time monitoring of 2 uM AFB1 using 5'F-apt-A in the presence of 40 uM Cd?*. Binding buffer: 50 mM MES containing 0.5 mM Mg?*. The FA signal
was recorded at a regular time interval of 30 s after the first measurement (~1 min). Anisotropy change represents the rmeta-are1 - I'metal difference. Blank experiment
was conducted by introducing the buffer only instead of the target-supplemented buffer into the sample (open symbols). The curve was created by fitting the kinetic
model to experimental data.

As shown in Figure S15, the 3'F-apt-A tracer, which did not respond upon exposure to AFB1 in the absence of transition metal

ion, led to a target-induced FA variation similar to that of 5'F-apt-A in the Cd?*-regulated scheme (Figure 4). This confirms the results
reported with the L-Tym aptaswitch (Figure S5 and S7).
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Figure S15. Anisotropy change of the 3'F-apt-A probe as a function of AFB1 concentration (rars1 - riree in the absence of Cd?* or rmetarare1 - fmetal IN the presence of
40 uM Cd?*). Binding buffer: 50 mM MES containing 0.5 mM Mg?*. The red curve was created by attributing arbitrary values to the Hill equation binding parameters.
Error bars represent the standard deviation from at least three independent experiments.
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C.c. ATP aptaswitch

While no response was obtained in direct format, the 5’F-apt-P probe produced a significant ATP-dependent signal change in the
presence of 40 uM Cd?* (Figure S16a) or Pbh?* (Figure S16b). At 1 mM of ATP, the anisotropy of the tracer in the presence of post-
transition/transition metal ions was close to that obtained in their absence, i. e. rmetai-ate ~ rate, Suggesting the nearly complete inhibition
of the metal ion binding to DNA upon exposure to high concentrations of target. However, we recorded a similar FA variation with the
non-binding tracers (5'F-apt-O or 3'F-43-SBA, Figure S12) or when the non-cognate GTP nucleotide>*Y was used instead of ATP
(Figure S16). These results clearly indicate that the generated signal is independent on the molecular recognition of apt-P.
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Figure S16. Anisotropy change of DNA probes as a function of ATP or GTP concentration (fanayte - firee in the absence of Me?* or I'metal-analyte - Imetal in the presence
of 40 uM Me?*) using (a) Cd?* and (b) Pb?* metal ions. Binding buffer: 50 mM MES containing 0.5 mM Mg?*. Error bars represent the standard deviation from at
least three independent experiments.

Given the well-known ability of nucleotides to form very stable complexes with the divalent metal ions,!53% one can suppose that
the anisotropy decrease is based on the competitive trapping of metal cations by free ATP. To go further, we then tested adenosine
(Ade) instead of ATP, at the highest concentration in the range (1 mM). Ade is known to be recognised by apt-P with an affinity similar
to that of ATP,[S3S1 put it binds much more weakly to divalent metal ions.!5?8! Just like ATP, Ade did not induce any significant response
for 5'F-apt-P in direct format (data not shown). In contrast to what was observed with ATP, no anisotropy change was recorded with
the nucleoside using the control probes (5'F-apt-O or 3'F-43-SBA) in the presence of Cd?* or Pb?* (Figure S17). At the same time, 5'F-
apt-P produced a signal output when exposed to Ade (especially with the Pb?* metal ion), indicating that, for this analyte, apt-P can be
converted into a specific aptaswitch. These data support that the ATP-dependent FA changes shown in Figure S16 are related to the
strong binding of the switching metal ions to the nucleotide.
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0.020
0.010
0.000
-0.010
-0.020
-0.030
-0.040
-0.050

-0.060
0.070 Bl with ca>

-0.080 [ with P2
-0.090

Anisotropy change

Figure S17. Anisotropy change of DNA probes challenged with 1 mM Ade (Imetai-ade - Mmetal in the presence of 40 uM Cd?* or Pb?*). Binding buffer: 50 mM MES
containing 0.5 mM Mg?*. Error bars represent the standard deviation from at least three independent experiments.
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C.d. Coc and OTA aptaswitches

When compared with the other aptaswitches, the Cd?*-controlled 5'F-apt-C and 5'F-apt-O probes displayed lower FA variations
upon addition of their respective targets (Figure 4). It could be hypothesised that the slightly longer sequence of apt-C and apt-O (Table
S1) increases the likelihood of encountering regions of DNA that are not highly reactive to the target binding, which would make the
metal ions less easy to move. Further work would be needed to clearly identify the reasons for these outputs.

No significant signal change appeared when the targets or aptamers were replaced by non-cognate analytes (BZES!2 or NAPIS13])

or control oligonucleotides (3'F-apt-T or 5’F-apt-P, Figure S12), respectively (Figure S18). This demonstrates the specificity of both
aptaswitches.
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Figure S18. (a) Anisotropy change of DNA probes as a function of Coc or BZE concentration (fmetai-anayte - I'metal) in the presence of 40 uM Cd?*. Binding buffer: 10
mM MES. (b) Anisotropy change of DNA probes as a function of OTA or NAP concentration (I'meta-anayte - metar) in the presence of 40 pM Cd?*. Binding buffer: 50
mM MES containing 0.5 mM Mg?*. For an accurate comparison, the scale of variation of anisotropy is identical to that shown in the Figure. 4. Error bars represent
the standard deviation from at least three independent experiments.
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D. Overwiew of the apparent affinities for aptaswitches

Table S4 lists the Ky, values estimated from the dose-response curve fitting procedure for the L-Tym, AFB1, Coc and OTA
aptaswitches. These were compared with the literature Ky data of the corresponding target-aptamer complexes (Table S4). Although
the values are of the same order of magnitude, the general trend is that the apparent affinity of the aptaswitches appears somewhat
diminished compared to that of the aptamers. This is consistent with a typical molecular switch for which its binding affinity is lessened
when the inactive state is promoted by the addition of switching elements.[54°!

Table S4. Estimated Ku2 vs literature Kq for different systems.

System Ka* Literature Kq
L-Tym (no Mg?) 20-70 pM** 12 pmisy

L-Tym (10 mM Mg?) 0.8 uM 0.8 uMISY

AFB1 Not determinable*** | 50 nM2

Coc 60 pM**F* 15-50 pMISL7.841
OTA 2 UM**** 0.1-1 “M[SS,SAZ,SM]

* %RSD of Kuz is typically in the 15-50% range.
** The Ku2 values varied as a function of the MES buffer concentration (10 or 50 mM), most likely due to Pb?*-induced changes in the population of the inactive state

(see the main text).

*** No reliable fitting was possible for the dose-response curves of AFB1 (see the ‘C.b. AFB1 aptaswitch’ part of the Supporting Information).

*++% Given the limited number of experimental points in the response range of the assay (Figure 4), the fit of the Hill model to the data was only conducted by setting
the Hill slope to 1.
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E. Study of the aptaswitch functionality in realistic samples

To assess the aptaswitch activity in real-life conditions, we carried out dose-response experiments using diluted urine samples
spiked with the L-Tym or Coc model analytes. This biological fluid is a particularly challenging matrix since it produces background
fluorescence and contains interfering components as well as variable amounts of metal ions.[$*251 |n addition, the presence of species
such as phosphate, citrate and oxalate in significant quantities (ranging from sub-mM to mM) could, through their well-known capabilities
to chelate metal ions, further complicate the sample analysis by our sensing method.

For samples containing 10 % urine, the calibration curve of the 3'F-apt-T aptaswitch was shifted slightly to the right of the reference
curve. Nevertheless, the sensor was able to signal the presence of L-Tym with a similar absolute FA gain (Figure S19a). The Coc dose-
response curve was comparable to that of the pure buffered solution, retaining both the apparent affinity and maximal signal change
(Figure S19b). These results suggest that our aptaswitch scheme has potential for detecting analytes in diluted complex matrices. We
also noted that higher proportions of urine (20%) in the samples provoke detrimental interferences that lead to a minimal FA response
for the two systems (data not shown).
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Figure S19. (a) Anisotropy change (rmeta-tym — Imetal) Of 3'F-apt-T as a function of the L-Tym concentration for samples in either 10 mM MES buffer or 10 mM MES
buffer containing 10% urine, in the presence of 2.5 mM Mg? and 40 uM Pb?*. (b) Anisotropy change (I'meta-coc — metal) Of 5’F-apt-C as a function of the Coc
concentration for samples in either 10 mM MES buffer or 10 mM MES buffer containing 10% urine, in the presence of 40 uM Cd?*. Error bars represent the
standard deviation from at least three independent experiments.
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Discussion et conclusion

A I’issue de 1’étape de screening, 1’ion Pb%* a été sélectionné pour les expérimentations
ultérieures, impliquant la réalisation de courbes dose-réponse. Par la suite, nous avons entrepris
d’optimiser les performances du capteur en ajustant certaines conditions opératoires,
notamment la concentration en Mg?* et la force ionique, dans le but d’améliorer 1’affinité
apparente tout en conservant une amplitude de signal significative. Nous avons supposé que
I’ajout de Mg?* renforcerait la liaison aptamére-cible, tandis que la réduction de la concentration
en Na* dans le tampon faciliterait 1’accés des ions Pb?* a I’ADN, par diminution du bouclier
électrostatique. Ces hypothéses ont été confirmées expérimentalement, et un compromis a été
obtenu pour des concentrations en Mg?* et Na* de 2,5 mM et 6 mM respectivement. Nous avons
calculé une limite de détection égale a 200 nmol/L, valeur comparable a celle d’autres
aptacapteurs dédiés a la quantification de la L-tyrosinamide. Des tests de spécificité avec un
autre aptamere et avec la D-tyrosinamide ont été effectués avec succes. En outre, des
expériences en format direct, sans introduction d’ions métalliques, ont clairement démontré que
ces derniers étaient indispensables pour le fonctionnement de notre méthode.

Nous avons pu étendre notre stratégie a la détection d’autres petites molécules telles que
I’aflatoxine B1 (312,27 g/mol), ’ochratoxine A (403,81 g/mol) et la cocaine (303,35 g/mol).
Ces cibles ont été choisies en raison de leur intérét biologique, ainsi que de la diversité des
structures secondaires adoptées par leurs aptameres respectifs (hairpin, G-quadruplex et
« three-way junction »). Pour ces systémes, I’ion Cd?* a été sélectionné comme élément de
commutation structurale.

Une réaction rapide n’excédant pas cinq minutes a été mise en évidence par des
expériences de cinétique effectuées pour la détection de la L-tyrosinamide et de I’aflatoxine B1,
satisfaisant ainsi 1’un des criteres essentiels pour un biocapteur. Un autre aspect important est
I’applicabilité potentielle en milieu complexe, qui a été favorablement évaluée dans une matrice

contenant 10% d’urine pour la détection de la L-tyrosinamide et de la cocaine.

En conclusion, notre approche a abouti a la conception d’un capteur optique simple a
mettre en ceuvre, rapide et économique, capable de détecter plusieurs petites molécules au
moyen d’aptameres présentant diverses structures secondaires. Il est toutefois important de
noter que la liaison et le positionnement des ions métalliques sur les acides nucléiques

s’effectuent de maniére aléatoire, pouvant parfois conduire a un changement de signal modéré,
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particulierement pour des séquences d’aptaméres supéricures a 30 bases. Ce phénomene
pourrait étre attribué a la difficulté de déplacer les ions métalliques fixés dans des régions peu
sensibles a la reconnaissance de la cible. Par ailleurs, cette méthode ne convient pas pour des
cibles complexant fortement les ions métalliques, comme I’ATP par exemple. Malgré ces
limites, notre stratégie de transduction est novatrice et pourrait &tre adaptée a un dispositif point-
of-care, a condition de procéder a une évaluation approfondie de ses performances analytiques,

notamment dans des environnements complexes.

