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CHAPITRE 1: Introduction genérale

Avant-propos
Les acides nucléiques, de la fonction génomique a la reconnaissance moléculaire

Des plus grands aux plus petits, des plus anciens aux plus récents, les étres vivants regroupent
I’ensemble des organismes peuplant la terre. La biodiversité, contraction de « diversité
biologique », est I’expression désignant 1’extraordinaire variété de ces organismes. Dans son
sens le plus large, ce terme prend également en compte les relations et interactions qui unissent
les étres vivants entre eux et a leurs milieux. L’ensemble de ces composantes (diversité et
interactions) forment ainsi un véritable tissu vivant dont chaque maillon a un réle a jouer dans
I’équilibre de la Nature. Pour autant, la biodiversité ne se limite pas a la simple liste des étres
vivants de la Terre. A la multitude des espéces dénombrées s’ajoute en effet une caractéristique
plus importante encore : leur complexité ! D’un point de vue structurel et fonctionnel, la bactérie
unicellulaire est a titre d’exemple moins complexe que la cellule eucaryote avec son noyau et
ses multiples organites. De méme, un étre pluricellulaire, composé par des milliards de cellules
différenciées, a un niveau de complexité supérieur a celui de I'eucaryote unicellulaire. Derriere
ces niveaux de complexité se distinguent en réalité des niveaux de hiérarchie. Ainsi, le monde
vivant peut étre considéré comme une suite de niveaux d'organisation de complexité croissante.
Le premier niveau, le plus bas, est représenté par les molécules essentielles a la vie : les acides

nucléiques.

Les acides nucléiques - acide désoxyribonucléique (ADN) et acide ribonucléique (ARN) — sont
des macromolécules synthétisées au sein des cellules vivantes. Ils sont formés par des unités de
bases, ou monomeéres, de type nucléotides [1]. Supports de I’information génétique, ces
molécules interagissent entre elles et, a travers plusieurs étapes, conduisent a la formation de

protéines, lesquelles sont associées a des fonctions spécifiques dans les cellules.

Les nucléotides sont composés d’un groupe phosphate, un sucre (le 2-désoxyribose dans le cas
de I’ADN ou le ribose dans le cas de I’ARN) et d’une base azotée (Figure 1.1). Au nombre de
cing, ce sont les bases azotées qui déterminent la nature du nucléotide. La séquence d’un brin

d’ADN ou d’ARN peut donc se résumer a la succession des bases azotées qui la compose.

Dans le cas de I’ADN, on retrouve 1’adénine (A), la cytosine (C), la guanine (QG) et la thymine
(T). Pour I’ARN, la thymine est remplacée par 1’uracile (U). Les nucléotides sont reliés entre
eux par des liaisons covalentes entre le sucre et le groupe phosphate, appelées liaisons 5°-

3’phosphodiester.
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Le squelette phosphodiester et bases azotées forment ainsi un brin. L’ADN est constitue, sous
sa forme la plus stable, de deux brins complémentaires prenant la forme de double hélice. Ils
sont maintenus solidaires gréace a la formation de paires de bases : en établissant des liaisons de
faible intensité (liaisons hydrogene) I’adénine se lie exclusivement avec la thymine, tandis que

la cytosine se lie avec la guanine (Figure 1.1).

Les 4 bases associées2 a 2 La double hélice

H

#

N /O----H—N
R / N—H----N/ \

Guanine Cytosine
H

\
e

H

JR— —

nucléotide

Adenine

Figure 1.1 Structure de I’ADN, d’aprés Maillard et al.[2] A gauche : les bases puriques (guanine et
adénine) associées aux bases pyrimidiques (respectivement cytosine et thymine) via des liaisons
hydrogene représentées en pointillés. Au centre : exemple de nucléotide composé d’un groupement
phosphate, d’un sucre désoxyribose et d’une base (ici la cytosine en rouge). A droite : Structure classique
double brin en double hélice de I’ADN.

L’ARN est quant a lui considéré comme étant chimiquement moins stable que I’ADN, il est
présent dans la cellule sous forme de simple brin. Cette propriété lui confére une flexibilité
structurale remarquable, lui permettant d’adopter des conformations secondaires et tertiaires
d’autant plus complexes, formées de zones appariées, de boucles terminales ou internes,
d’hernies, etc. On lui reconnait ainsi une tres forte activité et capacité d’interaction avec les
autres éléments de la cellule. Cependant, I’ADN, sous sa forme simple brin peut également
adopter un repliement complexe, lui attribuant d’autres propriétés tout aussi intéressantes. Dans
ce contexte, les acides nucléiques ne peuvent plus étre considérés comme des agents passifs de
I’information génétique, ils agissent également en tant que partenaires hautement spécifiques

dans les interactions moléculaires.
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Sous leur forme simple brin, ils présentent en effet une activite catalytique ou des propriétés de
reconnaissance Vis-a-vis d’autres classes de molécules par I’intermédiaire d’interactions
électrostatiques, hydrophobes ou encore de liaisons hydrogénes [3]. Le vivant fournit déja de
nombreux exemples de structures fonctionnelles d’ARN sélectionnées par 1’évolution naturelle.
Cette fraction ne représente pourtant qu’une infime partie de ’ensemble des séquences
possibles [4]. Si la Nature n’a pas encore exploré toute la diversité combinatoire, la biologie
moléculaire permet aujourd’hui de synthétiser et sélectionner des acides nucléiques
fonctionnels, possédant notamment des propriétés de reconnaissance [4, 5]. Cette nouvelle
classe de molécules, appelées aptameres, a vu le jour dans les années 1990 [6-12] et désigne
littéralement de courtes séquences oligonucléotidiques présentant une affinité spécifique pour
des cibles variées.

Les aptameéres possedent des propriétés de reconnaissance moléculaires semblables a celles des
anticorps. Ils présentent de plus de nombreux avantages par rapport a ces derniers ; telle qu’une
stabilité thermique élevée, une tolérance a de larges gammes de pH alcalin et de concentration
saline, un faible codt et une simplicité de synthese et de marquage. A ce titre, ils sont employés
dans diverses applications impliquant un phénoméne de reconnaissance moléculaire,
notamment comme agents thérapeutiques ou diagnostiques [13-15]. Il sont également utilisés
comme alternative aux anticorps dans de nombreuses applications analytiques [16-18], plus
particuliérement dans la catégorie dans laquelle s’inscrit ce projet de thése : celle relativement

récente des biocapteurs & aptameres, ou « aptasensors » [19-24].

Ce chapitre présente les différents éléments conduisant aux objectifs de cette thése. La premiere
partie déecrit la structure et les propriétés des aptameres ainsi que leur utilisation dans les
dispositifs de détection de type biocapteur. La seconde partie porte sur les petites molécules,
plus particulierement la molécule modéle que nous nous proposons d’étudier : ’adénosine, et
des différentes facons de la détecter au moyen de biocapteurs a aptameéres. Le chapitre se

conclut sur les objectifs de la thése, dont les résultats feront I’objet des chapitres suivants.
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1.1 Les aptameres comme éléments de reconnaissance

1.1.1 Caractéristiques structurales et propriétes

Définition et structure

Le mot aptamére est un néologisme employé pour la premiére fois par Ellington et Szostak en
1990 [6]. Il est formé a partir du mot latin aptus (apte, approprié a, ou qui se lie a, qui joint) et
le suffixe mére (unité de base composant un polymere). Un aptamere désigne une structure
d’acide nucléique monobrin relativement courte (15 a 60 bases) possédant une excellente
affinité et spécificité pour des cibles variées : peptides, protéines, voire méme cellules entiéres,
bactéries ou virus [6]. Cette propriété est principalement due a leurs caractéristiques structurales
particuliéres, impliquant des phénomenes de repliements dans ’espace. Ce repliement peut
entrainer la formation de doubles hélices (ou tiges) de longueur variables via 1’appariement de
régions complémentaires. L’interaction par liaison hydrogene stabilise alors les deux hélices,
menant a la formation d’une conformation tridimensionnelle compacte. Les déformations
locales de I’hélice, en exposant certains de ces groupements, permettent de générer une plate-

forme d’interaction spécifique avec la cible.

Boucle en épingle

Sailie — Boucle multiple

/
/

Base externe —— /

Boucle interne

Figure 1.2 Caractéristiques structurales des acides nucléiques, adapté de Hermann et al. [25].

10
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Les régions de bases non appariées donnent naissance a différents types de conformations :

saillies, jonctions, boucles, pseudo-noeuds et quadruplexes appariés (Figure 1.2) [25].

Le repliement d’un brin sur lui-méme donne lieu a une structure en épingle a cheveu, ou « tige-
boucle ». Des structures compactes de type « pseudo-noeud » peuvent également se former par
interaction complémentaire entre une tige-boucle et une partie de la structure simple brin.
L’empilement d’hélices et le compactage de I’ensemble sont la conséquence d’interactions

entre boucles.

L’interaction entre un aptamere et sa cible implique généralement un réarrangement
conformationnel de la structure préexistante, voire 1’adoption d’une nouvelle structure intégrant
la cible [26, 27]. Les structures des complexes aptamére-cible élucidées par diffraction des
rayons X ou résonance magnétique nucléaire (RMN) montrent ainsi une intégration importante
de la molécule cible au sein de I’architecture oligonucléotidique, devenant alors un élément

intrinséque de la structure globale du complexe [27].

Propriétés

Du fait de leur capacité de reconnaissance moléculaire, les aptaméres sont considérés comme
une alternative prometteuse aux anticorps [28]. Comparés a ces derniers, ils présentent une
meilleure stabilité chimique et peuvent étre régénérés facilement apres dénaturation. Ils sont
également produits par synthése chimique et, contrairement aux anticorps, peuvent étre
sélectionnés pour leur affinité contre des toxines ou des molécules non immunogenes (pas de
production d’anticorps). Facilement modifiables via 1’addition de groupements fonctionnels, ils
reconnaissent une variété plus large de molécules cibles avec une affinité et une spécificité

équivalente ou supérieure que les anticorps.

En effet, leur sélection in vitro permet I’obtention de molécules présentant une affinité tres
élevée pour la cible. Les aptaméres anti-protéine sont les plus majoritairement sélectionnés a
ce jour. lls représentent prés de 71 % du nombre total d’aptaméres sélectionnés [29]. La
constante de dissociation (Kq) du complexe aptamere-protéine se trouve généralement dans une

gamme allant du nanomolaire au sub-nanomolaire (10° a 10°1* M).

11



CHAPITRE 1: Introduction genérale

Pour des cibles de poids moléculaire moins elevé (antibiotiques, toxines, etc.), le Kq est de
’ordre du micromolaire (10 & 107 M) [30]. Cette moindre affinité peut s’expliquer par la
diminution de la surface de contact entre la cible et 1’aptamere, réduisant le nombre de

groupements fonctionnels disponibles pour I’interaction [26].

Enfin, les aptaméres sont également connus pour leur remarquable spécificité. 1ls peuvent
discriminer des cibles a partir de différences structurales subtiles, comme la présence ou non
de méthyle, de groupement hydroxyle ou encore la forme —L ou —D d’un énantiomére de la
cible [26]. Cette spécificité est par ailleurs étroitement liée a I’affinité. L obtention d’un ligand
présentant une affinité suffisamment élevée garantit sa spécificité vis-a-vis de la cible [26].
Ainsi, les ligands présentant la plus grande affinité sont ceux possédant la surface de contact
avec la cible la plus élevée. Par conséquent, une modification minime de la surface de la cible

peut entrainer une diminution significative de I’interaction avec 1’aptamere.

1.1.2 Sélection des aptaméres

L’identification et la sélection de molécules d’aptameres fait appel a un procédé d’évolution
moléculaire dirigée ou SELEX (pour Systematic Evolution of Ligands by Exponential
Enrichment). Développée simultanément par deux equipes en 1990 [6, 12], le principe de cette
technique repose sur I’extraction de ligands potentiels a partir d’une banque d’oligonucléotides
composée initialement de séquences générées aléatoirement. La coexistence, dans une méme
entité moléculaire, de la structure et de la séquence permet alors, par alternance d’étapes de
sélection (basées sur la structure) et d’amplification (basées sur la séquence), d’isoler le
composé possédant les propriétés recherchées (Figure 1.3). Ainsi, il s’agit d’une méthode
combinatoire faisant intervenir trois étapes principales : la synthese de banques de séquences
suffisamment riches, le criblage de candidats potentiels et enfin, 1’indentification et purification

des séquences retenues.

La premiére étape, cruciale, nécessite la constitution de banques d’oligonucléotides présentant
une diversité moléculaire suffisante. Sachant que les séquences sont constituées d’une région
aléatoire de n nucléotides (en géneral de 20 a 100), la diversité de la banque dépendra de la
taille de cette région. La limite expérimentale de la richesse de la banque est généralement de

’ordre de 10 & 10 séquences différentes [31].
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Cette population est ensuite soumise a une etape de criblage via une sélection basée sur
I’existence d’une activité catalytique, ou le plus souvent, I’affinité pour une cible choisie. La
sélection s’opére par séparation physique et peut faire intervenir diverses méthodes telles que
la chromatographie, la rétention sur filtre ou encore 1’électrophorése. Les séquences
sélectionnées sont alors amplifiees par PCR grace a des amorces qui s’hybrident aux régions
fixes. Une banque enrichie en candidats potentiels est donc obtenue, a partir de laquelle un
nouveau cycle de selection/amplification peut étre effectué. Le taux d’enrichissement dépend
des conditions de sélection, qui jouent un réle déterminant pour 1’évolution de la population.
Cette succession d’étapes de sélection et d’amplification est réitérée sur 10 a 15 cycles,
permettant ainsi 1’enrichissement progressif de la population en séquences présentant les

meilleures qualités pour la fonction recherchée.

Banque r. Cible

d’'oligonucléotides
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Figure 1.3 Principe de la méthode SELEX. Chaque cycle de sélection est composé d’une étape
d’incubation entre la cible et la banque d’oligonucléotides, une étape de sélection des séquences ayant
présenté une affinité pour la cible et une étape d’amplification des séquences sélectionnées.
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Parallélement, la diversité de la population se réduit et seules quelques dizaines ou centaines de
séquences, les plus aptes a la reconnaissance, sont retenues. Les techniques classiques du génie
génétique (clonage, séquengage, expression) permettent alors d’identifier et cloner ces
aptameres, aprés une éventuelle troncation des régions fixes. L’analyse comparative de ces
séquences permet enfin d’en déduire des motifs structuraux critiques pour la propriété
recherchée. A noter toutefois que le résultat de cette méthode dépend fortement des paramétres
de sélection, telle que la température, le temps d’incubation ou encore la concentration des
séquences et de la cible. L’affinité des aptaméres sélectionnés peut donc varier dans le cas de

leur utilisation ultérieure dans d’autres conditions expérimentales.
1.1.3 Applications

La découverte des aptameres et de leurs propriétés a ouvert la voie a de multiples applications
(Figure 1.4). Leur potentiel en tant que nouvel outil pour I’analyse médicale ou la
thérapeutique, rivalisant ou complétant celui apporté par les anticorps, est en constante
évolution. Les revues de Luzi et al.,[32] ainsi que Tombelli et al. [33] en résument les

principales avancees.
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Figure 1.4 Schéma illustrant les différentes applications impliquant 1’utilisant d’aptameres. D’apres
lliuk et al. [34].
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Nous nous focaliserons ici sur les applications impliquant la mise en ceuvre de biocapteurs, ou
aptasensors. Tirant profit des nombreux avantages des aptameres, ces applications utilisent ces
molécules comme sondes afin de détecter des cibles spécifiques [34].

Les domaines d’applications peuvent ainsi étre aussi variés que 1’analyse de 1’environnement,
la détection d’agents pathogénes dans le cadre d’attaques bioterroristes ou encore le

diagnostique medical [18, 33, 34].

Pour rappel, un biocapteur peut étre défini comme un dispositif permettant la détection d’un
analyte d’intérét (cible) via une réaction d’interaction avec un élément de reconnaissance
(sonde) [32]. La sonde est associée a un transducteur : 1’élément de reconnaissance moléculaire
réagit spécifiquement avec ’analyte, tandis que le transducteur (optique, électrochimique,
acoustique) convertit le phénomene de reconnaissance moléculaire en un signal (lumineux,

électrique, fréquence) permettant une mesure quantitative ou semi-quantitative (Figure 1.5).

