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RESUME

Les biosenseurs sont des outils de détection et de diagnostic présentant 'avantage
d’étre faciles et rapides d'utilisation et fiables. Afin de détecter des molécules
d’'intérét, certains biosenseurs utilisent des acides nucléiques comme agent de
reconnaissance couplés sur des fibres optiques qui traduisent I'évenement de
reconnaissance en signal lumineux. Les aptameéres sont des acides nucléiques
synthétiques capables de lier spécifiquement des molécules, des bactéries, des virus
etc. Dans ce travail, nous nous sommes intéressés, dans un premier temps, au
développement d’'un biosenseur utilisant des séquences dADN complémentaires a
des génomes viraux comme sondes de reconnaissance. |l a été possible en effet
d’obtenir un signal d’hybridation sur un modéle en silice représentatif de la fibre
optique du biosenseurs sur lequel sont couplées les ADN sondes. Dans un second
temps, nous avons cherché a développer des protocoles d’analyse de la liaison
d’aptameres modéles a leurs ligands spécifiques. Plusieurs protocoles basés sur les
modifications chimiques, la dialyse a I'équilibre et d’autres ont été testés. Des
résultats prometteurs ont été obtenus lorsque la liaison de I'aptamére a son ligand
est analysée par fluorométrie.

Biosensors are detection tools that present the advantage of being easy and rapid to
use, and reliable. In order to detect molecules of interest, some biosensors use
nucleic acids as recognition agents when coupled on fiber optics that translate the
recognition event into light signal. Aptamers are synthetic nucleic acids capable of
binding specifically molecules, bacteria, viruses, etc. Here we present, firstly, a
biosensor development using DNA sequences that are complementary to viral
genomes. It was indeed possible to detect DNA hybridization events on silica models.
Secondly, we tried to developed protocols to analyze the binding event occurring
between model aptamers and their specific ligands. Several protocols using chemical
‘modifications, equilibrium dialysis and other approaches have been tested. Promising
results were obtained when binding events were analyzed using fluorometry.




TABLES DES MATIERES

1. INTRODUGTION ..ottt ettt sttt s s es et e st ee e 14
1.1.Les biosenseurs a fibre optique:....................: ....................................................................... 14
1.1.1 Lafibre OPtIQUE .ot 15
‘ 1.1.2. Avantages et exemples des biosenseur a fibre optique :.........ccoeoeiineriniiee, 16
1.2. Développement de biosenseurs pour la détection de virus d'intérét: ............................ 17
‘ 1.2.1. Le virus de l'immunodeéficience humain VIH:..........cccooiieriiiiieee e 17
‘ 1.2.2. Le Virus EDOIa tYPe SOUAAN :......o.eeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 20
1.3. Mise en place de protocoles pour évaluer l'interaction entre des aptaméres d’ADN et
JEUIS TIGANTS ..ottt e 23
1.3.1. La sélection in Vitro des aptameres: ........ccccooeieiiiriiiie e 24
1.3.2. Caractéristiques des aptameres d'ADN: ........ccoiriiiiiiiiic s 25
1.3.3. Méthodes de caractérisation des aptameres candidats :...........ccccocoiiiiiiinns 28
1.3.4. Applications des aptameres ... 29
1.2.5. MOARIES A'EEUAES ..ottt e 30
2 . PROBLEMATIQUES, HYPOTHESES ET OBJECTIFS: .....cooiioieieeieieceeieeeseeei s 34
2.1. Développement d’un biosenseur pour la détection de virus d’intérét :........................... 34

2.2. Mise en place de protocoles pour évaluer l'interaction entre des aptaméres d’ADN et

[EUIS TIGANTAS .t 35
8. MATERIEL ET METHODES &....cconrerexsessssssasssesssnsio isi5isss:55555515535755858555855 808 0siss sl S s e 36
3.1. Développement d’un biosenseur pour la détection de virus d’intérét :........................... 36
3.1.1. Modéle de mise en place d’'une plateforme de détection d’ARN viraux : .............. 36
3.1.2. Modification de la surface de verre par silanisation @ ..., 36

3.2. Conception des oligonucléotides et synthese in vitro de FARN viral :........................ 38
3.2.1. Synthése in vitro de '’ADN matrice par PCR d’assemblage ................cccocoeiininns 40
3.2.2. Transcription in vitro des fragments ARN de VIH-1 et SEBOV ... 43
3.2.3. Conception des sondes de détection des ARN viraux et radiomarquage : ............ 46

3.3. : Mise en place de protocoles pour évaluer l'interaction entre des aptameres d’ADN et

[SUKS HGAMAS = v vvcvvaevermonnssannsomaonessamsasmsnen omsnossnss sansansasssnensis o 55558808 54 FRFRR HH A TS5 P AT F RS 49
3.3.1 : Analyse de la liaison par Shifted Reverse-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis

\ 4] s B e =) LS S 49

| 3.3.2. Analyse de la liaison par fluorometrie : ... 53

3.3.3. Analyse de la liaison par dialyse & 'équilibre ... 56




3.3.4 : Analyse de la structure par méthylation a site spécifique par le DiméthylSulfate

U OO SO 59

B RESULTATS! oo 62
4.1. Développement d’un biosenseur pour la détection de virus d’intérét :.......................... 62
4.1.1. Test de détection d’'une hybridation simple sur lame de verre @..........ccccoeociiiinns 62
4.1.2. Test de détection d’'une hybridation en sandwich sur lame de verre @ ...................... 64

4.2. : Mise en place de protocoles pour évaluer l'interaction entre des aptaméres d’ADN et

[EUFS TIGANTS | ... o sunsmessossssmemsessansvssmsns sy v 550 s S0 mesmsess o3 5168503503 e s SR o A e e R s 68
4.2.1 : Analyse de la liaison par Shifted Reverse-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis
(SREPAGIE) { ..oueeornnsososssssiinsssimsis s sy ssss s sy sy 558 O 305 5SS 58 DS RSSO o e 68
4.2.2. Analyse de la liaison par fluorometrie & ..., 71
4.2.3. Analyse de la liaison par dialyse a 'équilibre :...........cccoooiiiiiii 73
4.2.4 : Analyse de la structure par méthylation a site spécifique par le DiMéthylSulfate
1L Ut ST ———— 77

5. DISCUSSION: ...ttt ettt ettt et 82

5.1. Développement d’un biosenseur pour la détection de virus d’intérét :.......................... 82

5.2. Mise en place de protocoles pour évaluer l'interaction entre des aptaméres d’ADN et

[QUFS HGANIAS 3 v i s 556555550 5 S 0 SR Y M S SR AR O s e 86
5.2.1 : Analyse de la liaison par Shifted Reverse-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis
5] 3 2 e = R — 86
5.2.2. Analyse de la liaison par flJuorometrie : ... 88
5.2.3. Analyse de la liaison par dialyse a équilibre :...........ccooooiiiii 91
5.2.4 : Analyse de la structure par méthylation a site spécifique par le DiméthylSulfate
DA 2 oo smmeemmmmensisanssm s85G43R S AR SN SE S P 92

6.CONCLUSION ET PERSPECTIVES: ..ottt 94
REFERENGES. BIBLIOGRAPHIGUES...... ..omsmmmasmmmssasmsmummmmnsmsmsssmssme 96



LISTE DES TABLEAUX:

Tableau 1.1: Résumé des moyens de sensibilisation, diagnostic et lutte contre le

VIH-1.
|

Tableau 1.2: Techniques de diagnostic en laboratoire du virus Ebola.

‘Tableau 1.3: Caractéristiques générales de I'ADN.

‘Tableau 1.4: Exemples de modifications chimiques de nucléotides pour les librairies

'SELEX.

‘Tableau 3.1 : Protocole de silanisation des surfaces de verre.

Tableau 1.5 : Exemples de méthodes de caractérisation des aptameres.

‘Tableau 3.2 : Séquences des amorces pour la synthese de la matrice ADN de la

portion du géne np de SEBOV.

Tableau 3.3 : Séquences des amorces pour la synthése de la matrice ADN de la

portion du géene gag de VIH-1.
Tableau 3.4 : Réaction de transcription.
Tableau 3.5 : Composition d’'un dPAGE 10%.

Tableau 3.6 : Séquences de capture et sondes utilisées pour la détection des ARN
cibles des virus SEBOV et VIH-1.

Tableau 3.7 : Réaction de radiomarquage des sondes par la PNK.
‘Tableau 3.8 : Préparation d’'un gel nPAGE 10%.
Tableau 3.9 : Réaction de migration d’aptameres pour SR-PAGE.

Tableau 3.10 : Etapes de démontage du gel suite a la premiére migration du SR-

PAGE.

Tableau 3.11 : Composition des tampons de sélection des aptaméres modeles.

Tableau 3.12: Oligonucléotides compétiteurs du site de liaison de I'ATP sur

’aptamere.




‘Tableau 3.13: Protocole de Il'analyse structurale de Iaptamere d'ATP par

meéthylation différentielle.

\
‘Tableau 4.1 : Composition des spots d’essais d’hybridation en sandwich pour la
'détection de 'ARN du VIH-1.

Tableau 4.2 : Composition des spots d’essais d’hybridation en sandwich pour la
détection d’une séquence représentative de 'ARN de SEBOV avec une sonde

couplée a une AuNP.

Tableau 4.3 : Composition des solutions dans les chambres a dialyse.

Tableau 4.4 : Composition des solutions dans les chambres de dialyse pour les

essais de compétition.

Tableau 4.5 : Description des échantillons utilisés pour I'optimisation du tampon de

méthylation et de la concentration de DMS.

Tableau 4.6 : Description des échantillons utilisés pour I'analyse des profils de

‘dégradation de 'aptamére ATP en présence ou absence de son ligand.




LISTE DES FIGURES:

Figure 1.1: Classification des biosenseurs selon I'élément de reconnaissance ou le
type de signal transducteur.

Figure 1.2: Schématisation d'une fibre optique.
Figure 1.3: Structure du virus VIH-1.

Figure 1.4: Cycle de réplication du virus VIH-1.
Figure1.5: Structure du virion Ebolavirus.

Figure 1.6: Schéma d’un protocole SELEX.

Figure1.7 : Structure de I'adénosine triphosphate.
Figure 1.8 : Structure de la pochette de liaison de 'aptameére a 'ATP.
Figure 1.9 : Structure de I'aptamere de la L-arginine.

‘Figure 1.10 : Structure de 'aptamere de I'éthanolamine.

Figure 1.11 : Structure chimique de I'éthanolamine.
‘Figure 3.1. : Lame de microscope Fisherbrand.
Figure 3.2 : Fonctionnalisation de la surface du verre par silanisation.

Figure 3.3 : Conservation du géne np codant pour la nucléoprotéine du genre

Ebolavirus.

Figure 3.4 : Séquence cible du géne np du SEBOV.

Figure 3.5 : Séquence cible du gene gag du virus VIH-1.

Figure 3.6 : Etapes de la PCR d’assemblage.

Figure 3.7 : Gel arrété au bout de 24h de la premiére migration d’'un SR-PAGE.
Figure 3.8 : Structure du SYBR-Safe.

Figure 3.9 : Répartition des échantillons sur les 3 premiéres lignes de la plaque 96

puits de fluorométrie pour la quantification de la Kp.




Figure 3.10: Dispositif de dialyse « Dispo Equilibrium Dialyzer » de Harvard
Apparatus (Massachussetts, USA).

Figure 3.11: Schématisation de la migration du ligand radioactif dans une

expérience de dialyse a I'équilibre.

Figure 3.12 : Composés utilisés pour la dégradation méthyl-dépendante de I’ADN.

Figure 4.1: Essai de détection de I'hybridation simple entre deux séquences
complémentaires.

Figure 4.2 : Disposition des essais d’hybridation sur une lame de verre pour la
détection d’une hybridation simple.

Figure 4.3: Essai d’hybridation simple de la séquence de capture et la sonde
spécifiques de la détection du virus SEBOV sur lame de verre silanisée.

Figure 4.4 : Essai de détection de ’ARN cible par double hybridation.

Figure 4.5 : Disposition des essais d’hybridation sur une lame de verre pour la
détection en sandwich de 'ARN du VIH-1.

Figure 4.6 : Essai d’hybridation en sandwich de séquences SEBOV avec des
sondes radiomarquées couplées a des AuNP.

Figure 4.7 : Etapes d’un protocole SR-PAGE pour la sélection d’aptaméres.
Figure 4.8 : Fractions d’aptameéres ayant lié 'ATP dans un gel SR-PAGE.
Figure 4.9 : Comparaison des structures natives et liées de 'aptamére ATP et TPP

avec deux gels SR-PAGE.

Figure 4.10 : Répartition des échantillons dans une plaque 96 puits pour 'essai de

fluorométrie.
Figure 4.11 : Fluorescence due a l'intercalation du SYBR-Safe dans 'ADN.

Figure 4.12 : Détection par fluorescence SYBR-Safe de la liaison a leur ligand des 3

aptameres modeles .

Figure 4.13 : Saturation de I'aptamére ATP par son ligand aprés 24h par dialyse a
I'équilibre.

Figure 4.14 : Saturation de I'aptamére ATP par des concentrations croissantes de
son ligand.

i 10
|
\



Figure 4.15 : Dialyse a I'équilibre utilisant des oligonucléotides complémentaires au
site de liaison de 'ATP sur I'aptamere.

Figure 4.16 : Profil de méthylation de I'aptameére ATP pour différents temps et
différentes combinaisons de produits de DMS, AF et Pip.

Figure 4.17 : Profils de dégradation de I'aptamére ATP en présence ou absence

d’un oligonucléotide compétiteur.

Figure 4.18 : Profils de dégradation différentielle de 'aptamére ATP en présence et
absence de son ligand.

Figure 5.1 : Schéma des réactions de couplage possibles d’ADN sur une surface de

verre.

Figure 5.2 : Moyenne des pics de la diffusion spectrale d’une lumiére verte a travers

des spots d’agrégats de AuNP fonctionnalisées avec des ADN complémentaires.

Figure 5.3 : Décroissance de la fluorescence entre I'état lié et non lié de 'aptamere
ATP en présence de chromophores.

Figure 5.4 : Schématisation du modele de détection des G-quadruplex par signal

fluorescent différentiel de I'intercalation du SGI.

Figure 5.5 : Analyse thermofluorométrique de la liaison de I'aptamere a PDGF en

utilisant le SYBR Green comme agent intercalant.

11



LISTE DES ABREVIATIONS:

%2p - isotope 32 de phosphore radioactif
‘ A : Adénine
ADNdb: ADN double brin
‘ ADNsb: ADN simple brin
‘ AF : Acide Formique

- APS : Ammonium PerSulfate

‘ ARN+: ARN de polarité positive

' ARNsb : ARN simple brin

ATP : Adénosine TriPhosphate

AuNP: NanoParticules d’or

BBP: Bleu de BromoPhénol

C: Cytosine

COOH : carboxyle

CPM : comptes par minute

DMS : DiméthylSulfate

dPAGE : Gel PolyAcrylamide dénaturant
' EDC : 1-ethyl-3(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide
EtOH : éthanol

Exolll : Exonucléase Il

G: Guanine

H,0, : peroxyde d’hydrogéne

H,S0, : acide sulfurique

L-Arg : L-Arginine

LPGF : Long Period Grating Fiber
Melm: 1-methylimidazole

NaOAc : acétate de sodium

NH, : amine

NHSS : N-hydroxysulfosuccinimide
nPAGE : Gel PolyAcrylamide natif

- OMS : Organisation Mondiale de la Santé
Pb : Paires de Bases

PDGF : Plateteled-Derived Growth Factor, ou Facteur de croissance dérivé des plaquettes




Pip : Pipéridine

PM : Poids Moléculaire

PNK : Polynucléotide Kinase

Rpm : rotations par minute

SEBOV: Virus EBOla type Soudan

SELEX : Systematic Evolution of Ligand by EXponential enrichment
SGl : SYBR Green |

SIDA: Syndrome d’'Immunodéficience Acquise

SR-PAGE : Shifted-Reverse PolyAcrylamide Gel Electrophoresis
T : Thymine

TBMg : Tris-Borate Magnésium

TEMED : TEtraMeéthylEthyleneDiamine

Thi : Thiamine

TIR : Total Internal Refraction

Tm? : Température de fusion

TMP : Thiamine MonoPhosphate

TPP : Thiamine PyroPhosphate

MCi : microCurie

UFP : Unité formant des plaques

VEGF : Facteur de croissance de I'endothélium vasculaire
VIH-1 : Virus de 'lmmunodéficience Humaine 1

W : Watts

XC: bleu de Xyléne Cyanole

13



1. INTRODUCTION

Les biosenseurs sont des outils de détection qui se basent sur un évenement de
reconnaissance d'un élément biologique et traduisent ce phénoméne en signal
mesurable. lls sont composés d'un senseur (élément de reconnaissance) et d'un

transducteur électrique ou optique (S. Song et al., 2006).

La définition officielle selon I'Union Internationale de la Chimie Pure et Appliquée
(IUPAC) est qu'un biosenseur est "un dispositif qui utilise des reactions biochimiques
spécifiques par le biais d' enzymes isolées , systemes immunologiques , tissus ,
organelles ou cellules entiéres pour détecter des composes chimiques

habituellement par des signaux électriques , thermiques ou optiques."

L'attrait d'un biosenseur est essentiellement relié a deux criteres: la spécificité et la
sensibilité. Le premier critere est dépendant de la stabilité de la liaison entre la
molécule d'intérét et I'élément de reconnaissance. L'affinité (traduite par la constante
de dissociation Kp ) est la caractéristique principale décisive pour la sélection de cet
élément. Le critere de sensibilité quant a lui est dépendant de ['élement de

reconnaissance et de |'outil de transduction (Leung et al., 2007).

Il est possible de classer les types de biosenseurs selon deux approches: en se
basant sur le type d'élément de reconnaissance ou sur le type signal transducteur.

La figure 1.1 résume les deux classifications.

| Biosenseurs

|

¢

Elément de | Signal _i
- 1 |
reconnaissance | transducteur
J . [ Acide § Electrochi- . il Sensiblea Thermo- |
Enzyme | | Anticorps | | 5 | ; Optique | o
J | nucléique | migque lamasse métrigue |

Figure 1.1: Classification des biosenseurs selon I'élément de reconnaissance
ou le type de signal transducteur. (Adapté de (Marazuela et al., 2002)

Dans la suite des travaux, nous nous intéresserons essentiellement aux biosenseurs

utilisant 'ADN comme élément de reconnaissance et la fibre optique comme outil de
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transduction du signal. Pour ce faire, nous utiliseront les fibres optiques pour détecter
des acides nucléiques viraux dans un premier temps. Dans un second temps, nous
nous intéresserons aux aptaméres ADN comme éléments de reconnaissances et
essayerons de développer des protocoles d’évaluation de linteraction entre les

aptameéres et les molécules d'intérét a détecter.

Une fibre optique est un dispositif en silice formé d'un cceur, d'une gaine optique et
d'un revétement de protection. Cet outil est utilisé aussi bien dans le domaine des
télécommunication , la fabrication d'éclairages que pour le développement d'outils de

détection en biologie.

Le cceur et la gaine possédent des indices de réfractions (ny et ny respectivement).
Vu que le cceur est couvert de Germanium, son indice de réfraction est légerement
plus élevé que celui de la gaine. Ceci force le faisceau laser ou la lumiere a se
réfracter de maniére totale interne (TIR pour Total Internal Refraction) (Leung et al.,
2007). Lorsque la gaine est fonctionnalisée avec des molécules de reconnaissance
qui se lient a leur cible, I'angle d'incidence de la lumiére change et il y a formation

d'une onde évanescente au site de liaison.

L'onde évanescente correspond a la perte d'intensité de la lumiére produite au site
de la liaison de la molécule de reconnaissance a une distance d, de la gaine. La
figure 1.2 montre schématiquement les parametres pris en compte lors de la

propagation d'une lumiére dans une fibre optique.