De par la nature électrostatique de notre méthode, la conception de plateformes
électrochimiques « label-free » de type FET est envisageable. Pour la suite, nous avons
néanmoins choisi de rester sur une détection optique pour le développement de nos prochaines

preuves de concept.
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2. Utilisation d’ions métalliques « quenchers» pour le
développement d’un aptacapteur pour la détection de petites

molécules par intensité de fluorescence.

Contexte et stratéqgie :

Lors de I’étape de screening menée dans le travail précédent, nous avons egalement testé
1’ion Ni?*, qui a donné des résultats atypiques lorsqu’il a été mis en présence de 1’aptamére anti-
L-tyrosinamide marqué avec le Texas Red. Contrairement aux autres cations métalliques, une
augmentation de I’anisotropie de fluorescence a été observée, associée a une diminution de
I’intensité de fluorescence. De fagon surprenante, nous avons également constaté un décalage
de la courbe dose-réponse vers les plus faibles concentrations de L-tyrosinamide, se traduisant

par une inversion des courbes de titrage par rapport aux autres ions métalliques testés.

Ces observations nous ont conduit a mettre en ceuvre Un nouveau mécanisme de
transduction en se basant sur les propriétés de quenching que présentent certains ions
métalliques de transition tels que Ni%*, Co?" et Cu®". Dans ce contexte, I’anisotropie de
fluorescence n’a pas été utilisée comme technique de transduction car le principe ne repose plus
majoritairement sur des modifications de la mobilité intrinséque du fluorophore.

Le choix du Texas Red comme fluorophore a été guidé par des résultats expérimentaux
mettant en évidence son efficacité supérieure par rapport a la fluorescéine. Cette différence peut
s’expliquer par leurs propriétés physico-chimiques distinctes concernant leurs caractéristiques
redox et spectrales. En outre, le caractere zwitterionique du Texas Red favorise des contacts
étroits avec les bases avoisinantes par le biais d’interactions de n-stacking. Ainsi enchassé dans
la structure de I’aptamére, il est plus sensible aux modifications de son environnement local
lors de la fixation ou du déplacement des ions métalliques quenchers.

Certaines interactions entre les ions métalliques et les acides nucléiques peuvent
conduire a la création ou a I’exposition de nouveaux sites de liaison, favorisant ainsi la liaison
de cations supplémentaires par un processus coopératif. Deux situations possibles sont illustrées
dans la Figure 38 ci-dessous :

- Lors de I’ajout de la cible, un déplacement des ions métalliques situés a proximité du

fluorophore se produit, rétablissant ainsi partiellement la fluorescence de ce dernier.
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- Lors de I’ajout de la cible, une accentuation du quenching, médiée par la fixation de cations

supplémentaires, est observée, se traduisant par une diminution de I’intensité de fluorescence.

Ip

log [C]

log [C]

~—~ Aptameére . Texas Red

& Cation métallique (O Cible

Figure 38. Principe général d’un aptacapteur optique basé sur le quenching du Texas Red par

des ions métalliques de transition.

Ces deux mécanismes distincts ont été mis en évidence en utilisant deux cibles modéles,
la L-tyrosinamide et ’adénosine (267,24 g/mol). Ce travail a fait I’objet d’une publication dans

la revue Biosensors and Bioelectronics en Février 2022.280
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We describe herein an aptamer-based sensing approach that signal the presence of small-molecule targets
when fluorescent DNA probes are challenged with the Ni?* or Co?" quencher metal ions. Functional oligonu-
cleotides targeting L-tyrosinamide (L-Tym), adenosine (Ade) or cocaine (Coc) were end-labeled by the Texas-Red
fluorophore. A fluorescence quenching occurred upon association of these transition metal ions with the free
conjugates. The formation of the target-probe complex, by the way of variations in the overall binding of

quencher metal ions along the DNA strands, led to a partial restoration (for the Ade and Coc systems) or a further
attenuation (for the L-Tym system) of the fluorescence intensity. The absolute signal gain varied from 40 to 180%
depending on the target-probe pair investigated. The approach was also used to detect the compound Ade in a
spiked biological matrix in 1 min or less. The transition metal ion-based quenching strategy is characterized by
its very simple implementation, low cost, and rapid signaling.

1. Introduction

Aptamer-based sensors that rely on the fluorescence transduction
have been extensively developed over the last twenty years (Fan et al.,
2021; Ueno, 2021; Wang et al., 2011). One frequently used approach for
the target binding reporting refers to the quenching of a fluorescent dye,
conjugated to the aptamer, by an organic molecule (Tan et al., 2016) or a
nanomaterial (Liu et al., 2014). The target-induced structural switch of
the functional oligonucleotide is converted into a measurable signal
change by inhibiting or more commonly restoring the fluorescent
response. Despite their wide applications, these methodologies have
some limitations. For organic dye-based quenching systems, the pres-
ence of two nucleic acid-tethered fluorophores may be particularly
prone to side effects on the aptamer recognition properties (Wang et al.,
2011). In addition, the synthesis of double-labeled oligonucleotides in
aptamer beacons results in a significant cost. Regarding the quenching
nanomaterials, one approach is based on the adsorption of fluorescently
tagged aptamers to nanostructures, which is often constrained by the
slow kinetics of the target-induced desorption of the probe from the

surface (Chang et al., 2010) as well as non-specific displacement phe-
nomena (Lopez and Liu, 2021). Another nanomaterial-mediated
quenching strategy relies on a capture DNA probe covalently linked to
a quenching surface (Kahyaoglu and Rickus, 2018). However, this
design requires the careful characterization and control of the surface
grafting (Kahyaoglu and Rickus, 2018).

The binding of nucleic acids to metal ions is closely interconnected
with the formation of their secondary/tertiary structures and their
ability to exert recognition or catalytic functions (Kazakov and Hecht,
2006). Notably, the association of a DNA/RNA receptor with its target
molecule can be coupled to changes in affinity and interaction sites for
diverse metal ions, as previously exemplified for a variety of nucleic
acid-based complexes (Challier et al., 2016; Holmstrom et al., 2014;
Kazakov and Hecht, 2006; Keller et al., 2005; Marchand et al., 2015;
Mikkelsen et al., 2001; Reuss et al., 2014). This may result from the
restriction or exposure of metal ion-binding regions when
target-induced structural rearrangements of oligonucleotides occur
(Kazakov and Hecht, 2006; Marchand et al., 2015; Mikkelsen et al.,
2001). Following this general concept of variations in metal ion binding
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when the nucleic acid structure/conformation changes, our group has
recently reported a novel DNA aptamer-based assay design dedicated to
small-molecule sensing (Billet et al., 2021). The binding of certain
post-transition/transition metal ions to the aptamer was found to oppose
that of its target and concomitantly lead to an improved structural
switching process to signal the presence of the analyte. The employed
readout technique relied on fluorescence anisotropy (FA) by using an
aptamer end-labeled by the peculiar fluorescein dye as tracer. In the free
form, the probe was subjected to neutralization of the backbone nega-
tive charges by metal ions. This resulted in improved contacts between
the anionic fluorophore and the DNA molecule, which produced an
enhancement in the FA output through rotational coupling between the
two partners. Upon target binding, the repulsion between the attached
fluorescein and the backbone was partially recovered due to the release
of complexed metal ions, restoring its intrinsic motion and then
lowering the signal in an analyte-dependent manner.

Although this assay scheme has proven successful for several target-
aptamer systems, a number of limitations may be recognized. Of the
metal ions examined, only the Cd** and Pb?* elements with sufficient
potential for perturbing DNA structure were found to be reactive.
Indeed, the approach failed to capture modifications in the binding of
transition metal ions that display poorer switching activity to DNA
(Billet et al., 2021). Furthermore, only fluorophores with a high local-
ized rotational component, i. e. negatively charged and with a small ring
system, could be effective reporters (Billet et al., 2021). Given these two
issues, the assay reveals a definite lack of versatility and a restricted
capacity to screen the ion behavior, additionally offering limited pos-
sibilities for multiplexed analysis. At this stage, the implementation of
alternative transition metal ions that would manifest a novel signaling
mechanism toward fluorescent DNA conjugates is therefore highly
desirable. Some transition elements are known to exhibit significant
fluorescence quenching activities (Kemlo and Shepherd, 1977). These
properties have found useful applications in a variety of fields, ranging
from the design of metal-dedicated sensors (Mei et al., 2021; Ngoror-
abanga et al., 2019) to the structural analysis of proteins (Yu et al.,
2013). For a long time, the quenching features of transition metal ions
have only been considered as potential interferences in the development
of molecule sensors based on fluorescence signaling aptamers (Rupcich
et al., 2006). More recently, the quenching properties as well as the
single-stranded DNA binding features of Cr>* have been taken advan-
tage of to design a fluorescent metal ion-based molecular beacon for
DNA detection (Ma et al., 2017).

In the present paper, using specifically the Ni2™ and Co?* transition
metal ions, we introduced a new signaling mode that is based not on the
rotational functionality of the reporter but on the quenching of its
fluorescence emission. We found that Texas-Red, an electrically neutral
fluorophore, is more efficient than fluorescein for detecting target-
induced changes in quencher interactions with DNA aptamers. This
particular transduction mechanism allowed us to extend the scope of the
assay to a broader spectrum of transition metal ions, whose DNA binding
and switching capabilities differ appreciably from those of the previ-
ously exploited Cd?" and Pb%* species. The general principle is pre-
sented in Fig. 1. In the target-free state of the probe, the fluorescence
intensity (FI) is attenuated by the DNA-cation interaction that leads to
the positioning of quenchers in the vicinity of the dye (Atherton and
Beaumont, 1986; Rupcich et al., 2006). Depending on the nature of the
different components involved in the reaction, a reduction or an increase
in the metal ion binding along the DNA strand could occur upon addition
of the target, then triggering a positive or negative change in the FI
signal of the reporter, respectively (Fig. 1).

In the first stage of this work, we compared the influence of many
post-transition/transition metal ions on the fluorescent response of the
anti-L-tyrosinamide (L-Tym) DNA aptamer conjugated to two classes of
reporters, i. e. fluorescein (F) or the Texas-Red (TR). Cu2+, Ni%* and
Co®" were shown to be the most efficient quenchers in both cases. We
next established that the assay strategy can preferentially operate with
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Fig. 1. Schematic representation of the quencher metal ion-based signaling
approach. In the free state of the tracer, the fluorescent intensity is diminished
by the quencher binding to DNA. The formation of the target-aptamer complex
could cause a decrease (i) or an increase (ii) in the binding of quenchers along
the strand, leading to an analyte-dependent change in the fluorescent signal.

the TR conjugate in the presence of Ni2* or Co?*, leading to a further
quenching process upon L-Tym addition. The approach was also
demonstrated for the adenosine (Ade) and cocaine (Coc) analytes and
their corresponding TR-labeled DNA aptamers, implying a reversed
phenomenon through a partial restoration of the fluorescence emission
signal in the presence of targets. Finally, we showed that the Ade sensor
could quickly work under realistic conditions.