Ces deux éléments sont généralement intégrés dans un dispositif, petit et portatif, permettant de

doser I’analyte d’intérét sans ajout d’autres réactifs ni prétraitement de I’échantillon.

mn Transducteur g g A > ‘mn

Sonde / Cible

Figure 1.5 Schéma de principe d’un biocapteur.

Diverses molécules biologiques ont été utilisées comme élément de reconnaissance : enzymes,
antigéenes, anticorps, cellules [32]. Du fait de leurs propriétés d’affinité et de spécificité, les
aptameres peuvent également étre employés comme éléments de reconnaissance moléculaire
pour 1’élaboration de biocapteurs (aptasensors). Par rapport aux biocapteurs utilisant des
anticorps (immunocapteurs), les aptasensors présentent de nombreux avantages : leur petite
taille permet une immobilisation efficace et la formation de monocouches de densité élevee,

paramétres d’importance non négligeable lors de 1’élaboration de biocapteurs [24, 35].
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De plus, ils peuvent étre facilement marqués sans modification de leurs propriétés [35]. Enfin,
les aptameres peuvent étre soumis a de nombreux cycles de dénaturation et de régénération sans

perte d’efficacité [35], permettant d’obtenir des biocapteurs réutilisables.

Parmi les variétés de biocapteurs, il convient de distinguer le cas particulier du format des
biopuces. Une biopuce correspond a 1’assemblage de plusieurs éléments de reconnaissance
différents, organisés sur une méme surface microstructurée. Ceci permet de paralléliser,

automatiser et miniaturiser la détection des réactions d’intérét.

La classification des aptasensors peut prendre en compte différents paramétres. Nous
choisissons une classification basée sur les implications du changement conformationnel des
aptameres lors de D’interaction avec leur cible (Figure 1.6). A ce jour, il est possible de
dénombrer plus de mille publications sur le sujet. Les revues de Zhou et al. [20] ; Tombelli et
al. [33] ; Willner et al. [36] ainsi que lliuk et al. [34] présentent le détail de ces études. Nous

nous restreindrons ici aux catégories suivantes :

= Détection par interaction directe

Dans ce cas, I’interaction de la cible avec I’aptamére immobilisé provoque une augmentation
de la masse ou de I’indice de réfraction au niveau de I’interface. Cette variation est mesurable
par des techniques de transduction spécifiques [37, 38]. Cette catégorie implique également
I’utilisation de nanoparticules d’or conjugués a des séquences d’aptameres. La présence de la
cible dans la solution induit la précipitation des nanoparticules, provoquant alors un

changement de coloration de la solution [39].

= Détection par effet de repliement

Le changement conformationnel des aptaméres peut étre ici exploité pour perturber
I’environnement local d’un fluorophore initialement couplé a I’aptamére. Dans cette stratégie,
les extrémités de I’aptameres sont marquées par un fluorophore et un inhibiteur de fluorescence
(quencher). L’émission du fluorophore est alors dépendante de la distance inter-extrémités,
celle-ci étant a son tour influencée par la présence de la cible et de son interaction avec
I’aptameére. Cette méthode a par exemple servi a la détection d’adénosine [40] et de protéines

[41].
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Figure 1.6 Différentes stratégies utilisées pour la détection de I’interaction aptamére-cible au moyen
d’aptasensors, d’aprés Zhou et al. [20]. (A) Détection directe basée sur la variation de masse ou d’indice
de réfraction a I’interface du biocapteur suite a la liaison de la cible avec 1’aptamére immobilisé. (B)
Détection par effet de repliement impliquant le principe FRET. (C) Détection basée sur le principe des
balises moléculaires. (D) Assemblage de séquences d’aptaméres clivées ou split aptamers, induit par la
présence de la cible en solution. (E) Détection par agrégation des nanoparticules d’or et changement de
coloration. (F) L’utilisation du graphéne oxide (GO) pour une détection basée sur la désorption de
I’aptamére en présence de la cible. (G) Assemblage de nanoparticules d’or suite a I’interaction des
séquences Split aptamers en présence de la cible. (H) Séquences Fused aptamers utilisées pour une

détection de cible basée sur la génération d’un signal induit par la fixation d’un composé, ici Makachite
Green (MG).

Une stratégie similaire repose sur le concept de balise moléculaire (molecular beacon) [40].
Les balises moléculaires sont des sondes oligonucléotidiques permettant de détecter la présence
d’acides nucléiques spécifiques en solution via un changement conformationnel qui se traduit
par une modification de leurs propriétés de fluorescence. Ces oligonucléotides sont constitués
d’une séquence complémentaire de la cible (sonde) encadrée par deux séquences
complémentaires entre elles ainsi que d’un fluorophore et d’un quencher attachés de fagon
covalente a chaque extrémité. En I’absence de la cible, la balise adopte une structure spéecifique
du fait de I’hybridation de ses extrémités complémentaires ; le fluorophore et le quencher sont
alors a proximité, ce qui empéche 1’émission de fluorescence par transfert d’énergie vers

I’inhibiteur (Principe du FRET pour Fluorescence Resonance Energy Transfer).
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En présence de la cible, la sonde interagit avec celle-ci pour former un complexe plus stable
que la structure initiale. Le changement de conformation résultant éloigne le fluorophore et le

quencher, permettant 1’émission de fluorescence par le fluorophore.

= Détection par modification de la séquence

Cette stratégie implique une modification de la séquence de 1’aptamére, soit par clivage (Split
aptamer), soit par addition d’une séquence complémentaire (Fused aptamer). Dans le cas des
Split aptamers, les séquences ainsi clivées ne peuvent interagir qu’en présence de la cible et
reprendre une structure proche de leur conformation originelle. Si les séquences sont
conjuguées a des nanoparticules d’or, leur interaction en présence de la cible provoquera
I’agrégation des nanoparticules et un changement visible de la coloration de la solution [41]. A
I’opposé, les Fused aptamer impliquent la fusion d’un aptameére (pour la reconnaissance) avec

un module aptamere différent (pour la génération du signal) [42].

1.2 Application a la détection de petites molécules : L’adénosine comme modéle

1.2.1 Notion de petites molécules

Le terme petite molecule, dans son sens le plus large, fait référence a des composeés de faible
poids moléculaire, défini par opposition aux macromolécules (acides nucléiques, protéines,
polysaccharides) dont la taille est en genéral 200 a 300 fois plus élevée. Cette notion demeure
néanmoins ambiglie car la détermination de la limite supérieure, en termes de poids
moléculaire, ne fait toujours pas consensus dans la littérature. Nous retrouvons ainsi des études
évoquant des limites allant de 0,5 a 2 kDa [18, 29, 41, 43-53]. En pharmacologie, ce terme est
restreint aux molécules possédant une forte affinité et capacité d’interaction avec les
macromolécules. Leur poids moléculaire est alors limité a 0,5 kDa [54, 55]. Il correspond a la
borne en dessous de laquelle les molécules peuvent diffuser a travers la membrane cellulaire
[53-55]. Parmi les grandes catégories auxquelles appartiennent les petites molécules, il est
possible de citer : les acides amines, les carbohydrates, les ions inorganiques, les nucléotides et

dérivés, les stéroides, les cofacteurs, les toxines, etc.

Du fait de leur propriété de diffusion a travers les membranes biologiques [53], les petites

molécules se retrouvent impliquées dans diverses fonctions physiologiques.
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Leur réle peut donc s’avérer nocif comme dans le cas des toxines et des cancérigénes, ou
bénéfiqgue comme dans le cas des médicaments et des nutriments. Au sein des cellules, les
petites molécules organiques servent en tant qu’agent de signalisation, de défense immunitaire
ou encore de pigments [53, 56, 57]. En biologie moléculaire et en thérapeutique, elles sont
utilisées sous forme d’antibiotiques ou médicaments. Il peut s’agir de composés naturels, tels
que les métabolites secondaires, ou de composés synthétiques, tels que les molécules antivirales
[53]. Leur application s’étend également au domaine environnemental, notamment en

agriculture ou elles sont utilisées comme pesticides [58].

La majorité des analyses dans le domaine biomédical, alimentaire, environnemental ou encore
sécuritaire (défense nationale) impliquent la détection de molécules au poids moléculaire
inférieur a 1 kDa [51]. Le développement de techniques de détection de petites molécules, on
peut aisément le deviner, est donc d’un intérét certain. Les autorités gouvernementales et
réglementaires exigent par ailleurs 1’utilisation de méthodes de détection simples, sensibles et
intégrées dans des dispositifs portatifs dans le but de réaliser des analyses sur le terrain. Les
méthodes de détection traditionnelles (chromatographies et spectroscopies de masse) s’avérent
peu adaptés pour ce type d’application [59]. Elles nécessitent en effet des temps de préparation
d’échantillons relativement longs, une importante mobilisation de personnel - de préférence

hautement qualifié - ainsi qu’une détection post-analyse et non en temps-réel.

Le format biocapteur, avec sa taille réduite et sa facilité de mise en ceuvre offre une solution
prometteuse pour ce type d’application. Historiquement, ce sont les enzymes et les anticorps
qui ont été utilisés en premier en tant qu’¢léments de reconnaissance pour la détection de petites
molécules via un dispositif biocapteur [51, 60]. Pourtant, les aptameres se sont vite imposés

comme une alternative sérieuse.

Les petites molécules et les aptameres

Bien qu’ils ne représentent que 17 % [29] de I’ensemble des aptaméres sélectionnés a ce jour,
les aptameres ciblant les petites molécules sont parmi les plus étudiés dans la littérature [29]. A
titre d’exemple, en termes de nombre de publications produites sur les aptasensors, I’aptamére
anti-ATP est classé second derriere celui de I’aptameére ciblant la protéine thrombine. Les
aptameres anti- cocaine et théophylline sont quant a eux classés cinquiéme et septieme,

respectivement.
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Du fait de leur haute affinité et sélectivité, ils sont méme considérés comme des éléments de
reconnaissance idéaux pour la détection de petites molécules [28, 61]. La plus petite molécule
organique cible utilisée pour la sélection d’aptameéres est 1’éthanolamine, une molécule formée
de deux atomes de carbone liant deux groupements fonctionnels, hydroxyl et amine [62]. Cet
aptamere a pu étre sélectionné a partir d’une méthode dite FluMag-SELEX, basée sur marquage
fluorescent de I’ADN et I’immobilisation de la molécule cible sur des billes magnétiques.
L’interaction de cet aptamere avec sa cible implique par ailleurs une affinité importante, les Kgq
variant de 6 a 19 nM.

Si de nombreux exemples d’aptaméres sélectionnés contre les petites molécules existent dans

la littérature, nous nous contenterons de citer les catégories suivantes :

= Les aptameéres sélectionnés contre les colorants organiques

Dans le but de démontrer la validité du principe SELEX, Ellington et Szostak [6] ont choisi
d’utiliser différents colorants organiques (Bleu Cibacron, Réactif Bleu, Réactif vert, etc.)
comme molécules cibles, du fait de leur capacité a mimer les cofacteurs métaboliques. Ils ont
ainsi décrit la sélection d’aptameres en série ARN et ADN spécifiques de 6 colorants différents.
Les auteurs ont également montré que la fixation était spécifique du type de sequence utilisée,

la version ARN de I’aptamere ADN sélectionné ne parvenant pas a fixer la molécule cible.

= Les aptameres sélectionnés contre les ions inorganiques

Ciesiolka et al. ainsi que et Hofmann et al. ont décrit la sélection d’aptameéres, en série ARN,
possédant une bonne affinité pour le Zn?* [63, 64] et pour le Ni** [65] respectivement.
Sélectionnés par la méthode SELEX, ces aptameres présentent des constantes de dissociation

comprises entre 1 uM et 1 mM.

» Les aptameéres sélectionnés contre des nucléotides et dérivés

Nous retrouvons également des exemples d’aptameres sélectionnés contre des nucléotides,
nucléosides et dérivés. A titre d’exemple, le premier aptamére spécifique de I’ATP a été

sélectionné par Sassanfar et Szostak en 1993 [66].
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Un aptamére ARN tronqué de 40 nucléotides fixant I’ATP avec un Kq de 0,7 uM a ainsi été
sélectionné. Huizenga et Szostak [67] ont par la suite pu obtenir un aptamere en série ADN

fixant également I’ATP.

= Les aptameres sélectionnés contre des cofacteurs

Lauhon et Szostak [68] ont, par exemple, déecrit la sélection d’aptaméres ARN fixant les
cofacteurs flavine et nicotinamide. Il ainsi pu étre démontré, pour la premiere fois, que des
aptaméres ADN et ARN de séquences identiques possédaient la capacité de fixer la méme
molécule cible (ici la flavine), avec néanmoins une affinité plus faible pour la série ADN.
Concernant la sélection pour les nicotinamides, les résultants obtenus ont révélé que les
aptameres ARN sélectionnés étaient capables de discriminer entre les deux états de réduction

de la molécule nicotinamide adénine dinucléotide (NAD).

Dans le cadre de cette thése, nous nous sommes intéresses a une petite molécule en particulier,

[’adénosine.

1.2.2 L’adénosine et son aptamere

L’adénosine (9-B-D-ribofuranosyl-6-aminopurine) est un nucléoside purique formé d’une base
adénine attachée a un noyau ribose via une liaison B-glycosidique (Figure 1.7). Présente dans
toutes les cellules de I’organisme, elle est synthétisée de fagcon continue aussi bien dans le milieu

intracellulaire qu’extracellulaire.

La production et le relarguage de 1’adénosine sont habituellement augmenteés lorsque les
conditions environnementales deviennent hostiles. En effet, si I’on considere des conditions
physiologiques normales, la concentration intracellulaire en adénosine est sous contrble
enzymatique et reste faible (~ 200 nM) [69, 70]. En cas de stress cellulaire, la synthese se fait
essentiellement par dégradation de 1’adénosine tri-phosphate (APT) et la concentration en
adénosine extracellulaire augmente, pouvant atteindre jusqu’a 100 fois les valeurs initiales [69,
70]. De plus, quand la concentration intracellulaire en ATP s’effondre, suite a 1’utilisation
excessive d’énergie, celle en adénosine croit considérablement. Cette adénosine est ensuite

transportée dans 1’espace extracellulaire via divers transporteurs [69].
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Ainsi, en cas de stress métabolique, il existe une augmentation des concentrations en adénosine
extracellulaire, constituant ainsi un marqueur sensible d’un état physiopathologique spécifique
[71].
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Figure 1.7 Structure chimique d’une molécule d’adénosine

L’adénosine est impliquée dans une multitude de systémes physiologiques incluant les systéemes
nerveux, cardiovasculaire, gastro-intestinal, urogénital, respiratoire et lymphatique. Ses effets
biologiques affectent donc plusieurs organes vitaux. Au niveau du systéme respiratoire,
I’adénosine régule la contraction du muscle lisse bronchique, augmente la sécrétion de mucus
et module P’activité d’un grand nombre de cellules immuno-inflammatoires associées avec
certaines maladies pulmonaires inflammatoires [70, 72, 73]. D’autres effets biologiques
importants se manifestent au niveau des vaisseaux (vasodilatation et vasoconstriction), des
plaquettes (effet antiagrégant), du rein (inhibition de la libération de rénine), du cceur et du
systeme nerveux autonome (réduction de [I’activité des neurones sympathiques et
parasympathiques). Dans le systéme nerveux central, 1’adénosine induit un effet analgésique,

anti-convulsant, neuroprotecteur, anxiolytique et inhibe I’activité motrice [70, 72, 73].

A ce titre, le développement de systémes de détection de 1’adénosine pourrait donc étre utile au
domaine biomédical, notamment a travers un dispositif de type aptasensor. L’adénosine
constitue par ailleurs la molécule modéle par excellence dans le cadre de développement
d’aptasensors ou 1’étude fondamentale de I’interaction petite molécule/cible, faisant ainsi

I’objet d’un trés grand nombre de publications [29].