Antigzns

Laser émis

Figure 1.2: Schématisation d'une fibre optique. La lumiére traverse le coeur de la
fibre avec une longueur d'onde précise et génere des angles d'incidences au point de
contact avec la gaine fonctionnalisée. Lorsque le ligand lie I'anticorps, l'indice de
réfraction ng de la gaine change et génere une onde évanescente. Légende: n«:
indice de réfraction du coeur, ng: indice de réfraction de la gaine, dp: distance de
propagation de la lumiére a travers la gaine, 6: angle d'incidence (modifié de (Leung
et al., 2007)).
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‘Dans le cas d'un biosenseur, il est possible de fonctionnaliser la surface du
revétement et d'y attacher des molécules de reconnaissances, par exemple un
anticorps. L'outil est par la suite mis en contact avec une solution biologique
contenant l'antigene spécifique a l'anticorps. La liaison de ces derniers provoquera

un changement de l'indice de réfraction du coeur.

Pour nos travaux, nous utilisons la fibre optique a longue période de diffraction
(LPGF) faite a partir de la fibre Corning SMF-28©. Elle est formée d'un cceur et d'une
gaine en silice. Le coeur est d'une largeur de 8,2um et la gaine de 125um. Elle est
fonctionnelle a des températures allant de -60°C a +85°C (Corning, 2014). Les LPGF
présentent des perturbations a la surface du cceur a intervalle régulier (100pm a
1mm de distance). L'indice de réfraction du coeur est modifié a ces sites spécifiques
appelés « modulations périodiques ». Lorsqu’un laser est émis dans une LPGF, le
spectre transmis présente des bandes atténuées correspondant a des longueurs
d’ondes modifiées suite a la diffraction différentielle sur les zones du coeur ou l'indice

de réfraction est modifié (James et al., 2003).

L'utilisation dé biosenseurs a fibre optique présente plusieurs avantages. L'un des
‘plus importants est l'inertie chimique de la fibre qui la rend utilisable dans différentes
solutions et milieux a analyser. Les fibres optiques sont insensibles aux interférences
électromagnétiques de leur environnement et présentent une faible perte de signal

tout au long de la distance de transmission (Wang et al., 2009).

Plusieurs biosenseurs utilisant 'ADN comme molécule de reconnaissance ont été

développées. Par exemple, I'équipe de Kleinjung F., et al (1997) a mis en place un

‘premier senseur a fluorescence avec une fibre optique fonctionnalisée avec des
oligoméres d'ADN couplés a des molécules fluorescente comme le PicoGreen. Une
détection allant aussi bas que 3,2 attomoles des séquences complémentaires a
1I'ADN fonctionnalisé sur la fibre a été reportée. Cet outil a été appelé genosensor
(Kleinjung et al., 1997). Plus tard en 2003, Almadidy A., et al ont publié des travaux
explicitant I'utilisation d'une fibre optique fonctionnalisée avec des séquences d'ADN
simple brin (ADNsb) de 25 nucléotides capables de s'hybrider spécifiquement sur
une région complémentaire de 25 nucléotides sur le géne /acZ de la bactérie

Escherichia coli. Avec ce travail, ils ont prouvé la possibilité d'utiliser un biosenseur a




fibre optique a ADN pour la détection de séquences spécifiques a la présence de

bactéries dans des échantillons donnés (Almadidy et al., 2003).

Les virus sont des parasites intracellulaires possédant un acide nucléique et pouvant
assurer leur propre réplication en détournant la machinerie cellulaire héte. Ils ne sont
pas considérés comme des cellules (Roossinck, 2011). Les virus représentent une

grande menace pour la santé humaine. Par exemple, selon les rapports de 'OMS

‘(Organisation Mondiale de la Santé) de 2014, 1.2 millions de personnes sont mortes
‘des suites d'une infection au virus VIH (Virus de I'lmmunodéficience Humain). Les
épisodes épidémiques dus au virus du genre Ebola sont quant a eux reportés avec
des taux de mortalités souvent supérieurs a 40% depuis les années 1970
(http://www.who.int). La détection des virus est possible grace aux biosenseurs a
fibre optique. Basée sur le principe de complémentarité des acides nucléiques, il est
possible de détecter les génomes viraux grace a des séquences couplées sur la fibre
optiqgue. Dans ce mémoire, nous nous intéressons a deux virus modeles, choisis
pour leur impact sur la santé mondiale, mais aussi parce quils possedent des
génomes a ARN simple brin (ARNsb). Les virus VIH-1 et Ebola choisis sont décrits

dans les sections qui suivent.

Le virus VIH est un virus enveloppé a ARN rétrotranscrit responsable du SIDA
(Syndrome d'ImmunoDéficience Acquise). Ce virus appartient a la famille des
Retroviridea, genre des Lentivirus (http://www.ictvonline.org). VIH-1 est I'espece la
plus commune de ce virus et nous nous intéressons a celle-ci dans le reste du

travail. La figure 1.3 montre la structure du virus VIH-1.




Figure 1.3: Structure du virus VIH-1. Les composants principaux d’un virus VIH-1
sont exposés. (Adapté de(Karlsson Hedestam et al., 2008).

Le génome du VIH-1 est un ARNsb, d'environ 9kb et de polarité positive (ARN+).
Lors de son introduction dans la cellule héte, il est directement rétrotranscrit en ADN
double brin (ADNdb) par la transcriptase inverse (RT) du virus codée par le géne pol.
L'ADN proviral produit est intégré au génome de la cellule héte et transcrit sa
machinerie pour donner le nouvel ARN(+). Cet ARN est encapsidé dans les
nouvelles particules virales a libérer (Ahlquist, 2006, Karlsson Hedestam et al.,

2008). La figure 1.4 illustre la réplication du génome du VIH-1 lors de l'infection.

7 Intégration ADN ;t‘.“
q eI R n

e y
Transeription 5 |
p; 4

Figure 1.4: Cycle de réplication du virus VIH-1. (Du haut vers le bas) Le virus
s’attache a la cellule héte et I'enveloppe fusionne avec la membrane cellulaire. Le
génome viral est libéré et la RT virale rétrotranscrit le génome viral pour lintroduire
dans le génome hote. Une transcription permet le recouvrement de 'ARN + viral qui
sera traduit et encapsidé de nouveau dans les virions. Les virions matures sont
libérés (Adapté de(Ahlquist, 2006).
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Les infections par VIH-1 provoquent le SIDA chez les étres humains. L'infection
passe par trois stades cliniques. Le stade primaire présente des symptémes
fortement assimilables a ceux de l'infection par le virus de la grippe. Il se manifeste
'par des fievres, des sueurs ainsi qu'une intense fatigue. Ce stade peut durer de
quelques jours a plusieurs semaines. Pendant la deuxieme phase de latence, le virus
s’exprime et se multiplie dans I'organisme de I'héte mais trés faiblement. Cette phase
peut durer jusqu'a une décennie chez certains patients et est asymptomatique. Le
‘dernier stade présente une expression maximale du génome viral. Les systemes
immunitaire et lymphatique sont alors diminués considérablement et plusieurs
infections opportunistes se mettent en place telles que la pneumonie

(http://www.aids.gov).

En 2014, 'OMS a recensé un total de 36.9 millions d'individus atteints du virus du
SIDA dont 1.9 millions ayant nouvellement commencé une thérapie. Dans la méme
année, 1.2 millions de personnes sont mortes des suites d'une infection au virus du

SIDA. Ce virus est considéré comme pandémique (Sharp et al., 2011).

Depuis sa découverte en 1981 (OMS, 2003) et sa rapide expansion, I'OMS a mis en
ceuvre plusieurs moyens de lutte contre le virus du SIDA a différents niveaux. Le
tableau 1.1 résume les approches de sensibilisation, moyens de diagnostic et

prévention et lutte contre la transmission du virus du SIDA.




Tableau 1.1: Résumé des moyens de sensibilisation, diagnostic et lutte contre

le VIH-1.

Niveau

Description

Sensibilisation

Le VIH-1 est un virus transmissible par voie sexuelle, de
mere a enfants, et par contact avec des sécrétions/sang
contaminés par le virus.

L'OMS travaille sur la sensibilisation des personnes sur
l'importance des rapports protégés, le dépistage précoce,

I'utilisation de seringues a usage unique, etc. (OMS, 2003).

Dépistage

Dépistage immunologique par des enzymes pour différents
antigénes du VIH-1 (p24, protéine de la capside étant le plus
utilisé).

Westernblot pour la détection des protéines virales en
utilisant des anticorps spécifiques présents dans le sérum
des patients.

PCR utilisant des amorces hautement spécifiques pour ’ADN
viral pour confirmer la présence ou 'absence du virus et le
génotypage des patients durant les thérapies pour détecter

les éventuelles résistances induites (Fearon M, 2005).

Lutte et

thérapies

Pas de cure disponible a nos jours.

Thérapies mises sur le marché pour retarder la réplication du
virus et limiter la transmission

Thérapie anti rétrovirale: pres de 25 molécules sont utilisées
pour réduire la rétrotranscription de I'ARN viral et diminuer la
charge virale dans les partie génitales et le sang des

personnes atteintes. Limitation de la transmission possible.

Le virus Ebola appartient a la famille des Filoviridea, du genre Ebolavirus. A nos

jours, cing espéces sont recensées dans ce genre dont quatre infectant I'homme
(Sudan ebolavirus (SEBOV), Zaire ebolavirus, Tai forest ebolavirus et Bundibugyo

ebolavirus). C'est un virus enveloppé, a ARNsb linéaire de polarité négative et non

segmenté (Goel et al., 2015). Sa structure est détaillée dans la figure 1.5. L'intérét

pour ce virus provient de l'importance des épisodes épidémiques dont il est
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responsable (le premier étant en 1976). L’absence de reméde et le haut taux de
mortalité de ce virus ont mené I'OMS a le considérer a plusieurs reprises comme une

urgence de santé publique d'envergure internationale.

La figure 1.5 présente la structure du virus Ebola.

Nucleoprotein (N
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/
VP24

Matrix VP40

Figure1.5: Structure du virion Ebolavirus. (http://viralzone.expasy.org/).

Ici nous nous intéressons a la souche SEBOV comme exemple d'étude. Elle est la
cause de la plus grande vague épidémique causée par les virus Ebola enregistrée en
2001 en Ouganda. Elle a causé 425 cas d'infections avec un taux de mortalité de

53%. Cette souche est la deuxiéme plus mortelle du genre (McElroy et al., 2014).

Le génome de la souche SEBOV est d'environ 19kb. Il code pour une ARN
polymérase dépendante de I'ARN viral. Cette enzyme transcrit 'ARN viral en sept
ARN messagers monocystroniques (Muhlberger, 2007). Le cycle de réplication du
virus SEBOV suit trois étapes principales. Dans un premier temps, le virus s’introduit
dans les cellules hotes. Préférentiellement, il infecte les macrophages et les cellules
dendritiques. Son introduction est assimilable a une macropinocytose (entrée de
particules non spécifiques d’environ 1um dans la cellule). La deuxieme étape est la
transcription du génome viral par I'ARN polymérase ARN dépendante: I'ARN
polymérase virale transcrit 'ARN en commencant en 3’ du génome et la transcription
est réinitialisée a chaque région intergénique. De ce fait, le premier gene transcrit est
toujours plus abondant que le dernier. Finalement, les protéines virales sont traduites
et les virions sont assemblés et libérés sous forme de nouvelles particules virales

(Muhlberger, 2007).

21



Les virus du genre Ebola sont généralement caractérisés par un haut taux de

mortalité et une facilité de transmission. La transmission se fait en entrant en contact

}aveo des cadavres humains ou des fluides corporels infectés en étant non protégé.
‘Aussi l'ingestion de viandes provenant d'animaux chasseés infectés n'ayant pas été
bien cuites peut conduire a une infection. Les infections nosocomiales sont aussi

recensées (par seringues contaminées).
\
Les symptémes cliniques sont non spécifiques aux premiers jours de linfection et

consistent en une fievre et des maux de téte, des diarrhées et un état de fatigue
générale. Dans des stades plus avancés de l'infection, des hémorragies internes et
‘externes apparaissent ainsi que des atteintes du foie et des reins (W. B. Liu et al,,

2015).

L'espéce SEBOV est a l'origine de I'une des premiéres épidémies survenue en 1976
au Soudan du sud suivie d'une autre vague en 1979 dans le méme pays. Les taux de
mortalité ont dépassé les 50% (W. B. Liu et al., 2015). Plus récemment, en 2012,
l'espéce était a l'origine d'une épidémie en Ouganda avec un taux de mortalité de

71% (WHO Technical Report Series, 2012).

Le virus SEBOV étant responsable d'épidémies d'envergure internationale, 'OMS
recommande la mise en quarantaine de tout individu montrant des symptémes
d'infection ou confirmé comme infecté. La prévention est en ligne de mire des actions
de I'OMS et des gouvernements des pays concernés par ces épidémies. Les centres
‘de contrdle et prévention des maladies responsables de la gestion des sites touchés
par les épidémies recommandent de ce fait d'augmenter les mesures d'hygiene,
éviter le contact avec les individus ou items d'individus infectés ainsi que d'avoir
recours aux installations publiques des pays touchés par les épidémies. En 2015,
des laboratoires affiliés a 'OMS sont passés en phase Ill de I'étude clinique d'un
vaccin potentiel contre le virus Ebola. Le vaccin rVSV-ZEBOV a été inoculé sur des
groupes d'individus a exposition maximale mais non infectés (4123) et aussi sur des
individus déja infectés par le virus (3528). La réponse des différents groupes suite a
la vaccination a été jugée élevée et le vaccin efficace, basé sur des analyses
statistiques (Henao-Restrepo et al., 2015). Beaucoup de laboratoires se sont

intéressés a la mise en place de moyens de dépistage précoce des infections au
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virus SEBOV. Le tableau 1.2 résume les techniques d'usage pour le diagnostic des

atteintes virales.

Tableau 1.2: Techniques de diagnostic en laboratoire du virus Ebola (Adapté de
(Kaushik et al., 2016).

‘Méthode Test Echantillons Remarques
‘ w PCR Sang, sérum, | Quantification de I'ARN viral
-:% tissu
‘F; Nano Codes-barres | Tissus Limite de 620 attomoles de
5 fluorescentes d'ADN sanguins particules pathogénes
ELISA Sang, tissu, | Rapide et sensible, deux
o sérum variantes  (ELISA  antigéne,
2 ELISA standard),
-‘—E Microscopie Sang, tissus Sensibilité limitée, nécessite un
< électronique equipement de pointe
Western Blot Sérum Spécifique aux protéines

'En plus de la mise en place de techniques de dépistage du virus en laboratoire,
certaines équipes se sont intéressées au développement de biosenseurs pour la
détection précoce de la présence du virus dans les fluides biologiques. Par exemple,
I'équipe de Yanik A.A et al (2010) a mis en place un biosenseur optique utilisant des
anticorps dirigés contre la glycoprotéine d'un pseudovirus Ebola produit a partir du
VSV (virus de la stromatite vésiculaire). Les auteurs appuient leur travail par un essai
du biosenseur sur un échantillon de virus complet (sans lyse cellulaire ou extraction
de protéines virales). lls observent des shifts de résonnance a des concentrations de
10° UFP/mL (Yanik et al., 2010).

L'ADN ou Acide DésoxyriboNucléique est le support de l'information génétique. Il est
composé d'une suite de nucléotides (A: adénine, T:thymine, G:guanine, C:cytosine).

Il code, ou non, de I'ARN messager (Ussery, 2002). Le tableau 1.3 cite les plus

importantes caractéristiques de I'ADN.
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Tableau 1.3: Caracteéristiques géneérales de I'ADN (Adapté de (Ussery, 2002).

Caractéristiques Détails

Physicochimiques | -Charge négative.

-Les bases s'apparient A-T et G-C.

Flexibilité - Conformation en simple brin (sb) ou double (db) ou triple brin
(tb). La conformation double brin donne une structure tertiaire en
double hélice. La conformation triple brin donne une structure
tertiaire en triple hélice

-Selon l'alternance des bases, I'ADN peut adopter différentes
hélices: hélice-A, hélice-B ou hélice-Z.

- Les ADNsb peuvent engendrer des repliements et des
structures complexes (tiges et boucles (Broude, 2002), jonctions

a quatre voies (Eichman et al., 2002), etc.)

Les aptameres d'ADN sont de courtes séquences d'ADN ayant la capacité de lier
spécifiquement et avec une haute affinité des molécules données. Cette catégorie
d'ADN a été découverte et développée grace au développement de la technique
‘SELEX (K. M. Song et al., 2012). La capacité des aptaméres a lier spécifiqguement
des molécules uniques en a fait des candidats de choix pour le développement des

biosenseurs.

La sélection d'aptameres d'ADN ou d'ARN se fait grace a la technique SELEX
(Systematic Evolution of Ligand by EXponential enrichment). Cette technique simule
une évolution in vitro de séquences nucléotidiques aléatoires jusqu'a I'obtention d'un
groupe de séquences spécifiques a un ligand donné (K. M. Song et al., 2012). Pour
la sélection d'un aptamére contre un ligand donné, une librairie d'oligonucléotides
aléatoires est utilisée. Chaque séquence de cette librairie est composée d'une région
aléatoire de n nucléotides (ou 10<n<100) flanquée de deux régions a seéquences
connues. Ces deux régions servent a l'amplification par PCR des séquences
sélectionnées a chaque cycle. Une librairie typique de SELEX contient entre 10'2-

10" séquences.
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Le protocole SELEX se fait en quatre étapes principales. Premierement, la librairie
est générée aléatoirement et est flanquée en 5' et 3' par des séquences connues.
Deuxiemement, les séquences sont mises en contact avec le ligand spécifique et
sont incubées. Certaines séquences peuvent se lier au ligand d’intérét. Le nombre
de séquences ayant cette capacité est généralement considérablement inférieur a
celui des séquences non spécifiques. Troisiemement, Les fragments de la librairie
n'‘ayant pas lié le ligand sont élués et enfin les fragments spécifiques au ligand sont
séparés de leur cible et amplifiés par PCR. Les séquences amplifiées sont par la

suite incubées avec le ligand pour affiner la sélection.

Les étapes SELEX sont répétées de maniére cyclique. Ainsi un protocole SELEX
type comporte entre 10 et 15 cycle. Cette procédure permet de sélectionner des
aptameéres de plus en plus affins pour le ligand. En résultante, un pool d'aptaméres
candidats est sélectionné et caractérisé. La figure 1.6 résume les étapes du
protocole SELEX.

Initial libraty .

1. Library
generation
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Figure 1.6: Schéma d’un protocole SELEX. (De haut en bas) La librairie SELEX
est mise en contact avec le ligand d'intérét (rond rouge). Les séquences ne s’étant
pas liées au ligand sont lavées et celles liées sont éluées de leur ligand. Ces
séquences sont amplifiées par PCR en utilisant des amorces complémentaires aux
régions connues et la procédure est répétée de maniére cyclique (K. M. Song et al.,
2012).

Les aptaméres d’ADN ont la capacité de lier spécifiguement une molécule donnée

avec une grande capacité de discrimination entre deux molécules homologues. lIs
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sont aussi dotés d'une affinité caractérisée par une constante de dissociation Kp qui

idéalement tend a étre la plus faible possible pour les meilleurs aptameres candidats.

Les aptameres ADN ont aussi de grands avantages qui les rendent compétitifs face

aux anticorps tels que:

La production: relativement facile par rapport a celle des anticorps. Les

anticorps nécessitent I'immunogénisation d’animaux contre une molécule, un
virus ou une bactérie d’intérét puis la purification des anticorps produits (J. K.
Liu, 2014). Grace a la technique SELEX, le développement d'aptameres
contre une molécule spécifique nécessite seulement 'utilisation d'une librairie
de séquences d'ADN et des amplifications PCR. Contrairement au
développement des anticorps, la SELEX ne nécessite donc pas |'utilisation
d'un systéme vivant pour la production. De plus, une fois I'aptamére
sélectionné, son utilisation est facilitée puisqu’il peut étre commandé

directement chez un fournisseur d’oligonucléotides.