2. Experimental section
2.1. Reagents

L-Tyrosinamide (L-Tym), adenosine (Ade), guanosine (Gua), 2-mor-
pholinoethanesulfonic acid (MES), NiCl,, CoCl,, CdCl,, and MnCl; were
purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, France). D-
tyrosinamide (D-Tym) was provided from Iris Biotech (Marktredwitz,
Germany). Cocaine (Coc) and benzoylecgonine (BZE) were supplied by
Lipomed AG (Arlesheim, Switzerland). CuCly, HgCl, and ZnCl, were
supplied by ProLabo (Paris, France) and MgCl, was purchased from Roth
(Lauterbourg, France). NaOH was received from Carlo Erba (Val-de-
Reuil, France). Free F and TR fluorophores were ordered from Sigma-
Aldrich and Acros Organics (Geel, Belgium), respectively. Water was
obtained using a Direct-Q® 3UV water purification system (Merck
Millipore, Guyancourt, France). The metal ion and analyte stock solu-
tions were prepared in pure water. The MES buffer was prepared to the
desired pH by titrating the free acid with sodium hydroxide. Labeled
DNA oligonucleotides were synthesized, HPLC-purified and identified
by MALDI-TOF mass spectrometry by Eurogentec (Seraing, Belgium).
The stock solutions of oligonucleotides were prepared in pure water at
1073 M and stored at —20 °C until use. The DNA oligonucleotides used in
the present work are listed in Table S1.

2.2. Measurements

As previously reported (Billet et al., 2021), fluorescence intensity
and fluorescence anisotropy were taken on a Tecan Infinite F500
microplate reader (Mannedorf, Switzerland) using black, 96-well
Greiner Bio-One microplates (Courtaboeuf, France). Excitation was set
at 485 or 585 nm, and emission was collected at 535 or 635 nm for the F
and TR fluorophores (free or DNA-conjugated), respectively.
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2.3. Metal ion titration of probes

The binding buffer consisted of 50 mM MES, pH 6.3, unless otherwise
stated. The working aptamer solutions were obtained by adequate
dilution of the stock solution in 10X concentrated binding buffer, with or
without target. Prior to the first utilization, the working solutions were
heated at 80 °C for 5 min and left to stand at room temperature for 30
min in the dark. Successive dilutions of each metal ion stock solution
were made in the binding buffer. The aptamer and metal ion working
solutions were mixed into the individual wells of a microplate (final
volume = 100 pL). All experiments were done at 23 °C. Blank wells
received 100 pL of the binding buffer. Each well on the first three rows
then received 50 pL of the aptamer solution and 50 pL of the metal ion
solution. On three other rows, each well received 50 pL of the aptamer
solution challenged with 1 mM target (final concentration) and 50 pL of
the metal ion solution. The final concentration of the aptamer probe and
metal ions was 30 nM and from 0 to 400 pM, respectively. The micro-
plate was then placed into the microplate reader for FI and FA
measurements.

2.4. Dose-response curves using TR conjugates

Successive dilutions of L- or D-Tym stock solutions were made in the
binding buffer. In a microplate, 50 pL/well of the TR-apt-T or control
probe solution containing NiCly or CoCl; at a final concentration of 4 pM
and 50 pL/well of the L- or D-Tym solution (final concentration from 0 to
800 pM) were mixed before reading. We carried out similar experiments
for Ade or Gua and Coc or BZE (final concentration from 0 to 1 mM) by
implementing the TR-apt-A and TR-apt-C (or control) probes, respec-
tively, in the presence of Ni%* and/or Co?*. We used the same binding
buffer as metal ion titration experiments.

2.5. Analysis of urine samples and kinetic study

Pooled human urine (batch number: 20BCE08) was purchased from
ProBioQual (Lyon, France). The urine sample was first centrifuged at
5650 rpm for 10 min. The supernatant was then filtered through 0.45 pm
membranes and diluted 20-fold in the 50 mM MES buffer spiked with
Ade (final concentration from 0 to 1 mM). Three replicate samples were
analyzed by using 5'-TR-apt-A in the presence of 40 pM Ni?*. The kinetic
study was carried out using diluted urine samples. The Ade target (final
concentration of 0 or 200 pM) was immediately introduced into the
wells containing the probe and 40 pM Ni%?*. The reading process was
started as quickly as possible (delay time of about 1 min after manual
introduction of the microplate into the reader) and measurements were
performed through a kinetic run during 15 min, with an interval time of
30s between two successive readings.

3. Results and discussion
3.1. Selection of quencher metal ions

Some previous works have established that the degree of fluores-
cence emission quenching for dye-DNA conjugates is highly dependent
on the nature of metal ions. As an example, the fluorescent signal of F-
labeled oligonucleotides is found to be very strongly inhibited by 100
uM Cu®* whereas other elements such as Zn?*, Mn?*, Hg?" or Cd*" give
no or much more limited intensity changes at the same concentration (Li
et al.,, 2017). In addition, using different buffer and F-tagged DNA
molecules, Brennan and co-workers have reported that Co?* and NiZ*
constitute more efficient quenchers than Mn?* and Cd?* (Rupcich et al.,
2006). A variety of dynamic and static mechanisms can be at the origin
of the emission quenching by transition metal ions. These notably
include ground state complexation, heavy atom effect, electron transfer,
Dexter interactions and resonance energy transfer (Birch et al., 1993;
Kemlo and Shepherd, 1977; Varnes et al., 1972; Yu et al., 2013), which
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may be combined in a complex way in the overall phenomenon (Varnes
et al., 1972). According to specific mechanistic studies on fluorescent
DNA probes (Atherton and Beaumont, 1986; Bregadze et al., 2002;
Rupcich et al., 2006), the main processes involved in emission
quenching are electron transfer and resonance energy transfer. As such,
the reactivity of quencher transition metal ions should arise primarily
from their ability to accept electrons from the donor fluorophore and, for
colored species acting as potential energy acceptors (including Cu?*,
Co?* and Ni%?"), from their degree of spectral overlap with the dye.

For selecting quencher cations, the kinetics of the metal ion inter-
action with DNA should also be considered with great attention. Liu and
colleagues have notably shown that the Cr>* quencher displays very
slow ligand-exchange rates (Li et al., 2017; Ma et al., 2017), which
means that such type of species could not be convenient for our sensing
scheme.

In order to choose the most promising quencher metal ions, we
initially used as model tracers the 23-mer L-Tym aptamer (apt-T) con-
jugated, at its 3’ extremity, to either F or TR (3’-F-apt-T and 3’-TR-apt-T,
Table S1). As compared to F, TR has very distinct chemical and spectral
characteristics that may have important implications on its reactivity
toward quencher metal ions. First, TR is zwitterionic and contains a
large fused ring system, while F is anionic and has a smaller multiple-
ring moiety (Unruh et al., 2005a). As the result, TR can engage tighter
and larger contacts with neighboring nucleobases (Jahnke et al., 2021;
Unruh et al., 2005b), at the extent that it could even be trapped inside
the oligonucleotide (Jahnke et al., 2021). So, the two attached dyes are
assumed to be dissimilarly surrounded by the DNA moieties, and thus by
the metal ions bound to them, so that a different distance-dependent
quenching process could occur (Atherton and Beaumont, 1986; Rup-
cich et al., 2006). Second, the two dyes possess non-identical redox
properties (Doose et al., 2009), which have a substantial impact on the
electron transfer-based quenching process (Kemlo and Shepherd, 1977).
Third, the emission spectrum of the TR dye is shifted to a higher
maximum wavelength relative to the F fluorophore (620 nm vs 525 nm),
resulting in a differential sensitivity toward a potential resonance energy
transfer mechanism (Bregadze et al., 2002; Kemlo and Shepherd, 1977;
Yu et al., 2013).

The Zn?*, Ccd?®*, Hg?*, Mn?*, Cu®", Ni*" and Co®" cations, which
potentially cover a large range of quenching activity while displaying a
fast ligand-exchange ability, were then brought into contact with probes
at 30 nM (Fig. 2). The binding buffer (50 mM MES, pH = 6.3) was chosen
because of (1) its very low metal ion complexation characteristics and

14 T

B F conjugate
I TR conjugate

Cd(l1) Mn(l1) Zn(1)  Hg()
Fig. 2. Effects of metal ions (400 M) on the response of the 3'-F-apt-T and 3'-
TR-apt-T probes (30 nM). 50 mM MES buffer. FI,, and FI, are the fluorescence
intensity in the presence and absence of metal ions, respectively () a nearly
complete quenching was recorded for 3'F-apt-T with micromolar concentra-
tions of Cu?", see also Fig. 3). Error bars represent the standard deviation from

three independent experiments.

Ni(ll)  Co(ll) Cu(l)
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(2) the slightly acidic conditions that are suitable for avoiding metal
hydroxide precipitation (Billet et al., 2021). The 3’-TR-apt-T and
3’-F-apt-T probes were shown to undergo small and somewhat irregular
FI variations in the presence of 400 pM Zn2+, Cd2+, Hg2+ or Mn2+,
confirming some previous observations (Billet et al., 2021). A more
substantial effect occurred when Cu®", Ni®t or Co®t were added to the
reaction solution. For the F conjugate, it varied from ~40% quenching
for Ni* to ~100% quenching for Cu**. The influence of Ni%* on the
response of the TR conjugate was more important (FI was divided by
about 5), while a less pronounced, but still highly significant, quenching
effect was seen for Cu?t (Fig. 2). Control experiments with free (un-
conjugated) fluorescein and Texas-Red fluorophores showed that this
quenching process is conditioned by the binding of the metal ions to
DNA (Fig. S1), in accordance with earlier data (Li et al., 2017; Rupcich
et al., 2006).

Considering all these results, we then focused on the Cu?*, Ni®* and
Co%* quenchers for investigating their signaling potential in the assay
scheme (Fig. 1).

3.2. Quencher metal ion-based detection of L-Tym

3.2.1. Responsitivity of 3’-TR-apt-T and 3'F-apt-T probes
Once the quencher metal ions selected, we performed the metal ion
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titration of the two probes (from O to 400 pM), in either their free or
target-complexed form (L-Tym at the 1 mM concentration).

As depicted in Fig. 3, the addition of increasing amounts of Cu?*
resulted in a drastic decrease in the FI signal of both conjugates, not only
in the free state (Fig. 2) but also in their L-Tym-complexed form. The
Cu®" titration curves of 3'-F-apt-T and 3'-TR-apt-T were not significantly
affected by the presence of the target. Our previous study has shown that
the addition of L-Tym does not alter the ability of soft metal ions such as
Hg2+ and Ag * to interact with apt-T (Billet et al., 2021). The prefer-
ential binding of these cations to nucleobases (Hackl et al., 2005; Sis-
soeff et al., 1976) determines the dramatic disruption of the active
structure of DNA (Zhou et al., 2010), which defeats the L-Tym-oligo-
nucleotide association. Cu?* has a binding preference for bases close to
those of Hg2+ and Ag" metal ions (Hackl et al., 2005) and thereby can
also cause severe disorganization in DNA structures (Eichhorn and Shin,
1968). Hence, the L-Tym-bound form of the aptamer probes might be
also completely disadvantaged by the interaction of Cu?>* with DNA.