L’aptameére anti-adénosine a été sélectionné par Huizenga et Szostak [67] & partir d’une banque

oligonucléotidique contenant 2 x 10'* molécules d’ADN simples brins.
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La structure minimale fonctionnelle de cet aptamere est composée de 27 nucléotides. D’un point
de vue structural, il est formé par deux tiges séparées par deux plateaux de guanine (quartet),
constituant ainsi une poche pour I’interaction avec 1’adénosine (Figure 1.8). La liaison de
I’aptameére fait intervenir aussi bien la base que le sucre composant 1’adénosine, au moyen
notamment d’interactions électrostatiques [67]. La constante de dissociation du complexe a été
estiméea 6+ 3 UM [67, 74]. Par ailleurs, tel que mentionné précédemment, un premier aptamere
de sériec ARN, sélectionné pour I’ATP, s’est egalement révélé en mesure d’interagir, avec une

moindre affinité et spécificiteé, avec I’adénosine.
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Figure 1.8 Représentation schématique de la séquence originelle de I’aptameére anti-adénosine tel que
sélectionné par Huizenga et Szostak [67]. Constitué de 27 nucléotides, 1’aptamére adopte un repliement
en épingle a cheveux et interagit avec 1’adénosine au niveau d’une zone riche en quartet de G.

1.2.3 La détection d’adénosine au moyen d’aptasensors

De nombreuses stratégies ont été développées pour détecter la présence d’adénosine au moyen
d’un biocapteur impliquant 1’utilisation d’aptameres. A titre d’exemple, on peut citer celles
basées sur la fluorescence [75], 1’électrochimie [76] ou encore la colorimétrie [77]. Ces
stratégies ont en commun I’exploitation du changement conformationnel de 1’aptameére ainsi
que I’utilisation d’un marqueur ou de nanoparticules d’or. Les limites de détection atteintes sont

généralement dans la gamme micro et nanomolaire [29].
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Un autre exemple qui mérite d’étre développé est celui représentant 1’'une des premiéres
applications pratiques pour la détection d’adénosine. Il fait intervenir un dispositif de type
bandelette-test [78] (Figure 1.9).

Des agrégats de nanoparticules biotinylées et fonctionnalisées par des aptameres sont déposés
sur une bandelette qui est ensuite séchée. L’ immersion de I’extrémité de la bandelette dans une
solution échantillon entraine alors la réhydratation des agrégats. En 1’absence de la cible, les
agrégats ne peuvent migrer du fait de leur trop grande taille. En revanche, 1’ajout de la cible
entraine la redispersion des nanoparticules, qui peuvent alors migrer a travers une membrane
puis étre capturées sur une fine ligne de streptavidine, entrainant 1’apparition d’une coloration

rouge.
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Figure 1.9 Détection d’adénosine a partir d’un test de type bandelette, d’aprés Liu et al. [78].

Parmi les autres stratégies développées, la détection optique de type résonance de plasmon de
surface (SPR) a gagné une attention croissante ces derniéres années [47, 79]. Elle est basée sur
un principe de variation de 1’indice de réfraction d’une surface sélective lors de 1’interaction
sonde/cible (Voir Chapitre 2). La SPR est pourtant connue comme étant limitée a la détection
de molécules d’un poids moléculaire supérieur a 2 kDa [52, 80] (hors gamme petites
molécules). La fixation des petites molécules, du fait de leur faible poids moléculaire, n’est pas

en mesure d’entrainer une variation d’indice de réfraction significative.
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Dans ce contexte, I’utilisation de la SPR comme technique de détection de petites molécules

constitue un défi en soi.

Motivés par les avantages uniques qu’offre cette technique (fonctionnement en temps réel,
absence de marquage, bonne sensibilité, mode d’opération non destructif, multiplexage), les
scientifiques ont rivalisé d’imagination pour élaborer des stratégies visant a améliorer Ses
performances de détection pour les petites molécules (Voir Chapitre 3). Dans le cas de
I’adénosine, la plus faible limite atteinte aujourd’hui est de I’ordre du picomolaire [81], valeur
d’autant plus remarquable si 1’on tient compte de son Kq (6 pM). Souhaitant participer a cette
émulation scientifique, nous avons choisi de relever le défi en choisissant d’utiliser la SPR

comme technique de détection de petites molécules au moyen d’un aptasensor.

1.3 Objectifs de la these

Nous nous proposons de développer un dispositif de type biocapteur a aptaméres en vue d’une
détection de petites molécules au moyen de la technique de résonance des plasmons de surface
(SPR). Pour cela, notre modele d’étude est 1’adénosine, molécule de signalisation par
excellence pour laquelle un intérét existe dans le domaine biomédical. Les variations de ses
concentrations physiologiques représentent en effet un marqueur d’états physiopathologiques
spécifiques. Un aptamére anti-adenosine a par ailleurs été sélectionné dans les années 1996 et
a fait ’objet de nombreuses applications de détection, notamment via des dispositifs de type

biocapteurs (aptasensors).

Dans un premier temps, I’élaboration de la biopuce a exigé le recours a I’utilisation d’autres
types d’aptameéres, sélectionnés cette fois-ci contre la protéine thrombine pour laquelle une
détection directe par SPR est possible. Notre attention sera focalisée sur 1’utilisation de
différents traitements de surface dans le but de réduire le taux de signal non spécifique et
d’augmenter le rendement d’interaction sonde/cible. Une fois le protocole validé, la biopuce

pourra alors étre utilisée comme plateforme d’étude pour la détection d’adénosine.

Une premicre stratégie mettant en ceuvre 1’utilisation de nanoparticules d’or (AuNPS) et de
séquences d’aptameres clivées (Split aptamers) a été imaginée en vue d’augmenter les
performances de détection de petites molécules par SPR, reconnues dans la littérature comme

étant limitées.
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Une attention particuliére sera préalablement apportée au protocole de fonctionnalisation des
AUNPs en vue de concilier I’obtention d’un grand facteur d’amplification avec la réduction du
signal non spécifique suite au phénoméne d’interaction. En utilisant des sequences Split
aptamers comportant un nombre de bases complémentaires différent (4 et 8), il sera possible
d’étudier I'influence de ce parametre sur la qualité de I’interaction de I’adénosine avec les

sondes, notamment en termes de limite de détection et de stabilité thermodynamique.

En nous basant justement sur la stabilité¢ thermodynamique mise en jeu lors de I’interaction des
Split aptamers avec 1’adénosine, une nouvelle stratégie de détection sera utilisée. Dans ce cas,
le dispositif SPR est couplé a un systeme de régulation de température, permettant ainsi
d’assurer la dissociation des complexes et d’établir des profils de dénaturation caractéristiques.
Cela devrait permettre de différencier les profils impliquant ou non la présence de la cible dans
la solution. Il sera par ailleurs possible d’envisager une caractérisation quantitative du

phénoméne d’interaction, notamment a travers 1’extraction des paramétres thermodynamiques.
Ces différents aspects du projet permettront d’explorer les potentialités d’une plateforme de

détection composée d’aptaméres couplée a une détection SPRi pour la caractérisation

multiplexée des interactions impliquant les petites molécules.
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CHAPITRE 2: Elaboration de la biopuce et détection par SPRi

2.1 L’imagerie par résonance des plasmons de surface (SPRi)
2.1.1 Le phénomene de résonance plasmonique de surface

Le plasmon de surface correspond a 1’oscillation collective d’électrons libres a I’interface entre
deux milieux : un métal (Al, Ag, Au, Cu, ...) et un diélectrique. La résultante de ces oscillations
est une onde électromagnétique évanescente, appelée onde plasmon, se propageant a cette
méme interface sur une épaisseur spécifique (Figure 2.1). La fréquence de cette onde est
dépendante de I’indice optique local du milieu diélectrique, c’est-a-dire de la quantité de

matiere présente a ’interface.

Diélectrique
AZ
I_X
—>
Plasmons Onde
de surface évanescente
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y tThy--wrttuo Ut

Figure 2.1 Profil de ’amplitude de 1’onde plasmon se propageant a I’interface entre un métal et un
diélectrique. L’onde se propage sur une distance limitée suivant ’axe des X et ’axe des Z. Elle est
caractérisée par sa longueur Ly de propagation sur I’interface et par ses profondeurs Lzm et Lzq de
pénétration de part et d’autre de l’interface. Au-dela de ces valeurs, I’onde devient insensible aux
perturbations du milieu. Les grandeurs caractéristiques Ly, Lzm et Lzg de ’onde plasmon peuvent étre
calculées a partir de la composante longitudinale (Ksp)x du vecteur d’onde [1].

L’intérét pour les plasmons de surface prit toute son importance a partir de 1968 suite aux
travaux d’Otto [2] ainsi que ceux de Kretschmann et Reather [3] qui développérent différentes
configurations expérimentales pour exploiter ce phénomene. Les travaux de Nylader et
Liedberg [4] marquent quant & eux un tournant majeur dans I’application des plasmons de
surface. Pour la premiere fois, il réussirent a exploiter la configuration de Kretshmann pour

détecter des molécules gazeuses ainsi que I’interaction anticorps (IgG)/ antigéne (a-1gG) [4].
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Figure 2.2 Résonance plasmonique de surface selon la configuration de Kretschmann. Une fine couche
d’or de quelques dizaines de nanométres d’épaisseur est directement en contact avec la base d’un prisme
d’indice n. Un faisceau de lumiére polarisée est alors dirigé, au travers de ce prisme, vers I’interface
métal/diélectrique avec un angle d’incidence interne 6. Le champ évanescent s’étend dans le métal et se
couple avec le plasmon de surface a I’interface entre le métal et 1’air. Les changements de 1’indice de
réfraction dans le milieu diélectrique sont détectés jusqu'a 100-200 nm a partir de I'interface, en fonction
de la qualité du revétement d'or et la longueur d'onde de la lumiere.

Afin de mieux comprendre le phénomene dont il est question, nous pouvons considérer en
premier lieu un systéme composé d’une simple interface séparant deux milieux d’indice de
réfraction (n1, n2), de sorte que ny > ny. Il existera alors un angle d’incidence, noté 6, au-dela
duquel I’intensité lumineuse envoyée sur I’interface sera totalement réfléchie : on parle alors
de phénoméne de réflexion totale. Ce phénomeéne s’accompagne de la formation d’une onde
évanescente dans le milieu d’indice nz, qui s’attenue en s’éloignant de la surface. Considérons
a présent un systeme optique, tel que proposé par Kretschmann [3], ou les deux milieux sont
séparés par une couche métallique de quelques dizaines de nanomeétres (Figure 2.2). Dans ce
cas, pour les angles d’incidence 0 inférieurs a Oc, I’intensité du faisceau lumineux réfléchi sera
trés importante, les métaux réfléchissant la lumiere pour les longueurs d’onde appartenant au
spectre visible. A I’inverse, pour 0 > 6., du fait de I’excitation des plasmons, une forte
atténuation de I’intensité réfléchie est observée. L’intensité passe par un minimum pour un
angle caractéristique 6y, I’angle de résonance. Cette excitation résulte d’un couplage entre la

lumiere incidente (photons) et les électrons de conduction du métal (Figure 2.1).
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L’énergie lumineuse est alors absorbée par le métal, provoquant cette diminution caractéristique
de l’intensité réflechie. Au niveau de I’interface, comme précisé plus haut, le plasmon
correspond a une oscillation de la densité de charges se propageant le long de ’interface [5].
Un champ ¢électromagnétique est crée dans le milieu d’indice n2 (diélectrique), et présente les
caractéristiques d’une onde évanescente, son amplitude décroissant exponentiellement avec la
distance par rapport a la surface (Figure 2.1). Cette propriété fait du plasmon une sonde locale,
sensible aux modifications des propriétés de I’interface métal/diélectrique, notamment les
variations d’indice de réfraction. Plusieurs techniques ont ainsi tiré profit des propriétés des

ondes évanescentes, parmi lesquelles la résonance des plasmons de surface (SPR).

En résumé, le plasmon de surface est une onde de densité de charges se propageant a I’interface
séparant un métal et un diélectrique. Il peut étre excité par une onde lumineuse, induisant une
forte diminution de I’intensité réfléchie. Cette atténuation résulte du couplage entre la lumiére
incidente et les électrons de conduction du métal. Cette propriété étant sensible a I’indice du
milieu diélectrique au niveau de I’interface, elle est a I’origine de I’utilisation de la SPR pour
la détection des interactions moléculaires. Ainsi, lorsqu’une molécule s’adsorbe sur la couche
d’or, elle modifie les propriétés des plasmons de surface, notamment la valeur de I’angle de
résonance. Ceci implique une variation de I’indice du milieu qui sera d’autant plus importante
que le nombre ou la taille des molécules seront grands. Il est ainsi possible de : 1) Quantifier la
quantité de molécules adsorbées sur la surface, tel que démontré par Stenberg et al. [6] ; 2)

Suivre en temps réel les cinétiques d’interactions.

2.1.2 Imagerie SPR

En général, les cinétiques d’interactions sont suivies en mesurant la variation de réflectivité en
temps réel. A titre d’exemple, I’une des premiere mesures de 1’hybridation de I’ADN par SPR
remonte aux années 1990 [7]. La SPR a alors été utilisée pour mesurer 1’intensité réfléchie par
la surface d’or fonctionnalisée par une seule séquence (format monocapteur). Parmi les SPR
monocapteurs commercialisés, le Biacore® est le plus fréquemment utilisé. Trés vite cependant,
I’idée d’un SPR multicapteur, de type imagerie SPR, permettant des mesures en paralléle a été
proposée par 1’équipe de Knoll [8]. Ainsi, de nombreuses équipes utilisant la SPR se sont
équipées d’imageurs pour 1’étude des interactions moléculaires sur puce, dont les plus

emblématiques sont celles de Corn [9] et Lévy [10].
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Les systemes d’imagerie SPR sont basés sur un mode de suivi de I’interaction a angle de mesure
et longueur d’onde fixes. Dans ce cas, une caméra CCD va permettre 1’enregistrement des
variations d’intensité du faisceau réfléchi exprimé sous forme de pourcentage de réflectivité.
La réflectivité traduit ici le rapport entre 1’intensité du faisceau réfléchi et celle du faisceau

incident (Figure 2.3).

Reflectivité
(0 /0) A

AR

»

A6  Angle d’incidence (°)

Figure 2.3 Les différents modes de suivi de I’évolution des courbes plasmons lors d’une détection SPR
(1 : lecture type Biacore® basée sur la variation de 1’angle de résonance A@, 2 : lecture par imagerie
SPR basée sur la variation de réflectivité AR).

L’imagerie SPR offre ainsi la possibilité de mener une détection multiparamétrique, sans
marquage et permet par ailleurs une quantification des cinétiques observées. De plus, la
visualisation de la surface de la biopuce en temps-réel permet d’identifier et limiter les
phénomeénes d’interaction non-spécifique [11]. Ces avantages en font alors incontestablement

un outil de choix pour 1’étude des interactions moléculaires.
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2.1.3 Dispositif expérimental utilisé

Dans le cadre de ce projet de theése, 1’appareil de détection employé est constitué tel que présenté
sur la Figure 2.4. 1l est composé d’une partie fluidique assurant la circulation des différentes
solutions durant I’expérimentation et une partie optique de type SPRi dans la configuration de
Kretschmann. Développé par Horiba (France), ce systeme est composé de plusieurs éléments
optiques (Figure 2.4). Une source monochromatique de lumiere de type LED (A = 635 nm)
génere un faisceau lumineux dont 1’angle d’incidence peut étre ajusté par un miroir pivotant.
Un polarisateur va alors permettre une polarisation de la lumiére incidente en mode Transverse
Magnétique (TM) pour la mesure SPR ou Transverse Electrique (TE) pour la réflectivité totale
de référence. Le faisceau réfléchi est capté par une caméra CCD (16-bit) reliée a un ordinateur.

Montage fluidique

- Poubelle

Echantillonainjecter

Tampon
Pompe Dégazeur Valve
Miliew . Cellule
d’interaction
Sond SPR
onde
— ‘ﬂvl\_vﬂ\'/% —
Or .
s Biopuce
\ /7 _
Acquisitionde données Lentille \\ Polariseur
/ Lentille
— @ LED
Camera
CCD

Montage optique

Figure 2.4 Montage expérimental de détection par SPRi. L’injection des échantillons est réalisée via
un systéme fluidique composé d’une pompe et d’une vanne reliée a une cellule d’interaction
surplombant la biopuce. La partie optique est équipée d’une LED qui illumine le prisme en verre sous
un angle fixe pour lequel se produit la résonance de plasmons de surface (SPR). Le rayon réfléchi est
alors détecté par une caméra CCD elle-méme reliée a une interface logicielle permettant 1’acquisition
de données en temps-réel.
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Le systeme est confiné dans une enceinte thermo-régulée afin de limiter 1’effet des fluctuations
de température sur les événements de reconnaissance et le phénomeéne de plasmons de surface
(Figure 2.5).