La faible immunogénicité: le systtme immunitaire humain ne synthétise pas

d'anticorps contre les aptameres (Keefe et al., 2010). Ceci représente un
grand avantage quand la thérapie par les aptaméres est envisagée. Par
exemple, en décembre 2004 la FDA (Food and Drugs Agency, USA) a
autorisé la commercialisation d'une drogue-aptamere anti VEGF (Facteur de
croissance de l'endothélium vasculaire). Ce facteur étant impliqué dans
l'angiogénése des tumeurs, un aptamere ARN a été sélectionné pour contrer
ce facteur et remplacer les anticorps jusque la utilisés. Cette drogue est
commercialisée sous le nom de Macugen® (pegaptinib sodium) (Ng et al.,
2006).

La grande stabilité: Les aptameres ADN utilisés pour le développement des

biosenseurs sont dun grand attrait puisque leur stabilité permet la
conservation de l'outil a température ambiante. Mais quand ils sont utilisés
dans des systémes vivants, ils sont sujets aux attaques des nucléases. De
plus leur demi-vie est relativement courte. Par exemple, la demi-vie de
I'aptamére ADN anti thrombine a été estimée a 108 secondes +14 secondes
dans le sang du singe (Griffin et al., 1993). Néanmoins il est possible d'utiliser

des nucléotides modifiés lors de la synthése des librairies SELEX. Ces
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nucléotides modifiés sont résistants aux nucléases. Le tableau 1.4 présente

quelques exemples de modifications possibles lors de la préparation de
librairies SELEX.

Tableau 1.4: Exemples de modifications chimiques de nucléotides pour les

librairies SELEX (Adapté de (Keefe et al., 2008).

Type de

modification

Détails

Référence

2'-0O-

| methylnucleotides

méthylation
-2'0OMe nucléosides présents a I'état naturel

-Les polymérases naturelles ne tolerent pas

les substrats méthylés. Aptaméres plus
résistants aux attaques de nucléases
naturelles.

-Peu onéreux

| 2'-amino - Modification par NH> en 2' de la pyrimidine (Proske et al.,
pyrimidines - Amplification de la résistance aux attaques | 2002)
des nucléases.
-Synthése en phase solide difficile et peu
effective.
2'-fluoro - Modification par un fluore en 2' de la | (Judy
pyrimidines pyrimidine Ruckman et
-Nécessite une T7 polymérase mutante | al, 1998,
Y639F pour la transcription des ARN du | Ruckman et
SELEX. al., 1998)
-Synthése ne nécessitant pas d'étapes de
protection/déprotection.
-L’ARN est peu avantageux pour le
développement de biosenseurs puisque
instable.
-Modification post SELEX des purines par | (Burmeister et

al., 2005)
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Aprés la sélection in vitro, le pool d’aptameéres candidats obtenus est séquencé.
Généralement, plusieurs aptameéres sont retenus a la fin d'un SELEX. Par la suite,
une série d'analyses peut étre effectuée pour couvrir deux aspects de la

caractérisation qui sont :

e La structure de I'aptamere : essentiellement focalisée sur la structure de la
pochette de liaison de I'aptamere, la longueur minimale de la séquence ainsi

que la conformation de 'aptamére en présence de son ligand.

e La cinétique de la liaison et conditions de I'équilibre : pour étudier '’évenement
de liaison et analyser ses conditions optimales. Cette étape peut aussi
renseigner sur le nombre de ligands capturés par I'aptamére, la Kp ainsi que

les constantes thermodynamiques régissant la liaison.

Le tableau 1.5 résume les différents aspects de la caractérisation ainsi que les

méthodes utilisées.
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Tableau 1.5 : Exemples de méthodes de caractérisation des aptameéres.

Caractérisation Structurale

Définition de la
longueur
minimale
fonctionnelle de

aptamere

Probing enzymatique : en utilisant des
endonucléases ou une hydrolyse
alcaline des aptaméres radiomarqués, il
est possible de définir les fragments
ayant gardé l'activité de liaison et ainsi
définir un motif minimal pour I'aptamére

(Sun et al., 2010).

Etude structurale
du complexe

aptamere-ligand

Cristallographie par rayons X (Ruigrok et
al., 2012)
Résonnance Nucleaire
(NMR)(Lin et al., 1997)

Probing enzymatique et chimique : selon

Magnétique

la présence ou l'absence du ligand, la
dégradation des aptameres par une
enzyme ou une molécule chimique a des
sites spécifiques est différentes. Ceci
résulte de I'exposition dépendante de la
conformation de la séquences selon la
liaison ou non au ligand (Sun et al.,

2010).

Caractérisation

de la liaison

Caractérisation

thermodynamique

Titration calorimétrique isotherme (Muller
et al., 2006)

Cinétique de la

liaison

Transfert d’énergie par résonnance de
fluorescence sur une molécule unique
(SM-FRET) (Hallera, 2013)

Les aptaméres ADN ou ARN possédent des caractéristiques qui les rendent

attrayants pour différents domaines d’applications. Leur capacité a lier

spécifiquement des molécules avec leur facilité relative de synthése par rapport a
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d’autres molécules concurrentes (ex. les anticorps) les rendent compétitifs pour

plusieurs domaines d’application.

e Les biosenseurs : plusieurs biosenseurs ont été developpés en utilisant les
aptaméres ADN comme éléments de reconnaissances. Par exemple, une
détection de la cocaine et une quantification par signal fluorescent est
possible grace a un aptamere ADN spécifique. En présence de la cocaine,
'aptamere adopte une conformation en jonction a trois voies et éloigne un
fluorophore et un quencher couplés sur les extrémités de I'aptamere. Lorsque
ces deux molécules sont en proximité, elles émettent un signal fluorescent. Ce
signal est perdu lorsqu’elles sont espacées. Cette perte de signal correspond
donc a la liaison de la cocaine a I'aptameére (Stojanovic et al., 2001). Dans un
autre exemple de biosenseurs, il est possible de développer des aptaméres
pour la détection de bactéries d’origine alimentaire telles que Salmonella ou
Vibrio. Ces aptameéres serviraient a la prévention d’infections reliées aux

produits carnés et laitiers (Hong et al., 2015).

e Découverte de nouveaux biomarqueurs pour le cancer : Plusieurs travaux ont
démontré I'utilisation des aptameres dans le développement de biomarqueurs.
L’approche Cell-SELEX utilise des lignées cellulaires tumorales comme cible
de sélection pour les librairies d’aptameéres. En paralléle avec des sélections
négatives, la procédure résulte en un pool d’aptaméres candidats hautement
spécifiques des cellules tumorales caractéristiques d’un type de cancer donné
(Shangguan et al., 2006).

e Bioimagerie : Lee Y.K et al., (2010) ont développé un protocole de deétection
de cellules tumorales en utilisant un aptamere ciblant spécifiquement la
nucléoline transmembranaire des cellules tumorales. Cet aptamere était

modifié par un fluorophore Cy3 (Lee et al., 2010).

Pour les travaux présentés ici, trois aptameres d’ADN largement caractérisés ont été
choisis pour la mise en place de nouveaux protocoles d’études. Ils ont été choisis

pour leur capacité a lier chacun une petite molécule.
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e Aptamere liant 'adénosine triphosphate ATP :

L’aptamere ADN de 'ATP a été sélectionné par SELEX en 1995 par I'équipe de
Huizenga et Szostak (Szostak et al., 1995). L’affinité de l'aptameéere a I'ATP est
définie par une Kp de 10uM (Razvan Nutiu and Yingfu Li, 2003, Szostak et al., 1995).
La caractéristique principale de cet aptamere est qu’il posséde une conformation en
G-quadruplex. Elle consiste en une superposition de tétrades de guanines qui
forment une poche de liaison d’aspect cubique. La taille de 'aptamére ATP est de 44

nucléotides et sa séquence est :

‘ Séquence :
5’CCTGCCACGCTCCGCTACCTGGGGGAGTATTGCGGAGGAAGGT3

‘ Les guanines impliquées dans la poche de liaison G-quadruplex sont présentées en

‘ gras.

L’ATP est un acide nucléique impliqué dans plusieurs processus biologiques. Elle est
‘ un important cofacteur pour le transfert d’énergie pour les organismes vivants. L’ATP
est aussi un neurotransmetteur et est utilisée en soins intensifs en médecine et
comme anesthésiant (Skrabanja et al., 2005). La figure 1.7 présente la structure de
I'ATP.
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Figure1.7 : Structure de I’adénosine triphosphate.

Lorsque I'ATP lie son aptamere, des changements structuraux affectent ce dernier.
Une poche de liaison de forme cubique (G-quadruplex) se forme pour accueillir le

ligand comme le montre la figure 1.8.
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‘Figure 1.8 : Structure de la pochette de liaison de I’aptameére a I’ATP.
e Aptamere liant 'acide aminé L-arginine (L-Arg):

L’aptameére utilisé pour lier la L-Arg a été sélectionné en 1995 par Kazuo H. et
Frankel A.D. (Harada et al., 1995). Il a une affinité de 2.5mM. L’aptamere a une
longueur de 28 nucléotides et représente le motif minimal résultant de la cartographie
‘des aptameres candidats issus du SELEX. Sa structure est relativement simple, le
motif se replie en une tige de 9 paires de bases et une boucle. La figure 1.9

représente la structure de cet aptamére.
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Figure 1.9 : Structure de I'aptameére de la L-arginine.

La séquence de I'aptamere est la suivante :

5 AGGATCGAAACGTAGCGCCTTCGAACTTCC &

e Aptameére liant I'éthanolamine :

L’aptamére de I'éthanolamine a été isolé par SELEX en 2005 par Mann D., et al

(Mann et al., 2005). Il a une structure relativement complexe par rapports aux autres
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aptameres modeles. Sa taille est de 80 nucléotides et présente plusieurs tiges et

boucles. La figure 1.10 présente la structure de 'aptamére de I'éthanolamine.
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Figure 1.10: Structure de I'aptamere de [I’éthanolamine. Régions grises :
amorces d’amplification SELEX. Nucléotides encerclés : motif consensus.

Cet aptamere possede une affinité de 6nM pour son ligand et une structure en G-
quadruplex a été prédite au niveau de sa séquence consensus. Sa séquence est la

suivante.

5TACCAGCTTATTCAATTTGAGGCGGGTGGGTGGGTTGAATATGCTGATTA
CCCCATCGGAGAACGTTAAGGCGCTTCAGATAGTAAGTGCAATCTS®

'L’éthanolamine a un poids moléculaire de 61 daltons et est composé d’une amine
primaire et d’'un alcool primaire. La figure 1.11 représente la structure chimique de

I’éthanolamine.

o~ NH:

Figure 1.11 : Structure chimique de I’éthanolamine.



2 . PROBLEMATIQUES, HYPOTHESES ET OBJECTIFS:
Les biosenseurs utilisant les acides nucléiques comme molécule de reconnaissance
présentent plusieurs avantages. Outre la stabilité de I'ADN et les différentes

modifications possibles sur les bases nucléiques, il est possible d’attacher les acides

nucléiques sur les fibres optiques grace a des protocoles bien établis et décrits. Ceci
‘permettrait, grace a une complémentarité contrélable, de détecter divers génomes
d’intérét (viraux, bactériens, etc.). D’autre part, ces mémes protocoles sont utilisables
pour attacher des aptameres sur les fibres optiques et détecter des molécules

| d’intérét, théoriquement illimitées, grace a la technique SELEX.

Les infections virales sont un enjeu de taille. La lutte contre un virus donné passe
'impérativement par une méthode de dépistage fiable, simple et rapide. Les outils de
dépistages disponibles aujourd’hui pour les virus Ebola et VIH-1 nécessitent dans la
plupart des cas un personnel qualifie, du matériel de laboratoire et des temps
d’attente considérables pour le cheminement des résultats. Dans ce contexte, nous
imaginons la possibilité d’utiliser des biosenseurs a fibre optique couplés a des
sondes oligonucléotidiques et des nanoparticules d’or pour détecter des acides
nucléiques viraux directement dans des échantillons de sang de patients potentiels.
Pour ce faire, nous proposons dans ces travaux comme objectif principal la mise en
place d’'une plateforme de détection d’acides nucléiques en vue de développer un

biosenseur a fibre optique. Nous avons défini deux sous-objectifs :

e Mettre en place un protocole de fonctionnalisation par acides nucléiques d’un

modéle en silice pouvant remplacer la fibre optique : ceci inclut I'utilisation

d’un protocole de modification chimique de la surface de verre pour y inclure
des groupements carboxyles (COOH) pour attacher des oligonucléotides
(séquences de capture) possédant des groupements amines (NH) en 5’. Ceci
résulte en une liaison covalente entre le verre et les oligonucléotides. Ces
séquences de capture sont complémentaires a des régions spécifiques sur
I’ARN viral ciblé. Le but est de permettre I'hybridation de 'ARN viral et ainsi sa

fixation indirecte sur la lame de verre.

e Détecter les acides nucléiques cibles avec des sondes spécifiques: la

détection de 'ARN viral sera faite par un essai sandwich. Suite a '’hybridation
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| de I'ARN avec les séquences de capture, une seconde séquence
radiomarquée (sonde) s’hybride spécifiquement sur une autre région de 'ARN
cible et permet ainsi sa détection par signal radioactif. Lors de I'application des
essais de détection sur des fibres optiques, les sondes sont liées sur des
nanoparticules d’or (AuNP). La masse des nanoparticules amplifiera le signal
‘ de détection dans la fibre optique en modifiant sensiblement I'indice de

réfraction de la gaine en cas d’hybridation avec ’ARN viral.

Les aptameres ADN sont des molécules de détection de choix pour le
développement de biosenseurs. Mais I'efficacité de tels dispositifs repose sur la
bonne caractérisation des aptaméres. Dans ce contexte, nous avons émis

’hypothese qu’il est possible de developper un protocole universel pour couvrir les

aspects de caractérisation des aptameres.

L’objectif principal de cette section est donc de mettre en place un/des protocole(s)
capable(s) de fournir un maximum d’informations quant aux parametres régissant

I'événement de reconnaissance.
Pour ce faire, trois sous objectifs ont été fixés :

e Mise en place dun protocole universel pour le probing structural des
aptaméres liés a leurs ligands en utilisant des modifications chimiques par le

Diméthylsulfate (DMS).

e Appliquer le protocole SR-PAGE pour mettre en évidence les changements

structuraux d’'un aptameére en liaison avec son ligand.

e Mise en place de protocoles pour I'analyse de la liaison de I'aptameére a son

ligand basés sur la fluorométrie et la dialyse a I'équilibre.
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3. MATERIEL ET METHODES :

Afin de mettre en place un protocole de détection d’ARN viraux par des fibres
optiques, un modele a été choisi pour simplifier la manipulation et I'optimisation du
protocole de fonctionnalisation de surface de verre. Pour notre modeéle, nous avons
choisi les lames de microscope Fisherbrand Microscope Slides (ThermoFisher

Scientific, Massachussetts, USA) représentées dans la figure 3.1.

Figure 3.1. Lame de microscope Fisherbrand.

La lame a une épaisseur de 1mm. Elle est en silice non modifiée a sa surface a la
réception. La partie blanche correspond a une zone rugueuse pour faciliter

I'étiquetage et I'écriture sur la lame.

Afin de lier de maniére stables les séquences de capture, la surface est modifiée
pour y attacher des groupement COOH. La disponibilité d’'un groupement NH; en &’

des séquences de capture va permet une liaison covalente entre le verre et celles-ci.

Avant de fonctionnaliser les surfaces de verre, celles-ci sont soumises a un
nettoyage rigoureux avec une solution Piranha (8:1 acide
sulfurique (H>SO,):peroxyde d’hydrogene(H.0,)). La fonctionnalisation de la silice
est faite ensuite par silanisation. Ce protocole permet I'attachement de groupements
silanes (SiH4) qui se lient sur les groupements OH & la surface du verre par le
Triethoxysilylpropylsuccinic anhydride (TESPSA) (Sigma Aldrich, Missouri, USA)
(modifié des travaux de (Gang et al., 2015)). Les groupements silanes contiennent

une boucle qui, une fois hydrolysée, donne deux groupements COOH disponibles
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pour la liaison des ADN (Figure 3.2). Un lavage avec un tampon PBS 1x ou de I'eau
permet d’éluer les ADN non attachés a la surface. La silice ainsi fonctionnalisée peut

étre gardée a 4°C. Le tableau 3.1 résume le protocole de silanisation de surfaces de

Figure 3.2 : Fonctionnalisation de la surface du verre par silanisation. (1) Le
verre dispose de groupement OH libres a sa surface. (2) La silanisation par TESPSA
permet de lier les groupements silanes sur les OH de la silice. (3) Activation des
silanes par hydrolyse des groupement succinique anhydride et liaison covalente de
I’ADN modifié par NH, en 5’ (modifié de (Gang et al., 2015))
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et al., 2015))

Tableau 3.1 : Protocole de silanisation des surfaces de verre (modifié de (Gang

bécher rempli de H>0)

-Rincer avec H,0O et sécher

| Etape Produit Procédure Fournisseur
' Nettoyage Solution | -Préparer une solution 3:1 (1) Sigma
| Piranha | HoSO4" :H,0,™" Aldrich
| -Immerger les lames dans la solution
| pendant 24h (2) Les
-Rincer a 'EtOH 100%® et H,0 alcools  de
-Sécher commerce
Silanisation TESPSA | -Préparer une solution 2% TESPSA™ | (1)  Sigma
diluée dans une solution 95 :5 acide | Aldrich
acétique’® :EtOH®100%
-Immerger pendant 5 minutes a | (2) Les
température ambiante pour silaniser alcools de
-Rincer avec EtOH 100% commerce
-Sécher
Fonctionnalisation | Solution | -Disposer 'ADN™ en spots de 7uL | (1) Biocorp
‘ stock directement sur la lame de verre DNA
| ADN -Laisser pendant 1 heure dans une
50uM enceinte humide (boite fermée avec un

SEBOQOV et VIH-1.

e Géne np de la nucléoprotéine du virus SEBOV

Le choix des ARN viraux cibles pour la détection par fibres optiques s’est porté sur

certaines des régions du génome les plus conservées de par les sérotypes des virus

Le géne ciblé dans la détection par fibre optique est le géne np qui code pour la

nucléoprotéine du virus SEBOV. Un alignement multiple de génomes de différentes
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souches du virus Ebola a permis de déceler une conservation de la séquence de ce

géene comme le montre la figure 3.3.

- Reston strain Re

91, complete genome

¥tk tat

Figure 3.3 : Conservation du géne np codant pour la nucléoprotéine du genre
Ebolavirus. (encadrés jaune): espéce de provenance du gene np alignée contre le
gene np de SEBOV, (encadré rouge): pourcentage d’identité entre les deux
séquences de genes alignés.

Une portion du gene np de 230 nucléotides particulierement conservés et
relativement riche en GC a été choisie pour développer le biosenseur a fibre optique

(du nucléotide 850 au 1080). La séquence est présentée dans la figure 3.4.
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Figure 3.4 : Séquence cible du géne np du SEBOV. (encadré jaune) : séquence
cible




e (Gene gag du virus VIH-1

Le gene cible choisi pour la détection du virus VIH-1est le géne gag dans les deux
régions p17 et p24. La protéine de la matrice p17 codée au début de la région cible
est une protéine trés importante dans le cycle de réplication du virus. La protéine p24
forme quant a elle la capside du virus. De ce fait, la région cible est hautement
conservée de par les groupes VIH-1. La figure 3.5 montre la séquence choisie ainsi

que sa localisation sur le génome du VIH-1.

a

Figure 3.5 : Séquence cible du gene gag du virus VIH-1. (a) La séquence ciblée
couvre une partie les régions p17 et p24 du gene gag. (b) La séquence cible s’étend
sur 268 nucléotides, de la position 1164 a 1432.

L’utilisation du VIH-1 en laboratoire nécessite un niveau de confinement 3 (ou 2 avec
restrictions) et SEBOV nécessite un niveau de confinement 4. Pour ce faire, il a été
nécessaire de reproduire les séquences cibles des virus in vitro par PCR
d’assemblage. Les ADN cibles des deux virus ont été synthétisés en méme temps
pour appréhender d’éventuels problemes techniques liés au bon déroulement des

PCR et de la transcription.