Compared to Cu?*, Ni?" and Co?* exhibits a much lower nucleobase-
to-phosphate binding affinity ratio, which approximates that of hard
metal ions more than that of soft metal ions (Eichhorn and Shin, 1968;
Hackl et al., 2005; Sissoeff et al., 1976). As such, their impact on nucleic
acid architectures is generally more weighted and balanced (Sissoeff
et al., 1976), fluctuating between stabilizing (Eichhorn and Shin, 1968;
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Sorokin et al., 2001) and destabilizing (Sorokin et al., 2001) effects
related in part to the nature and structure of the DNA. It is thus unlikely
that these metal ions would induce total neutralization of the
target-aptamer association. We recorded Ni%* and Co?" titration curves
that differ as a function of the probes. For the F conjugate, we did not
clearly achieve saturation of the fluorescence quenching process in the
concentration range of the metal ions, in the absence or presence of the
target (Fig. 3). The FI variations appear to be in concert with an only
slight change in the titration curves upon addition of L-Tym, revealing
that the metal ion binding capacities of the free and target-bound states
of 3’-F-apt-T are poorly differentiable over the range tested. In contrast,
the quenching due to Ni>* and Co?" reached saturation for both free and
target-bound 3’-TR-apt-T, and was paralleled by a noticeable shift of the
metal ion titration curves to the left in the presence of L-Tym (Fig. 3).
This suggests that the association between the target and the TR-labeled
aptamer is coupled to an enhanced stability of binding between metal
ions and DNA. The observation is similar to what is often retrieved for
functional nucleic acids when they are challenged with conventional
stabilizing cations such as the Mg?* hard metal ion (Challier et al., 2016;
Holmstrom et al., 2014; Reuss et al., 2014).

Given the distinct L-Tym-dependent response of 3’-F-apt-T and 3’-
TR-apt-T in the presence of Ni2™ and Co®", it is apparent that, beyond its
role in the extent of quenching, the nature of the dye has a crucial weight
on the target signaling ability of the probe (see also below for the two
other investigated systems). As discussed above, TR can share a wider
area of contacts with the DNA chain than F (Jahnke et al., 2021; Unruh
et al., 2005b), which would make the reporter capable of more inti-
mately probing target-induced perturbations in the binding of quenchers
to DNA sites. Moreover, these findings are in accordance with other data
collected for fluorescently labeled proteins, which respond to
target-mediated conformational changes in different ways depending on
the type of grafted fluorophores that are faced with quencher transition
metal ions bound to nearby regions (Yu et al., 2013).

To further appreciate the potential of the quenching-based assay
scheme presented here, we analyzed the data through exactly the same
readout approach implemented in our previous work, namely the FA
technique (Billet et al., 2021). On one hand, we recorded a significant
enhancement in the FA output with the target-free 3’-TR-apt-T upon
addition of Co®>Tand Ni%*, the FA variation spanning the 0.060-0.100
range (Fig. S2). The FA gain can be closely correlated with the degree of
fluorescence quenching (Fig. S2). This supports that the fluorescence
lifetime shortening, which is well known to occur when dye emission is
quenched by Ni%" and Co®" metal ions (Atherton and Beaumont, 1986;
Rupcich et al., 2006), is most directly involved in the anisotropy increase
(Zhang et al., 2012). Such event was concomitant with a substantial
target-dependent FA response of 3’-TR-apt-T for the two quenchers
(Fig. S2). On the other hand, 3’-F-apt-T responded more weakly to the
addition of metal ions, as illustrated by the FA increase ranging from
only 0.010 (Co®") to 0.040 (Ni®**) (Fig. S2). The small change in
anisotropy for Ni?* appears to come straight from its rather modest
quenching effect on the F emission while the very limited FA variation
seen with Co?" suggests the involvement of a proper depolarization
process (Figs. 3 and S2). In any case, 3’-F-apt-T exhibited no differential
behavior in the absence or presence of L-Tym (Fig. S2). All data
emphasize that the TR conjugate also responds in FA more sensitively
not only to the binding of the quencher metal ion but also to its fluc-
tuations depending on the formation of the L-Tym-apt-T complex.

3.2.2. Effects of the label position and aptamer length on the probe
responsivity

We next assessed the influence of the terminal position of the fluo-
rophores on the reactivity of the probes using the representative Ni2*
quencher. The 5’ end TR and F conjugates of apt-T (5’-TR-apt-T and 5’-F-
apt-T, Table S1) showed FI changes upon quencher binding as well as L-
Tym dependent responses close to those reported with the correspond-
ing 3'-end conjugates (Fig. S3 vs Fig. 3). The results indicate that the
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terminal location of the reporter does not significantly alter the
responsivity features of the apt-T probe.

In contrast, the use of a longer version of apt-T, i. e. one aptamer
sequence bearing an additional 15-mer strand at the 5’ end (Challier
et al., 2016) (5’-TR-apt-T-L, Table S1), resulted in the complete loss of
the L-Tym-dependent titration curve shift (Fig. S3). The supplementary
region could act by altering the overall shape of the aptamer or, if it is
rather inert toward it, by shielding changes in the Ni?** binding to the
23-mer motif.

3.2.3. Dose-response curves using TR conjugates

Considering the favorable curve shift obtained with 3’-TR-apt-T, we
then decided to titrate this TR-labeled aptamer with increasing amounts
of L-Tym, in the presence of 4 pM Ni%* or Co?* (Fig. 4). For comparison,
the dose-response curve in the absence of these metal ions is also
depicted in Fig. S4. In such a case, only a small FI increase (less than 8%)
was measured upon exposure of 800 pM L-Tym. As expected from the
metal ion titration curves (Fig. 3), the probe operated through further
fluorescence quenching (~40-50%) upon addition of target. The assay
specificity was assessed by testing the non-cognate D-Tym enantiomer as
well as a non-binding DNA probe of similar length (5’-TR-apt-A,
Table S1). The FI signal was roughly invariant over the analyte con-
centration range, demonstrating that the fluorescent response of the 3’-
TR-apt-T sensor is related to the target-aptamer recognition process.

We next investigated the influence of adding metal ions typically
used in the aptamer binding solutions, i. e. the alkali Na* and alkaline
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Fig. 4. Dose-response curves of the 3'-TR-apt-T and control DNA probes for the
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earth Mg?*, on the 3°-TR-apt-T response. Ni®* at 4 pM was used as
quencher. For the analysis of the Na * effects, the MES buffer was varied
from 50 to 500 mM, corresponding to a change in [Na'] from ~30 to
~300 mM. For its part, Mg?" was introduced into the 50 mM MES buffer
at a concentration up to 5 mM. As shown in Fig. S5, a significant
decrease in signal gain was reported with these two species at their
highest concentration. The impact of these added cations on the ionic
atmosphere of the DNA is thought to determine a reduced association of
the quencher ion with apt-T (Draper, 2004) and thus a deterioration of
the signaling process. The significant effect observed even at a low
amount of Mg?" could denote a specific competition of this divalent
cation with Ni%" for its DNA binding sites (Kazakov and Hecht, 2006).

When challenged with Ni2* or Co?*, the binding of 3’-TR-apt-T to L-
Tym leads to an apparent Kq in the 0.13-0.34 pM range (Table S2). As a
point of comparison, the dissociation constant of the complex between
L-Tym and unmodified apt-T is around 10 pM under Mg?*-free reaction
conditions (Challier et al., 2016). This reveals that the simple addition of
Ni2*/Co?" to the reaction solution at a low micromolar concentration
results in a highly stabilized target binding state. As the result, the
detection limit (determined from a signal-to-noise ratio >3) for L-Tym
was 10 nM in the presence of the Ni>™ quencher, the lowest ever re-
ported for homogeneous-phase aptasensors without signal amplification
(Billet et al., 2021). It was associated to a linear range extending to 250
nM (Fig. S6).

Finally, we also performed dose-response experiments by using the
5-end TR conjugate in the presence of 4 pM Ni2*. We found that the
overall signal variation is roughly equivalent to that reported with 3’-
TR-apt-T under the same conditions, demonstrating that the terminal
location of TR has a minimal effect on sensor efficiency and apparent
affinity of L-Tym for apt-T (Table S2).
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3.3. Quencher metal ion-based detection of Ade

In order to explore the generalizability of the sensing approach, we
next tested our method on another target-aptamer pair. We focused on
the very widely studied anti-adenosine (Ade) 25-mer DNA aptamer (apt-
A) that exhibits a different binding motif relative to apt-T (hairpin-like
for apt-A (Durand et al., 2014) vs no stable structure for apt-T (Challier
et al., 2016)).

The F/TR conjugates at the 5’ end (5’-F-apt-A/5’-TR-apt-A, Table S1)
and the Ni%*/Co%" ions were initially used as probes and quenchers,
respectively. The metal ion titration curves of the two probes were
constructed in the absence or presence of Ade (1 mM, Fig. 5). Similarly
to what was observed for the L-Tym system, the metal ion-dependent FI
signal of the F conjugate was approximately insensitive to the presence
of target. In contrast, we noticed a substantial rightward shift in the
titration curves of the TR conjugate upon exposure of Ade. The result
agrees with a reduced ability of 5’-TR-apt-A to associate with these metal
ions in its bound form. This follows the trend encountered for various
aptamers facing stronger base binders, i e. the softer Cd** or Pb**
species (Hackl et al., 2005; Sissoeff et al., 1976), where the target-bound
DNA state opposes that complexed to metal ions (Billet et al., 2021).

In accordance with the results from the L-Tym system, the TR con-
jugate was found to be more conducive than the 5’-F-apt-A tracer to
sense the formation of the Ade-apt-A complex through FA readout
(Fig. S7). Furthermore, using the aptamer carrying the labels at the other
extremity (3’-TR-apt-A and 3’-F-apt-A, Table S1) in the presence of Ni%*
gave a trend in FI similar to that of the 5’-end conjugates (Fig. S8),
although the Ade-dependent response obtained with 3’-TR-apt-A was
not as pronounced as that of 5’-TR-apt-A (Fig. 5).

The reactivity of the Ade-apt-A complex toward Ni2*/Co?* ions is
shown to be reversed relative to that observed with the L-Tym-apt-T
complex. Given that these metal ions react with phosphates and nucle-
obases in a somewhat balanced way (see above), we could propose that
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Fig. 5. Metal ion titration of the 5'-F-apt-A (left) and 5'-TR-apt-A (right) probes in the absence (circle) and presence (square) of Ade (1 mM). FI;,, and Fl, are the
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one of these contributions predominates over the other on a case by case
basis, depending on the binding sequence and target-induced confor-
mational rearrangements (large for apt-T (Challier et al.,, 2016) vs
moderate for apt-A (Xia et al., 2013)) of the aptamers.

The dose-response curves for Ade using 5’-TR-apt-A, recorded by
using a medium containing 40 pM Ni?* or 400 pM Co®™, are depicted in
Fig. 6. Of note, no significant FI change was reported upon addition of
Ade in the absence of transition metal ions (Fig. S4). In accordance with
the metal ion titration data observed with or without Ade, the curve
exhibited a partial restoration of the fluorescence intensity upon expo-
sure of increasing amounts of the target. The fluorescence signal was
enhanced by ~180% at 1 mM target in the presence of 40 uM Ni®" while
a lower but still exploitable FI increase (~60%) was measured with 400
UM Co®*. The assay response was also shown to be Ade binding-specific
as the non-cognate guanosine (Gua) analyte and a control probe (3’-TR-
apt-T) provided no significant FI variations in the presence of the two
quenchers.

Because of the counteracting probe-binding effects of Ade and Ni
Co?" ions (Billet et al., 2021), the affinity of 5°-TR-apt-A for the target
was rather reduced in the presence of quencher cations. Indeed, we
determined an apparent Kq varying from 105 to 155 pM (Table S2) while
the dissociation constant of the native complex is around 10 pM in
Mg2+-free conditions (Gulbakan et al., 2018). Consequently, a some-
what high detection limit was found (8 uM by using the Ni>* quencher).
However, the value satisfactorily compares with those estimated from a
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number of quencher-based fluorescent aptamer assays for Ade and
related targets (Kahyaoglu and Rickus, 2018; Lopez and Liu, 2021; Nutiu
and Li, 2003). As shown in Fig. S6, the linear range of the assay was
0-200 pM.