Prisme Cuve

LED

Polariseur

Miroir
pivotant

Enceinte thermo-régulée

Camera CCD Vis de serrage du prisme

Figure 2.5 Photo du montage expérimental de I’imageur SPR utilisé.

Au dessus de la biopuce se trouve une cellule, ou chambre, d’interaction hexagonale en PEEK
constituée d’une voie d’entrée et de sortie (Figure 2.6). Le volume de réaction au sein de la
cellule est estimé a 15 pL. En amont de cette cellule se trouve un systéme a boucle d’injection
qui permet d’intégrer, si nécessaire, le volume d’échantillon a injecter au circuit principal dans
lequel circule un tampon en continu. Le volume de 1’échantillon injecté est donc défini par le
volume de la boucle utilisée. Celui-ci est classiquement de 500 pL. Encore plus en amont se
trouve un systéme de dégazage qui permet de prévenir ’apparition de bulles d’air dans
I’ensemble du circuit fluidique. Le débit de circulation du tampon de course est ajusté grace a
une Pompe-seringue Cavro. Pour un mode en continu, ce débit est fixé a 50 pL/min. Un mode
va-et-vient est également possible si I’on souhaite réaliser des injections plus longues. Dans ce
cas, le débit instantané est fixé a 50 puL/min tandis que les volumes poussé et aspiré sont

respectivement de 15 pL et 10 pL.
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0,1 mm # m ./s'a mm

Entrée  Sortie

Figure 2.6 Schéma (A) et photo (B) de la cuve hexagonale utilisée.

Les données récoltées pendant I’expérience correspondent a des images différentielles issues
de la soustraction d’une image de référence (définie avant 1’injection) a 1’image en cours
d’acquisition, mais également a des variations de réflectivité en fonction du temps. Ceci permet
le tracé de courbes cinétiques dites « sensogrammes » caractérisées par une augmentation de la
réflectivité au cours de la phase d’interaction sonde/cible suivie d’une baisse de réflectivité
durant la phase de dissociation (Figure 2.7). L’injection d’une solution de régénération (NaOH
a 50 mM) peut contribuer a ramener les signaux SPR a leur niveau de base, optimisant ainsi les

conditions de reproductibilité en cas d’injections successives.

Le traitement des données cinétiques differe selon les besoins. Afin de représenter clairement
et uniformément les effets d’une injection sur les signaux SPR, une étape de base consiste a
soustraire pour tous les plots la valeur initiale de réflectivité définie a un temps précédant
I’injection. Il est également utile de limiter quelquefois 1’effet du saut d’indice d’un échantillon
injecté sur le signal SPR. Pour cela, il suffit de soustraire pour tous les plots, un signal référence

issus d’un plot contréle (mentionné en légendes des figures le cas échéant).
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Figure 2.7 Suivi de la cinétique d’association et dissociation du complexe sonde/cible au niveau de la
surface de la biopuce sous forme de sensogrammes et d’images SPR. Le signal SPR représente la
variation de réflectivité en fonction du temps. L’interaction de la cible avec la sonde se traduit par une
augmentation de la réflectivité tandis que la dissociation du complexe formé se caractérise par une
diminution du signal. La réflectivité revient & son niveau de base aprés I’injection d’une solution de
régénération. La détection du faisceau de lumiére réfléchie sur une caméra CCD permet de suivre et de
récolter des images de la surface. Au niveau de chaque zone d’interaction localisée (plot), le changement
de réflectivité se traduit en images par des niveaux de gris variables.

2.2 Conception de la biopuce

2.2.1 Séquences des aptameéres utilisés

La conception d’une biopuce a aptameres implique la fonctionnalisation de sa surface en
différentes zones d’interaction localisées (plots). Dans le cadre de la détection d’adénosine, les
séquences sondes employées pour cette étude préliminaire sont des aptameéres anti-adénosine
présentées dans le Tableau 2.1. Leurs séquences different en fonction du nombre de bases
complémentaires qu’elles possedent, permettant ainsi de tester I’influence de ce nombre sur

I’interaction avec 1’adénosine.
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Séquences sondes | Séquence 5’ ->3’

APTS8 HS- TTTTTAGAGAACCTGGGGGAGTATTGCGGAGGAAGGTTCTC

APT4 HS- TTTTTAGAGAACCTGGGGGAGTATTGCGGAGGAAGGTAGAG

Tableau 2.1 Séquences des aptameéres anti-adénosine APT8 et APT4 utilisés en tant que sondes a la
surface de la biopuce. Les bases en rouge représentent les bases complémentaires au niveau de chaque
séquence.

Nous retrouvons alors deux séquences distinctes APT4 et APT8, pouvant s’hybrider sur 4 et 8
bases, respectivement (Figure 2.8). Une autre modification de ces sequences d’aptaméres a
consisté en 1’addition d’une queue poly-thymidine de cing unités (Ts) au niveau de I’extrémité
5°. Ceci contribue d’une part, a favoriser 1’accessibilité de I’aptamére pour 1’adénosine en

solution aprés son greffage, et d’autre part, & limiter I’effet d’adsorption non spécifique [12].

® : Adénosine
G
5 OCCG, . GGG,
TTT TTAGAGAACCT g ® GTA T TTTTTAGAGAACCT @ GTA T
3 GAGATTGG CGT 3 CTCTTGGAAG CGT
GAGC GAGP
Hybridation Hybridation
sur4 bases sur8 bases
APT4 APTS

Figure 2.8 Représentation schématique des aptameres anti-adénosine utilisés. A gauche, APT4 pouvant
s hybrider sur 4 bases et a droite, APTS pouvant s’hybrider sur 8 bases.

D’autres séquences oligonucléotides sont utilisées en tant que contréles négatifs (CN) pour
évaluer la spécificité de I’interaction aptamére-adénosine mais aussi, en cas de besoin, en tant
que contréles positifs d’hybridation avec leurs sequences complémentaires. Ces séquences,
notées CN8 et CN4 sont caractérisées par une composition nucléotidique, en nombre et en
nature, identique a celle des APT4 et APT8 respectivement, mais dont 1’ordre a été déterminé

aléatoirement.
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D’autres séquences disponibles au laboratoire appelées Zip9 (Voir Annexe) présentent une
longueur comparable a celles des aptameres et ont de fait également servis en tant que contrdles
négatifs pour certaines expériences (Chapitre 4). L’ensemble des séquences

oligonucléotidiques utilisées sont représentées en Annexe A.

2.2.2 Immobilisation des aptameéres sur la surface

Les sondes sont immobilisees sur la surface de la biopuce sous forme de plots distincts. En
géneral, trois replicats sont reéalises pour chaque type de sonde afin de controler la
reproductibilité des signaux SPR. Les courbes cinéetiques présentées dans ce manuscrit
correspondent pour la plupart a la moyenne des signaux obtenus pour chaque réplicat.

Une étape clé dans la fabrication d’un outil de détection de type biopuce a aptameres concerne
I’immobilisation des acides nucléiques a la surface du transducteur. En effet, la sonde doit étre
immobilisée a la surface sans altération de ses propriétés chimiques ou biologiques. De plus, il
est nécessaire de maintenir sa stabilité et sa réactivité durant le temps d’analyse. Si une grande
variété de substrats peut étre utilisée pour I’immobilisation des aptameéres tel que le carbone, le
cuivre ou méme le silicium [13-15], le choix de la SPR comme élément transducteur implique
I"utilisation d’un support specifique. Celui-ci doit impérativement étre recouvert d’une couche
métallique favorisant I’apparition de I’effet plasmon. De fait, la biopuce utilisée dans le cadre
de ce projet correspond a un prisme de verre haut indice de réfraction (n = 1,776) recouvert
d’une premiere couche de Nikel (2 nm d’épaisseur) puis d’or (50 nm) sur une surface d’environ

2 cm?,

La fonctionnalisation de surfaces d’or par des acides nucléiques est un vaste domaine
d’investigation. Les méthodes les plus adaptées et plus communément utilisées pour une
détection en SPR concernent généralement trois grandes familles de modification de surface.
La premiére correspond a la formation de couches monoassemblées de type SAMs (Self
Assembled Monolayers) via I’adsorption spontanée de molécules aux extrémités thiolées
présentant une grande affinité pour 1’or [16]. La seconde est I’ancrage de la sonde par

élecropolymérisation de pyrrole a la surface d’une électrode [17, 18].
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La troisiéme concerne I’enchevétrement des sondes dans une matrice organique (type Dextran).
C’est d’ailleurs cette derniere chimie de surface qui est employée dans les biocapteurs de type

Biacore® dont la surface est recouverte d’un gel réticulé de dextran carboxyméthylé.

Traditionnellement, c’est 1’élecropolymerisation de poly-pyrrole (Ppy) qui est utilisée dans
notre laboratoire. Différentes applications ont pu ainsi étre mises point dans le domaine de la
reconnaissance moléculaire impliquant par exemple des glycosaminoglycanes, des bactéries ou
encore des lymphocytes [19-22]. Dans ce cas, les molécules sondes sont conjuguées a un
monomere de pyrrole dont 1’élecropolymérisation, sous I’action d’une différence de potentiel,
va assurer le greffage (non covalent) a la surface d’or. Si cette technique permet un ancrage tres
stable des sondes, leur organisation au niveau de la surface est toutefois aléatoire. De plus, il
s’avére difficile de contrbler la taille du polymere formé dont la rugosité de surface peut
atteindre au final une épaisseur de 8 nm [10, 20, 22]. Néanmoins, les travaux de these de J-B.
Fiche [23, 24], relatifs au développement de puces a ADN, ont permis de mettre en évidence

I’apparition fréquente d’artefacts sur les plots dans ce type de configuration.

Afin de contourner les problémes liés a la topologie imposée par la formation du polymere et
aboutir & une couche organique de faible épaisseur, dans I’idéal une monocouche, le recours a
I’utilisation de SAMs semble étre une solution adaptée. Une comparaison entre ces deux
méthodes pour le greffage d’ADN et une détection en SPRi a déja été initiée dans notre
laboratoire par J. Fuchs dans le cadre de sa thése [25, 26]. Il a de fait été montré que les signaux
d’hybridation SPR obtenus par des sondes greffées via une chimie thiol sur or étaient en
moyenne deux fois plus importants que ceux obtenus via 1’électropolymérisation de pyrrole et
présentaient également une meilleure reproductibilité. En effet, 1’accessibilité des sondes
immobilisées peut avoir une influence importante sur la sélectivité de la biopuce [27]. Dés lors,
il est préférable de garantir une bonne organisation des molécules a la surface. Cette approche
permet de maintenir une bonne flexibilité des sondes lors du processus de reconnaissance, mais

présente néanmoins une moindre stabilité en comparaison avec la chimie poly-pyrrole.

La formation de SAMs portant des groupements thiolés sur des surface d’or est une chimie
développée pour la premiére fois par Nazzo et Allara il y a pres de trente ans lorsqu’ils réussirent
a caractériser I’adsorption d’alcanethiols sur or [28, 29]. Depuis, les monocouches auto-

assemblées de thiols sur or représentent les systemes les mieux étudiés [30].
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Ainsi, ces molécules ont la capacité de former spontanément sur une surface un alignement de
molécules organiques principalement composées de chaines alkyles ou de cycles aromatiques
(Figure 2.9). Le groupement thiol (SH) situé a I’une des extrémités se lie alors a un atome d’or
via la formation d’une liaison non covalente (S-Au) par chimisorption. L’organisation de la
couche s’établit ensuite par la création de forces d’attraction de type Van der Waals entre les

différentes chaines.

R: extrémité affine avec la surface
R’: extrémité chimique spécifique a la fonctionnalisation

R’ R’ R’

Forces
— d’interaction
inter-chaines

Figure 2.9 Représentation idéale de la formation de mono-couche organique par auto-assemblage de
SAMs.

La stabilité de ces couches auto-assemblées dépend fortement des conditions expérimentales
telles que le pH [31] ou la température [32]. De plus, en dépit de leur facilité de mise en ceuvre,
les SAMs demeurent peu stables dans le temps et en milieux oxydants. Néanmoins,
I’immobilisation d’acides nucléiques thiolés sur une surface en couche auto-assemblées pour
des applications en bioreconnaissance a fait 1’objet de nombreuses études [33-36]. L abondance
des publications dans ce domaine trahit le besoin crucial d’optimisation des protocoles
développés. L’objectif principal consiste a atteindre une haute sensibilité et sélectivité de
détection via notamment 1’augmentation du rendement d’interaction spécifique et la
neutralisation des adsorptions non spécifiques, aussi bien des sondes que des cibles, pour le

substrat.
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Dans le cadre de ce projet de thése, nous nous sommes exclusivement intéressés a 1’utilisation
d’une chimie basée sur 1’auto-assemblage d’aptameres thiolés a la surface de la biopuce. Le
recours a la chimie thiol pour I’immobilisation d’aptaméres étant une expérience inédite au
laboratoire, il semblait nécessaire d’y consacrer une étude approfondie. En effet, ces molécules
représentent bien plus que de simples acides nucléiques. Leur structure, caractérisée par leur
conformation tridimensionnelle, est un facteur déterminant pour la préservation de leur
fonctionnalité. L’établissement d’un protocole adapté a donc nécessité la prise en considération
de nombreux parameétres tels que le temps d’incubation, la densité de greffage ou encore la
présence d’agents de passivation au niveau de la surface. Les résultats de cette étude seront

développés dans la section suivante.

2.3 Optimisation de la chimie de surface

Le contrdle de la chimie de surface est ainsi essentiel pour assurer le développement d’une
biopuce a aptameres sensible et sélective. Si le but ultime concerne la détection d’adénosine,
les travaux présentés ci-aprés ont d’abord porté sur un autre modéle d’étude, celui de la
reconnaissance aptameére (APT) - thrombine (THR). En effet, dans un premier temps, une étude
préalable du probleme a nécessité une validation grace a une molécule dont I’interaction avec
les aptameres est connue et facilement caractérisable au laboratoire. Or, contrairement a
I’adénosine, la thrombine, en tant que protéine, présente I’avantage d’avoir un poids
moléculaire de 36,7 kDa, parfaitement compatible avec une détection SPRi. Néanmoins, ceci
peut également contribuer a favoriser 1’apparition de signal non-spécifique, parametre clé, qui
servira de base pour I’ajustement de protocole final de traitement de surface. Ainsi, une fois les
conditions expérimentales optimisées pour le modéle THR, celles-ci seront appliquées a notre

modéle d’étude principal, 1’adénosine.
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2.3.1 La thrombine et ses aptameres

La thrombine (THR), désignée aussi par I’appellation facteur Ila, est une enzyme de la
coagulation sanguine appartenant a la famille des Sérines-protéases. D’un poids moléculaire de
36,7 kDa, elle est formée de deux chaines reliées par un pont disulfure, une chaine légere de

6 kDa (36 acides aminés) et une chaine lourde de 31 kDa (258 acides aminés).

Dans I’organisme, la THR est caractérisée par sa multifonctionnalité. Elle agit a la fois comme
une protéase, en clivant plusieurs facteurs de la coagulation sanguine, et comme un messager

capable d’interagir avec différents récepteurs cellulaires.

Son réle majeur dans la cascade de coagulation sanguine consiste a transformer le fibrinogéne
plasmatique (soluble) en filaments de fibrine insolubles qui contribuent a former le caillot
sanguin. A cet effet pro-coagulant s’ajoute un effet anticoagulant indirect, par interaction avec
un récepteur des cellules endothéliales menant a I’inactivation des facteurs Va et VIIla. Un
déreglement de son activité peut donc conduire a des troubles de la coagulation et engendrer
des cas d’hémophilie ou de thrombose. Elle représente de ce fait une cible importante pour le
développement de traitements anti-coagulants et des maladies cardiovasculaires [37]. De plus,
sa détection et quantification dans des échantillons biologiques complexes peut se révéler
cliniqguement pertinente. Il a en effet été montré que sa concentration dans le sang peut atteindre
la gamme micromolaire durant le processus de coagulation ainsi que des niveaux plus faibles
au début du phénomene d’hémostase [37]. Par ailleurs, une présence persistante de la thrombine
dans la circulation sanguine peut générer un infarctus du myocarde [38]. Le développement de

dispositifs de détection sensibles et spécifiques a donc tres vite fait ’objet d’un grand intérét.