Afin de produire les fragments d’ARN correspondant aux génomes de SEBOV et
VIH-1, donc le type d’acides nucléiques que ces virus produisent lors d’une infection,
nous avons procédé a la transcription de la portion de génes choisies en laboratoire..
Pour ce faire, une PCR d’assemblage (Figure 3.6) a permis d’obtenir une matrice
ADN du fragment. Les tableaux 3.2 et 3.3 résument les différentes séquences

utilisées pour la synthése de matrices ADN.
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PCR1: Superposition des fragments
formant la séquence compléte

Ajout des amorces spécifiques aux
extrémités

5 08 o r————— 88§ rere rea
T

resees

PCR 2: Amplification de la séquence
compléte

Figure 3.6 : Etapes de la PCR d’assemblage. La PCR d’assemblage vise a former

une seéquence oligonucléotidique de grande taille

in vitro en utilisant une

fragmentation de celui-ci en plusieurs morceaux. Une premiére PCR sert a lier les
différents fragments qui contiennent des régions complémentaires superposées
(région pointillées en bleu clair). Une premiere amplification par une polymérase
permet d’obtenir le fragment complet double brin. Une deuxieme PCR utilisant des
amorces spécifiques aux régions 3’ et 5’ du fragment complet permet d’amplifier la
séquence d’intérét.

Tableau 3.2 : Séquences des amorces pour la synthese de la matrice ADN de la

portion du géne np de SEBOV.

Amorces | Sens Séquence (5’-3’) Tm
(°C)
1 | FKO39 Sens | AAATCTTAGGAGAACATTGGCTGCAATGCCTGAAGAGG | 68
NOT7 AGACAACAGAAGCTA
2 | FKO40 | Anti- GGTAGAAACAAACTGGCAAAGGATAAAAACTGACCAGC | 68
sens | ATTAGCTTCTGTTGTCTCCTCTTCAG
3 | FK041 Sens | CTTTGCCAGTTTGTTTCTACCCAAACTTGTCGTTGGGGA | 69,7
GAAAGCGTGTCTGGAAAAAGTACA
4 | FK042 | Anti- TATTGAATGAGCCCTTGTTCTGCATGGACCTGAATCTG | 69,7
sens | CCTTTGTACTTTTTCCAGACACGCTTTC
5 | FK043 Sens | CATGCAGAACAAGGGCTCATTCAATATCCAACTTCCTG | 69,9
GCAATCAGTTGGACACATGATGGTGAT
6 | FK044 Anti- CTTGATTAAAAAGTTTGTTCTCATCAAACGGAAGATCAC | 65,6
sens | CATCATGTGTCCAACTG
7 | FKO45 | Anti- CTTGATTAAAAAGTTTGTTCTCATCAAACGGGATATCAC | 62,2
T7 sens | TCAGCATAAT
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Tableau 3.3 : Séquences des amorces pour la synthése de la matrice ADN de la

portion du géne gag de VIH-1.

Amorces | Sens Séquence (5’-3’) T
(°C)

1 | FKO32 Sens | TAATACGACTCACTATAGGCAATCAGGTCAGCCAAAAT | 69,8
T7 TACCCTATAGTGCAGAACATCCAGGGGCAAATGGTA

2 | FK033 Anti- | CTACTTTTACCCATGCATTTAAAGTTCTAGGTGATATGG | 68,6
sens | CCTGATGTACCATTTGCCCCTGGATGTTC

3 | FK034 Sens | AACTTTAAATGCATGGGTAAAAGTAGTAGAAGAGAAGG | 68
CTTTCAGCCCAGAAGTGATACCCATGTTTTC

4 | FKO35 Anti- | GCATGGTGTTTAAATCTTGTGGGGTGGCTCCTTCTGAT | 69,5
sens | AATGCTGAAAACATGGGTATCACTTCTGG

5 | FK036 Sens | CCCACAAGATTTAAACACCATGCTAAACACAGTGGGGG | 70
GACATCAAGCAGCCATGCAAATGTTAAAAG

6 | FK037 Anti- | CTCTATCCCATTCTGCAGCTTCCTCATTGATGGTCTCTT | 68,7
sens | TTAACATTTGCATGGCTGCTTG

7 | FKO38 Anti- | CTCTATCCCATTCTGCAGCTTC 55,3

sens

Pour la synthése des ADN matrices représentatifs des deux virus ci-haut, les
amorces utilisées contiennent des régions complémentaires (deux par deux) pour
permettre 'assemblage de la séquence finale désirée. Une PCR d’assemblage se

fait en deux étapes :

e 1ére partie: Assemblage de la séquence totale, en utilisant toutes les

amorces de 1 a 6.

La réaction PCR comporte en exces les amorces externes (2 et 6) a 2uM. Les
amorces internes (3, 4 et 5) sont concentrées a 0,2 uM. A cela sont ajoutés (en
concentrations finales) 'enzyme HotStart Plus Tag a 2,5unités/réaction (selon les
recommandations du manufacturier), 1x de tampon d’élongation fourni avec
'enzyme, 2mM de MgCl, et 0,2 mM de dNTP. La réaction de polymérisation est
assurée par une machine PCR T100™ Thermal Cycler (Biorad, Ontario, Canada). Le

programme utilisé comporte une phase de prédénaturation (3 minutes, 95°C), une
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phase de dénaturation (1 minute, 95°C), une phase d’hybridation (30 secondes,
gradient de température entre 60°C et 65°C pour SEBOV et VIH-1) et une phase
d’élongation (1 minute a 72°C). Le cycle est répété 25 fois et est suivi par une phase
de post-élongation (5 minutes a 72°C). Un gel d’électrophorése a 2% est nécessaire
pour vérifier la présence du fragment d’intérét. Le fragment de ’'ADN matrice complet

(230 paires de bases (pb) pour SEBOV, 268pb pour VIH-1) est ainsi obtenu.

e 2eme partie: Amplification de la séquence désirée en utilisant les deux

amorces 1 et 7.

L’amplification du fragment complet obtenu utilise 10uL du produit de la premiere
PCR en ajoutant 2uM des amorces 1 et 7. La méme réaction PCR (décrite plus haut)
est faite pour un volume final de 100uL. L’amplification est programmée avec les
mémes parametres décrits plus haut. Un gel d’agarose a 2% est aussi nécessaire

pour vérifier 'amplification du fragment d’intérét.

Pour I'amplification de ’ADN viral, 'amorce 1 contient la séquence T7 (en gras dans
le tableau 3.2 et 3.3) permettant la fixation de 'ARN polymérase T7 pour la
transcription. Etant donné que 'ARN du virus VIH-1 est de polarité positive, la
séquence T7 est localisée sur le brin positif de ’TADN produit par la PCR. Dans le cas
du virus SEBOV, 'ARN est de polarité négative. Pour I'obtenir, la séquence T7 est
déplacée sur 'amorce 7 en 3. Ceci permet de transcrire le brin anti-sens de '’ADN

produit par la PCR ce qui, donne un ARN de polarité négative.

Un protocole de transcription permet I'obtention de ’ARN représentatif de ’ARN viral.
Pour ce faire, on utilise une ARN polymérase T7 purifiée en laboratoire, dans une

réaction dont les composants sont présentées dans le tableau 3.4.
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Tableau 3.4 : Réaction de transcription.

Composant Concentration finale Source
ADN matrice 1uM PCR d’assemblage
ARN polymérase T7 1 unité/uL Purifiée en laboratoire
Tampon de transcription 1X Préparé en laboratoire

Ribonucléotides (A,U,C,G)

2mM chacun

Thermo Fisher Scientific
(Massachusetts, USA)

Pyrophosphatase 1 unité/uL Sigma Aldrich, USA
inorganique
Inhibiteur de RNases 1 unité/uL NEB (Massachusetts,
USA)
H-O MilliQ Jusqu’a volume final | -
désiré

La réaction de transcription

dure 2 heures a 37°C. Par la suite, un traitement a la

DNase (NEB, Massachusetts, USA) a 1pL d’enzyme/50uL de réaction pendant 30

minutes permet de dégrader les fragments d’ADN restants. Les étapes suivantes

permettent la récupération de ’ARN obtenu :

Extraire ’ARN au phénol/chloroform (1 :1), a la réaction de transcription est
ajouté le méme volume de phénol :chloroforme, centrifuger a 14000 rotations
par minutes (rpm) pendant 2 minutes, récupérer la phase aqueuse, ajouter
1 :1v de chloroforme, centrifuger a 14000rpm pendant 2 minutes, récupérer la

phase aqueuse.

Précipiter la fraction récupérée avec 0,1v d’acétate de sodium (NaOAc) 3M,
pH 5,2 et 2,5v d’Ethanol (EtOH)100% pendant 2 heures a -20°C. Centrifuger a
14000rpm pendant 20 minutes, ajouter 200pL d’EtOH 70% pour nettoyer,

centrifuger a 14000rpm pendant 20 minutes. Sécher le culot.

Resuspendre le culot dans 20uL de solution de formamide bleu (0,3% bleu de

bromophénol (BBP), 0,3% de xylene cyanol (XC), 12mM EDTA, formamide).
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e Migrer dans un gel polyacrylamide dénaturant (dPAGE)a 10% pour
sélectionner la bande ayant la taille désirée correspondante a 'ARN d’'intérét.
Le tableau 3.5 présente les composants d’'un dPAGE a 10% pour un volume
final de 40mL.

Tableau 3.5 : Composition d’un dPAGE 10%.

Volume ajouté

Solution  Acrylamide/Bis | 20mL
Acrylamide 20% 19:1,
urée 8M, TBE 1X

Solution Urée 8M (8M | 20mL
urée, TBE 1X (89mM Tris
pH 7,6, 89mM acide
borique, 2mM EDTA))
TEMED 16uL
APS 10% 320uL
Légende : TEMED : TEtraMéthylEthyleneDiamine, APS : Ammonium PerSulfate,
TBE: Tris Borate EDTA (voir plus bas).

Les ARN issus de la transcription sont chargés en entier. Le gel permet la migration
grace a l'application d’un courant continu de 15 watts (W) pendant 45 minutes. Le
courant passe a travers le gel grace au tampon de migration TBE 1x (89mM Tris pH
7.6, 89mM acide borique, 2mM EDTA). A terme, la localisation des bandes d’intérét
est faite sous UV grace a 'ombre créée sur une plaque fluorescente par 'absorbance
des UV par 'ARN. Les bandes correspondantes sont par la suite excisées et éluées
du gel dans une solution saline d’élution (EDTA 0,1M, NaCl 0,3M, SDS 0,001%)
pendant 3 heures. Par la suite, la fraction liquide contenant les ARN est précipitée
comme décrit plus haut pendant 3 heures a -80°C. L’ARN précipité est récupéré par
centrifugation & 14000rpm pendant 20 minutes, puis nettoyé avec 200uL d’EtOH
70% et centrifugé dans les mémes conditions. L’ARN obtenu est resuspendu dans
20uL d’eau MilliQ stérilisée et quantifié au Nanodrop 1000 (Thermofisher Scientific,
Massachussetts, USA) a 260nm.

45



Afin de détecter 'ARN viral désiré, deux séquences complémentaires sont
nécessaires. La premiere est couplée directement sur la surface en silice (lame de
verre/fibre optique) et sera appelée séquence de capture. La deuxieme permet la
détection de I'ARN cible grdce a un marquage radioactif et/ou liaison sur une

nanoparticule d’or et sera appelée sonde.

Pour la conception des séquences de captures et des sondes, des reégions riches en
GC des ARN viraux ont été ciblées pour augmenter la stabilité de I'hybridation. Le
‘tableau 3.6 décrit les différentes séquences utilisées pour la détection des deux ARN
viraux cibles (SEBOV et VIH-1).

Tableau 3.6 : Séquences de capture et sondes utilisées pour la détection des
| ARN cibles des virus SEBOV et VIH-1.

Virus Spécifications Séquence 5’-3’

ciblé

Séquence de | (NH2)AAAAAAAAAAGAGAACATTGGCTGCAATGCC
SEBOV capture

Sonde CCAGCATTAGCTTCTGTTGTCTCCTCTTCAGGCATTG
CAGCCAATGTTCTC(SH)
Séquence de | (NH;)AAAAAAAAAACCCATTCTGCAGCTTCCTCAT
VIH-1 capture
Sonde ATGAGGAAGCTGCAGAATGGG(SH)

NH2 : groupement amine pour la fonctionnalisation de la silice, SH : groupement thiol
pour le couplage aux AuNP

Les séquences captures contiennent 10 adénines supplémentaires en 5 (en gras
Tableau 3.6). Ces adénines constituent un espaceur pour garantir un espacement
entre la séquence et la lame de verre et donc plus de liberté de repliement et de

mouvement moléculaire nécessaires pour I'hybridation.
e Radiomarquage des sondes oligonucléotidiques :

Les sondes sont radiomarquées en 5 par un phosphate radioactif par 'enzyme

Polynucléotide Kinase, T4 PNK (NEB, Ontario, Canada). Le radiomarquage consiste




en I'ajout d’'un phosphate **P a partir ’ATP radioactive (Perkin Elmer, Canada) en 5’

des oligonucléotides. Le protocole est décrit dans le tableau 3.7.

Tableau 3.7 : Réaction de radiomarquage des sondes par la PNK.

Composant Concentration finale Source

ADN matrice 1uM Biocorp DNA (Québec,
Canada)

Enzyme T4 PNK 1 unité/pL NEB (Ontario Canada)

Tampon de | 1x NEB (Ontario, Canada)

| phosphorylation

YAT*P 10pCi Perkin Elmer (Québec,
Canada)

H>O Jusqu’a volume final -

La réaction de phosphorylation dure 1h30 et est faite a 37°C. Par la suite, les
oligonucléotides sont purifies sur dPAGE. A la fin de la migration, la petite vitre du gel
est enlevée et le gel est enveloppé dans deux couches de papier cellophane. Les
bandes radiomarquées correspondants aux tailles des ADN d’intérét sont détectées
par exposition sur une cassette radiologique (Molecular Dynamics, Israel). La
radioactivité présente dans le gel laisse une empreinte sur la cassette qui est ensuite
révélée par un scan au Typhoon FLA9500 (GE Healthcare, UK). L'image obtenue est
imprimée a la taille réelle du gel et sert de plan pour localiser les bandes
radiomarquées correspondantes aux ADN d’intérét. Une fois les bandes définies,
elles sont excisées et éluées pendant trois heures pour récupérer les ADN, puis
ceux-ci sont précipités (selon le protocole décrit en 3.2.1). La quantification au
Nanodrop n’est cependant pas possible. La quantification de sondes radiomarquées
est faite avec un compteur Geiger (Ludlum Measurements, Texas, USA). Le
compteur permet d’évaluer lintensité relative de la radioactivité en comptes par

minute (cpm) des radiations générées .
e Fonctionnalisation des AuNP avec des sondes oligonucléotidiques :

Des AuNP de 40nm de diamétres ont été synthétisées en laboratoire a partir d’'un

protocole de réduction par le citrate de sodium. Pour ce faire, TmM d’acide
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‘chloraurique (HAuCls) (Sigma Aldrich, USA) est chauffé jusqu’a ébullition sous
agitation continue. A I'ébullition, 38,8mM de citrate de sodium (NazCgHs07) (Sigma
Aldrich, USA) sont ajoutés et la solution est maintenue a ébullition pendant 10 a 15
minutes. Lorsque la couleur de la solution change du jaune au rouge foncé, le
chauffage est arrété, mais I'agitation est maintenue pendant encore 15 minutes. La

'solution ainsi préparée peut étre conservée a 4°C.

Pour la fonctionnalisation des AuNP, les sondes spécifiques sont modifiées en 3’ par
une fonction thiol (SH) (AlphaDNA, Canada). Pour ce faire, 10uM d’ADN modifié sont
incubés dans 50mM de tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP) (Sigma Alrich, USA)
pendant 1 heure. Le TCEP est un agent réducteur capable de casser les ponts
disulfures et permet a ce stade de préparer les ADN modifiés a I'attachement a la
surface des AuNP. Les ADN sont par la suite récupérés grace a une série de lavage
‘par centrifugation a I'eau MilliQ. Les ADN ainsi obtenus sont quantifiés au Nanodrop
et ajoutés dans un ratio 1000 :1 aux AuNP. Du tampon citrate ( 0,5M acide citrique,
0,5 sodium citrate, pH3,0) est ajouté au mélange ADN-AuNP et le tout est incubé 5
minutes a température ambiante. Du tampon phosphate est ajouté (0.01M pH7.4) et
la solution est centrifugée a 14000rpm pendant 20 minutes pour récupérer les
complexes ADN-AuUNP. La procédure est refaite deux fois pour obtenir les complexes

resuspendus dans 100pL de tampon phosphate.
e Radiomarquage des sondes oligonucléotidiques couplées aux AuNP :

Les mémes sondes décrites dans le tableau 3.6 sont utilisées pour le couplage aux
AuNP. Néanmoins, 10 adénines sont ajoutées en 3 pour garantir une liberté de
repliement de la séquence. Les sondes étant couplées en 3’ par la fonction thiol aux
AuNP, les extrémités 5 restent disponibles au radiomarquage par le **P par
'enzyme PNK. Pour ce faire, une réaction de marquage (décrite en 3.2.3, tableau
3.7) est préparée ou la matrice a marquer est 5pM de complexe ADN-AuUNP. Suite au
marquage, 450uL de tampon phosphate sont ajoutés et la réaction est centrifugée a
14000rpm a -9°C pendant 30 minutes. Le surnageant est jeté et le culot comprenant
les complexes est resuspendu dans 450uL de tampon phosphate et centrifuge dans
les mémes conditions. La procédure de centrifugation est répétée jusqu’a obtention

d’'un surnageant ne contenant qu’un bruit de fond de radioactivité. Cette étape
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permet I'élimination des AT®?P libres et ne garder que les AuNP fonctionnalisées

avec les ADN radiomarqués.

'Deux aspects de I'étude des aptameres et leurs ligands ont été explorés dans les
travaux qui suivent. Le premier est 'analyse de I'évenement de liaison et le calcul de
la constante de dissociation Kp. Le second est lanalyse des modifications
structurales qui touchent I'aptamére en présence ou absence du ligand. Pour ce
faire, plusieurs protocoles ont été testés pour fournir de plus amples informations sur

les trois aptameres modeles choisis ainsi que leurs ligands respectifs (Chap.1.2.5).

Le SR-PAGE est une technique innovante développée dans le laboratoire du Pr.

Jonathan Perreault de I'INRS-Institut Armand Frappier. Elle a été mise en place en
2010 afin d’accompagner la sélection des aptameéres a partir de librairies SELEX. Le
principe de la sélection par SR-PAGE est une discrimination basée sur le repliement
‘de la séquence interagissant avec la molécule d’'intérét causant le gain de vitesse

une migration électrophorétique.

Nous utilisons cette caractéristique de la technique du SR-PAGE pour analyser la
spécificité de la liaison d’aptameéres a leurs ligands. Nous utilisons pour ces essais
laptamére ATP (Chap.1.2.5) ainsi qu'un aptameére ARN liant la thiamine
phyrophosphate (TPP) (Hallera, 2013) comme controle négatif. Les différentes
étapes nécessaires pour un protocole SR-PAGE sont décrites ici en ordre

chronologique.
a- 1°* Migration sur gel PAGE natif 10% :

Afin de conserver la structure des aptameéres, ceux-ci sont migrés sur un gel PAGE
natif (nPAGE). La préparation d’'un nPAGE a 10% pour un volume final de 200mL

est décrite dans le tableau 3.8.




Tableau 3.8 : Préparation d’un gel nPAGE 10%.

Volume ajouté

Concentration finale

Solution  Acrylamide/Bis-

acrylamide 30% (29 :1)

66.6mL

10%

Tampon TBMg 10X

20mL

1x

H20

113.4mL

Abbreviations : TBMg 10X (Tris-Borate Magnésium, 0,9M Tris Base, 0,9M acide

borique, 0,2M MgCl,).