Here again, further dose-response experiments were carried out
using the 3’-TR-apt-A tracer in the presence of 40 pM Ni?*. Although a
smaller signal gain was realized compared to 5’-TR-apt-A (55% vs 180%
increase in FI), the sensor nevertheless operates with an identical
apparent affinity between Ade and apt-A (Table S2).

3.4. Quencher metal ion-based detection of Coc

To further consider the generic potential of the strategy, we finally
decided to concentrate on the anti-cocaine (Coc) 30-mer DNA aptamer
(apt-C) that displays another type of binding motif, i. e. a three-way
junction structure (Billet et al., 2021). In this context, we imple-
mented four TR/F conjugates (5'-TR-apt-C, 5'-F-apt-C, 3'-TR-apt-C and
3'-F-apt-C, Table S1) and the Ni?* quencher ion. All the experimental
results are depicted in Figs. S6, S9, S10 and Table S2. To briefly sum-
marize, we observed that (1) the TR conjugates can specifically respond
to the target with a better signal gain than the F probes (Fig. S9) and (2)
the signaling behavior resembles that of the Ade system, but with a
lesser signal gain (approximately 60%) upon target binding (Fig. S10
and Table S2).

3.5. Potentidlities for complex sample analysis

We assessed the capability of our sensor to work under real-life
conditions. We chose the Ade-5'-TR-apt-A pair and a biological fluid
as study model. A 5% human urine sample was spiked with the Ade
analyte at different concentrations, in the presence of 40 pM Ni%*. The
Ade dose-response curve was then constructed as depicted in Fig. S11.
The normalized response was shown to be comparable to that recorded
in buffered solution, suggesting that the sensor could retain its activity in
diluted complex matrices.

The time-dependent FI output of 5'-TR-apt-A upon addition of 200
uM Ade to the urine sample was also recorded. We found that the re-
action equilibrium can be reached in a short period of time, i. e. within 1
min or less (Fig. S11). This data demonstrates that the aptasensor is able
to promptly respond to the presence of the target, even in a realistic
medium.

4. Conclusion

In summary, we have demonstrated that Ni** and Co?" transition
metal ions can be used as fluorescence quenchers for designing sensors
through their differential sensitivity to the free vs bound state of TR-
conjugated aptamers. Unlike the previously deployed Cd?t and Pb**
elements (Billet et al., 2021), Ni2* and Co?* appear to be particularly
suitable, given their position in the classification of base-to-phosphate
binders (Hackl et al., 2005), for either favoring or opposing the forma-
tion of target-aptamer complexes. In this regard, we have found with
interest that these two metal ions, which are not generally used for this
purpose in the aptamer field, greatly stabilize the target-bound state of
the TR-apt-T probes, leading to a very strong improvement in the
binding affinity (by a factor of about 100 in the presence of Ni®"). This
point emphasizes that certain transition elements, preferentially those
with not too strong affinity for nucleobases, could be an alternative to
the usual alkaline earth ions such as Mg?" or Ca®* for stabilizing some
peculiar active aptamer structures (Keller et al., 2005; Zimmermann
et al., 2000).

Small-molecule binding aptamers, labeled with a single dye at one
extremity, most often generate limited FI responses under the direct
signaling configuration due to small target-induced alterations in the
terminal DNA regions (Jhaveri et al., 2000; Merino and Weeks, 2005;
Stojanovic et al., 2001; Zhao et al., 2014). The addition of quencher
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transition metal ions to the binding solution provides a useful route to
promote signal output for aptamer probes that display no or minimal
responsivity, as exemplified in Figs. S4 and S10. Furthermore, despite
the fact that the use of these transition metal ions requires some pre-
cautions in terms of handling and waste management, the current design
provides a simpler and/or less expensive method compared to the most
commonly used quenching strategies in aptasensor development.
Although the implementation of the TR reporter through the current
design is particularly advantageous for detecting target-induced changes
in aptamer-bound quenchers, the absolute signal gain achieved for the
three systems studied here remains still moderate (ranging from 40 to
180%). Future works will therefore focus on screening a wider range of
fluorophores to select better reporter/quencher ion combinations.
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Table S1. List of DNA probes used in this work (F: fluorescein; TR: Texas-Red).
Name 553
3’-F-apt-T TGTGGTGTGTGAGTGCGGTGCCC-F
5-F-apt-T F-TGTGGTGTGTGAGTGCGGTGCCC
3’-TR-apt-T TGTGGTGTGTGAGTGCGGTGCCC-TR
5’-TR-apt-T TR-TGTGGTGTGTGAGTGCGGTGCCC
5-TR-apt-T-L | TR-TGGAGCTTGGATTGATGTGGTGTGTGAGTGCGGTGCCC
3’-F-apt-A CCTGGGGGAGTATTGCGGAGGAAGG-F
5’-F-apt-A F-CCTGGGGGAGTATTGCGGAGGAAGG
3’-TR-apt-A CCTGGGGGAGTATTGCGGAGGAAGG-TR
5-TR-apt-A TR-CCTGGGGGAGTATTGCGGAGGAAGG
3’-F-apt-C GACAAGGAAAATCCTTCAATGAAGTGGGTC-F
5’-F-apt-C F-GACAAGGAAAATCCTTCAATGAAGTGGGTC
3’-TR-apt-C GACAAGGAAAATCCTTCAATGAAGTGGGTC-TR
5°-TR-apt-C TR-GACAAGGAAAATCCTTCAATGAAGTGGGTC
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Table S2. Apparent Kq values for different complexes determined from the dose-response curves of TR
conjugates in the presence of Ni?* and/or Co?*.

Systems Kg?P (uM)*
(1) L-Tym/3’-TR-apt-T/Ni?* (4 uM) | 0.13 + 0.01
(1) L-Tym/5’-TR-apt-T/Ni?* (4 uM) | 0.09 + 0.01
(2) L-Tym/3’-TR-apt-T/Co?* (4 uM) | 0.34 + 0.04
(3) Ade/5’-TR-apt-A/Ni?* (40 uM) | 155 + 15
(3°) Ade/3’-TR-apt-A/Ni?* (40 uM) | 173 +21

(4) Ade/5’-TR-apt-A/Co%" (400 uM) | 105 + 35

(5) Coc/5’-TR-apt-C/Ni%* (400 uM) | 74 + 21

(5°) Coc/3’-TR-apt-C/Ni?* (400 pM) | 24 + 13

*The fitting procedure was performed with the Excel Solver algorithm (least squared method) by modelling each
dose-response curve from three independent experiments through the following equation:

FIanalyte =S=1+ ASmax
F Ifree 1+ K;pp
Canalyte

where Flanaye and Fliee are the fluorescence intensity in the presence and absence of analyte, respectively, S is the
corresponding normalized FI signal, ASmax is the maximal change of the normalized FI signal (positive or negative,
depending on the increase or decrease in the sensor response, respectively), K4 is the apparent dissociation
constant, and canaiyee IS the total concentration of target. Under the conditions of probe concentration, i. e. 0.03 uM
< Kq*"/5, the total concentration of target can closely approximate its free concentration. For the L-Tym/TR-apt-
T/Ni?* systems, the validity conditions are not fully satisfied so that we used the non-simplified model (Challier et
al., 2016) to estimate the K¢ values.

The corresponding fitting curves for the eight systems (Table S2) are as follows:
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[See captions of Figures 4, 6 and S10 for the experimental conditions]
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Figure S1. Effects of metal ions (400 uM) on the response of the (a) free F dye and 3’-F-apt-T conjugate,
and (b) free TR dye and 3’-TR-apt-T conjugate (30 nM). 50mM MES buffer. Fln and Flo are the
fluorescence intensity in the presence and absence of metal ions, respectively (*) a nearly complete
quenching was recorded for 3’-F-apt-T with Cu?*). Error bars represent the standard deviation from three

independent experiments.
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Figure S2. (a) Ni?* and (b) Co?* titration of the 3'-TR-apt-T and 3'-F-apt-T probes in the absence (circle)
and presence (square) of L-Tym (1 mM) recorded by fluorescence anisotropy. (¢) FA change (FAm - FAo)
plotted against the corresponding variation in the normalized FI signal for the target-free probes. The
solid line represents linear fit to the data (R? value ranges from 0.94 to 0.99 depending on the conjugates
and metal ions). FAm and FAo are the fluorescence anisotropy in the presence and absence of metal ions,
respectively. Flm and Flo are the fluorescence intensity in the presence and absence of metal ions,

respectively. 50 mM MES buffer. Error bars represent the standard deviation from three independent
experiments.
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Figure S3. Ni?" titration of the 5°-F-apt-T, 5>-TR-apt-T and 5'-TR-apt-T-L (longer version) probes in the
absence (circle) and presence (square) of L-Tym (1 mM). 50 mM MES buffer. Flm and Flo are the
fluorescence intensity in the presence and absence of Ni?*, respectively. Error bars represent the standard
deviation from three independent experiments.
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Figure S4. Dose-response curves, in the absence of transition metal ions, of the (a) 3’-TR-apt-T and (b)
5’-TR-apt-A probes for the L-Tym and Ade analytes, respectively. 50 mM MES buffer. Flanaiyte and Flsree
are the fluorescence intensity in the presence and absence of analyte, respectively. For an accurate
comparison, the scales of signal variation are identical to those shown in Figures 4 and 6. Error bars
represent the standard deviation from three independent experiments.
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Figure S5. Dose-response curves of the 3'-TR-apt-T probe (4 uM Ni?*) as a function of the concentration
of (a) Na* or (b) Mg?* in the reaction medium. (a) The MES buffer concentration was 50 (circle), 100
(triangle) and 500 (diamond) mM, corresponding to [Na'] varying from ~30 to ~300 mM. (b) The Mg?*
concentration was 0 (circle), 0.5 (triangle) and 5 (diamond) mM, in 50 mM MES buffer. Flanaiyte and Flsree
are the fluorescence intensity in the presence and absence of analyte, respectively. Error bars represent
the standard deviation from three independent experiments.
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Figure S6. Linear range for the sensors involving the (a) L-Tym/3’-TR-apt-T/Ni?* (4 uM), (b) Ade/5’-
TR-apt-A/Ni?* (40 uM) and (c) Coc/5’-TR-apt-C/Ni?* (400 uM) systems. 50 mM MES buffer. Flanaiyte
and Flsee are the fluorescence intensity in the presence and absence of analyte, respectively. Error bars
represent the standard deviation from three independent experiments.
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Figure S7. (a) Ni%* and (b) Co?" titration of the 5'-TR-apt-A and 5'-F-apt-A probes in the absence (circle)
and presence (square) of Ade (1 mM) recorded by fluorescence anisotropy. The FA change (FAm - FAo)
of the target-free probes ranged from 0.060 to 0.105 and from 0.040 to 0.070 for the TR and F conjugates,
respectively. (c) FA change plotted against the corresponding variation in the normalized FI signal for the
target-free probes. The solid line represents linear fit to the data (R? value ranges from 0.82 to 0.99
depending on the conjugates and metal ions). FAm and FAo are the fluorescence anisotropy in the presence
and absence of metal ions, respectively. Flm and Flo are the fluorescence intensity in the presence and

absence of metal ions, respectively. 50 mM MES buffer. Error bars represent the standard deviation from
three independent experiments.
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Figure S8. Ni?* titration of the 3’-F-apt-A and 3’-TR-apt-A probes in the absence (circle) and presence
(square) of Ade (1 mM). Although the Ade-dependent response recorded with 3'-TR-apt-A is not as high
as that of 5-TR-apt-A (see Figure 5), it remains better than that observed with the corresponding F-
conjugate. 50 mM MES buffer. Fln and Flo are the fluorescence intensity in the presence and absence of
Ni2*, respectively. Error bars represent the standard deviation from three independent experiments.
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Figure S9. Ni?* titration of the TR and F conjugates of apt-C in the absence (circle) and presence (square)
of Coc (1 mM). The shift in the titration curve of TR conjugates upon Coc binding was somewhat different
from that of the Ade system (see Figures 5 and S8) as it only occurred at high concentration of the metal
ion. Under these optimal Ni?* conditions, the TR probes reacted to the presence of Coc with a better
magnitude than the F conjugates. The terminal position of the reporters was shown to have no significant
effects on the FI signaling. 50 mM MES buffer. FIm and Flo are the fluorescence intensity in the presence
and absence of Ni?*, respectively. Error bars represent the standard deviation from three independent

experiments.