Les différentes recherches menées dans ce sens ont notamment fini par aboutir a la découverte
d’aptaméres anti-thrombine durant les années 90. Le premier (APT1) correspond & une
séquence ADN optimale de 15 bases dont la composition riche en Guanosine lui confére une
structure tridimensionnelle en quadruplexe [39]. Celle-ci consiste en deux tétrades de G
connectées par deux boucles T-T et une boucle T-G-T (Figure 2.10). Cet aptamére est connu
pour interagir préférentiellement avec la THR au niveau du site de fixation du fibrinogéne,
appelé exosite 1 [39].
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Le second aptamére (APT2) a été identifié en 1997 par I’équipe de Tasset et al. [40]. Il est
composé d’une séquence de 29 nucléotides, dont un motif de 15 nucléotides trés semblable a
APT1 et responsable du repliement en G-quadruplex. Les nucléotides situés aux deux
extrémités peuvent s’apparier conférant a APT2 une structure en quadruplexe-duplexe (Figure
2.11). Cet aptameére interagit avec la THR au niveau du site de fixation de I’héparine : I’exosite

2. Les séquences développées de APT1 et APT2 sont présentées en Annexe A.

Figure 2.10 Représentation schématique d’APT1 et APT2 et de leur interaction avec la thrombine
(THR). Au niveau des séquences d’aptaméres, les tétrades de G et le duplexe formé par 1’appariement
des bases complémentaires sont symbolisés en pointillés. La structure de la THR est adaptée des travaux
de Huntington et al. [41]. L’interaction APT-THR a lieu au niveau de deux exosites désignés par les
sigles ABEI et ABEII sur la figure pour Anion-Binding Exosite | et I1.

Ces aptaméres sont aujourd’hui considérés comme les molécules modéles les plus utilisées
pour développer des systemes de détection de type aptasensor. Pour ce faire, différentes
stratégies ont été développées, parmi lesquelles la détection basée sur la résonance plasmonique
de surface [14].

Nous allons donc utiliser dans cette section le modele d’interaction des aptaméres APT1 et
APT2 avec la THR pour une caractérisation en SPRi. Comme précisé plus haut, I’objectif
principal ne consistera pas a évaluer la faisabilité et les performances d’un tel systéme, mais
plutot a I’utiliser comme plateforme référence pour optimiser les procédures de traitement de
surface et les transposer au modeéle adénosine. Les différentes stratégies employées pour

élaborer ce protocole optimisé sont décrites dans la prochaine section.
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2.3.2 Traitements de surface
i)  Préparation par traitement plasma

Préalablement a la fonctionnalisation, une étape importante consiste a nettoyer la surface des
biopuces par un traitement plasma afin d’éliminer d’éventuelles contaminations organiques de
surface, susceptibles de perturber 1’adsorption des monocouches. Ce traitement est réalisé dans
un générateur Plasma avec un mélange gazeux d’oxygene (O2) et d’argon (Ar) sous pression
réduite. Quand I’action de 1’argon est ici purement mécanique (érosion ionique du substrat),
I’oxygéne lui, va permettre d’¢éliminer les résidus hydrocarbonés et générer un oxyde
superficiel, favorisant la mouillabilité et 1’adhésion au niveau de la surface. Ceci a pour effet
de la rendre hyper-réactive tout en augmentant sa rugosité. Des tests mettant en ceuvre
I’utilisation d’un microscope a force atomique (AFM) nous ont permis d’estimer cette rugosité
en fonction du temps d’incubation des surfaces, préalablement a leur fonctionnalisation par les
sondes. Il s’agissait de mettre en évidence 1’effet d’un nettoyage plasma sur I’état de la surface

afin de définir un temps d’incubation optimal pour la reproductibilité des expériences.

La rugosité est estimée a partir des valeurs RMS (Root Mean Square) des irrégularités de la
surface, calculées a partir de la variance des mesures. Deux différents prismes (P1 et P2) traités
simultanément au plasma ont été soumis a des mesures AFM aprés des temps d’incubation de
4 et 24 heures, respectivement. Un troisiéme prisme (P0), n’ayant subi aucun nettoyage plasma

a également été testé. Les images obtenues sont reportées sur la Figure 2.11.

Les mesures AFM ont permis de mettre en évidence 1’évolution de I’état des surfaces apres un
nettoyage plasma. En effet, la rugosité d’un prisme non traité (RMS=1,35) se trouve étre plus
faible que celle des prismes nettoyés au plasma. Celle-ci a néanmoins tendance a diminuer au
cours de temps en se rapprochant de la valeur de référence (P0) apreés 24 heures d’incubation
(RMS= 1,46). Si la rugosité de la surface aprés un traitement plasma traduit la réactivité de

celle-ci, il est de fait nécessaire de définir un temps d’incubation suffisant pour la neutraliser.

La favorisation des conditions de mouillabilité et d’adhésion peut mener a une contamination
tres rapide des surfaces des leur exposition, ceci ne peut que se répercuter négativement sur la
reproductibilité des expériences de méme que sur les performances des biopuces. A partir de

ces résultats, le temps d’incubation optimal a donc été fixé a 24 h.
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Figure 2.11 Images AFM de la surface de trois différents prismes représentées en vision planaire (a
gauche) et en 3D (& droite). La surface explorée est de 4umz2. Les images ont été traitées avec logiciel
WSxM et la rugosité est estimée a partir des valeurs RMS (Root Mean Square) des irrégularités de la
surface. (A) Prisme PO non traité au plasma. (B) et (C) Prismes P1 et P2, traités au plasma et incubés,

respectivement, pendant 4 et 24 heures avant les mesures AFM.
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i) Passivation avec les thiols

La technique d’immobilisation choisie étant 1’auto-assemblage de SAMs par chimisorption, les
séquences d’aptaméres sont de ce fait thiolées au niveau de leur extrémité 5°. Ces séquences
présentent neanmoins la particularité de posséder initialement a cette extrémité un groupement
amine. Suivant un protocole inspiré de Grosjean et al. [42], la conjugaison est réalisée via une
réaction de couplage entre une molécule de 11-Mercapto-Undecane-1 N-Hydroxysuccinimide
et le groupement amine terminal présent a I’extrémité 5° des aptaméres (APT1 et APT2)

(Figure 2.12).

L’immobilisation directe de sondes d’acides nucléiques ainsi thiolées sur une surface d’or a été
initialement développée par Perterlinz et al. [35]. Le but de 1’étude consistait alors a mettre en
¢vidence les phénomenes d’hybridation et déshybridation de séquences d’ADN thiolés par
SPR. Depuis, cette méthode de greffage a été précisément caractérisée par le groupe de M.J.
Tarlov a travers les travaux de Herne, Steel et Levicky [33, 34, 36] portant notamment sur
I’influence de la densité de surface et la longueur de la séquence sur le phénomeéne
d’hybridation.

Il ressort notamment de ces études que la fonction thiol en 5’ de I’ADN n’est pas le seul point
d’attache des molécules sur I’or. Les bases azotées qui composent la séquence présentent
également une affinité non négligeable pour la surface. Cette adsorption non spécifique semble
avoir des consequences négatives sur le rendement d’hybridation qui ne dépasserait pas les 5-
10%. Une facon de remédier a ce probléme consiste a traiter la surface, préalablement
fonctionnalisée avec de I’ADN thiolé, par un agent bloquant pouvant également s’organiser en
monocouche sur la surface d’or par auto-assemblage. C’est le 6-mercaptohexanol (OH-(CH.)e-

SH), ou MCH, qui permis d’obtenir les meilleurs résultats.

Des mesures de réflectivité [36] ont montré que ce post-traitement au MCH avait contribué a
redresser les molécules d’ADN adsorbées non-spécifiquement. Favorisant ainsi leur
accessibilité pour le brin complémentaire, les rendements d’hybridation obtenus avec cette

méthode avoisinaient les 100%.
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Partant de ce constat, il était Iégitime de s’interroger sur ’efficacité d’un tel traitement de
surface sur les aptameéres. En effet, si I’obtention de monocouches parfaitement organisées a la
surface favorise le phénoméne d’interaction ADN-ADN, quand est-il de I’interaction aptamére-
cible qui nécessite, elle, une préservation de I’intégrité structurale des sondes ? Or, la formation
de monocouches plus denses et plus compactes pourrait engendrer des phénomeénes
d’encombrement stérique et empécher ainsi le repliement de [’aptamére, condition

indispensable a son interaction avec la cible.

Afin de vérifier ce paramétre, une premiére série d’expériences a été réalisée. Deux différentes
approches ont alors été testées : La premiére consistait a greffer les aptameéres sur la surface de
la biopuce sans effectuer par la suite un traitement de passivation de la surface. Pour la seconde,
I’efficacité de deux agents de passivation a été évaluée selon une procédure en deux étapes.
Cela consiste dans un premier temps a greffer localement les sondes d’aptameres puis, a la suite
d’un temps d’incubation, passiver la surface avec un agent de nature hydrophile, le MCH ou 6-
Mercaptohexanol (OH-(CH2)6-SH) ou un autre de nature hydrophobe et de longueur plus
importante, le DDT ou 1-Dodécanethiol (CH3-(CH2)11-SH) (Figure 2.12). La base de ce
protocole a été adaptée des travaux de Peterlinz et al. [35] pour 1’auto-assemblage de mono
couches d’ADN sur I’or. Le greffage localisé des aptameres sur la surface de la biopuce a été
réalisé au moyen d’un robot de dép6t piezoélectrique. Cela permet de former des couches de
molécules auto-assemblées par dép6t sans contact de la solution d’aptameéres avec la surface et

ce, via I’éjection de gouttes d’un faible volume (4 nL) (Figure 2.12).

La fonctionnalisation des puces avec les sondes n’a lieu donc qu’au lendemain du traitement
plasma. Deux concentrations de sondes (APT1, APT2, CN) ont été utilisées pour le dép6t : 10
UM et 20 uM, soit des densités de greffage finales de I’ordre de ~ 5 et 8 pmol/cm? [43]. Ce
dépot est réalisé sous atmosphére humide (80% d’humidité) afin de limiter les phénoménes
d’évaporation et les puces sont par la suite incubées, toujours sous humidité, durant un temps
défini afin de permettre I’organisation des mono-couches sur la surface (Figure 2.12). Les
prismes sont ensuite placés sous sorbonne a température ambiante puis rincés a 1’eau déionisée

et séchés sous flux d’argon le lendemain.
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Figure 2.12 Représentation des étapes de fabrication de la biopuce a aptameres. (A) Couplage entre les
séquences sondes au niveau de leur extrémité 5° avec un 11-Mercapto-Undecane-1 N-
Hydroxysuccinimide. (B) Fonctionnalisation de la surface de la biopuce par une méthode de dép6t sans
contact a I’aide du robot piézoélectrique. Le greffage des sondes thiolées a la surface se fait par
chimisorption. Les molécules s’organisent spontanément en une mono-couche autoassemblée sur des
zones localisées (plots). (C) Un traitement de passivation est réalisé suite a une étape d’incubation des
biopuces. Les agents de passivation utilisés sont soit le 6-Mercaptohexanol (MCH) ou le 1-
Dodécanethiol (DDT).
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Pour les puces soumises a un traitement de passivation, celui-ci est réalise par immersion directe
dans une solution de MCH ou en phase vapeur dans un cristallisoir pour le DDT. Enfin, pour
toutes les puces, la derniére étape précédant la détection en SPRi a impliqué un blocage de la
surface qui déja fait ses preuves au laboratoire. 1l fait intervenir une solution protéique a base
de BSA (Serum Albumine Bovine) et de Cytochrome C dans laquelle les prismes sont
immergeés. Ce blocage, classique, permet d’éviter 1’adsorption non spécifique de la THR sur

I’intégralité de la surface d’or disponible lors de 1’étape de détection [44].

Les puces ainsi préparees, et une fois rincées et sechées, sont placées dans le dispositif SPR.
Elles présentent des plots localisés au centre de la surface d’or, au niveau duquel sera disposé
la cellule de réaction hexagonale. L’allure générale de la puce ainsi que le plan de dépot des

sondes sont illustrés dans la Figure 2.13.

A 9 mm B

@ cN2opmM @ ApTi20pM @ APT220pM
© CN1OUM @ APT110uM © APT210uM

Figure 2.13 Biopuce SPRi fonctionnalisée par auto-assemblage d’aptameéres thiolés. (A) Représentation
du plan de dép6t utilisé pour le greffage localisé des sondes (APT1, APT2 et CN) a des concentrations
de 20 et 10 uM. (B) Photo illustrant la biopuce apres 1’étape de dépot sans contact.
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Influence du traitement de passivation de surface sur ’interaction APT-THR

Les résultats des expériences de traitement de surface sont présentés dans la Figure 2.14. Les
sondes sont greffées a la surface a partir de deux différentes concentrations de départ en
solution : 10 et 20 uM. La concentration de THR injectée était de 50 nM, avec un temps et un
débit d’injection de 8 minutes et 50 pL/min respectivement. Le tampon de course utilisé pour
ces expériences SPRi a été adapté des travaux de Bock et al. [39] et Tasset et al. [40] relatifs &
la sélection d’APT1 et APT2 (Voir Annexe A).
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Figure 2.14 Influence du mode de passivation de surface sur I’interaction de la Thrombine avec APT1
(A) et APT 2 (B) caractérisée par SPRi. Les valeurs de variation en réflectivité illustrées correspondent
aux valeurs maximales obtenues a la derniére minute d’injection de THR. La barre d’erreur correspond
a I’écart type des valeurs de réflectivité maximales obtenues a partir de trois différentes expériences.
Pour chaque expérience, ces valeurs sont moyennées entre les réplicats spécifiques des sondes pour
lesquelles deux concentrations de dép6t (10 et 20 uM) ont été testées.

A partir de ces résultats, il est possible de constater que la tendance la plus marquée concerne
I’effet de la concentration de depdt des aptaméres sur ’efficacité de leur interaction avec la
thrombine. En effet, la concentration la plus élevée (20 uM) a permis 1’obtention de meilleures
variations de réflectivité SPR en comparaison avec celles obtenues pour une concentration de
10 pM.
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La densité de greffage, que 1’on peut corréler ici a la concentration de dépdt, a une influence
majeure sur le rendement de 1’interaction sondes-cibles. Si a faible concentration, cette densité
risque d’étre insuffisante pour générer un signal de reconnaissance en détection SPR, a trop
forte concentration, elle peut atteindre rapidement un niveau de saturation, non favorable au
repliement et a 1’accessibilité des aptameres pour leur cible [45, 46]. Dans notre cas, sur les
deux concentrations de dépot testées, c’est celle de 20 UM qui semble néanmoins la plus
adaptée, soit une densité de greffage de 1’ordre de 8 pmol/cm? [43]. Il a en effet été démontré
par Daniel et al. [43] que les conditions de saturation étaient atteintes a des densités de greffages

supérieures a 8 pmol/cm?, soit une concentration de solution de dépot de 1’ordre de 30 uM.

En ce qui concerne I’interaction d’APT1 avec la thrombine (Figure 2.14 A), nous observons
que ce sont les expériences pour lesquelles aucun traitement de surface n’a été réalisé qui
présentent les variations de réflectivité les plus importantes. A titre d’exemple, le signal SPR
mesuré pour les sondes APT1 (greffées a partir d’une concentration de dépot de 20 uM) n’ayant
subi aucune passivation (AR + 1,5%) est en moyenne deux fois plus élevé que celui obtenu
pour les sondes APT1 issues des prismes bloquées avec du MCH (AR + 0,76%) et du DDT (AR
+ 0,77%). L’effet positif d’un agent de passivation sur I’interaction aptamére-cible, sur lequel
la littérature est catégorique, n’est donc pas observé ici. Ainsi, en absence de passivation,
I’accessibilité des sondes semble plus élevée. Ceci se traduit clairement par le rendement
d’interaction avec la thrombine, caractérisé par la variation de réflectivité observee.
L’hypothese relative a 1I’adsorption non spécifique de ces mémes sondes a la surface pourrait
expliquer cela. En effet, I’adsorption d’une proportion d’aptameres via les groupements autres
que les thiols pourrait contribuer a espacer significativement les sondes dont 1’accrochage a la
surface se fait exclusivement par le groupement thiol. La dilution de ces sondes
« fonctionnelles » au niveau des plots est donc susceptible de préserver leur intégrité structurale
et favoriser ainsi leur interaction avec la thrombine. Pourtant, si cette explication est acceptable,
il n’est pas possible de tirer une conclusion catégorique sur ’effet positif d’une

fonctionnalisation de surface sans post-passivation.
Ay regarder de plus prés, nous pouvons en effet remarquer que pour les expériences sans

passivation, le taux de signal non spécifique lié¢ a I’interaction de la thrombine avec la surface
de I’or est plus élevé : AR + 0,2 % contre AR + 0,09 %.
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Par ailleurs, les variations standards des valeurs de réflectivité observées sont également
beaucoup plus importantes, traduisant la difficulté de garantir une bonne reproductibilité des
expériences sans post-traitement de surface. Le greffage des sondes ayant alors lieu de fagon
aléatoire et non homogeéne, notamment en fonction de la répartition des sondes fonctionnelles
(adsorption a la surface par le groupement thiol uniquement), il n’est pas évident de retrouver

les mémes tendances pour chaque expérience.