Il faut diviser le mélange en deux fractions de 160mL et 40mL. Cette derniére est

gardée a 4°C pour la suite des manipulations. A la solution de 160mL sont ajoutés

64puL de TEMED et 1380uL d’APS 10%.

e Montage du gel : Les vitres du gel sont montées de maniére a laisser la petite

vitre dépasser d’environ 1cm en bas. Le gel est coulé et laissé a polymériser

pendant 1h puis il est monté dans le dispositif d’électrophorese (Owl™

Aluminium-backed Sequencers, ThermoFisher Scientific, USA).

e Migration du gel: Le dispositif est mis dans une chambre a 4°C et un

générateur de courant est utilisé (Biorad, USA) pour appliquer un courant

continu de 300 volts. Le gel est mis sous tension a vide pendant 24h. Par

suite, les aptaméres radiomarqués sont dilués a différentes concentrations

(volume final de 40uL), chauffés a 95°C pendant 5 minutes et refroidis.

Lorsque la température des aptameres regagne 25°C, ceux-ci sont chargés

dans les puits du gel selon la réaction décrite dans le tableau 3.9.

Tableau 3.9 : Réaction de migration d’aptameres pour SR-PAGE.

Volume ajouté

Concentration finale

Aptameére froid (stock | x pL 10uM, 100uM, 250uM,
100pM) 500uM

Aptameére P A diluer selon cpm/stock | 1000cpm

Tampon TBMg 10x 1L 1X

Bleu de migration natif 6X 6uL 1x

H,O Jusqu’a 40uL
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La premiere migration dure 24h, du haut (pdle négatif) vers le bas (pble positif) du
gel. Elle se fait @ 4°C avec un voltage constant de 300 volts. La migration est
assurée par le tampon de migration TBMg 1X déposé dans les bacs congus pour ce
fait dans le dispositif a électrophorese. Le gel est circulé d’'un bac a tampons vers

autre grace a une pompe péristaltique.
b- Saturation du gel avec le ligand :

Au bout de 24h de migration, le gel est arrété. Le tampon de migration dans le bac
du haut est récupéré dans un erlenmeyer et réservé pour la 2éme migration. La

figure 3.7 représente un gel arrété a la fin de la premiere migration.

Figure 3.7 : Gel arrété au bout de 24h de la premiere migration d’'un SR-PAGE
(Travaux de Jonathan Ouellet, Laboratoire Jonathan Perreault, 2012).

Les bleus de migrations sont séparés dans le gel. Les vitres contenant le gel sont
déplacées dans un bac et démontées. Le gel doit rester en place et intact. L’exces
de liquide sur les bords du gel est absorbé a laide de papier Kimwipes
(KCprofessional, USA) en prenant soin d’éviter de le déchirer, plier ou froisser. Le
tableau 3.10 décrit les étapes suivant le démontage du gel ainsi que le matériel

nécessaire.
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Tableau 3.10 : Etapes de démontage du gel suite a la premiére migration du

SR-PAGE.
Etape Procédure Matériel
1- Démonter Disposer les vitres dans un bac Papier
les vitres en position inclinée kimwipes pour

Enlever les espaceurs et
décoller la petite vitre en prenant

soin de laisser le gel intact

essuyer les
bords du gel

Spatule pour

décoller la
petite vitre
2- Couper les Bien nettoyer les espaces de Papier
puits et vitre entourant le gel. kimwipes
asperger Remettre le gel en position Lame de
avec le horizontale. rasoir
ligand A laide d’une lame de rasoir, Solution de
couper environ 1mm au-dessus 20mL  d'ATP
des puits pour ne garder qu’une diluée dans du
ligne droite en haut du gel. TBMg 1x
Préparer une solution d’ATP a
asperger sur la surface du gel
(en insistant sur le haut du gel et
entre les bleus de migration).
Laisser la solution de ligand
s’incorporer dans le gel pendant
environ 20 minutes.
3- Remonter Aprés incorporations, remettre TEMED
les vitres et les espaceurs en prenant soin APS 10%
combler de ne pas déchirer les bords du Solution 40mL
'espace gel. d’acrylamide
avec du gel Faire couler a [laide dune natif

pipette 50uL de TEMED sur le
bord des puits coupés.

Remettre la petite vitre sans

supplémentée

du ligand.
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laisser d’espace en bas.

- Ajouter 16pL de TEMED et
320uL d’APS 10% au 40mL de
solution d’acrylamide natif
réserves a 4°C.

- Combler le gel en coulant
acrylamide et laisser
polymériser en position

horizontale pendant 30 minutes

a 1 heure.
4- Remettre a - Remettre le gel dans le dispositif - Chambre a
migrer a électrophorese a 4°C. 4°C
- Remettre le  tampon de - Dispositif
migration dans le bac du haut. d’électropho-
- Repartir la migration en prenant rese
soin d’inverser les polarités, a - Générateur

300 volts, pendant 24 heures.

c- 2°™® Migration sur gel :

Asperger le gel avec une solution du ligand vise a le saturer. En inversant les
polarités de la migration du gel, les aptameres vont rebrousser chemin et migrer en
sens inverse. Lorsqu’un aptamére capable de lier 'ATP est présent, il se replie au
contact du ligand. Cette liaison lui confere un avantage de vitesse (structure plus
compacte) et donc il sera capable de migrer plus rapidement. Aprés 24 heures (ou
temps exacte de la premiére migration) les aptameres ayant lié 'ATP dépasseront le
niveau des puits. Quant a ceux qui n'auront pas lié I'ATP (et donc conserve leur

structure initiale) ils reviendront exactement au point de départ (ligne des puits).

L’analyse de la liaison d’un aptamere a son ligand par fluorométrie consiste en la
quantification de l'intercalation d’un fluorophore dans la structure de I'aptamere selon
la présence ou I'absence de son ligand. Les aptameres modeéles utilisés (liant 'ATP,

la L-Arg et 'éthanolamine) présentent des structures liées ayant des régions doubles
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L L :

brins absentes théoriquement dans les structures natives. Dans ce cadre, nous
avons opté pour [utilisation de lagent intercalant SYBR-Safe (ThermoFisher
Scientific, USA) pour sonder les changements structuraux qui régissent la liaison de

‘ceux—ci a leurs ligands respectifs. La figure 3.8 présente la structure du SYBR-Safe.

_N/
L0

Figure 3.8 : Structure du SYBR-Safe. (Safdar et al., 2011)

'Le SYBR-Safe a une longueur d’onde d’excitation optimale de 280 ou 502nm pour
une longueur d’'onde d’émission de 530nm. La fluorescence émise est quantifiée
dans un fluorimétre Infinite® M1000 Pro (Tecan, Morisseville, USA). Cet appareil
‘nécessite I'utilisation d’une plaque 96 puits (Corning, New York, USA) pour le dépot
ides échantillons a analyser. Ces plaques sont opaques, en polystyrene et a fond
plat. Le polystyrene est traité pour empécher des événements de liaison non
spécifiques a la paroi. Les puits des plaques prennent des volumes compris entre 25

et 125pL.
Pour les essais décrits ici, le volume final par puits est de 100pL.
e Quantification de Iintercalation du SYBR Safe dans 'ADN :

Dans un premier temps, nous avons mesuré par fluorométrie I'intercalation du SYBR
;Safe dans de I'ADNdb versus de 'ADNsb. D’autre part, nous avons évalué la
sensibilité de la technique en faisant varier la concentration du SYBR-Safe dans les
différents échantillons. En dernier point, les tampons de sélection des aptaméres
modeéles ont été testés. Ces tampons correspondent a ceux décrits dans la littérature
et dans lesquels les aptaméres ont été isolés durant les SELEX. Le tableau 3.11

décrit la composition de ces tampons.
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Tableau 3.11 : Composition des tampons de sélection des aptameéres modeles.

' Aptamére Tampon Références
‘ATP 20mM Tris-HCI pH7.5, 300mM NaCl, 5mM MgCls, | (Szostak et
10mM KCI al., 1995)
L-Arg 100mM NacCl, 10mM Tampon TE pH7.4 (Harada et
al., 1995)
Ethanolamine | 100mM NaCl, 20mM Tris-HCI pH7.5, 2mM MgCly, | (Mann et
1mM CaCls,, 0.02% Tween20 al., 2005)
Légende : Tampon TE (10mM Tris-HCI pH7.4, 1mM EDTA)
e Quantification de la liaison des aptameres a leurs ligands par fluorométrie :

La manipulation vise a quantifier la fluorescence émise par l'intercalation du SYBR
Safe dans les aptameéeres selon la conformation des aptameres. Il serait
théoriquement possible de calculer la Kp en faisant varier la concentration du ligand
‘jusqu’a saturation des aptameéres. Pour le calcul de la constante de dissociation, 1uM
‘d’aptameére froid est saturé avec des concentrations de ligands 10 fois supérieures et
inférieures a la Kp décrite dans la littérature. Le tout est resuspendu dans une
solution de 100uL de volume final. La dilution se fait dans le SYBR-Safe concentré
10x et le tampon de liaison correspondant a chaque aptamere (tableau 3.11). Ceci
permet de générer des courbes sigmoidales représentative de [lintensité de
fluorescence en fonction de la concentration du ligand. Avec les concentrations
choisies, deux plateaux devraient apparaitre aux extrémités de la courbe
correspondant a la saturation des aptameres avec leurs ligands respectifs. La figure

3.9 décrit la répartition des échantillons utilisés pour I'estimation de la Kp avec la

fluorométrie.

pt1+100nM 250m  Apt2 M Apt2+250uM
ATP ATP e M Arg Arg Arg Arg

Apt3+10mM  Apt3+1mM  Apt3+100uM  Apt3+10uM  Apt3+1uM  Apt3+100n  Apt3+10nM
EthNH2 EthNH2 EthNH2 EthNH2 EthNH2 M EthNH2 EthNH2

Figure 3.9 : Répartition des échantillons sur les 3 premiéres lignes de la plaque
96 puits de fluorométrie pour la quantification de la Kp. Le SYBR-Safe est
concentré & 10x pour tous les échantillons. (Apt1) : aptamere ATP, (Apt2) : aptamére
L-Arg, (Apt3) : aptamere éthanolamine, (Arg) : L-arginine, (EthNHy) : éthanolamine,

\
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(T1) : tampon 1 de I'aptamére ATP, (T2): tampon 2 de l'aptamere L-Arg, (T3):
tampon 3 de I'aptameére éthanolamine, (cases vertes) : contrbles négatifs, (cases
jeunes) : vides.

Les données générées par la fluorométrie sont transférées dans le logiciel GraphPad
Prism 6. Ce logiciel permet de calculer les Kp grace a des modeéles d’équations de
liaison prédéfinies. L’équation mathématique pour le calcul de la Kp de I'aptamere L-

|Arg et éthanolamine est :

Y = Bmax*X/(Kd + X)

‘Cette équation permet de déterminer la constante de dissociation a partir de la
concentration du ligand « X », la liaison spécifique « Y » et du signal fluorescent le
plus haut traduisant la capacité maximale de liaison « Bmax ». Pour 'aptamére ATP,

I’équation utilisée est :

Site 1=BmaxHi*X/(KdHi+X)
| Site2=BmaxLo*X/(KdLo+X)
| Y=Site1 + Site2

Cette équation permet d’estimer la Kp du ligand en utilisant la somme de la liaison
spécifique des deux sites de liaison présumés de I'aptamére ATP avec les mémes

parametres décrits plus haut.

'La dialyse a I'équilibre est une technique qui se base sur la propriété de diffusion des
molécules a travers une membrane selon leur poids moléculaire. Un dispositif a
dialyse est constitué de deux compartiments séparés par une membrane avec un

seuil de diffusion connu. La figure 3.10 présente le dispositif utilisé dans les travaux

V4

qui suivent.

Figure 3.10 : Dispositif de dialyse « Dispo Equilibrium Dialyzer » de Harvard
Apparatus (Massachussetts, USA).
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Les deux compartiments du dispositif acceptent des volumes allant de 25uL a 75uL.

Le seuil de diffusion choisi dans la suite des travaux est de 5kDa.

Le principe de la dialyse a I'équilibre est applicable a un besoin d’évaluation de la
liaison d’aptameéres a leurs ligands. Dans ce cadre, il est possible d’observer le
passage des ligands radiomarqués du compartiment A d’origine vers le compartiment
B contenant I'aptameére. La liaison du ligand a son aptamere permet de faire migrer la
radioactivité détectée du compartiment A a t=0 vers le compartiment B a t=équilibre.
Dans le cas dabsence de liaison, la radioactivité s’équilibre entre les deux
compartiments A et B a t=équilibre. La figure 3.11 schématise les deux résultats

possibles pour une dialyse a I'équilibre.

1 T=0 2 T=equilibre

[ i | [ ]
| & |
| | | [
Aptamére :%:‘ Ligand | JAptamere [‘L‘:&:_i Lligand |
| | o W | |
| L2

[

L i |
Chambre A ChambreB ChambreA ChambreB
Liaison

3
| i o & |
‘ Aptamere 4—‘—“; * Ligand ',
Chambre A
P ial

P —

Sens de migration

Figure 3.11: Schématisation de la migration du ligand radioactif dans une
expérience de dialyse a I’équilibre. (1) : a t=0 la radioactivité est localisée dans la
chambre du ligand. (2) : en cas de liaison, la radioactivité sera sensiblement plus
abondante dans la chambre de I'aptameére a I’équilibre. (3) : en cas de non liaison, la
quantité de radioactivité entre les chambres sera équivalente a I'équilibre. (ovale
rouge) : membrane, (étoile verte) : ligand radiomarqué.

Les essais de dialyse a I'équilibre ont été entrepris avec I'aptameére liant 'ATP. Sa
taille moléculaire est de 13kDa ce qui 'empéche de diffuser a travers la membrane.
Ceci n’est pas le cas de I'ATP qui peut diffuser puisque son poids moléculaire est de

0,5kDa.
e Estimation de I'affinité de 'aptamére de 'ATP a son ligand :

Afin d’évaluer laffinité de I'aptamere de I’ATP pour son ligand, des essais de
saturation dans des chambres de dialyse ont été entrepris. Pour ce faire, la
concentration d’ATP froide mélangée avec de 'ATP radioactive (yAT*?P) est variée

dans la chambre B en gardant la méme concentration d’aptamére dans la chambre
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A. La concentration de I'aptamere est de 10uM. Les deux éléments sont dilués dans

une solution de MgCl, a 200mM dans un volume final de 50pL.

Une fois les chambres chargées, les dispositifs sont mis sous faible agitation a
température ambiante pendant 24h jusqu’a atteinte de I’équilibre. A t=équilibre, 10uL
sont prélevés de chaque chambre de dialyse et disposés sur un papier filtre
Whatman (Sigma Aldrich, USA) dument identifié avec la provenance de chaque
volume (chambre A ou B, concentration du ligand). Le papier filtre Whatman est par
la suite couvert par deux couches de papier cellophane et mis a exposer sur une

cassette radiologique avant de révéler le résultat au Typhoon FLA9500.
e [Essai de compétition par dialyse a I'équilibre :

Des essais de compétitions ont également été entrepris. Ces essais impliquent
I'utilisation d’oligonucléotides de longueurs différentes et qui sont parfaitement
complémentaires au site de liaison de ’ATP sur la séquence de I'aptamére. Si un
oligonucléotide est hybridé sur le site de liaison, 'ATP est théoriquement capable de
'expulser du site de liaison pour s’y encastrer elle-méme. Se basant sur cette
hypothése, trois oligonucléotides de tailles différentes ont été utilisés pour tester la
compétitivité de I'’ATP pour son site de liaison. Afin d’évaluer la faisabilité de la
technique avec des chambres de dialyse, un test de diffusion simple avec des
oligonucléotides marqués au **P a été fait. Ceci permettrait de confirmer que les
oligonucléotides sont capables de diffuser a travers la membrane qui sépare les deux
chambres de dialyse pour aller s’hybrider a la séquence complémentaire dans la
chambre des aptaméres. Les trois oligonucléotides sont parfaitement
complémentaires a la séquence de poche de liaison de I’ATP sur I'aptamére et leur
poids moléculaire est inférieur a la limite de diffusion de la membrane. Le tableau

3.12 décrit les séquences choisies et leur complémentarité a 'aptamere ATP.
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Tableau 3.12 : Oligonucléotides compétiteurs du site de liaison de I’ATP sur

’aptameére.
Oligonucléotides Caractéristiques
Séquence 5’- 3’
Oligo 1 CTCCCCCAGGT 11 nucléotides, Tm 43°C, PM:
3kDa
Oligo 2 CCCAGGT 7 nucléotides , Tm <25°C, PM:
2kDa
Oligo 3 CCCAGG 6 nucléotides, Tm <25°C, PM:
1,7kDa

Complémentarité de I’'oligonucléotide a I’aptameére

Oligo 1 CCTGCCACGCTCCGCTACCTGGGGGAGTATTGCGGAGGAAGGT
Oligo 2 CCTGCCACGCTCCGCTACCTGGGGGAGTATTGCGGAGGAAGGT
Oligo 3 CCTGCCACGCTCCGCTACCTGGGGGAGTATTGCGGAGGAAGGT

Légende : Tm : température de fusion, PM : poids moléculaire, les bases en rouge
correspondent aux régions de complémentariteé entre les oligonucléotides et
I'aptamere.

Pour les tests en chambre de dialyse, la procédure est semblable a celle décrite plus
haut avec le ligand. Néanmoins, une concentration fixe d’oligonucléotides froids est

ajoutée a 1000cpm d’oligonucléotides radiomarqués.

Les chambres de dialyse sont déposées sur un agitateur en agitation douce jusqu’'a
t=équilibre (pendant 24 heures). Pour visualiser le résultat, la procédure est la méme

que celle décrite plus haut.

Le principe de ce protocole repose sur la génération de profils différentiels de
dégradation d’aptaméres méthylés sur des sites spécifiques selon la présence ou
I'absence du ligand ou d’un oligonucléotide compétiteur (Sun et al., 2010). Le DMS
(Sigma Aldrich, USA) permet la méthylation des guanines de '’ADN en position N7.
Le repliement des aptaméres en présence ou absence de leurs ligands étant

différents, la disponibilité des N7 des guanines n’est pas la méme et en conséquence
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la méthylation par le DMS est affectée. Par la suite, des traitements a I'acide
formique 88% (AF) et a la pipéridine 99% (Pip) (Sigma Aldrich, USA) permettent de
dégrader les aptameres de maniéere spécifigue aux sites de purines méthylés.
Finalement, pour révéler les profils différentiels, les ADN dégradés sont mis a migrer
dans un gel dPAGE. La figure 3.12 présente la position de méthylation des guanines

ainsi que les structures du DMS, de I'AF et de la Pip.

a ¢ ;
B ‘)‘\\JI‘/) H "'/C'\B\C,';w

Guanine méthylée DMS
enN7

NH J\

Figure 3.12: Composés utilisés pour la dégradation méthyl-dépendante de
I’ADN. (a) Position de méthylation de la guanine, (b) structure du DMS , (c) de la
pipéridine et (d) de I'acide formique. (Adapté (Brewer et al., 1990, Sun et al., 2010)).

L’aptamére de 'ATP a été utilisé pour la mise en place et 'optimisation du protocole.
La mise au point du protocole se fait en vérifiant que des modifications sont
détectables au niveau des profils différentiels en présence ou absence du ligand ou
de I'oligonucléotide compétiteur. Dans une réaction typique, I'aptamére radiomarqué
(1000 cpm) et I'aptamére froid (10puM) sont mis en présence d’une concentration
saturante d’ATP (100uM) ou d’'une concentration équivalente d’oligonucléotide
compétiteur (10uM). Le tampon de méthylation ne devant pas contenir de Tris-HCI,
le tampon de sélection de 'aptamere ATP n’est pas utilisable. Plusieurs tampons de

méthylation ont donc été testés. Les tampons et solutions testés sont :
e Tampon sodium cacodylate 300mM
e Solution MgCl, 1TmM
e Solutions NiCl ou KCI ou NaCl 150mM
Plusieurs autres parameétres ont été testés a savoir :
e Le temps de méthylation : 30 secondes, 2 minutes, 8 minutes

e |a concentration du DMS : 0.1%, 0.3%, 1%, 2%, 3%
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Le protocole complet est décrit dans le tableau 3.13.

méthylation différentielle.