14 T

14 T

5’F-apt-C 5'TR-apt-C
1.2 + 1.2 +
1019 ® e 10 T ’ [ !
= 08+ [ = 08 +
REYR! . i 0.6 + 8
= o N bl |
0.4 + @ 0.4 + ]
0.2 + 02 +
0.0 f } t t i 0.0 t + } t + |
0.001 001 01 1 10 100 1000 0.001 0.01 01 1 10 100 1000
[Ni2*] (uM) 2
W [Ni2] (M)
1.4 o 1.4 -
3’F-apt-C 3’'TR-apt-C
1.2 4 1.2 +
o+ B @ 10 + ’ H
o L g .
o 08 T 08 +
- [ | -
£06 1 - —F06 + 3
(. [T ] -
0.4 + ® : 0.4 T o
0.2 + 0.2 + ®
0.0 } } } } | 0.0 } } } } f |
0001 0.01 01 1 10 100 1000 0.001 001 01 1 10 100 1000
H 2+
[Ni2*] (uM) [Ni#] (uM)

S12



Figure S10. (a) Dose-response curves of the 5’-TR-apt-C and control DNA (3°-TR-apt-T) probes for Coc

or non-cognate compound (BZE), in the

presence of 400 uM Ni?*. (b) Dose-response curve of 5’-TR-apt-

C in the absence of Ni?*. A slight FI enhancement (~15%) was found at 1 mM Coc. 50 mM MES buffer.
Flanaiyte and Flsree are the fluorescence intensity in the presence and absence of analyte, respectively. Error
bars represent the standard deviation from three independent experiments.
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Figure S11. (a) FI change of 5’-TR-apt-A as a function of the Ade concentration for spiked samples in
either 50mM MES buffer (see also Figure 6) or 50 mM MES buffer containing 5% human urine, in the
presence of 40 uM Ni?*. Since the urinary concentration of endogenous Ade or related apt-A-binding
compound ATP is in the low-micromolar (Rajasekeran et al., 2017) or nanomolar (Chen et al., 2020)
range, respectively, the signal in the diluted matrix sample can be considered to come from the added
target. (b) Real-time monitoring of Ade (200 uM) in 50 mM MES buffer containing 5% human urine, in
the presence of 40 uM Ni?*. A blank experiment (no Ade added to the sample) was also performed for
comparison. The FI signal was recorded at a regular time interval of 30 s after the first measurement (~1
min). Error bars represent the standard deviation from three independent experiments.
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Discussion et conclusion

Parmi les trois ions métalliques quenchers testés, seuls Ni?* et Co?* ont été retenus. En
effet, selon la classification HSAB (Figure 10), I’ion Cu®* a un impact significatif sur la
structure de 1’aptamére en raison de son affinité importante envers les bases nucléiques, ce qui
le rend difficile a déplacer méme en présence de la cible.

L’ajout de L-tyrosinamide est accompagné d’une intensification du quenching du Texas
Red, indiquant une fixation accrue des cations métalliques sur 1’aptamére. Cela se traduit par
une amélioration considérable du Kqg apparent de 1’aptameére pour sa cible d’un facteur compris
entre 30 et 75 (0,13-0,34 uM versus 10 uM), témoignant ainsi d’une stabilisation du complexe
aptamere-cible. Par ailleurs, nous avons noté une détérioration du processus de quenching en
présence d’ions Mg?*, avec une réduction du signal maximal associée a un décalage de la courbe
vers des concentrations en cible plus élevées, probablement en raison d’une compétition avec
les ions quenchers pour I’accés a 1’ ADN. Cette observation contraste avec les résultats du travail
précédent dans lequel les ions Mg?* jouaient un réle important dans 1’optimisation du capteur,
principalement sur I’affinité de I’aptamére pour la L-tyrosinamide.

Concernant 1’adénosine, le phénomeéne opposé se produit lors de sa reconnaissance par
I’aptameére. Une augmentation de 1’intensité de fluorescence faisant suite au déplacement des
ions quenchers est constatée. Ces mécanismes distincts entre les deux cibles testées semblent
étre influencés par le type de structure secondaire adoptée par I’aptamere utilisé, ainsi que par
les caractéristiques de complexation aptamére-cible. La structure secondaire de 1’aptamére anti-
L-tyrosinamide, qui reste inconnue & ce jour, pourrait promouvoir l’exposition de sites
spécifiques supplémentaires pour la fixation d’ions quenchers, ou encore faciliter le
rapprochement entre le Texas Red et des ions quenchers non déplacés grace a des repliements
bien précis. Quant a I’aptameére anti-adénosine, il est établi que sa structure a 1’état libre contient
une boucle interne, qui forme par la suite deux poches de liaison lors de la reconnaissance de
sa cible. Cette modification structurelle favoriserait ainsi le déplacement des ions quenchers en
faveur de la liaison de 1’adénosine. Une représentation schématique de ces mécanismes

appliquee a ces deux systéemes est proposée dans la Figure 39.
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Figure 39. Représentation schématique de la méthode de quenching du Texas Red par des

ions métalliques de transition en fonction de la structure secondaire de I’aptameére anti-L-

tyrosinamide (A, hypothétique) et de 1’aptameére anti-adénosine (B).

D’un point de vue conceptuel, nous avons d’une part un systéme qui se comporte de
maniére similaire a ce qui a été décrit dans la publication précédente avec les ions Pb?* ou Cd?*,
a la différence que le signal de transduction est différent. L’autre systéme, bien qu’utilisant le
méme aptamere anti-L-tyrosinamide que précédemment, parvient a stabiliser sa structure en
présence de Ni?* ou Co?* spécifiquement. Cela met en évidence I’impact du choix de 1’ion

métallique sur la modification de signal observée.

Notre methode a permis de détecter la L-tyrosinamide et 1’adénosine avec des limites
de détection respectives de 10 nM et 8 pM en utilisant I’ion Ni?* comme transducteur. Nous
avons également étudié une troisiéme cible, la cocaine, dont le mécanisme de signalisation
semble étre similaire a celui observé pour 1’adénosine. Une réponse d’intensité moderee ainsi
qu’une limite de détection plus élevée, de I'ordre de 30 uM, ont cependant été constatées,
pouvant étre attribuées a la structure secondaire radicalement différente de cet aptameére par
rapport a celui dirigé contre I’adénosine. Les tests de spécificité et les essais en format direct
ont été réalisés de maniere similaire au travail précédent et ont produit des résultats concluants.
Nous avons également pu évaluer favorablement la possibilité d’appliquer cette méthode en
milieu complexe pour 1’adénosine, en utilisant une matrice comprenant 5% d’urine. Des
experiences cinétiques effectuées directement dans cette matrice ont mis en évidence une

réaction rapide inférieure a une minute.
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Tout comme le capteur précédent, celui-ci présente les avantages d’une simplicité de
conception, d’une acquisition rapide du signal et d’un cofit abordable. Cette méthode de
transduction est inédite puisqu’habituellement, les propriétés de quenching des ions métalliques
sont généralement considérées comme des inconvénients lors du développement d’aptacapteurs
basés sur la fluorescence. Les limites liées a la liaison aléatoire des ions métalliques, déja
évoquées, sont également présentes dans cette approche. La structure secondaire de 1’aptamére
semble également exercer un réle significatif dans le mécanisme de signalisation et dans
I’amplitude de la réponse obtenue. Par exemple, certaines structures secondaires comme le
« three-way junction » produisent un signal modéré. Néeanmoins, ce travail a mis en lumiére la
possibilité d’exploiter des ions alternatifs aux especes alcalino-terreuses habituellement

utilisées pour stabiliser certains complexes aptamére-cible.
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3. Utilisation d’ions métalliques de moindre toxicité via

I’emploi d’aptameéres modifiés (PS aptameéres).

Contexte et stratégie :

Notre premier aptacapteur présente 1’inconvénient d’étre opérationnel uniquement en
présence d’ions Pb®* ou d’ions Cd?*. Gréce au développement du second aptacapteur, notre
méthode générale de commutation médiée par les ions métalliques a pu inclure 1’utilisation
d’autres cations tels que Ni?* et Co?*. Néanmoins, une manipulation prudente de ces éléments
est indispensable en raison de leur toxicité pour ’organisme humain et 1’environnement.?8-284
De ce fait, nous avons entrepris la recherche d’approches alternatives faisant appel a des ions
métalliques moins toxiques.

Notre intérét s’est ainsi porté vers I’emploi d’aptaméres comportant des liaisons
phosphorothioate (PS), ol un atome d’oxygéne du groupement phosphate est remplacé par un
atome de soufre (Figure 40). Principalement utilisées pour améliorer I’affinité d’un aptamére
envers sa cible ou pour augmenter sa résistance in vivo aux nucléases,?® les liaisons PS
présentent également la particularité de modifier 1’affinité de liaison des ions métalliques par
rapport a une liaison phosphodiester classique. En effet, les ions métalliques « soft » et
« borderline » présentent une affinité de liaison supérieure vis-a-vis de I’atome de soufre par
rapport aux atomes d’oxygéne.®?®® Par conséquent, nous prévoyions un décalage dans la
classification HSAB, conduisant a une augmentation de 1’affinité d’ions « borderline » tels que
Zn?* ou Mn?*, qui présentent tous deux une toxicité moins importante comparativement aux

autres éléments susmentionnés. 8’288
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Base

Figure 40. Représentation de deux nucléotides reliés par une liaison phosphorothioate.