Ce constat est d’autant plus flagrant si I’on confronte ces résultats avec ceux de la Figure 2.14
B, relatifs a I’interaction d’ATP2 avec la thrombine. Cette fois-ci, 1’absence de passivation ne
permet pas d’obtenir des variations de réflectivité plus importantes que celles observées pour

le traitement avec le MCH.

En résumé, dans le cas de I’interaction des aptaméres avec leur cible, différents parameétres
entrent en jeu et influent sur le processus de reconnaissance. Il nous apparait a présent évident
que le facteur clé réside avant tout dans 1’espacement des sondes au niveau de la surface afin
de préserver leur faculté de repliement. Vient ensuite 1’organisation de ces sondes sur la

biopuce, obtenues par 1’addition d’un agent de passivation.

Passivation directe par des SAMs mixtes

La prise en compte de ces critéres nous améne a envisager une nouvelle voie d’exploration
concernant 1’optimisation de la chimie de surface. Celle-ci met en ceuvre 1’utilisation d’un co-
adsorbant lors du greffage des aptaméres sur 1’or. Celui-ci sera donc préalablement présent au
niveau de la solution de dépbt avec les aptameéres. Il jouera ainsi le réle de diluant mais
¢galement d’agent de passivation en permettant de redresser les sondes et corriger leur
orientation. Il s’agit donc de former des SAMs mixtes (aptaméres/co-adsorbant) sur les plots de

la biopuce en une seule étape lors du greffage des sondes (Figure 2.15).

Notre choix s’est porté sur le polyéthyléne glycol (PEG) thiolé de 2 kDa : CH30-O-(CHa-
CH2)44-SH. De fagon générale, I’utilisation de molécules de PEG en tant que diluants dans les
couches auto-assemblées a déja montré ses preuves dans la réduction des interactions non

spécifiques et I’espacement des sondes a la surface [30].
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De plus, ces molécules ont également la capacité de stabiliser la structure de I’ADN sur la
surface [47]. C’est donc cette derniére stratégie de fonctionnalisation de la biopuce par des

SAMs mixtes en une seule étape qui a été utilisée.

Téte du robot
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Figure 2.15 Fonctionnalisation de la biopuce en une seule étape par greffage de SAMs mixtes
(sondes/PEG) via la méthode de dépdt sans contact.

Lors du dépdt, les concentrations des aptameéres utilisées étaient toujours de 20 uM et 10 uM
pour une concentration de PEG de 10 pM, soit un ratio APT/PEG de 2 : 1 et 1 : 1,
respectivement. Le temps d’incubation sous atmosphére humide a été fixé a 30 minutes. Les
expériences SPRi ont été réalisées selon les mémes conditions que celles décrites
précédemment. La Figure 2.16 A illustre les signaux SPR obtenus pour une injection de THR
a 50 nM dans le tampon de course, tandis que la Figure 2.16 B présente une synthése des
signaux obtenus sur trois différentes expériences utilisant cette nouvelle stratégie de

fonctionnalisation de surface.
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Figure 2.16 Variations de réflectivités mesurées par SPRi apres injection de thrombine (50 nM). (A)
Signaux SPR obtenus au cours d’une expérience et moyennées entre 3 réplicats pour chaque type de
sonde. (B) La barre d’erreur correspond a 1’écart type des valeurs de réflectivité maximales obtenues a
partir de trois différentes expériences.

Nous observons en premier lieu que le signal SPR obtenu est plus élevé (AR + 5 %) pour les
plots APT1, ce qui concorde avec les résultats précédents (Figure 2.14) de méme qu’avec la
plupart des données de la littérature concernant 1’interaction de la THR avec ces deux
aptameres. Aussi, cette fois-ci encore, les plots présentant les densités de greffage les plus
importantes (concentration des sondes dans la solution de dépot: 20 uM + PEG 10 uM)
présentent de meilleurs signaux d’interaction avec la THR. Le résultat le plus remarquable
concerne par ailleurs ’amplitude globale des signaux spécifiques mesurés. Ceux-ci sont en
moyenne deux fois plus élevés que ceux obtenus pour les expériences sans passivation ou avec
I’utilisation de MCH. Ainsi, pour les plots APT1 de forte densité (8 pmol/cm?), la variation de
réflectivité atteint ici les 5 % contre 1,4 % pour I’expérience sans passivation présentées sur la
Figure 2.14. Nul doute que I’ajout de PEG dans la solution de dépdt contribue fortement a ce
résultat. Cela permet d’assurer une meilleure accessibilité et flexibilité des aptameres pour
reconnaitre la thrombine, ce qui rejoint les résultats présentés dans la littérature [46]. De plus,
le traitement PEG remplit parfaitement son réle pour la réduction du signal non spécifique. En
effet, les signaux détectés pour les plots contréles (CN) sont tres faibles (AR + 0,03 %) et le

rapport signal/bruit de détection de la thrombine trés élevé (~ 160).
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A partir de ces résultats, il a été observé qu’une détection spécifique était possible (rapport
signal/bruit significatif) jusqu’a une concentration de thrombine de 5 nM. A de plus faibles
concentrations, il semble évident que I’interaction des aptameéres avec la thrombine est limitée
par la diffusion de cette derni¢re dans le milieu. L’optimisation du temps et du débit d’injection
porte a croire qu'une amélioration des limites de détection est tout a fait possible. Ceci a
effectivement été réalisé par C. Daniel dans le cadre de ses travaux de thése au laboratoire [43,
48]. En utilisant le protocole de fonctionnalisation de surface développé ici, il a été possible
d’atteindre une limite de détection de 100 pM associée a une gamme linéaire de quantification
de 2 ordres de grandeurs sans aucun systéme d’amplification mais par simple ajustement des

parametres de détection.

Influence des temps d’incubation des biopuces sur la stabilité de la chimie de surface

Si I’ensemble des résultats décrits précédemment permet déja de rendre compte de I’efficacité
du protocole développé, il apparait 1égitime de s’interroger sur la stabilité d’une telle chimie de
surface au cours du temps. Les outils de détection, notamment les biopuces, doivent en effet
satisfaire aux conditions de sensibilité, spécificité mais également de stabilité. A terme, ces
caractéristiques pourraient alors rendre possible une utilisation analytique dans divers domaines

d’application.

Si les SAMs sont connues pour étre stables au contact de I’éthanol, elles peuvent néanmoins
désorber tres rapidement lorsqu’elles sont soumises a des températures élevées (supérieures a
70°C) ou exposées a une source de lumiere en présence d’oxygene. Il est ainsi important de
minimiser I’exposition du substrat a I’oxygene durant le processus d’assemblage afin de limiter
I’oxydation des thiols en sulfides [28, 49], mais aussi d’améliorer la reproductibilité des
propriétés chimiques de la biopuce [50]. Le temps d’incubation des puces sous atmosphere
humide aprés 1’étape de dépét, et avant le séchage sous sorbonne, est donc un parametre
déterminant, aussi bien pour 1’organisation et 1’orientation des molécules a la surface que pour

leur stabilité dans le temps.
Si dans les dernieres expériences (SAMs mixtes), ce temps d’incubation apres 1’étape de dépot

a eté fixé a 30 min, une autre détection SPR a été realisée sur un prisme pour lequel ce temps

d’incubation était trois fois plus long, soit 90 min.
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La Figure 2.17 propose de comparer les signaux SPR obtenus lors de ces deux expériences

(temps d’incubation de 30 et de 90 min).
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Figure 2.17 Influence du temps d’incubation des biopuces sur I’interaction aptameére-thrombine
caractérisée par SPRi. Des temps d’incubation de 30 minutes (A) et 90 minutes (B) ont été testés.
Chaque courbe correspond a la moyenne des signaux SPR obtenus sur 3 réplicats. Les injections de
thrombine ont été réalisées & une concentration de 50 nM.

Nous pouvons remarquer que 1’augmentation du temps d’incubation a 90 minutes (Figure 2.17
B) aeu pour conséquence la diminution globale des signaux SPR mesurés. A titre d’exemple,
la variation de réflectivité maximale (AR) observée pour les plots APT1 (20 uM) est passée de
4,8 % pour un temps d’incubation de 30 min & 1,8 %, soit une perte de réactivité d’environ 60
%. Nul doute que l’augmentation de la durée d’incubation favorise la formation de
monocouches, certes, parfaitement organisées, mais également trés compactes avec des
densités de greffage plus importantes [51], pouvant limiter ’accessibilité des sondes pour

I’interaction avec la cible.

Afin de déterminer un temps d’incubation optimal, ce parametre a ¢été corrélé a la
reproductibilité¢ des signaux SPR mesurés apres une période de 12 jours. En d’autres termes,
celarevient a évaluer la stabilité de la chimie de surface en fonction du temps d’incubation lors

de I’étape de greffage des sondes.
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La Figure 2.18 présente la variation de réflectivité maximale mesurée pour les plots APT1 (20

uM) lors d’une détection de thrombine par SPRI.

Quatre puces ont été fonctionnalisées suivant le protocole habituel mais pour lequel différents
temps d’incubation ont été définis : 0, 30, 60 et 90 min. Ces puces ont été conservees dans un
tampon PBS (pH 7,4) durant 12 jours, période au bout de laquelle elles ont été soumises une

nouvelle fois & des mesures SPR.
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Figure 2.18 Influence du temps d’incubation aprés 1’étape de dépdt sur I’interaction APT1-THR. Quatre
temps d’incubation ont été testés sur quatre différentes puces : 0, 30, 60 et 90 minutes. Les premiéres
mesures de réflectivités par SPRi, a JO, sont représentées en bleu foncé. Les secondes mesures, a J12,
sont représentées en bleu clair. Les valeurs de réflectivité maximale sont mesurées a la derniére minute
d’injection de thrombine (50 NM). La barre d’erreur correspond a 1’écart type des valeurs de réflectivité
maximale obtenues sur trois réplicats.

Ces résultats démontrent qu’au cours d’une premicre mesure SPRi, une meilleure sensibilité de
la puce est effectivement observée pour un temps d’incubation fixé a 30 minutes. Toutefois, les
mesures effectuées 12 jours plus tard révélent que cette tendance évolue négativement, nous
contraignant a relativiser notre conclusion. En effet, la perte de sensibilité la plus drastique est
observée pour t = 30 min tandis que la variation de signal (entre la premiére et la deuxiéme
mesure) la moins élevée concerne le prisme pour lequel le temps d’incubation a été fixé a 60
minutes. Ainsi, pour une densité de greffage optimale et une meilleure stabilité de la chimie de
surface, il est préférable de choisir un temps d’incubation de 60 minutes au lieu de 30 minutes.

La reproductibilité de nos expériences de détection n’en sera que favorisée.
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Ce paramétre etait le dernier a étre optimisé pour la validation de notre protocole de
fonctionnalisation de surface en vue d’une détection en SPRi. La transposition de cette stratégie

au modele adénosine est présentée dans la section suivante.

2.4 Application au modele adénosine

Une détection directe de I’adénosine par imagerie de résonance des plasmons de surface (SPRi),
couplée de plus a I’utilisation de la chimie thiol n’a encore jamais pu étre réalisée sans I’emploi
des diverses stratégies d’amplification explicitées dans le Chapitre 1. Ainsi, comme nous
I’avons déja mentionné, 1’objectif de ces travaux de thése consiste a explorer des stratégies
indirectes permettant de détecter I’adénosine par SPRi au moyen d’une biopuce a aptameres.
Ces stratégies étant développées dans les chapitres 3 et 4, il apparait peu pertinent de les
présenter dans cette section afin de valider le protocole de fonctionnalisation établi. La
validation de la chimie de surface par greffage de SAMs mixtes n’a donc préalablement
concerné que des tests d’hybridation des aptaméres anti-adénosine (APT4, APT8) tels que
présentés dans la section 2.1. Les sondes ont été greffées a une concentration de 20 uM pour
un ratio de SAMs mixtes sondes/PEG de 2 : 1.

Préalablement a la détection en SPRi, le blocage BSA/Cytochrome C a été remplacé par un
blocage avec le PEG 2kDa utilisé pour la co-adsorption. Ne s’agissant plus d’une interaction
avec une protéine, et compte-tenu des performances remarquables des PEG pour neutraliser le
signal non speécifique sur la surface, le recours a la stratégie de blocage initiale n’avait plus de
réel intérét.

Le tampon de course est cette fois-ci composé de : HEPES 10 mM, MgCl, 5 mM, NaCl 150
mM et 0,005 % Tween20, ajusté a pH 7,4, préparé et filtré au laboratoire.

Les mesures d’hybridation SPRi relatives a I’interaction entre APT4 et APT8 immobilisés a la

surface de la biopuce et une séquence complémentaire sont représentées dans la Figure 2.19
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Figure 2.19 Suivi de I’hybridation des sondes d’aptaméres (APT4, APT8) avec leur séquence
complémentaire. La variation de réflectivité a été mesurées aprés injection d’un aptamére
complémentaire a 1 uM. Les courbes représentent les signaux moyennés entre 3 réplicats pour chaque
type de sonde.

L’hybridation des séquences APT4 et APT8 avec leur complémentaire a pu étre détectée par
suivi du signal SPR. Nous remarquons qu’il n’y a pas de différence significative entre les
signaux SPR spécifiques mesurés pour APT4 et APT8. Notre attention se porte toutefois
principalement sur le taux de signal non-spécifique caractérisé par I’interaction de la séquence
complémentaire avec les plots contrdles (CN8). Celui-ci étant nul, il est possible d’en déduire
que la stratégie de fonctionnalisation développée ici semble adaptée pour 1’étude de
I’interaction des aptaméres immobilisés avec leur cible, qu’il s’agisse d’une molécule d’ADN

complémentaire ou d’adénosine, comme nous le verrons dans le chapitre suivant.
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2.5 Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons présenté les stratégies d’immobilisation des sondes d’aptameres
développées dans le but d’optimiser la reconnaissance moléculaire avec leur cible. La validation
du protocole de fonctionnalisation de surface a nécessité le recours au modeéle thrombine
(THR), plus adapté a une détection directe par imagerie de résonance des plasmons de surface
(SPRI). C’est la technique d’adsorption de monocouches auto-assemblées (SAMSs) qui a été
retenue pour le greffage des sondes a la surface. La chimisorption d’aptaméres thiolés présente
I’avantage de permettre la formation d’une monocouche de faible épaisseur, favorable a une
répartition homogeéne des molécules a la surface. Afin de garantir une bonne accessibilité des
aptameéres, 1’optimisation du protocole a impliqué en premier lieu la passivation de la surface
par deux composants: le 6-Mercaptohexanol (MCH) et le 1- Dodécanethiol (DDT), selon une
procédure en deux étapes. Cette procédure consiste dans un premier temps a immobiliser les
aptameres puis a passiver la surface d’or avec 1’un de ces composés thiolés. Contrairement a la
plupart des données de la littérature, nos résultats ont montré que le traitement de surface par
un de ces agents de passivation n’améliorait pas spécifiquement I’interaction des aptameéres
avec la THR. Un meilleur rapport signal/bruit a été obtenu lorsqu’aucun de ces agents n’était
présent. Toutefois, dans ce cas, la reproductibilité des expériences était moins évidente. Cette
premiere stratégie de traitement de surface ne permettait donc pas de satisfaire les

caractéristiques voulues.