Tableau 3.13 : Protocole de I’analyse structurale de I’aptamére d’ATP par

Etape

Description

Matériel

Radiomarquage

de 'aptamere

Décrit au Tableau 3.7

Décrit au Tableau 3.7

Méthylation des

guanines

Méthylation
Chauffer les échantillons
d’'aptameres  (+/- ligand ou

oligonucléotide) a 95°C pendant 5
minutes

Refroidir jusqu’a 25°C

Traiter avec 1uL de DMS

Arréter la réaction avec une
solution Stop

Ajouter 2.5v d’EtOH 100% et
précipiter a -20°C pendant 1heure
Précipitation

Centrifuger 20 minutes a
14000rpm, jeter le surnageant
Ajouter 100uL d'EtOH  70%,
centrifuger 20 minutes a 14000rpm,
jeter le surnageant et laisser

sécher 20 minutes.

Solution DMS Stop:
1M Tris HCI pH 7.5,
0.1M EDTA pH 8, 1M

Betamercaptoéthanole

Clivage aux

sites méthylés

Dépurination par I'AF

Resuspendre les réactions
séchées dans 20uL de H.O

Ajouter 20uL d’AF, laisser agir
pendant 20 minutes a température
ambiante

Ajouter 0.1v de NaOAc 3M et 2.5v
d’EtOH 100%. Précipiter comme
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décrit plus haut.

Clivage a la pipéridine

- Suspendre le culot dans 70uL de
Pip

- Chauffer a 90°C pendant 30
minutes

- Jeter le surnageant de pipéridine et
sécher le culot 3 fois au Speedvac
(Thermofisher Scientific, USA) en
le resuspendant a chaque fois dans
20pL d'H20

- Resuspendre dans 20uL de bleu

de migration dénaturant 2X

Profils Gel dPAGE décrit en 3.2.2

différentiels

Aprés migration des échantillons et séparation des fragments méthylés et dégradés,
le gel est démonté et exposé a une cassette radiologique comme décrit

précédemment. Le résultat du gel est scanné au Typhoon FLA9500.

Dans un premier temps, la possibilité de détecter un événement d’hybridation simple
a été testée. Pour ce faire, une séquence de capture et une sonde qui correspondent
aux séquences de détection de 'ADN de SEBOV ont été testées (décrites dans le
tableau 3.6). Le design de I'expérience est décrit dans la figure 4.1 et la disposition

des échantillons sur les lames de verre est décrite dans la figure 4.2.

62




Séquence de

capture -

\ \ ’\..\_A /“'
> /> " Sonde (*2P)
e = mmy
/" NH, NH, NH, /

y

/ /" Lamedeverre

Figure 4.1 : Essai de détection de I’hybridation simple entre deux séquences
complémentaires. La lame de verre est fonctionnalisée avec les séquences de
capture. Les sondes sont radiomarquées et complémentaires aux séquences de
capture. (rouge) : spacer 10 adénines, (étoile verte) : radiomarquage *P.
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Figure 4.2 : Disposition des essais d’hybridation sur une lame de verre pour la
détection d’une hybridation simple. (1) et (2) : séquence de capture et sonde du
virus SEBOV en duplicata, (3): Séquence de capture de SEBOV et sonde non
complémentaire, (4) : H20.

'Les deux séquences choisies (capture et sonde) pour I'essai d’hybridation simple ont

été dessinées pour la détection de SEBOV et aussi de maniére a s’hybrider 'une sur

l'autre. Les régions de complémentarité sont montrées dans le schéma suivant.

Seéquence de capture 5 AAAAAAAAAAGAGAACATTGGCTGCAATGCCS'
Sonde 5’ CCAGCATTAGCTTCTGTTGTCTCCTCTTCAGGCATTGCAGCCAATGTTCTC S

Les régions rouges correspondent a la complémentarité entre les deux séquences.
La sonde radiomarquée a effectivement permis de détecter un signal d’hybridation
spécifiquement sur les spots ou la séquence de capture a été déposée comme le

‘montre la figure 4.3.




a b

4000000
3000000 4
2000000

1000000 A

Intensité du signal

Bruit de fond

Figure 4.3 : Essai d’hybridation simple de la séquence de capture et la sonde
spécifiques de la détection du virus SEBOV sur lame de verre silanisée.
(a) : résultats de I'hybridation de sondes sur une lame de verre silanisée. Les spots
(de 1 a 4) sont décrits dans la figure 4.2, (b) : intensités des signaux radioactifs au
niveau des spots d’hybridation, (MOY 1+2) : moyenne d’intensité des spots 1 et 2.

Comme le montre la figure, la radioactivité est plus intense au niveau des spots 1 et

2 alors qu’elle est proche du bruit de fond au niveau des spots 3 et 4.

Les intensités de la radioactivité des spots sont analysées par les logiciels
ImageQuant et GraphPad Prism 6. L’histogramme confirme les données visuelles du
scan des lames silanisées. En effet I'intensité est plus abondante au niveau des
spots 1 et 2 correspondant a 'hybridation de la séquence de capture et de la sonde
de SEBOV.

Dans un second temps, un essai d’hybridation en sandwich a été mené en utilisant la
séquence de capture et la sonde dessinées pour la détection de '’ARN de VIH-1
(tableau 3.6). Le protocole mis en place utilise une séquence de capture
complémentaire a une région A sur ’ARN de VIH-1. Une premiére hybridation a donc
lieu entre ces deux derniéres. Ensuite, la sonde radiomarquée s’hybride sur une
région B de I'ARN et permet la détection de I'ensemble des eévenements
d’hybridation. Le design expérimental est décrit dans la figure 4.4 et le schéma de la
figure 4.5 montre la disposition sur la lame des différents modeles d’essais

d’hybridation.
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Figure 4.4 : Essai de détection de I’ARN cible par double hybridation. La lame
de verre est fonctionnalisée avec des séquences de capture complémentaires a une
région 1 de '’ARN cible. La sonde radiomarquée est complémentaire a une région 2.
‘ (rouge) : spacer 10 adénines, (étoile verte) : radiomarquage *2P.
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‘Figure 4.5 : Disposition des essais d’hybridation sur une lame de verre pour la
' détection en sandwich de ’ARN du VIH-1.

Pour faciliter la compréhension de la disposition des éléments des différents spots,

ceux-ci sont résumés dans le tableau 4.1.

Tableau 4.1 : Composition des spots d’essais d’hybridation en sandwich pour
la détection de I’ARN du VIH-1

Spot Séquence de ARN Sonde radiomarquée
capture
1 VIH-1 VIH-1 VIH-1
2 VIH-1 VIH-1 VIH-1
3 H.O - -
4 Non complémentaire | VIH-1 VIH-1
5 Non complémentaire | VIH-1 Non complémentaire
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Les spots (1) et (2) correspondent a I'événement d’hybridation d’intérét ou I'intensité
de radioactivité sera théoriquement la plus importante. Le spot (3) ne contenant
aucun ADN attaché ne devrait pas présenter de signal. De méme, le spot (4) ne
‘ présente pas d’hybridation entre TARN d’intérét et la séquence de capture puisque
celle-ci ne lui est pas complémentaire. De fait, TARN a été élué lors du lavage
séparant les deux hybridation. Ainsi la deuxiéme hybridation n’a pas eu lieu d’ou
'absence présumeée du signal. Quant au spot (5), TARN d’intérét n’est pas fixé sur la
séquence de capture puisqu’elle ne lui est pas complémentaire. De méme maniére,
la sonde de détection n’est pas complémentaire et a été éluée lors du lavage avant

I'exposition.

Lors de I'application du protocole, la transcription de ’ARN VIH-1 n’a pas été réussie.

Plusieurs essais de transcription a partir de PCR d’assemblage réussies n’ont pas

donné le fragment d’intérét. L’essai d’hybridation sur ’ARN n’a donc pas pu étre
‘mené. Le choix de deux virus modeles a été fait pour justement prévenir et en
prévision des difficultés reliées a la transcription in vitro de longs fragments d’ARN.
‘ Dans le cas du fragment représentatif du VIH-1, aucune hypothése plausible ne peut
étre émise quant a l'impossibilité de la transcription. Nous avons essayé dans un
deuxieme temps de produire 'ARN du virus SEBOV pour conduire les essais
d’hybridation sandwich. Malheureusement, la difficulté se manifeste bien avant la
transcription. L’assemblage de 'ADN matrice en lui méme est problématique. Ceci

peut étre relié a la polarité de 'ARN (négatif) et donc a la position de la séquence

‘amorce T7 de 'ARN polymérase ajoutée en 3’ de la derniere séquence reverse

(tableau 3.2).

Finalement, un dernier test d’hybridation en sandwich a été entrepris en utilisant des
sondes couplées a des AuNP. Pour ce faire, la séquence de capture correspondant
‘a la détection du virus SEBOV a été attachée sur la surface de verre. La sonde
complémentaire modifiée par un groupement SH en 3’ a été couplée sur la AuNP. La
séquence représentative de SEBOV a été substituée par une séquence sandwich
également avec des régions complémentaires aux deux sequences (capture et
sonde). Cette substitution a pour but d’évaluer la faisabilité du modéle d’hybridation
avant d’entreprendre des essais de détection d’ARN viral. Le modéle d’essai de
I'hybridation est présenté dans la précédente figure 4.4 et la composition de chaque

'spot est expliquée dans le tableau 4.2.
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Tableau 4.2 : Composition des spots d’essais d’hybridation en sandwich pour
la détection d’une séquence représentative de ’ARN de SEBOV avec une

sonde couplée a une AuNP.

Spot Séquence de Séquence 2 Sonde-AuNP
capture

1 SEBOV SEBOV Non complémentaire

2 SEBOV SEBOV SEBOV

3 H20 - SEBOV

4 Non SEBOV SEBOV
complémentaire

5 Non SEBOV SEBOV
complémentaire

Dans le cas de 'essai avec les sondes couplées aux AuNP, le seul spot présentant
un signal radioactif sera le (2). Ce signal radioactif est représentatif de I'hybridation
du complexe sonde-AuNP sur la séquence sandwich, elle-méme hybridée sur la
séquence de capture. Le résultat du test d’hybridation en sandwich est représenté

dans la figure 4.6.
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Figure 4.6 : Essai d’hybridation en sandwich de séquences SEBOV avec des
sondes radiomarquées couplées a des AuNP. (a) : Résultat de I'hybridation des
séquences sur la lame, (b): Histogramme des intensités des spots sur la lame
fonctionnalisée, les spots de 1 a 5 correspondent aux essais décrits dans le tableau
4.2.
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Comme attendu, le spot 2 présente la plus importante intensité relative de
radioactivité. Ceci traduit I'événement de liaison produit entre les sondes
radiomarquées et couplées aux AuNP. Ce signal est absent au niveau des spots ne
présentant pas de complémentarité entre les séquences utilisées. Les intensités des
spots sont analysées par le logiciel GraphPad Prism 6 pour générer I'’histogramme

d’intensités.

Dans les essais présentés ici, il a été possible dobtenir des évenements
d’hybridation de séquences complémentaires sur des lames de verres. Ces
‘événements sont traduits par la présence de radioactivité sur les spots ou
I'hybridation est possible. De plus, il a aussi été possible d'utiliser des sondes

oligonucléotidiques conjugués aux AuNP.

Avant d'utiliser les aptameéres ADN comme molécules de reconnaissance pour le
développement de biosenseurs, une caractérisation rigoureuse et complete doit étre
effectuée. Cette étape permet de résoudre, d’'un cété, la structure de I'aptamere et
donc son repliement. D’un autre cété, il est nécessaire d’élucider les caractéristiques
thermodynamiques et surtout I'affinité de 'aptamére a son ligand potentiel. Pour ce
faire, nous avons mis en place sept protocoles d’analyse structurale et de la liaison
de 'aptamére a son ligand. Nous vous présentons ici quatre protocoles ayant genére

les résultats les plus probants.

Deux essais ont été réalisés pour I'évaluation de la technique SR-PAGE pour

I'analyse de la liaison des aptameres avec leurs ligands.

La figure 4.7 schématise les étapes d’un protocole complet SR-PAGE.
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Figure 4.7 : Etapes d’un protocole SR-PAGE pour la sélection d’aptaméres. (1) :
Les librairies sont migrées du haut vers le bas du gel. (2) : le ligand est vaporisé en
concentration saturante directement sur le gel. (3): les aptaméres sont remis a
migrer du bas vers le haut. Les aptameéres ayant lié le ligand se replient et gagnent
en vitesse et dépassent la ligne des puits.

Premiérement, la concentration des aptaméres a été variée pour analyser la
sensibilité de la technique a un pool d’aptameéres uniques. Pour ce faire, la
concentration d’aptameére froid a été variée (100, 250 et 500puM) pour une quantité
trace constante d’aptameére radiomarqué (1000cpm). La population d’aptameéres
ayant lié 'ATP dans le gel dépassera la ligne des puits. Les aptameres n’ayant pas
lié FATP garderont leur structure native et retourneront au point initial. La figure 4.8

présente le résultat de liaison des aptameres dans ce premier gel.

[Aptamere]
Limitedu gel s L0 Z30pM S00uM
- Fractions
. . . ~— liantI'ATP
Niveau .
des puits SRS e c-

Figure 4.8 : Fractions d’aptaméres ayant lié I’ATP dans un gel SR-PAGE. (C-) :
fragment ADN de 40 nucléotides contrble négatif.

Comme constaté dans le gel, les différentes concentrations d’aptamére présentent
toutes des bandes au-dessus du niveau des puits. Celles-ci correspondent aux

fractions de la population d’/ADN migrées ayant lié 'ATP. Les trois bandes sont
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présentes dans les puits de I'aptamere ATP, mais sont absentes dans le puits du

contréle négatif (fragment ADN de 40 nucléotides).

Néanmoins, aucun contréle négatif n’est disponible pour la structure native de
'aptamére ATP en lui-méme. Pour pallier a ce probleme et confirmer la pertinence
de la bande ayant lié I'ATP, deux gels ont été utilisés. Un premier contient 'aptamere
ATP et I'aptamére TPP. Ce premier gel subi une saturation avec 5mM d’ATP. Le
second gel quant a lui contient les deux aptameres cités précédemment mais est
saturé avec 100uM de TPP. Ces deux gels, migrés en méme temps, dans les
mémes conditions, fournissent pour chacun des aptameéres utilisés, un contrble
négatif (structure originale dans le gel saturé avec le ligand non spécifique) et une
structure liée (dans le gel saturé avec le ligand spécifique). La figure 4.9 présente le

résultat de ces deux gels.

GEL1
Niveau puits E!] ‘ , k]
Aptameres TPP  ATP C1 C2
S5mM ATP

GEL2

[.]
Niveau puits [E ‘ . e

Aptameres TPP  ATP C1 2
100uMTPP

Figure 4.9 : Comparaison des structures natives et liées de I’aptamére ATP et
TPP avec deux gels SR-PAGE. (C1): fragment ADN de 43 nucléotides comme
controle négatif, (C2) : fragment ARN de 100 nucléotides comme contréle négatif.

Dans le puits de I'aptamere TPP, un retour au point de départ est constaté lorsque le
gel est saturé avec 5mM d’'ATP. L’aptaméré TPP n’étant pas spécifique a I'ATP ne
se replie pas et ne gagne donc pas en vitesse pour dépasser la ligne des puits. Par
contre, lorsque le gel est saturé avec 100uM de TPP, l'aptamére se replie, sa
migration devient plus rapide et donc dépasse la ligne des puits lors de la deuxieme
migration. Inversement, I'aptamére de 'ATP se replie au contact de son ligand dans
le premier gel. Il en résulte I'apparition d’une fraction liée au-dessus de la ligne du
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‘ puits. Cette fraction est absente dans le deuxieme gel lorsque les aptaméres sont
‘saturés avec 100uM de TPP. La procédure est confirmée par les deux contrbles
'négatifs (un brin ADN non spécifique de 43 nucléotides (C1) et un brin ARN non
| spécifique de 100 nucléotides (C2)). Ces résultats confirment la possibilité d’utiliser le
i protocole SR-PAGE pour sonder les changements structuraux des aptameéres suite a

la liaison a leur ligand spécifique.

Afin d’évaluer la possibilité d’utilisation de la molécule SYBR-Safe pour quantifier la
liaison d’aptameéres a leurs ligands spécifiques, un premier essai a été conduit en
utilisant deux types d’ADN (ADNdb et ADNsb). Les deux types d’ADN ont été mis en
solution avec différentes concentrations de SYBR-Safe et dans les trois tampons

' spécifiques des trois aptameres utilisés (liant ATP, L-Arg et éthanolamine).

Dans chaque puits de la plaque, les trois paramétres testés (concentration SYBR
Safe, ADN et tampon) sont variés dans un volume final de 100uL. Les échantillons

sont préparés et disposés selon le schéma présenté dans la figure 4.10.

SYBR 100x SYBR 10X SYBR1X SYBR 100X SYBR 10X SYBR1X SYBR 100X SYBR 10X SYBR 1X Vi SYBR 100X  SYBR 10X
T1 T T Vide

Tl 1 ADNsbT1 ADNsbT1 ADNsbT1 ADNdbT1 ADNdbT1 ADNdbT1

B )

SYBR 1X SYBR 100X SYBR1OX SYBR 1X SYBR 100X SYBR 1X AU SYBR 100X SYBR10X SYBR1X SYBR 100X SYBR 10X

T2 ADNsb T2 ADNsb T2 ADNsb T2 ADNdb T2 ADNdb T2 T3 T3 T3 ADNsb T3 ADNsb T3

YBR 1IX SYBR 100X SYBR 10X  SYBR 1X
IERLS ) " ST Vide 1 T2 T3 0 0 0 0
ADNsb T3 ADNdb T3 ADNdb T3 ADNdb T3

Figure 4.10 : Répartition des échantillons dans une plaque 96 puits pour I'essai
de fluorométrie. (SYBR) : concentration du SYBR-Safe, (T1) : tampon de I'aptameére
ATP, (T2) : tampon de I'aptamére L-Arg, (T3) : tampon de I'aptamére de
I'éthanolamine, (ADNdb) : produit PCR de 50 paires de bases, (ADNsb) : séquence
de 47 nucléotides, (cases jaunes) : vides.

L’analyse de la fluorescence a été effectuée pour des longueurs d’ondes d’excitation
'variant de 280nm a 510nm (longueur d’onde d’émission fixe a 530nm). Ceci a permis

de déterminer la longueur d’'onde d’excitation optimale. Les résultats de ce premier

essai ont démontré que la longueur d’'onde d’excitation optimale est de 500nm
(contre 502nm décrite dans le manuel du manufacturier). D’autre part la
‘concentration de SYBR-Safe optimale pour une intercalation différentielle entre les
‘ADNdb et ADNsb est de 10x. La figure 4.11 présente I'histogramme d’intensité de

fluorescence du SYBR-Safe selon la structure de ’ADN.
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Figure 4.11: Fluorescence due a l'intercalation du SYBR-Safe dans I’ADN.
SYBR Safe avec le tampon d’hybridation, TADNdb ou 'ADNsb.

Comme le démontre la figure ci-dessus, lintercalation du SYBR-Safe est plus
importante quand I’ADN est double brin. La fluorescence relative du SYBR-Safe seul
est proche du bruit de fond. D’autre part, les trois tampons spécifiques des trois
aptameéres utilisés dans ces essais ne présentent pas d’interférence
comparativement a des contréles négatifs de tampons seuls (données non

présentées).