Matériel et méthodes :

Les réactifs utilisés dans ce travail sont les mémes que ceux mentionnés dans la

publication n°1 (Supporting Information, Experimental Procedures, section A), a I’exception
des séquences d’aptameres, dont toutes les liaisons phosphodiester ont été remplacées par des
liaisons PS.
Les protocoles expérimentaux concernant le titrage des aptameéres par les ions métalliques ainsi
que la réalisation de courbes dose-réponse avec la cible sont similaires a ceux décrits dans la
publication n°1 (Supporting Information, Experimental Procedures, sections D.a et D.b), a
I’exception de la concentration finale en aptamére, qui est de 100 nM, et du tampon de liaison
utilisé, dont la composition est de 10 mM de MES (acide-2-éthanosulfonique) pH 6.3, sans
ajout de MgCl..
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Anisotropie

Anisotropie

Résultats et discussion :

Afin de vérifier nos hypothéses, cette approche a été évaluée en utilisant la L-
tyrosinamide comme cible modéle. Nous avons examiné I’impact exercé par les ions Pb?*, Cd?*,
Zn?* et Mn?* sur la modification du signal en anisotropie de fluorescence. Nous avons employé
une séquence 23mer, marquée avec la fluoresceine et comportant 22 liaisons PS (3’F-PS-apt-
T). Les résultats de titrage de I’aptameére en présence et en absence de L-Tym sont présentés
dans la Figure 41. Aucune différence de signal significative n’a été observée pour Pb?* et Cd?*,
ce qui suggere deux hypothéses possibles : soit la cible n’est pas reconnue en raison de la
substitution de toutes les liaisons phosphodiester, soit ces ions possedent une forte affinité avec
I’aptamére, similaire a celle observée avec les ions « soft », ce qui les rend difficilement
déplagables lors de 1’ajout de la cible. Par la suite, nous avons constaté une différence modéréee
mais significative de ’anisotropie pour les ions Zn?* et Mn?*, avec des valeurs respectives de

0,033 & 40 uM et de 0,036 a 400 puM, ce qui appuie notre deuxieme hypothese.
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Figure 41. Anisotropie de fluorescence de 1’aptamere 3’F-PS-apt-T, en fonction de la
concentration en ion métallique, en absence ou en présence de 1 mM de L-Tym. Conditions :
10 mM de tampon MES, 0 mM de MgCl., pH 6.3, température ambiante.
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Les valeurs de Ky apparents correspondant a I’interaction entre 1’aptameére et les ions
métalliques étudiés ont été déterminées de maniere similaire a la publication n°1. Les résultats
de ces calculs sont répertoriés dans le Tableau 9 ci-dessous. Nous pouvons ainsi observer une
nette diminution des Kq apparents par rapport a ceux mesurés pour I’aptamére non modifié dans
la publication n°1 (voir Figure 2a). Ces donnees attestent d’une augmentation significative de
I’affinit¢ de ces ions métalliques envers 1’aptamere modifié, consolidant I’hypothése
précedemment avancée. Cette observation confirme ainsi le changement notable dans la
classification HSAB, ot les ions Pb?* et Cd?* montrent désormais une affinité proche de celle
des ions « soft » tels que Hg?", tandis que les ions Zn?* et Mn?* présentent une affinité améliorée

respectivement d’un facteur 3,6 et 10.

Tableau 9. Mesures de Kd apparents (Kq¢?P) entre les aptaméres 3’F-PS-apt-Tym et 3’F-apt-

Tym et les ions métalliques Pb?*, Cd?*, Zn?* et Mn?*,

lon métallique Kq®P 3°F-PS-apt-Tym (UM) | Kg@P 3°F-apt-Tym (M) (Cf. Publication n°1)
Pb?* 0.8+0.2 14+1
Cd? 11+01 26+6
Zn** 59+ 16 214 + 66
Mn?* 56 +12 579+ 77

Afin de minimiser la quantité d’ion métallique utilisée, nous avons choisi de privilégier
Iutilisation du Zn?* au lieu du Mn?*, car une concentration optimale moindre est requise pour
observer une variation de signal. Nous avons ainsi effectué une courbe dose-réponse en
présence de 40 uM d’ion Zn?*, dont les résultats sont présentés dans la Figure 42. Une valeur
de Kq apparent a été estimée a 8,6 £ 2,7 UM, qui se rapproche de celle obtenue lors de la
sélection initiale de 1’aptameére, indiquant que son affinité pour la cible reste globalement
inchangee. L’aptitude de 1’aptamére intégralement substitué par des liaisons PS & reconnaitre
sa cible avec une affinité comparable est une caractéristique des plus intéressantes, qui nécessite
toutefois d’étre confirmée par des expérimentations complémentaires utilisant d’autres
techniques orthogonales. Par ailleurs, des expériences menées en format direct ou avec la D-
tyrosinamide et une autre séquence d’aptamere (3’F-PS-apt-A, aptameére anti-adénosine) ont

démontré une réponse significative et spécifique pour la détection de L-tyrosinamide.
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Figure 42. Changement d’anisotropie de fluorescence de sondes aptamériques en fonction de
la concentration en tyrosinamide, en présence ou non de 40 pM d’ion Zn?*. Conditions : 10

mM de tampon MES, 0 mM de MgCl,, pH 6.3, température ambiante.

Compte tenu de la promesse de ces résultats préliminaires, montrant que notre stratégie
de détection fonctionne en utilisant les ions Zn?* comme éléments de commutation structurale,
plusieurs perspectives émergent de cette étude. Tout d’abord, il serait opportun de travailler sur
une éventuelle optimisation des conditions expérimentales par exemple la force ionique ou la
concentration en MgCl. dans le tampon de liaison. Ensuite, une investigation plus approfondie
de la cinétique de réponse et de I’applicabilité de cette méthode dans un milieu complexe serait
envisageable. De plus, au vu des données encourageantes obtenues avec les ions Mn?*
présentées dans la Figure 41, il pourrait étre pertinent de réaliser des expérimentations
supplémentaires en présence de ces ions, incluant par exemple de nouvelles courbes de titrage,
ainsi que des courbes dose-réponse en fonction de la concentration en cible. Enfin, I’exploration
d’autres systémes aptamere-cible permettrait d’évaluer I’impact de la modification de chaque
liaison phosphodiester en liaison PS sur la signalisation, en fonction de la structure secondaire
de I’aptameére. Ces démarches complémentaires renforceraient ainsi la pertinence de notre

approche pour des applications futures.
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Conclusion et perspectives

Ce travail de thése a abouti au développement d’une stratégie novatrice consistant a
exploiter les propriétés des ions métalliques de transition et post-transition en les transformant
en outils de commutation pour la conception de divers aptacapteurs. Cette approche a été
déclinée en plusieurs versions, chacune apportant les avantages d’une facilité de mise en ceuvre,
d’un colt abordable, ainsi qu’une détection moléculaire intrinséquement rapide, également
facilitée par 1’usage d’un lecteur de microplaques.

Le premier aptacapteur s’est distingué par sa capacité a fonctionner avec des aptameéres
présentant des structures secondaires diversifiées, sans nécessiter de modifications chimiques.
Cette caractéristique représente un atout important dans la mesure ou elle offre une grande
flexibilité d’application de notre méthode, permettant de ne pas se restreindre a un seul type
d’aptamere. De plus, cela dispense de la nécessité de connaitre précisément la structure
secondaire de ’aptamere, ce qui simplifie considérablement le processus.

Le deuxieme aptacapteur a permis d’explorer le potentiel de quenching que comportent certains
ions métalliques de transition. Ce mécanisme a été exploité a notre avantage et a révélé la
capacité de ces ions a stabiliser certains complexes aptameére-cible, pouvant ainsi constituer une
alternative intéressante a 1’utilisation d’espéces alcalino-terreuses couramment employées dans
cet objectif, telles que Mg?* ou Ca?*. Jusqu’a présent, cette observation n’a été démontrée que
dans le cas du complexe aptamere-L-tyrosinamide, et des investigations futures pourraient étre
entreprises pour determiner si ce phénomeéne est également présent dans d’autres systémes.
Enfin, la derniére approche, préliminaire, a tenu compte des exigences liées au développement
de dispositifs point-of-care en visant a rendre notre méthode moins risquée pour la santé et plus
éco-responsable grace a I’utilisation d’ions métalliques de toxicité réduite comparativement aux
deux aptacapteurs précédents. Bien que cette approche ait nécessité une modification chimique
de I’aptamere, a savoir la substitution de toutes les liaisons phosphodiester par des liaisons
phosphorothioate, il a été montré que les propriétés de reconnaissance de la cible étaient

globalement conservees. De plus, ces ajustements restent réalisables sur le plan commercial
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sans engendrer une augmentation significative des colts de production (166 € HT pour
I’aptameére avec liaisons PS versus 107 € HT pour I’aptamére non modifié pour une échelle de
synthése de 40 nmol, représentant environ une centaine de courbes dose-réponse, chez notre
fournisseur Eurogentec). Toutefois, des investigations et optimisations ultérieures seront
nécessaires pour assurer la viabilité de cette approche.

Dans I’ensemble, cette thése a mis en lumiere I'intérét et le potentiel des ions métalliques de
transition et post-transition pour enrichir ’arsenal des méthodes de détection des petites
molécules, répondant aux criteres essentiels pour un biocapteur en termes de simplicité de mise

en ceuvre et de rapport cott-efficacité.

Les différents travaux présentés dans ce manuscrit permettent d’envisager plusieurs
perspectives a explorer. La premiére serait d’étudier d’autres fluorophores anioniques, telles
que la pyranine (HPTS) ou certaines hydroxycoumarines, ou zwitterioniques, par exemple le
TMR, afin d’élargir la gamme de marqueurs fluorescents utilisables. Par ailleurs, un aspect
intéressant consisterait a analyser I’impact de leur emplacement au sein de la séquence
aptamerique sur le changement de signal observé. En effet, nous avons principalement teste les
positions situées aux extrémités des aptameres, bien que des travaux antérieurs aient mis en
évidence I’influence des bases avoisinantes sur 1’intensité ou 1’anisotropie de fluorescence
obtenue.183.28
Une autre perspective pourrait consister a transposer notre méthode a d’autres modes de
transduction. Comme évoqué précédemment, la nature électrostatique du premier aptacapteur
offre la possibilité de concevoir des dispositifs électrochimiques tels que des transistors a effet
de champ (FET), qui reposent sur des variations du potentiel de surface causées par un transfert
de charge au niveau d’un matériau semi-conducteur. Ce type de plateforme présente les
avantages d’étre « label-free » et facilement miniaturisable, des caractéristiques attrayantes

pour le développement de biocapteurs destinés a une utilisation sur le terrain.

En cas de nouvelles preuves de concept basées sur les idées décrites ci-dessus, il est
important de considérer le choix de cibles pertinentes d’un point de vue biologique, en
supplément d’une évaluation initiale sur un systeme modeéle. Cette démarche a été entreprise
dans le cadre de notre premier travail, avec 1’application a la détection de mycotoxines ou de
cocaine, mais cela n’a pas été réitéré dans nos travaux ultérieurs. Actuellement, un certain
nombre d’aptameéres sont sélectionnés contre une variété d’analytes d’intérét, en partie grace a

I’évolution des technologies SELEX, avec de nouvelles méthodologies qui sont constamment
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développées. Il serait intéressant d’exploiter cette avancée pour €laborer des preuves de concept

en adéquation avec les besoins actuels sur le terrain.