En plus de I’accessibilité des sondes, un paramétre tout aussi critique semblait influer sur le
rendement d’interaction spécifique : la densité de greffage. Nous nous sommes donc orientés
vers ’utilisation d’un co-adsorbant lors de 1’étape de dépdt afin de former, en une seule étape,
des SAMs mixtes sur les plots de détection. Ce co-adsorbant, un polyethylene glycol de 2 kDa
(PEG), permettait en effet de diluer les sondes a la surface, éliminant ainsi efficacement les
interactions non spécifiques et espacant correctement les molécules afin d’assurer leur
repliement. Au final, c’est cette derniére stratégie qui a permis 1’amélioration considérable de
la sensibilité de détection des biopuces. Les signaux d’interaction spécifique mesurés étaient en

moyenne deux fois plus importants que ceux retrouvés pour la premiere stratégie employée.
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Le dernier ajustement du protocole de fonctionnalisation a concerné 1’optimisation du temps
d’incubation des puces suite a 1’étape de greffage des sondes. Corrélé au critere de stabilité dans

le temps, celui-ci a finalement été fixé a 60 minutes.

Les optimisations apportées dans le cadre de ces expériences ont permis la mise au point d’une
biopuce dont les performances de détection sont jugées trés satisfaisantes. Cet outil peut donc
déja servir de base pour étudier I’interaction des aptameéres avec leur cible a partir d’un modeéle
different de la thrombine. Ainsi, le protocole de fabrication de la biopuce établi ici a pu étre
pré-validé pour le modele qui nous intéresse, celui de I’adénosine, via des tests d’hybridation
des séquences d’aptameéres avec leur complémentaire. 1l a ensuite été utilisé pour caractériser
I’interaction de 1’adénosine avec ses aptameres, comme nous le verrons dans les chapitres

suivants.
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CHAPITRE 3: Détection de 1’adénosine par amplification du signal SPR

3.1 Amplification du signal SPR
3.1.1 Introduction

Dans le cadre d’une mesure SPR, la résolution du capteur peut étre définie comme la plus petite
variation d’indice de réfraction mesurable par le systétme. Le changement local d’indice de
réfraction étant proportionnel aux variations de masse, la résolution permet donc de renseigner
sur la limite de détection des dispositifs. Si ce parametre peut varier en fonction de 1’appareil
de mesure et des performances de chacun de ses composants, il est néanmoins admis que les
capteurs SPRi présentent une limite de détection de 1’ordre de 1 pg/mm? [1]. Cette sensibilité
peut aussi étre exprimée sous forme de concentration minimale détectable. Elle a été évaluée a
10 nM dans le cas de I’hybridation d’oligonucléotides de 18 bases [2] et de 15 bases [3]. Par
ailleurs, pour une molécule de masse molaire avoisinant les 1000 g/mol (1 kDa), une détection
directe se trouvera limitée a une concentration de 100 nM [4]. L’amélioration de la sensibilité
de la SPR présente alors un intérét non négligeable car elle devrait permettre d’élargir
significativement la gamme de molécules détectées, indépendamment de leur taille et de leur

concentration.

Difféerentes méthodes ont été développées pour augmenter les performances de la SPR.
Certaines se focalisent sur ’aspect purement technique du systeme en proposant d’exploiter
d’autres propriétés de la résonance des plasmons du surface, tel que le suivi de la phase de
I’onde réfléchie [5]. Néamoins, cette méthode impose des contraintes drastiques en termes de
stabilité de mesure, et parait donc peu adaptée a I’étude des interactions biomoléculaires. Une
autre stratégie consiste a coupler la mesure quantitative de la SPR avec une mesure qualitative
telle que la spectroscopie de masse. Le plus souvent, le spectrometre de masse utilisé est de
type MALDI-TOF, couplant une source d’ionisation laser assistée par une matrice (MALDI,
Marix-Assisted Laser Desoption/lonisation) et un analyseur de temps de vol des particules
ionisées (TOF, Time Of Flight mass spectroscopy). Ceci a notamment permis de différencier
les liaisons non-spécifiques et de détecter des molécules cibles jusqu’a des concentrations
atteignant le picomolaire [6]. Enfin, une toute autre méthode d’amélioration des performances
SPR, moins contraignante en termes d’appareillage, est cette fois-ci basée sur 1’exaltation

physique du signal SPR plutot que sur I’augmentation de la sensibilité intrinseque du systéme.
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L’application d’une telle stratégie pour la détection de petites molécules implique donc
’utilisation d’un agent amplificateur du signal qui interagirait directement ou indirectement
avec les molécules d’intéréts (sondes et cibles). Les principaux développements réalisés dans

ce sens ont concerné :

= [’utilisation d’anticorps selon un principe de détection par inhibition indirecte ou par
compétition (Figure 3.1). Dans ce dernier cas, la petite molécule est liée a un marqueur,
limitant ainsi sa capacité d’interaction spécifique. L’emploi d’un telle stratégie nécessite
également qu’un anticorps spécifique ait été préalablement sélectionné pour reconnaitre
la cible [7]. Le cas échéant, certaines petites molécules ont pu étre détectées par cette
méthode telles que la méthanphétamine [8], I’acide domoique [9] ou encore le 2,4,6-
trinitrotoluene (TNT) [10].

= Des configurations de type sandwich [11]. Cette méthode permet d’amplifier le signal
de I’interaction biomoléculaire d’intérét entre les sondes et la cible, appelée interaction
primaire, par une autre interaction, dite secondaire, entre une biomolécule (un anticorps
par exemple) et la cible. 1l s’agit donc de passer d’un signal correspondant a la fixation
de la cible a celui correspondant a la fixation de la cible et de la molécule secondaire.
Ce gain sera donc d’autant plus important que la masse de la molécule secondaire sera
élevée. Ainsi, il n’est pas étonnant que celle-ci soit également couplée a une autre
molécule ou a une nanoparticule d’or (AuNP) afin d’amplifier significativement le
signal [12] (Figure 3.1). Toutefois, la mise en ceuvre d’un protocole expérimental pour
ce type de détection nécessite généralement un nombre conséquent d’étapes. Le gain de
sensibilité obtenu s’accompagne par ailleurs d’une perte d’information car le besoin
d’attendre I’interaction secondaire pour détecter le signal se fait au détriment du suivi
en temps réel de la cinétique de D’interaction. Enfin, en plus des encombrements
stériques susceptibles d’étre générés par ce type de configuration, une dernicre
limitation concerne la structure méme de I’analyte qui devra présenter non plus un, mais
deux sites de liaisons.

= L’utilisation de nanomatériaux, dont la revue de Zeng et al. [13] présente les principales
caractéristiques et applications. Ceux-ci peuvent servir a amplifier le signal par
modification du substrat (recouvrement par une couche de graphéne, réseaux de
nanoparticules, couche de silice) ou par marquage des molécules d’intérét
(nanoparticules a base d’or, d’argent, de latex ou magnétiques). Néanmoins, du fait de
leurs propriétés optiques particulieres explicitées dans la prochaine section, ce sont les
nanoparticules d’or qui ont la faveur des stratégies d’amplification du signal SPR,
notamment pour l’application qui nous intéresse, a savoir, la détection de petites
molécules.
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Figure 3.1 Représentation schématique de différentes stratégies de détection de petites molécules basées
sur I'utilisation d’anticorps par inhibition indirecte (A), compétition (B) et configuration sandwich avec
une anticorps secondaire (C) ou une nanoparticule d’or (D). Adapté de Zeng et al. [13].

3.1.2 Les nanoparticules d’or comme agents d’amplification
Propriétés optiques

Une nanoparticule d’or (AuNP), qui correspond a un assemblage de quelques centaines a
quelques milliers d’atomes, est le terme générique définissant tout objet dont au moins une des
trois dimensions est de taille nanométrique (inférieure a 100 nm). Dans ce cas, contrairement
aux matériaux macroscopiques, un objet nanométrique, dont la fraction des atomes présents au
niveau de la surface est loin d’étre négligeable, va offrir de nouvelles propriétés a la maticre.
Celles-ci concernent notamment la température de fusion du matériau, sa dureté, mais
également sa dynamique d’interaction avec les champs électromagnétiques (lumiére). Cette
interaction intéresse tout particulierement les physiciens et a fait 1’objet d’un nombre
conséquent d’études. La premiere d’entre elles, consacrée aux nanoparticules d’or, a été réalisée
par M. Faraday en 1857 et a permis de mettre en évidence la relation entre la couleur des
suspensions colloidales et la taille de nanoparticules [14]. A 1’échelle nanométrique, il présente
des propriétés optiques singulieres. En effet, du fait d’un rapport surface/volume élevé et d’une
dimension inférieure ou du méme ordre de grandeur que la longueur d’onde de la lumiére dans
le visible, I’interaction entre des photons et une nanoparticule d’or entraine, par excitation des

électrons libres de surface, des effets de résonance particuliérement élevés (Figure 3.2).
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Ces oscillations électroniques créent une séparation des charges électriques a la surface de la

particule induisant une forte augmentation du champ électrique par effet de confinement.

. _.. —— Nanoparticule
T+ 4+ - - T+ + d’or

E ! __ Nuage
{ -t N 8200 -t d’électrons

Figure 3.2 Représentation schématique de I’interaction de nanoparticules d’or avec un champ
électromagnétique (r << ). Les propriétés optiques des nanoparticules sont dominées par l'excitation
collective des électrons de conduction qui entrent en résonance avec le champ électrique oscillant d’une
radiation électromagnétique. Ce champ électrique provoque l'apparition d'un dipdle électrique dans la
particule.
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Figure 3.3 Spectre d’absorbance d’une suspension aqueuse de nanoparticules d’or sphériques
de 20 nm de diametre. La position spectrale de la résonance plasmon, caractérisée par la bande
plasmon, se situe aux longueurs d’onde d’absorption centrées autour du vert. Dans ce cas, la
longueur d’onde maximale (pic plasmon) vaut expérimentalement A = 520 nm.
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L’augmentation du champ électrique peut étre detectée dans la region UV-Vis (500 nm — 600
nm) du spectre d’absorbance par I’apparition d’une bande d’absorption, appelée bande plasmon
[15, 16]. La coloration des suspensions de nanoparticules d’or est donc directement liée & ce
phénomene de résonance. Pour des tailles de nanoparticules comprises entre 3 et 80 nm, cela
se traduit par une absorbance de la lumiere verte a une longueur d’onde autour de 520 nm

(Figure 3.3). La solution apparaitra de ce fait de couleur rouge.

L’effet plasmon caractéristique d’une nanoparticule est par ailleurs différent de celui observé a
la surface plane d’une couche d’or, comme celle de la biopuce décrite précédemment. Dans ce
cas, le rapport surface/volume est faible et la contribution optique des plasmons de surface
devient négligeable face a celle des plasmons de volume. Si 1’on réduit la taille de 1’objet, ce
rapport augmente jusqu’a rendre ’effet des plasmons de surface dominant lorsque la structure
atteint des dimensions sublongueur d’onde (nanométriques). Quand les plasmons peuvent se
propager dans au moins une direction de 1’espace (couches minces, nanofils), il est alors
question de « plasmon polariton de surface » ou SPP (pour Surface Plasmon Polariton en
anglais). Dans le cas des nanoparticules, ou les plasmons sont confinés a la surface sans
possibilité de propagation, on ne parlera plus de plasmon de surface mais de « plasmon de
surface localisé » abrégé LSP (Localized Surface Plasmon). Par extension, la résonance
plasmonique considérée est alors appelée « résonance plasmonique de surface localisée » ou

LSPR (pour Localized Surface Plasmon Resonance).

A noter que le comportement optique global de tels objets est décrit par la théorie de Mie [17]
qui découle de I’utilisation des lois de I’électromagnétisme au moyen des €quations de
Maxwell. Ainsi, il a été demontré que plusieurs paramétres étaient susceptibles d’agir sur la
qualité des phénomeénes de résonance a la surface des nanoparticules d’or (LSPR) [18], et donc

sur la position spectrale et la largeur de la bande plasmon :

= Taille des particules. Plus la taille des nanoparticules est petite (avec une limite
inférieure de 3 nm) plus le maximum d’absorbance de la bande plasmon se déplace vers
les faibles longueurs d’onde (dans le bleu). A I’inverse, un élargissement et un décalage
vers les grandes longueurs d’onde (dans le rouge) est observé quand le diamétre de la
nanoparticule augmente.
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» Forme des particules. La géométrie des nanoparticules va déterminer le mode
d’oscillation des électrons a la surface. En conséquence, la réponse optique sera sensible
a la forme de la particule considérée. Ainsi, plus la géométrie est complexe, plus les
fréquences de résonance qui composent la bande plasmon seront nombreuses. Pour une
forme sphérique, un seul mode de résonance est observé (Figure 3.3), et donc une seule
fréquence de résonance associée.

» Indice du milieu. L’effet de I’indice du milieu environnant (n) est similaire a celui
induit par I’augmentation du diamétre de la particule. Lorsque n augmente, il se produit
un décalage de la bande plasmon vers les grandes longueurs d’onde.

= Distance inter-particulaire. La proximité entre particules peut avoir pour conséquence
des effets de couplage plasmonique induits par des phénoménes de résonance entre les
nuages électroniques des nanobjets considéres.

Application a la détection de petites molécules

L’une des applications les plus connues exploitant les propriétés optiques des nanoparticules
d’or concerne le développement de détecteurs colorimétriques [19, 20]. Historiquement, la
premiére application bioanalytique réalisée dans ce sens a été développée par Mirkin et al. [21]
en 1996. Comme preéciseé plus haut, la réponse spectrale est sensible au couplage inter-particules
lorsque celles-ci se rapprochent ou s’agrégent. Dans les travaux de Mirkin, des nanoparticules
de 13 nm de diametre, fonctionnalisées avec des oligonucléotides, s’agrégeaient spécifiquement
suite a leur interaction avec des brins complémentaires. Cette agrégation implique un
déplacement du maximum d’absorption vers le rouge. En résulte une modification de la couleur
de la solution du rouge vers le bleu/pourpre (Figure 3.4). Ce processus est néanmoins réversible
par simple déshybridation thermique. Ainsi, en se basant sur ce principe, par simple dépot d’une
goutte d’une telle solution sur un guide optique, il a été possible de créer un détecteur « spot
and read » dont la limite de détection d’oligonucléotides atteignent des concentrations de I’ordre

du zeptomole [22].
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Figure 3.4 Schéma représentant des AUNPs fonctionnalisées avec deux séquences d’oligonucléotides a
et b. Quand une séquence d'oligonucléotide complémentaire a a et a b (a’b”) est ajoutée a la solution,
les particules s’agrégent, provoquant un déplacement de la bande plasmon. Il en résulte un changement
de couleur de la solution du rouge vers le bleu/pourpre (cuve de gauche : particules non agrégees ; cuve
de droite : particules agrégees) [23].

Concernant la détection de petites molécules, les premiers détecteurs colorimétriques
impliquant I’utilisation d’aptaméres et de nanoparticules d’or ont été développés par Liu et al.
en 2004 [24]. Dans leur stratégie, un DNAzyme (molécules d’ADN possédant une activité
catalytique) couplé a un aptamére, peut interagir avec une séquence complémentaire conjuguéee
a des nanoparticules, induisant ainsi leur agrégation. La présence de la cible (adénosine) en
solution et son interaction avec I’aptamere permet d’enclencher I’activité catalytique du
DNAzyme par clivage des liaisons avec les séquences complémentaires. Il en résulte la

dispersion des nanoparticules et le changement de couleur de la solution.

Zhao et al. [25], de méme que Chavez et al. [26], adoptérent une stratégie simplifiée pour la
détection d’adénosine et de théophylline. Celle-ci est basée sur le changement de conformation
de I’aptamere en présence de la cible et I’induction de I’agrégation des nanoparticules
fonctionnalisées par augmentation de la concentration saline. En clivant la séquence d’aptamére
anti-adénosine en deux parties (Split aptamers), il a également été possible de détecter
I’adénosine en solution a une concentration limite de 250 uM [27]. Dans ce cas, les deux
séquences sont conjuguées a des nanoparticules et la présence de la cible en solution induit leur
interaction pour la formation du complexe tertiaire. Cette interaction provoque alors

I’agrégation des nanoparticules (Figure 3.5).
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Figure 3.5 Détection d’adénosine par dosage colorimétrique. Les séquences de I’aptameére clivé sont
spéecifiqguement greffées sur la surface des AUNPs. La présence de 1’adénosine va induire I’agrégation
des AuNPs et le changement de coloration de la solution [27] .