Dans un second temps, des quantifications de fluorescence en présence de
concentrations croissantes de ligands spécifiques aux trois aptaméres ont été
effectuées. Ces essais ont pour but de générer des courbes de saturation de type
sigmoidales a partir desquelles la Kp pourrait étre calculée. Si les Kp calculées sont
proches de celles calculées de la littérature, la technique serait donc validée. Les
données recueillies ont été analysées selon des modeles de régression non linéaire
pour des événements de saturation compléte d’un site de liaison pour I'aptamere de
L-Arg et éthanolamine, et pour plusieurs sites de liaison probables pour 'aptameére

ATP. La figure 4.12 présente les trois profils de saturation des aptameres modeles.
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Figure 4.12 : Détection par fluorescence SYBR-Safe de la liaison a leur ligand
des 3 aptaméres modeles. (1) : courbe de liaison de I'aptamére de I'ATP, (2):
courbe de saturation de la liaison de I'aptamére de I'éthanolamine, (3) : courbe de
saturation de I'aptamere de la L-Arg.

Les courbes de liaison obtenues suite a 'analyse par fluorométrie de la saturation
‘des différents aptameéres modeéles ne présentent pas toutes les formes sigmoidales
recherchées. En effet, le résultat le plus probant concerne I'aptamere de la L-Arg
(figure4.12, courbe 3). La Kp calculée est de 10,23mM contre 2,5mM reporté dans la
littérature (intervalle de confiance de [-5,893 ;+26,34] a 95%). La Kp calculée pour
'aptamére de 'ATP est de 2,7uM contre 10uM reporté dans la littérature. La courbe
obtenue pour cet aptamére est d’ébauche sigmoidale mais manque le plateau de
saturation final. Néanmoins, l'intervalle de confiance a 95% n’est pas calculé et
reporté comme « trop large » selon le logiciel. Finalement, pour l'aptameére de

I'éthanolamine, aucune Kp concréte n'a pu étre calculée.

La dialyse a I'équilibre a servi a observer I'affinité de I'aptamére pour son ligand ATP
sous forme d’événements de diffusion. Dans un premier temps, une variation de
I'’ATP (radioactive et froide) a permis la saturation d’'une concentration fixe de
I'aptamére. Le tableau 4.3 décrit la composition des solutions dans les chambres de

dialyse de part et d’autre de la membrane.
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Tableau 4.3 : Composition des solutions dans les chambres a dialyse.

Chambre A: Aptameére
Concentration

finale

Aptamere 10uM

MgCl, 200mM

H>O Jusqu’a 50uL

Chambre B: Ligand ATP

ATP froide Entre 50uM et 3mM

yAT®P 1000cpm -

MgCl, 200mM

H20 Jusqu'a 50uL

La figure 4.13 montre les résultats pour

75uM

d’aptamere froid saturés par des

concentrations croissantes d’ATP (décrit dans le tableau 4.3).

L5mM

S0pM

100pM

. &

. 3ml
©e
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[

>00pV

[ATP]

®e

Figure 4.13 : Saturation de I’aptamére ATP par son ligand aprés 24h par dialyse
a I’équilibre. Les concentrations d’ATP utilisées sont indiquées dans la figure pour
chaque paire de spots, c’est-a-dire pour chaque dispositif a dialyse.
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?A t=0, la radioactivité était localisée dans la chambre de 'ATP (a droite). Apres 24h,
a I'équilibre, la radioactivité (le ligand) est relocalisée dans la chambre de 'aptameére.
Lorsque des concentrations d’ATP de 50, 100 et 500uM sont utilisées, I'intensité
‘relative de radioactivité est plus importante dans la chambre contenant 'aptamere. A
des concentrations plus élevées, la distribution préférentielle est moins prononcée et
I'équilibre s’installe entre les deux chambres. Les données présentées plus haut sont

traduites par un histogramme décrit dans la figure 4.14.

Analyse de la liaison de 'ATP a son aptamere
1.5x108 5 . . )
Bl intensité relative apt

intensité relative ATP
1.0 %108

5.0x107 -

intensité relative

005 01 05 15 3,0 contréle
[ATPImMM

Figure 4.14 : Saturation de I’aptameére ATP par des concentrations croissantes
de son ligand.

e Essai de compétition par dialyse a I’équilibre :

L utilisation d’oligonucléotides pour établir un protocole de compétition avec 'ATP n’a
pas été fructueuse. La composition des solutions dans les chambres de dialyse est

décrite dans le tableau 4.4.
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Tableau 4.4 : Composition des solutions dans les chambres de dialyse pour les

essais de compétition

Chambre A: Aptameére
Concentration finale
Aptamere 10uM
MgCl, 200mM
H.O Jusqu’a 50puL
Chambre B: Oligonucléeotide
Oligo froid 10uM
Oligo (*2P) 1000cpm
MgCly 200mM
H-0 Jusqu’a 50uL

En effet, aucune migration notable n’a été observée des oligonucléotides de la

chambre A a la chambre B de I'aptamere. Le résultat de la dialyse a I'équilibre

utilisant ces oligonucléotides est décrit dans la figure 4.15. Tous les contréles

négatifs correspondent a un essai de dialyse avec l'oligonucléotide marqué dans la

chambre B conte la solution MgCl, seul dans la chambre A, sans aptamere en

d’autres mots. Comme les membranes des chambres a dialyse utilisée ne

permettaient pas le passage des oligonucléotides, la répartition de ces courts

oligonucléotides n’était évidemment pas affectée par la présence du ligand ATP.
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Oligo 1: 11 nucléotides, Oligo 2: 7 nucléotides, Oligo 3: 6 nucléotides

Figure 4.15: Dialyse a [I'équilibre utilisant des oligonucléotides
complémentaires au site de liaison de I’ATP sur I’aptameére. (A) : Dialyse avec
I'oligonucléotide 1 (11 nucléotides) et son contrdle négatif sans aptamére, (B):
dialyse avec l'oligonucléotide 2 (7 nucléotides) et contréle négatif correspondant, (C)
dialyse avec I'oligonucléotide 3 (6 nucléotides) et contréle négatif correspondant.

Différents essais d'optimisation ont été effectués afin de définir la sensibilité du
protocole aux changements structuraux de I'aptamére ATP en présence ou absence
de son ligand ou d'un oligonucléotide compétiteur. La méthylation des guanines en
position N7 est théoriquement affectée par leur exposition. Cette derniére est liée a la
structure de I'aptameére qui est affectée par la présence ou I'absence du ligand. Les

résultats présentés ci-dessous concernent trois parametres d’optimisation :

e Optimisation du temps de méthylation :

La méthylation a été testée pour différents temps incluant : 30 secondes, 2 et 8
minutes. L’utilisation de différentes combinaisons du DMS, AF et Pip a aussi été
testée pour élucider laction de chaque réactif sur le profil de dégradation de
I'aptamere ATP. La figure 4.16 présente le résultat du gel d’analyse du temps optimal

de méthylation et de I'activité du DMS, AF et Pip.
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Figure 4.16 : Profil de méthylation de I’aptamere ATP pour différents temps et
différentes combinaisons de produits de DMS, AF et Pip. (Puits 1 a 6) : variation
de la combinaison de produits chimiques pour définir I'activité de chaque composé,
(Puits 7 a 9) : Variation du temps de méthylation.

La méthylation par le DMS seul ne produit pas de clivage de 'aptamére ATP (puit 2)
en comparaison avec le profil de I'aptamére non-traité (puit 1). De méme, la Pip
seule ne produit pas de clivage en absence de modification chimique par méthylation
(puits 5). L'AF en complément ou non d'une méthylation produit un profil de
dégradation di a la dépurination de I'ADN (puits 3 et 4). Pour le temps de
méthylation, la variation de celui-ci ne semble pas avoir d'impact sur le profil de
dégradation de 'aptamére ATP. La variation du temps de méthylation a été suivie

d’un traitement par dépurination a I’AF de I'aptamere suivi d’un clivage a la Pip.
e Optimisation des tampons de méthylation et de la concentration de DMS:

La réaction de méthylation par le DMS a par la suite été testée avec I'aptamere ATP
en présence d’un oligonucléotide compétiteur de 16 nucléotides dont la séquence est

la suivante :

5 CAATACTCCCCCAGGT 3

Cet oligonucléotide est complémentaire a la pochette de liaison de 'ATP et sa liaison

engendre la présence d’une région double brin. Cette région serait méthylée de
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maniere différentielle par rapport au reste de I'aptamére resté simple brin. Ce
complexe est utilisé pour analyser I'impact de différents tampons de méthylation et
différentes concentrations de DMS sur les profils de dégradation. La figure 4.17
présente le profil de dégradation de I'aptamére ATP en présence et absence de
loligonucléotide compétiteur dans différentes conditions de méthylation. Le
traitement complet correspond a une méthylation par DMS, suivie d’'une dépurination

par AF et d’un clivage a la Pip.
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Figure 4.17 : Profils de dégradation de I’aptamére ATP en présence ou absence
d’un oligonucléotide compétiteur. Différents tampons de méthylation (NaCl, KCI,
NiCl) et différentes concentrations de DMS (0,1%, 0,3%, 1%, 2%, 3%) sont testés.
Chaque groupe de puits de 1 a 3 représente deux puits adjacents. Le premier est le
traitement complet de I'aptamére ATP seul, le second puits est le traitement complet
de 'aptamére ATP en présence de I'oligonucléotide compeétiteur décrit plus haut. Les
groupes de puits de 4 a 8 représentent 3 puits adjacents. Le premier est la
méthylation par DMS uniquement de I'aptameére seul, le second est le traitement
complet de I'aptamére seul et le troisieme est le traitement complet de I'aptameére en
présence de I'oligonucléotide complet.
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Le tableau 4.5 décrit la disposition des différents échantillons dans le gel ainsi que

les paramétres modifiés.

‘ Tableau 4.5 : Description des échantillons utilisés pour I'optimisation du

tampon de méthylation et de la concentration de DMS.

\ Groupe de Echantillons Parameétres
| puits optimisés
1 Aptamere (TC) Tampon NaCl

Aptamére+QOligo (TC)
2 Aptamére (TC) Tampon KCI

Aptameére+Oligo (TC)
3 Aptamere (TC) Tampon NiCl

Aptameére+Oligo (TC)
4 Aptamere (DMS) DMS 0,1%
Aptamere (TC)

Aptamere+0QOligo (TC)
5 Aptameére (DMS) DMS 0,3%
Aptamere (TC)

Aptameére+Oligo (TC)
6 Aptameére (DMS) DMS 1%
Aptamere (TC)

Aptamere+Oligo (TC)
7 Aptamére (DMS) DMS 2%
Aptameére (TC)

Aptameére+Oligo (TC)
8 Aptamere (DMS) DMS 3%
Aptamere (TC)

Aptamere+Oligo (TC)

Les profils de dégradation ne présentent pas de différences significatives selon la
présence ou 'absence de I'oligonucléotide compétiteur. Les différences d'intensite
sont associées a la différences de quantité de radioactivité présente dans chaque

puits. D’autre part, aucune différence significative n’a été décelée selon I'utilisation
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des solutions de méthylation (NaCl, KCI et NiCl). De la méme maniere, les
différentes concentrations de DMS ne semblent pas avoir d’effet notable sur les

profils de dégradation en présence ou absence de I'oligonucléotide compétiteur.

Un dernier test a été effectué pour sonder le changement des profils de dégradation
en présence du ligand ATP. Pour ce faire, 'aptamére radiomarqué a été mis en
présence d’'une concentration saturante d’ATP. Le complexe est méthylé, dépuriné
puis clivé aux sites spécifiques de méthylation. La figure 4.18 présente les profils de
dégradation obtenus de I'aptamere en présence ou absence d’ATP. Le tableau 4.6

décrit les différents échantillons et traitements utilisés.
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Figure 4.18: Profils de dégradation différentielle de I'aptameére ATP en
présence et absence de son ligand.
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Tableau 4.6 : Description des échantillons utilisés pour I’analyse des profils de

dégradation de I’aptameéere ATP en présence ou absence de son ligand.

Puits Echantillons Traitement
1 Aptamere Non traité
2 Aptameére DMS
3 Aptamére AF
4 Aptamere Pip
5 Aptamére DMS+AF
6 Aptamére DMS+Pip
7 Aptamere DMS+AF+Pip
8 Aptamére+ATP Non traité
9 Aptameére+ATP DMS+AF+Pip

Aucune différence au niveau du nombre ou intensité des bandes de dégradation
n‘est décelée en présence ou absence du ligand. Ce résultat concerne
particulierement les puits 7 et 9 (aptamere = ATP). Concernant les controles négatifs
(puits 1 a 7), les profils de dégradations lors de l'utilisation des différents produits
seuls ou en combinaison sont en accord avec les résultats de la figure 4.16.
Néanmoins, lorsque I'aptamére est mis en présence de Pip seule, une dégradation

apparait. Ceci ne correspond pas aux résultats précédents.

Dans cette partie, I'objectif principal était de mettre en place un protocole modele
pour la détection d’acides nucléiques sur une surface de verre a l'aide de sondes
radiomarquées et/ou couplées a des AuNP. Méme si dans notre protocole, nous
avons utilisé la silanisation par le TESPSA pour générer des groupements COOH et
attacher les séquences de captures des acides nucléiques d’intérét, d'autres
molécules et approches de modification chimique des surfaces de verre sont

disponibles. L’équipe de Remacle J., (Zammatteo et al., 2000) a publié une étude
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comparative de différentes techniques de fonctionnalisation de surface de verre. Ces
modifications comportent, entre autres, des stratégies de modification de la surface
par des fonctions amines. Dans ce cas I'’ADN ajouté est modifié en 5 par une
fonction COOH ou un phosphate. Une autre stratégie utilise des surfaces modifiées

par des COOH ou des fonctions aldéhydes (R-CHO). Dans ce cas, les ADN couplés

portent une fonction amine en 5. La figure 5.1 présente la schématisation de
‘réactions chimiques possibles pour le couplage covalent de I’ADN sur une surface en

silice.

A HOOC—DNA + EDC + NHSS

YIIAIIIA
T
P
-,

B o—Po—ona + EDC + Mem

Q

O

1

|
8 0 ’ ene ca ,§ ‘\xj "
2 SO A SN D F DA EDC 4 NHSS :\1 0-5i N~DNA
i y oY
o | o
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Figure 5.1 : Schéma des réactions de couplage possibles d’ADN sur une
surface de verre. (1-a) couplage d’ADN carboxylé sur une surface aminée par les
agents de couplage EDC et NHSS, (1-b) couplage d’'un ADN phosphorylé sur une
surface en silice aminée par EDC et Melm, (2) couplage d’'un ADN aminé sur une
surface de verre carboxylée par EDC et NHSS, (3) couplage d’'un ADN aminé sur
une surface de verre modifié par un aldéhyde (Zammatteo et al., 2000).
Abbréviations : EDC (1-ethyl-3(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide), NHSS ( N-
hydroxysulfosuccinimide), Melm (1-methylimidazole)

Nous avons choisi de travailler avec la technique décrite par Gang et ses
collaborateurs (Gang et al., 2015) qui propose un protocole en une seule étape de
silanisation avec le TESPSA pour générer des groupements COOH a la surface du
verre. Nous avons choisi de travailler avec le protocole cité plus haut puisqu’il permet
de fonctionnaliser une surface de silice directement apres les dépots des fonctions
silanes. La génération de groupements COOH se fait de maniére passive lors de

I'ajout des ADN modifiés avec des groupements NH,. L’attrait principal du protocole

de Gang est I'important gain de temps par rapport aux autres protocoles, ainsi que

El’utilisation d’un seul réactif chimique (TESPA) pour la silanisation (Tableau 3.1). Ce
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protocole a permis le couplage covalent de différentes séquences de captures
spécifiquement congues pour I'’hybridation sur les génomes de SEBOV et VIH-1. Ces
séquences ont été choisies dans des régions tres riches en GC pour garantir une
hybridation forte et stable. D’autre part, des espaceurs ont été ajoutés aux
séquences de capture pour garantir la liberté des mouvements moléculaires. Ces
espaceurs ont aussi été ajoutés sur les séquences couplées sur les AUNP dans la
méme perspective. Les travaux de Oh (Oh et al., 2011) décrivent I'optimisation de la
taille des espaceurs pour le couplage d’acides nucléiques sur des AuNP. Dans ces
travaux, les espaceurs de 10 adénines ont démontré le plus d'efficacité pour
I’hybridation de séquences complémentaires couplées sur des AuNP. D’autres
parametres déterminent la stabilité de la liaison établie entre les sondes de détection
et 'acide nucléique d’intérét et qui sont intrinseques aux AuNP. Ces mémes travaux
définissent les conditions optimales pour I'obtention d’un signal d’hybridation entre

deux séquences complémentaires couplées a des AuNP dont la concentration de sel

(NaCl). En effet, le sel dans lequel sont suspendues les AuNP est une condition

‘ limitante pour I'agrégation des nanoparticules et leur stabilité en solution.

Le modele de détection mis en place dans nos travaux est assimilable aux puces a
‘ADN. En effet les deux protocoles (détection sur lame de verre et puces a ADN)
reposent sur les mémes parametres critiques de détection. A titre d’exemple,
I'utilisation d’'une séquence de capture simple brin munie d’'un espaceur influence
I'efficacité de I'événement d’hybridation. Aussi, la structure secondaire de la
séquence a détecter (dans notre cas, I’ARN viral) est critique pour I'encombrement
stérique au niveau de la lame ainsi que I'exposition des sites d’hybridation (Peytavi et
“al., 2005). Plusieurs autres paramétres ont été évalués et optimisés pour assurer un
signal de détection interprétable. Par exemple, la concentration de I’ADN utilisée lors
de la fonctionnalisation de la lame de verre a été testé (100 et 50uM). La quantité
d’ADN déposée sur les spots (7uL) varie selon la concentration de la solution initiale.
Lorsqu’une concentration de 100uM est utilisée, le signal obtenu n’est pas répétable.
Ceci pourrait étre d0 a I'encombrement stérique causé par un trop grand
rapprochement entre les séquences de capture empéchant ainsi I'hybridation. Au
contraire, avec une concentration réduite de moitié (50uM), le signal est répeétable et

le signal d’hybridation est nettement visible et quantifiable. D’autres essais avec
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différentes concentrations d’ADN seront faits pour déterminer la quantité optimale

limite d’ADN a déposer sur la lame pour une meilleure capacité a lier les sondes.

Les résultats du modele de détection évalué dans ce travail montrent qu’il est
possible de traduire des événements d’hybridation par un signal radioactif. En effet, il
a été possible d’hybrider des sondes radioactives (couplées a des AuNP) sur des
séquences déja attachées sur des lames de verre, ce qui permettra de tester
plusieurs variantes pour optimiser le systeme en laboratoire. Cette plateforme est
une premiere étape pour le développement d’'un biosenseur a fibre optique ou le role
des AuNP sera d’amplifier le signal et ainsi garantir une plus grande sensibilité de la

fibre.

Les AuNP ont déja été utilisées pour augmenter les performances des fibres
optiques en détection de molécules d’intérét. Par exemple, (Lepinay et al., 2014) ont
utilisé des nanocages dor (AuNC) pour couvrir la surface silanisée. Les fibres
optiques fonctionnalisée avec les AuNC étaient par la suite activées et immergées
dans des solutions d’avidine pour permettre leur fixation. Ainsi, le dispositif était
capable de détecter la présence de biotines (ligand de I'avidine) dans des solutions
aqueuses. Dans une autre variante, les propriétés d’agrégation des AuNP ont été
exploitées par (Cordray et al., 2012). Deux pools de AuNP fonctionnalisées avec des
séquences oligonucléotidiques complémentaires ont été mises en contact.
L’hybridation des séquences a résulté en I'agrégation des AuNP. La couleur des
'solutions a viré du jaune au rouge. Ce résultat a par la suite été confirmé par une
analyse de la diffusion de la lumiére émise par un épandeur de lumiére a fibre
optique sur une surface en silice. Le shift spectral a été définit comme proportionnel
a la quantité d’ADN complémentaire présent dans la réaction finale et présenté dans

la figure 5.2.
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Figure 5.2 : Moyenne des pics de la diffusion spectrale d’une lumiére verte a
travers des spots d’agrégats de AuNP fonctionnalisées avec des ADN
complémentaires. La moyenne est calculée a partir du pic de la lumiére diffusée a
605nm et 555nm. Le ratio est proportionnel a la quantit¢é dADN complémentaire
ajouté (Adapté de (Cordray et al., 2012).