Les aptaméres émergent comme une alternative prometteuse aux anticorps, non
seulement pour favoriser une approche scientifique plus éthique, mais également pour étendre
la détection a un vaste panel de cibles. lls ouvrent la voie a une diversité impressionnante de
schémas, contribuant ainsi a la variété des biocapteurs proposés. Comme évoqué
précédemment, quelques sociétés biotechnologiques ont récemment entrepris de
commercialiser des dispositifs de détection biomoléculaire utilisant les aptameres. Ainsi, le
développement de notre méthode en dispositif point-of-care représenterait une opportunité
intéressante, bien que cela implique la nécessité de surmonter certains défis. Afin de pouvoir
envisager la translation industrielle et/ou hospitaliere d’aptacapteurs développés en recherche
académique, il est important d’accentuer nos efforts dans [’élaboration de protocoles
standardisés pour la sélection et la caractérisation des aptameres. De plus, il est crucial de
documenter de maniére précise les propriétés de chaque aptamére sélectionné ainsi que les
technologies employées pour leur évaluation, ce afin de faciliter le choix de systéemes
biologiquement pertinents pour le développement d’aptacapteurs, comme évoqué dans le
paragraphe précédent. En outre, il serait judicieux de mener des expériences rigoureuses de
validation de méthode analytique, incluant des mesures de linéarité, spécificité, justesse,
fidelité, et de les comparer a d’autres méthodes. Enfin, 1’application de ces dispositifs en
matrice complexe devient de plus en plus essentielle pour renforcer leur utilité. Pour cela, il
serait souhaitable de privilégier 1’utilisation de milieux pertinents directement issus du terrain,
tels que des échantillons biologiques, alimentaires ou environnementaux. Cette démarche
contribue a accroitre la fiabilité et la validité des résultats obtenus par ces capteurs, en simulant
au mieux les conditions réelles dans lesquelles ils seront utilises, et de s’assurer qu’ils répondent

aux besoins pratiques des usagers dans les domaines d’application escomptés.
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Annexes

Annexe 1. Bilan de mon parcours et de mes contributions académiques

La présente thése a été effectuée dans le cadre de mon internat en pharmacie, plus
précisément du parcours IPR (Innovation Pharmaceutique et Recherche). Dans ce contexte,
j’avais un poste bi-appartenant, avec une activité au DPM ainsi qu’une activité au CHU
Grenoble Alpes (CHUGA), au sein du secteur des éléments traces a I’Institut de Biologic et de
Pathologie (IBP).

Une theése d’exercice a été rédigée en parallele de la présente these, dont le sujet s’intitule « Les
aptameres au service du diagnostic biologique : développement d’un essai avec détection par
ICP-MS. ».

1. Publications :

* Billet, B.; Chovelon, B.; Fiore, E.; Oukacine, F.; Petrillo, M.-A.; Faure, P.; Ravelet, C.; Peyrin,
E. Aptamer Switches Regulated by Post-Transition/Transition Metal lons. Angewandte Chemie
2021, 133 (22), 12454-12458.

« Billet, B.; Chovelon, B.; Fiore, E.; Faure, P.; Ravelet, C.; Peyrin, E. Detection of Small
Molecules by Fluorescence Intensity Using Single Dye Labeled Aptamers and Quencher
Transition Metal lons. Biosensors and Bioelectronics 2022, 205, 114091.

* Billet, B.; Choisnard, L.; Faure, P.; Guicherd, D.; Cussigh, E.; Peyrin, E.; Ravelet, C.;
Chovelon, B. Stability of Fecal Calprotectin Extracts Using the Diasorin® Kit. Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine (CCLM) 2023.

* Billet, B.; Chovelon, B.; McConnell, E. M.; André, D.; Puillet-Anselme, L.; Fiore, E.; Faure,
P.; Ravelet, C.; DeRosa, M. C.; Peyrin, E. lodinated Organic Molecule as Tag for Inductively
Coupled Plasma-Mass Spectrometry Aptamer Assays. Talanta 2024, 267, 125107.

 Une revue de la littérature intitulée « Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry as

Signaling Approach in Nucleic Acid-based Bioassays » est en cours de rédaction.
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2. Communications :
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3¢ prix du jury.

"Développement d'un commutateur
moléculaire a base d'aptamére régulé
par les ions métalliques de
transition/post-transition™
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Jeudi de la Recherche de
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(Grenable, France)
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"Développement d'un commutateur
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transition/post-transition™
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« flash-talk ».

"Aptamer Switches Regulated by
Post-Transition/Transition Metal

ions"
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Congreés international
« Aptamers 2022 ».
(Oxford, UK).
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et poster
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Post-Transition/Transition Metal

ions"

3 Juin 2022 Journée Scientifique du Présentation orale | "Utilisation d'un marqueur organique
Médicament. « flash-talk ». iodé pour le développement d'un
(Grenoble, France). aptaessai avec détection par ICP-MS"
23 Juin 2022 Journée des Doctorants de Poster. "Aptamer Switches Regulated by
I’EDCSV. Post-Transition/Transition Metal
(Grenoble, France). ions"
27 Juin 2022 Congreés « 4th International Présentation orale "lodinated organic molecule as

Symposium on Advances in
Pharmaceutical Analysis »

(online event).

effective label for developing an

aptaassay using ICP-MS detection"

5, 6 et 7 Juin 2023

Congreés « International
Oligonucleotides and Peptides
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(Milan, Italie).
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« flash-talk » et

poster.

"Use of metal ions for the
development of aptamer-based
optical biosensors for small

molecules detection"
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3. Formations et enseignement :

Titre de la formation Type Date Nombre d’heures
Entrer dans la communauté Formation EDCSV 04/05/2021 4h en formation transversale
des chercheurs — 180 minutes
pour éviter le plagiat.
Evaluer a I’aide de grilles Formation EDCSV 04/06/2021 4h en insertion professionnelle

critériées

MOOC Intégrité scientifique
dans les métiers de la

recherche

Formation EDCSV

Avril et Mai 2021

15h en formation transversale

(éthique)

MOOC Rédiger et publier un

article scientifique

Formation hors-

catalogue

Juillet 2021

20h en formation transversale

UE Management de la

Formation hors-

Mars a Juin 2021

63h en formation scientifique

qualité catalogue (cours de 3eme cycle)
Co-encadrement de TP Formation hors- 14/04/2021 30h effectuées, 10h
« Analyse de protéines » a catalogue 15/04/2021 comptabilisées en insertion
L o . 17/05/2021 )
destination des étudiants de (enseignement) professionnelle
L2 Biotechnologies
Mobilisation vers I’emploi Formation EDCSV 28/09/2021 21h en insertion
29/09/2021 professionnelle
04/10/2021
Jeudi de la Sécurité : risque Formation EDCSV 25/11/2021 2h en formation transversale
chimique
Méthodologie des plans Formation EDCSV 13/01/2022 16h en formation scientifique
14/01/2022

d’expérience

Co-encadrement de TP
« Analyse de protéines » a
destination des étudiants de

L2 Biotechnologies

Formation hors-
catalogue

(enseignement)

Du 11/04/2022 au
14/04/2022

26h effectuées, 9h
comptabilisées en insertion
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UE Recherche Biomédicale, Formation hors- Juin & Octobre 2022 30h
Recherche Thérapeutique catalogue
TD de diabétologie a Formation hors- Février 2023 5h30

destination des étudiants de

L2 Biotechnologies

catalogue

(enseignement)
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4. Collaborations :

Pendant 1’année 2021-2022, une collaboration a été établie avec le LSABM (Laboratoire
Sciences Analytiques, Bioanalytiques et Miniaturisation) de I’ESPCI (Ecole supérieure de
physique et de chimie industrielles) a Paris. Des expériences complémentaires ont été réalisées
dans le cadre des travaux de these de Fanny Gignac (« Développement de supports solides
fonctionnalisés par des aptameéres pour 1’analyse d’ions présents a 1’état de trace dans des
échantillons complexes »), en utilisant notre méthode développée en anisotropie de
fluorescence (Cf. article n°1). L’objectif de ces expériences était d’examiner ’affinité et la

spécificité d’aptaméres ciblant les ions métalliques Pb?* et Cd?*.

Annexe 2. Autorisation de 1’éditeur John Wiley & Sons pour republier 1’article n°1 dans le

présent manuscrit.

Angewandte Chemie

Article: Aptamer Switches Regulated by Post-Transition/Transition Metal lons

GENERAL INFORMATION

Request ID 600135763 Request Date 06 Sep 2023

Request Status Accepted Price 0.00 EUR @

Annexe 3. Autorisation de 1’éditeur Elsevier pour republier I’article n°2 dans le présent
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Detection of small molecules by fluorescence intensity using single dye labeled aptamers and quencher
transition metal ions

Author: Blandine Billet.Benoit Chovelon.Emmanuelle Fiore,Patrice Faure,Corinne Ravelet,Eric Peyrin

Publication: Biosensors and Bioelectronics

Publisher: Elsevier

Date: 1 Jjune 2022
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Journal Author Rights
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Serment doctoral d'intégrité scientifique

« En présence de mes pairs.

Parvenue a l'issue de mon doctorat en Sciences du Médicament, et ayant ainsi
pratiqué, dans ma quéte du savoir, I'exercice d'une recherche scientifique
exigeante, en cultivant la rigueur intellectuelle, la réflexivité éthique et dans le
respect des principes de I'intégrité scientifique, je m'engage, pour ce qui dépendra
de moi, dans la suite de ma carriere professionnelle quel qu'en soit le secteur ou
le domaine d'activité, a maintenir une conduite integre dans mon rapport au savoir,

mes méthodes et mes résultats. »
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Utilisation des ions métalliques pour le développement de biocapteurs

optiques a base d’aptameéres dédiés aux petites molécules

Résumé :

L’un des enjeux actuels dans le domaine de I’analyse biomédicale, pharmaceutique, agro-
alimentaire et environnementale réside dans la mise au point de méthodes performantes, fiables,
peu onéreuses et utilisables sur le terrain, permettant la détection rapide de petites molécules
telles que des toxines, des médicaments ou des pesticides. Les biocapteurs sont des dispositifs
présentant les qualités recherchées pour répondre aux besoins sociétaux. Face aux limites que
présentent les anticorps pour la reconnaissance de petits analytes, 1’utilisation d’aptaméres, des
oligonucléotides synthétiques possédant une affinité et une spécificité eélevée envers une cible
donnée, constitue une alternative prometteuse. L’objectif de ma thése a été de développer des
méthodes optiques en phase homogene, en exploitant les propriétés des ions métalliques de
transition et post-transition en tant qu’éléments de commutation structurale. Deux aptacapteurs
ont ainsi été congus, reposant soit sur des variations de mobilité locale d’un fluorophore par des
modifications d’interactions ¢lectrostatiques, soit sur des changements d’intensité de
fluorescence induits par un mécanisme de quenching. Un troisieme aptacapteur ayant pour
objectif d’améliorer certaines caractéristiques des deux précédents est en cours de
développement. Des applications dans les secteurs biomédicaux et hospitaliers pour le dosage

de biomarqueurs sont escomptées.

Mots-clés : Aptamére ; petites molécules ; ions métalliques ; fluorescence ; biocapteur ;

commutation.
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Use of metal ions for the development of aptamer-based optical biosensors

for small molecules detection

Abstract :

The development of high-performance, trustworthy, affordable and on-site useable methods for
the rapid detection of small molecules such as toxins, drugs or pesticides represents one of the
main challenges in the biomedical, pharmaceutical, food-processing and environmental areas.
Devices called biosensors have the qualities required to meet societal needs. Aptamers, defined
as synthetic oligonucleotides with high affinity and specificity towards a particular target, offer
a promising alternative to antibodies given their limitations for small analytes recognition. The
aim of my thesis was to develop optical homogeneous-phase methods, exploiting the properties
of transition and post-transition metal ions as structural switching elements. Two aptasensors
have been designed, based either on changes in electrostatic interactions that affect a
fluorophore’s local mobility, or on fluorescence intensity modifications induced by a quenching
mechanism. A third one is currently under development, with the aim of improving some
features of the previous two. Further applications for biomarkers detection in the biomedical

and healthcare sectors are expected.

Key words : Aptamer ; small molecules ; metal ions ; fluorescence ; biosensor ; switching.
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