Le SR-PAGE est un protocole innovant qui se voudrait complémentaire du SELEX
pour la découverte de nouveaux aptameres. Dans les travaux de Jonathan Ouellet
(stagiaire postdoctoral, laboratoire Jonathan Perreault, 2012), des librairies SELEX
de mutants de I'aptamére de la TPP ont été utilisées pour le développement de la
technique. Ces mutants visaient a modifier I'affinité de I'aptamére du TPP pour le
rendre plus spécifique a la thiamine (Thi). L’aptamere TPP reconnait son ligand au
niveau de la thiamine et des phosphates. La reconnaissance du domaine phosphate
est Mg?* dépendante. Les analogues du TPP (thiamine monophosphate (TMP) et la
Thi) possédent des domaines phosphates différents (TMP) ou inexistants (Thi), ils se
lient donc plus faiblement a I'aptamere. La Kp de la TPP est de 600nM contre 3uM
pour la TMP et 50uM pour la Thi (Noeske et al., 2006). Les travaux de SR-PAGE ont
donc visé la pochette de liaison pour le domaine de liaison du pyrophosphate de
I'aptamére. Ceci engendrerait donc un déplacement de I'affinité de la TPP pour la

Thi.

Suite a la saturation du gel lors de la premiére génération du SELEX (décrit en

3.3.1), des concentrations décroissantes de Thi ont été utilisées d’un gel a la 'autre.
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Ainsi, les aptaméres sélectionnés possédaient des affinités plus importantes pour la
Thi. A chaque 2éme migration, les bandes ayant dépassé le niveau des puits sont
excisées, éluées, amplifiees par PCR et transcrites en ARN avant d’étre resoumises
a au protocole SR-PAGE (figure 4.9).

Dans ce cadre, le SR-PAGE peut étre utilisé comme complémentaire au SELEX. I
présente I'avantage d’utiliser des ligands non immobilisés pour la sélection et donc
peut présenter une alternative a la chromatographie d’affinité souvent utilisée pour
I'étape de sélection dans les protocoles de SELEX. Les ligands n’étant pas couplés a
des billes ou des colonnes comme dans cette derniére, il N’y a pas de phénomeéne
d’encombrement stérique et tous les groupements potentiellement impliqués dans la
liasison a I'aptamere sont exploités. Néanmoins, il N’y a pas d’avantage de temps
puisque un protocole SR-PAGE nécessite au minimum 48 heures pour obtenir les

bandes d’intérét.

'Nous avons essayé, dans les travaux présentés précédemment, d’exploiter les
‘avantages du SR-PAGE pour investiguer les changements structuraux induits par la
liaison d’'un aptamére a son ligand spécifique. Pour ce faire, 'aptamére ATP a été
'mis en contact avec son ligand a une concentration saturante et un dépassement de
la ligne des puits a été observé comme attendu. Ceci a confirmé la fiabilité de la
technique pour sonder les repliement des aptaméres mais une limite de faisabilite
reste a contrer. En effet, un protocole SR-PAGE ne présente pas la possibilité
‘d’utiliser un controle négatif pour un aptamere analysé dans un seul gel (sauf lorsque
la structure de I'aptamére est bien connue et la génération de mutants ayant la
méme structure est possible). Pour ce faire, il a fallu utiliser un second gel, migré
dans les mémes conditions et pendant le méme temps mais sur lequel un autre
ligand est vaporisé pour obtenir une conformation non liée de 'aptamere (structure
native). Ce recours peut étre handicapant pour [utilisateur de notre protocole
puisqu’il nécessite un double dispositif en plus du temps d’attente relativement long
avant l'obtention du résultat. Néanmoins, le SR-PAGE reste une alternative
innovante pour déceler des évenements de liaison d'ADN a de petites molécules en
se basant sur la structure. Cette approche n’est pas offerte par des techniques de
retard sur gel comme le EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) qui donne des
informations sur la spécificité de liaison d’une protéine a une séquence d’ADN par

exemple. Dans un autre contexte, le SR-PAGE peut étre avantageux dans la
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découverte de séquences ayant la capacité de créer des phénomenes de « switch »
suite a leur liaison a un ligand spécifique. La démarche standard pour I'analyse des
aptameéres commence par une sélection par SELEX puis les aptameéres candidats
sont soumis a différents tests pour évaluer leur capacité a changer de conformation
en présence de leur ligand. Par exemple, Nutiu et Li (Nutiu et al., 2003) ont utilisé
des aptameéres déja caractériseés couplés a des fluorophores et des quenchers pour
évaluer leur capacité de liaison. La conformation adoptée par I'aptamére en
présence de son ligand éloigne le fluorophore du quencher et génére un signal
fluorescent. Le SR-PAGE permet l'obtention d'un tel résultat sans besoin de
caractérisation préalable de 'aptamere. En effet, comme discuté précédemment, les

aptameéres sont spécifiquement sélectionnés pour leur capacité de switcher.

Plusieurs approches sont rapportées dans la littérature concernant I'analyse ou
quantification de liaisons d’ADN a des molécules d’intérét par fluorométrie. Nous
nous sommes inspirés du travail de Sarpong et Datta (Sarpong et al., 2012) qui ont
évalué I'utilisation de différents chromophores (YOYO, bromure d’éthidium (EtBr),
thiazole orange (TO), SYBR Green | (SGI) et Hoechst 33258) pour analyser la liaison
de différents aptaméres (dont 'aptamére de I’ATP) a leurs ligands respectifs. Selon
la présence ou I'absence du ligand, le chromophore s’intercale de maniere différente
dans I'aptameére. Se basant sur cette propriété, le signal de fluorescence détecte
peut traduire I'état de liaison des aptameéres. La figure 5.3 montre a décroissance de
la fluorescence entre l'état lié et non lié de l'aptameére ATP calculée pour

I'intercalation des cinqg chromophores cités plus-haut.

88



i
Yo}

Decrease of Hluorescence |

'J
1
a

=

[
1
H

(3 ‘

T T T g

TO YOYO EtBr Hoechst SYBR

Figure 5.3 : Décroissance de la fluorescence entre I'état lié et non lié de
I’'aptamere ATP en présence de chromophores.

Nous nous sommes par la suite intéressés au chromophore SGI pour évaluer sa
sensibilité reportée comme minime en présence de I'aptamére ATP. Le phénomeéne
d’intercalation du SGI dans un aptamére selon sa disponibilité a été exploité pour le
développement de biosenseurs. Par exemple, I'équipe de Chu (J. Li et al., 2015) ont
mis en place un modele de détection de I'ATP par fluorométrie. Ce modéle de
détection se base sur la conformation G-quadruplex de l'aptamére ATP qui est
dépendante de la présence du ligand. Pour ce faire, 'aptamére est hybridé dans un
premier temps avec un brin complémentaire. Le SGI s’intercale intensément en
présence d’ADNdb et émet un signal fluorescent. En présence de I'ATP, une
compétition avec le brin complémentaire s’impose et [I'aptamere se lie
préférentiellement a I'ATP. L’enzyme Exonucléase Ill (Exolll) présente dans la
réaction va alors dégrader le brin complémentaire simple brin et la fluorescence
décroit en conséquence. Le modéle de détection des changements conformationels

de 'aptameére ATP sont présentés dans la figure 5.4.
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Figure 5.4 : Schématisation du modele de détection des G-quadruplex par
signal fluorescent différentiel de l'intercalation du SGI. En présence d’ATP,
I'aptamére se déshybride du brin complémentaire par compétition et se lie a 'ATP.
L’exolll dégrade le brin simple. En absence d’ATP, I'aptamere s’hybride au brin
complémentaire et la fluorescence est plus importante qu’en présence d’ATP. Ceci
est di a la préférence du SGI a ’ADNdb. (Adapté de (J. Li et al., 2015).

Dans une autre variante, les propriétés dintercalation du SYBR Green ont éte
exploitées pour sonder les changements des Tm° des aptaméres selon leur état lié
ou non lié. Pour ce faire, 'équipe de Easley (Hu et al., 2015) a utilisé le facteur de
croissance dérivé des plaquette (PDGF) et son aptamére ADN spécifique. Lorsque
PDGF se lie a son aptamére, un complexe de grande stabilité se forme. En utilisant
une machine de PCR quantitative avec un programme d’analyse de Tm°®, il a été
possible de conclure que la Tm du complexe (63°C) est supérieure a celle de
I'aptamére seul (57°C). Lintercalation du SYBR Green dans la protéine seule est

négligeable. La figure 5.5 résume le résultat des analyses de liaison de 'aptameére a

PDGF par températures de fusion.
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Figure 5.5 : Analyse thermofluorométrique de la liaison de I'aptamére a PDGF
en utilisant le SYBR Green comme agent intercalant. Le pic correspondant a la
Tm° de I'aptamére seul est inférieur a celui du complexe aptamére-PDGF. Ceci
traduit la nécessité d’une énergie supérieure pour dénaturer le complexe plus stable
que 'aptamere seul (Adapté de (Hu et al., 2015).
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Nous avons utilisé une approche similaire pour nos trois aptameéres, mais sans
succes. Nous avons donc tenté une approche ou la simple fluorométrie (a
température constante) a été utilisée. Notre protocole de quantification de la liaison
d’'un aptameéere a son ligand permet aussi d’évaluer la Kp. En faisant varier la
concentration de ligand, nous avons pu générer une courbe sigmoidale pour
'aptamere de la L-Arg représentative de la saturation de toute la population
d’aptameéres. La Kp calculée est proche de celle décrite dans la littérature (figure
4.12). Néanmoins, aucun résultat concluant n’a pu étre obtenu pour I'aptameére de
I’éthanolamine ni celui de 'ATP. Ceci est probablement di au fait que les Kp de ces
aptameéres est de I'ordre du micro et nanomolaire (10nM). Pour pouvoir couvrir une
Kp comme celle de I'aptamere de I'’éthanolamine, la concentration optimale de
I'aptamere serait de 1TnM ou moins. Avec une concentration pareille, les plateaux de
saturation auraient pu étre théoriquement atteints. Malheureusement, suite a des
essais de limites de détection, la sensibilité du fluorimétre n’atteint pas une aussi
faible concentration d’ADN. D’autre part, il est important de noter que les marges
d’erreurs relatives aux Kp calculées sont tres grandes. Les résultats présentés dans
ce travail sont donc sujettes a critiques et nécessitent des analyses

thermodynamiques plus approfondies.

La dialyse a I'équilibre est une technique d’évaluation de laffinité de molécules
biologiques pour d’autres molécules se basant sur un phénoméne de diffusion a
travers une membrane. Cette technique a été utilisée pour élucider l'affinité de
riboswicths tels que celui de la glycine. Dans les travaux de Ruff (Ruff et al., 2014),
Paffinité du riboswitch a été évaluée en utilisant de la glycine modifié par du '*C. La
quantification de la migration de la glycine a travers la membrane des chambres de
dialyse a permis d’obtenir une Kp de 2uM. Nous nous sommes basé sur ce protocole
standard pour évaluer I'affinité de 'aptamere ATP a son ligand. Suite a une analyse
avec le logiciel GraphPad Prism 6, avec une courbe de liaison standard (Coefficient
de Hill 2), la Kp estimée était de 200uM contre 10puM décris dans la littérature. Un
premier essai d’adaptation au modéle de liaison standard avec un coefficient de Hill
=1 n’a pas donné de calcul de Kp interprétable (de I'ordre du mM). L utilisation d’un
coefficient de Hill = 2 a donné la Kp la plus relativement proche de celle décrite dans

la littérature. Ce choix repose sur le fait que la pochette de liaison de I'aptameére
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utilisé peut lier deux molécules d’AMP (Adénine Monophosphate) avec une méme
affinité que celle de 'ATP (Lin et al., 1997).

L’utilisation de la dialyse a I'équilibre dans notre contexte visait I'établissement d’'un
protocole de compétition pour le site de liaison de I'ATP. Des oligonucléotides
complémentaires a la pochette de liaison ont été utilisés pour évaluer la faisabilité de
la technique (Figure 4.15). Malheureusement, aucune migration des oligonucléotides
complémentaires n'a été détectée a travers la membrane de diffusion méme dans les
contréles négatifs (tampon versus oligonucléotide). La membrane des chambres a
dialyse étant faite de cellulose régénérée, un phénoméne de répulsion serait peu
probable pour expliquer la non migration des oligonucléotides. Pareillement, leurs
poids moléculaires est inférieur au seuil de diffusion de la membrane indiqué par la
‘manufacturier (tableau 3.12). Néanmoins, la faisabilité du protocole utilisant des
acides nucléiques de part et d’autre de la membrane des chambres a dialyse est a
revoir puisque les résultats obtenus ne correspondent pas a ceux escomptés au vue
des caractéristiques publiées par le fabricant. Comme ces membranes sont utilisées
typiqguement pour la dialyse des protéines, qui sont plus globulaires que les acides
nucléiques, la corrélation entre le poids moléculaire et la taille des pores est
probablement a interpréter différemment. Cette approche aurait eu comme avantage

supplémentaire de permettre de sélectionner efficacement des oligonucléotides

complémentaires pour développer un systéme-signal basée sur I'appariement (ou
‘non) d’'un ADN-modifié a 'aptamére, dépendamment de la présence du ligand. La
modification en question ouvrirait la porte a toutes sortes de signaux : fluorophores,
nanoparticules, donneurs d’électron, etc. De plus, I'approche aurait été applicable a
n'importe quel aptamére avec des équipements standards pour un laboratoire de

biologie moléculaire.

Le probing structural des aptaméres est possible grace a une multitude de réactifs
chimiques tels que le DMS. Plusieurs travaux ont démontré I'utilisation du DMS pour
la caractérisation de riboswitchs (Hanson et al., 2005) et des aptameéres tels que
I'aptamére de la cellulose (Boese et al., 2007).Dans notre cas, nous avons choisi
d’analyser par DMS I'aptameére de 'ATP qui posséde une structure en G-quadruplex.

L'utilisation du DMS pour sonder les modifications structurales sur de telles
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structures est un protocole précédemment décrit dans les travaux de Sun D. et ses
collaborateurs (Sun et al,, 2010). Les G-quadruplex sont des structures d’ADN
complexes qui ne se limitent pas aux aptaméres synthétiques. Par exemple,
plusieurs G-quadruplex sont trouvés dans le génome humain (Huppert et al., 2007).
Dans notre contexte, l'intérét de développer un protocole basé sur la méthylation des
aptaméres est de mettre en place un moyen facile et répétable d’élucider les
modifications qu’induit la liaison de celui ci a son ligand. Pour les étapes de clivage
chimique de I’ADN, le protocole élaboré dans ce travail s’inspire des protocoles de
séquengage d’ADN. En 1977, Maxam et Gilbert décrivaient un protocole utilisant la
méthylation des guanines par DMS, la dépurination par AF des adénines et des
guanines et I'hydrolyse des purines par I'hydrazine pour analyser les séquences
d’ADN (Maxam et al., 1977). Cette méme procédure est utilisée dans nos travaux
pour analyser I'exposition des guanines dans des aptameéres ADN selon la présence
ou I'absence du ligand ATP. Bien que nous ayons obtenu des bandes correspondant
aux guanines, les essais n'ont néanmoins donné aucun résultat convaincant puisque
aucune différence significative n'a été décelée dans les profils de dégradation site
spécifique des aptaméres. En effet, les profils de dégradation différentiels (en
présence/absence de I'ATP ou de I'oligonucléotide compétiteur) démontrent le méme
nombre de bandes, d’intensité similaire, en dessous de la bande de longueur totale
de I'aptameére (Figures 4.16 et 4.17). Ces bandes sont dans tous les cas au nombre
de 16 et correspondent aux 16 guanines présentent dans la séquence de I'aptamére
ATP (Chap.1.3.2). Ce résultat suggere que la liaison de 'aptamére ATP a son ligand
ou a l'oligonucléotide complémentaire ne modifie pas sensiblement I'exposition des
guanines a la méthylation et donc ne produit pas de changements au niveau des
profils de dégradation. Une autre hypothese suggére que les conditions
expérimentales ont probablement généré des méthylations uniformes indépendantes
du repliement de I'aptameére. Au dela des aptameéres G-quadruplex, le protocole
décrit précédemment pourrait étre utile pour sonder les modifications structurales sur
des séquences ADN a la seule condition que I'exposition des guanines soit

différentes entre deux conditions analysées.

Plusieurs autres protocoles de modifications chimiques ont été testés en parallele
avec les protocoles présentés dans ce mémoire. Par exemple, le probing

enzymatique de I'aptamére en présence et absence de 'ATP a été effectué en
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utilisant 'enzyme T7 Endonucléase | (Sadowski, 1971). Cette enzyme posséde une
activité de clivage spécifique a 'ADNsb par rapport au double brin. Théoriquement,
'aptamére ATP posseéde une conformation simple brin en absence de son ligand.
Lorsque I'ATP est ajoutée, le repliement en G-quadruplex est favorisée, de méme
gu’une courte tige et boucle double brin. L’activité de 'enzyme T7 Endonucléase |
devrait donc étre différente selon la présence ou I'absence du ligand. Pour tester ce
protocole, I'aptamére a été radiomarqué et digéré par I'enzyme dans les deux
conditions citées. Le résultat de dégradation n’a cependant montré aucune différence
significative entre les aptameres liés et non liés. Dans la méme optique, un probing
chimique par I'hypochlorite de sodium a été effectué et n’a généré aucun résultat
concluant. Les résultats négatifs obtenus pourraient étre expliqués par le fait que
'aptamere de 'ATP se replie spontanément en G-quadruplex. Cette structure est
stabilisée par les cations K+ et Na+ présents dans le tampon de sélection (tableau
3.11) (Lane et al., 2008). Afin de contrer ce repliement, un chauffage a 95°C pendant

5 minutes a pourtant été effectué afin de linéariser I'aptameére, sans effet notable.

6.CONCLUSION ET PERSPECTIVES:
Les travaux présentés ont visé a implanter des protocoles innovateurs en vue de

\faciliter :

e |a détection d’acides nucléiques grace a un modele de fonctionnalisation de

surface en silice

e Implanter des protocoles d’analyse structurale et d’analyse de la liaison des

aptameres a leurs ligands.

Pour le premier volet, il a été possible de détecter des événements d’hybridation
d’acides nucléiques sur des lames de microscope représentatives de fibres optiques.
Malheureusement, dii aux problemes de transcription, les essais en utilisant des
fragments d’ARN viral synthétisés in vitro n'ont pu étre conduits. Néanmoins il a été
possible d’effectuer des hybridations en sandwich en utilisant des sondes signal

couplées a des AuNP.

En suivi de ce protocole, des essais de fonctionnalisation et d’hybridation sur des

fibres optiques sont en développement en collaboration avec le laboratoire du Pr
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Wojteck J. Bock (Université du Québec en Outaouais, QC, Canada). A moyen terme,
des essais avec des acides nucléiques de phages sont envisagés pour tester la
généralisation du biosenseur modeéle. Des essais sur des échantillons cliniques de
patients infectés par VIH-1 sont envisagés a long terme si nous démontrons une

excellente performance pour la plateforme biosenseur.

Pour le second volet de ces travaux, des résultats prometteurs ont été obtenus grace
a la technique SR-PAGE. Des changements structuraux dépendants de la présence
du ligand spécifique de I'aptamere ont été détectés. En complémentaire a son
utilisation de sélection, cette technique est fort prometteuse comme technique
analytique permettant I'évaluation de changements de conformations dans des
acides nucléiques. Un bon nombre d’autres protocoles ont été testés tout au long de
ces travaux (méthylation par le DMS, modification chimique par I’hypochlorite de
sodium, digestion enzymatique par la T7 endonucléase |). Malheureusement aucun
résultat interprétable ou répétable n’a été généré par ces protocoles. Le protocole de
fluorométrie quant a lui permis des calculs de Kp proches de ceux décrits dans la
littérature. Ce protocole pourrait donc étre utilisé pour caractériser des aptameres
dont la Kp dépasse 10nM. L’objectif de cette partie du mémoire a néanmoins été
atteint puisque le protocole utilisant la fluorométrie mis en place peut étre considéré

comme universel.
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