Si les méthodes sus-citées impliquent I’emploi dune chimie de greffage pour fonctionnalisation
des AuNPs, d’autres stratégies de détection n’impliquant aucun greffage de molécules ont été
développées. Celles-ci sont basées sur la stabilisation électrostatique des AuNPs induite par
I’adsorption non spécifique des séquences d’aptameres a la surface. La présence de la cible en
solution et son interaction avec les aptameres provoque leur désorption de la surface des
nanoparticules. La stabilisation électrostatique n’étant plus assurée, 1’addition de sel provoque
alors I’agrégation des nanoparticules. Ainsi, plusieurs petites molécules ont pu étre détectées
suivant ce principe parmi lesquelles on peut citer : la tyrosinamide [28], la kanamycine [29], la
dopamine [30] I’ochratoxine A [31], et I’oxytétracycline [32]. Enfin, il convient de souligner
que si ces méthodes de détection présentent 1’avantage de permettre une analyse rapide et a
faible codt, elles demeurent préférentiellement des outils qualitatifs et renseignent rarement sur

la concentration de la cible recherchée.

Une seconde application du phénomene LSPR des nanoparticules est celle qui nous intéresse
tout particulierement. Elle concerne I’utilisation de I’outil SPR en tant que méthode de
détection, et le phénoméne LSPR pour I’amplification du signal et 1’amélioration des

performances de détection, notamment des petites molécules.
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Principe d’amplification du signal SPR par les nanoparticules d’or

Nous I’avons vu, a I’inverse des plasmons de surface propagatifs qui se déplacent le long d’un
film, la LSPR confine le plasmon résonant dans une nanostructure métallique. Ainsi, tout
comme la proximité entre particules permet un effet de couplage plasmonique des phénomenes
de résonance, celui entre les nanoparticules et une couche métallique est également possible.
En plus des effets de masse, c’est cette propriét¢ méme qui est au cceur de la stratégie

d’amplification du signal SPR au moyen de 1’utilisation de nanoparticules d’or.

En effet, lors d’une détection SPR classique, si des AuNPs se retrouvent a proximité de la
couche métallique, leur densité va modifier d’une part, la distance inter-particules, et d’autre
part, la masse globale déposée au niveau de I’interface. La diminution de la distance inter-
particules va deplacer le maximum d’absorbance des AuNPs vers de plus grandes longueurs
d’onde. Ceci implique alors une modification de I’indice optique local et une variation du signal
SPR mesuré [33]. Par ailleurs, la masse des nanoparticules déposées a la surface altére
également les propriétés diélectriques locales du milieu et impligue a son tour une augmentation
du signal SPR mesuré. En résumé, nous pouvons classer les facteurs d’amplification des
nanoparticules d’or en SPR selon deux catégories : I’effet de couplage SPR/ LSPR et I’effet de

masse.

C’est la combinaison de ces deux effets qui permet d’obtenir les meilleurs facteurs
d’amplification SPR. Pour autant, si I’augmentation de la taille des nanoparticules influe sur le
facteur d’amplification [34], I’étude de Zeng et al. [35] a montré que cette augmentation n’était
pas systématiquement favorable. En analysant, par simulation théorique et par expérimentation,
I’influence de différentes tailles de nanoparticules d’or sphériques (40-80 nm), c’est la plus
faible d’entre elles, a savoir 40 nm, qui a permis d’obtenir I’effet de couplage SPR/LSPR le
plus important. Il est également ressortit de cette étude qu’un autre parameétre, plus important
encore, avait une influence significative sur le facteur d’amplification : la distance des AUNPs
par rapport a la surface plane du capteur. En effet, dans cette premiéere étude, I’amplification

maximale n’a été observée qu’a une distance de 5 nm par rapport a la couche metallique plane.
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Les travaux de Hong et al. [36] ont permis de mettre en évidence I’influence de ce paramétre
sur I’amplification du signal SPR. En utilisant un systeme de détection SPR basé sur une lecture
par suivi de la variation de la longueur d’onde du faisceau réfléchi (a angle fixe), il a été
démontré que ’effet de couplage SPR/LSPR, induit par des AuNPs de 20 nm, ne se produisait
qu’a une distance d’environ 10 nm de la surface. Celui-ci était a son maximum a partir de 1-2
nm et avait tendance a diminuer jusqu’a s’annuler au-deld de 11-12 nm. A ces faibles
dimensions, c’est donc I’effet de couplage SPR/LSPR qui domine I’amplification du signal en
comparaison avec I’effet de masse dont la contribution demeure constante et en moyenne 5 fois
plus faible (Figure 3.6). Au-dela de 10 nm, c’est en revanche 1’effet de masse qui domine du

fait de la disparition de 1’effet de couplage.
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Figure 3.6. Illustration de la contribution des effets de masse et de coulage SPR/LSPR sur
I’amplification du signal SPR en fonction de la distance des AuNPs par rapport a la surface. A des
distances comprises entre 2 et 10 nm, 1’effet de couplage domine 1’effet de masse en induisant une
variation de la longueur d’onde du faisceau réfléchi a raison de 7 nm pour chaque nanométre de distance.
Au-dela de 10 nm, I’effet de couplage s’estompe et I’amplification du signal est dominée par I’effet de
masse. En haut a droite: Schéma illustrant I’hybridation de séquences d’oligonucléotides de 40 méres
conjuguées a une AuNPs sur une distance de 10 nm par rapport a la surface. Adapté de Hong et al. [36].
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Afin d’assurer 1’obtention d’un facteur d’amplification optimal, il semble donc nécessaire de
limiter ’interaction des sondes et des cibles aux distances inférieures ou égales a 10 nm. En
effet, la limite du couplage peut étre atteinte avec I’utilisation de séquences d’environ 40 bases

dont I’épaisseur considérée, suite a leur hybridation, a été estimée entre 9 et 11 nm.

Par ailleurs, le facteur d’amplification du signal SPR évalué par Hang et al. lors de ’hybridation
de seéquences d’oligonucléotides de 41 bases en présence de AuNPs de 20 nm était de 1’ordre
de 10. Ces résultats se sont révéles étre en accord avec ceux de Golden et al. [37] qui évaluerent
I’influence de la distance (0 -23 nm) des AuNPs de 10 nm sur le couplage SPR/LSPR de méme
que I’influence de la valeur de la longueur d’onde d’excitation (540 — 780 nm). Utilisant un
dispositif de type imageur SPR, il a ét¢ démontré qu’a des distances inférieures a 10 nm, 1’effet
de couplage était proportionnel a I’augmentation de la longueur d’onde d’excitation. Au-dela
de 10 nm, le couplage diminuait drastiquement, et ce indépendamment de la variation de la

longueur d’onde.

L’utilisation du principe de la LSPR en détection SPR a pu étre entrepris de différentes facons,
notamment par structuration directe de la surface de la couche métallique a I’aide d’un réseau
de nanoparticules [38]. Neanmoins, les applications relatives a la détection de petites molécules
par SPR au moyen d’une puce a aptameres ont principalement concerné des méthodes indirectes
par ’utilisation de AuNPs fonctionnalisées pour 1’amplification du signal [39]. On retrouve
ainsi I’utilisation du principe de détection par compétition indirecte [40, 41] ou I’aptamére
immobilisé a la surface, interagit avec la petite molécule injectée en formant un complexe
tridimensionnel. Le nombre de complexes formés étant proportionnel a la concentration de
cible, I’injection de nanoparticules fonctionnalisées avec la séquence complémentaire induira
un signal SPR inversement proportionnel & la concentration de petites molécules mise en jeu.
Cette méthode souffre néanmoins d’un niveau de signal non spécifique décrit comme étant
important. Afin de pallier cet inconvénient, des stratégies impliquant 1’utilisation de Split
aptamers ont été développées. A ce jour, seules deux d’entre-elles concernent la détection de

petites molécules par SPR.
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Celle de Golub et al. [42] concernant la détection de cocaine avec une limite de détection a 1
MM et celle de Wang et al.[43] relative a la détection d’adénosine a une concertation limite de
I’ordre du pM. Ces deux études ont été basees sur une détection SPR selon un mode de lecture

par variation de la longueur d’onde du faisceau réfléchi.

3.1.3 Stratégie de détection développée

Au regard des informations développées précédemment, nous avons décidé d’opter pour une
stratégie de détection impliquant d’une part, 1’utilisation de nanoparticules d’or pour
I’amplification du signal SPR, et d’autre part, 1’utilisation des Split aptamers pour une détection

de I’adénosine.

Notre choix relatif a I'utilisation de nanoparticules d’or s’appuie principalement sur leurs
propriétés optiques singuliéres (LSPR) telles que décrites précédemment. Contrairement aux
méthodes d’amplification décrites plus haut, elles sont de plus faciles a mettre en ceuvre et
présentent une chimie de surface particulierement adaptée a la fonctionnalisation par des

molécules tierces, telles que les aptameéres.

Le choix du clivage des aptaméres anti-adénosine pour en faire des séquences Split aptamers
s’appuie quant a lui, en partie, sur la base des enseignements théoriques et expérimentaux liés
au couplage LSPR/SPR : afin d’assurer un facteur d’amplification optimal, la distance entre les
AUNPs et la surface de la biopuce doit étre limitée a 10 nm. Ceci peut étre assuré par 1’utilisation
de séquences d’aptameéres d’une longueur inférieure a 40 bases, comme le cas des Split
aptamers (27 bases). Par ailleurs, la stratégie impliquant des Split aptamers, qui peut—étre
qualifiée de récente, a fait I’objet de trés peu d’études dans le cadre de la détection de petites
molécules, et n’a encore jamais concerné ’utilisation de 1I’imagerie SPR. 1l nous semblait donc

intéressant d’évaluer les potentialités de I’imagerie SPR dans le cadre d’une telle configuration.

La mise en ceuvre d’une stratégie de détection a donc impliqué au préalable le clivage des
séquences d’aptaméres anti-adénosine (APT4 et APT 8) telles que décrites au chapitre 2. Pour
cela nous nous sommes inspirés des travaux de Li et al. [27] qui, les premiers, ont réussi a

détecter I’adénosine par dosage colorimétrique au moyen de Split aptamers.
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A partir des séquences APT4 et APTS, celles-ci ont été clivées de sorte que la région
d’interaction avec I’adénosine, de méme que la partie comportant les bases complémentaires se
retrouvent réparties sur les deux séquences coupées (Figure 3.7). Ainsi, il en résulte une
séquence commune, notée SplitAPT, capable de s’hybrider avec les deux autres séquences
obtenues, SplitAPT4 et SplitAPT8 sur 4 et 8 bases respectivement.

2CCG,
5" HS -Tyn - AGAGAACCT GTAT 3

5 HS -T,, - AGAGAACCTGGGGGAGTAT 3’
Split-APT

Séquence commune

3 GAGATGGA, CGTY
O 4 @
GAG

Clivage et ingénierie des > TLTITAGAGAACCT GTA

3 CTCTTGGAAO CGT'\ séquences d’aptaméres

o
GAG L
APTS A = APT4

Séquences qui différent par le nombre de bases
complémentaires avec la séquence commune

3 CTCTTGGAAQ CGT-Typ-SH 5 3’GAGATGGAA CGT-Typ-SH 5
GA GO QG A GO

3 5 3 5

Figure 3.7. Stratégie de clivage des séquences d’aptaméres anti-adénosine (APT4 et APT8). Le clivage
est réalisé de sorte que la région d’interaction avec 1’adénosine (en rouge) et la partie comportant les
bases complémentaires (en bleu foncé) se retrouvent réparties sur les deux séquences coupées. Il en
résulte une sequence commune (Split-APT) capable de s’hybrider avec les deux autres séquences
(SplitAPT4 et SplitAPT8). Un groupement —SH et une queue poly-Thymidine de 10 unités sont ajoutés
a ’ensemble des séquences clivées, au niveau de leur extrémité 5°.

Un groupement —SH a été ajouté a ’ensemble des séquences des aptameéres clivés afin d’assurer
leur greffage sur les différentes surfaces. Une queue poly-Thymidine de 10 unités est également

ajoutée dans le but de favoriser leur accessibilité.
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En immobilisant les séquences SplitAPT4 et SplitAPTS a la surface de la biopuce, 1’injection
de la séquence Split-APT conjuguée a une nanoparticule d’or (AuNP-SplitAPT) est donc
susceptible de générer un signal d’hybridation SPR sur ces deux plots. Ce signal sera comparé

a celui produit par une co-injection des conjugués AuNPs-SplitAPT et la molécule d’adénosine.

La présence d’adénosine permettra en effet de restituer une structure 3D proche de celle
originelle (en tige-boucle) de I’aptamere anti-adénosine [27] (Figure 3.8). Elle est ainsi en
mesure de stabiliser les complexes et d’augmenter le nombre d’interactions spéecifiques [24, 40,
41, 43], nous nous attendons donc a retrouver une variation de réflectivité plus importante dans
ce cas de figure. Sera donc évaluée au moyen de cette stratégie, I’influence des concentrations
d’adénosine mises en jeu, de méme que celle du nombre de bases complémentaires des split-

aptameéres (4 et 8) sur le signal d’hybridation obtenu par imagerie SPR.

/ Split-APT

‘ |5 ¥

- AuNP 'S -T1o - AGAGAACCTGGGGGAGTAT

! ), CTCTTGGAAGGAGG CGT -T15- S
. ¥ 5
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SplitAPTS

+adénosine

Split-APT
/ o @GGGGA 3
| AUNP  S-Tjo- AGAGAACCT ® Gt
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4

SplitAPTS

Figure 3.8. Représentation schématique de I’interaction des conjugués AUNP-SplitAPT avec les
séquences sondes SplitAPT8. La présence d’adénosine permet de restituer une structure 3D, proche de
celle originelle (en tige-boucle) de I’aptamére anti-adénosine.
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3.2 Caracteristiques et fonctionnalisation des nanoparticules d’or
3.2.1 Choix des nanoparticules d’or

Si différentes méthodes de synthése de nanoparticules d’or existent [44], la plus commune, du
fait de sa facilité de mise en ceuvre, consiste en une réaction chimique entre un sel d’or, un
agent réducteur et un agent stabilisant. Dans ce type de synthese, la forme et la taille définitives
des AuNPs dépendent fortement des paramétres expérimentaux, tels que la nature et la
concentration des réactifs, la vitesse d’agitation, le pH, la température ainsi que 1’ordre
d’addition des composés [45]. Les coefficients de variation (COV) relatifs a la taille des AUNPs
obtenues sont généralement compris entre 10 et 30%. Afin de favoriser la reproductibilité de
nos expériences SPRi mettant en jeu les AuNPs, il était important que les COV soient les plus
faibles possibles. Or ceci requiert une maitrise absolue du processus de synthése, de méme
qu’une multiplication des étapes de caractérisation. Nous avons donc fait le choix d’utiliser des
nanoparticules commerciales directement fournies par la firme BBISolutions® (Grande
Bretagne) et dont le COV est estimé a moins de 10%. Les caractéristiques générales de ces
AuUNPs, notamment la concentration de la solution mere, sont également renseignées par la
firme. Néanmoins, il nous paraissait utile de confronter ces données avec les études théoriques
disponibles dans la littérature afin de nous assurer de leur fiabilité et nous permettre de choisir
la taille de AuNPs la plus adaptée. L’étude théorique qui fait actuellement office de référence
dans ce domaine a été réalisee par Haiss et al. [46].

Les chercheurs ont pu analyser les propriétés optiques de nanoparticules sphériques dispersées
dans une solution aqueuse. Ces AuNPs, dont la taille varie entre 5 et 100 nm, ont été
chimiguement synthétisées et caractérisées par microscopie électronique a transmission (MET
ou TEM pour I’acronyme anglais) et spectroscopie ultraviolet-visible (UV-Vis). A titre
comparatif, des nanoparticules commerciales ont également été soumises aux tests. En
conséquence, une méthode permettant de calculer le diamétre (d) des nanoparticules a partir

d’une valeur d’absorbance a pu étre développée, de méme qu’une relation analytique entre le
coefficient d’extinction molaire (€) et le diametre des AuUNPs, permettant ainsi de deduire la

concentration en solution (C).
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Nous avons utilisé cette méthode pour estimer le diametre et la concentration des AUNPS regues
par BBISolutions®. Au total, quatre solutions différentes ont été testées. Celles-ci présentaient
des nanoparticules dont les diamétres ont été évalués par le fournisseur a 5, 10, 20 et 40 nm. Le
principe de détermination du diamétre de Haiss et al est basé sur une simple corrélation avec la
valeur de longueur d’onde, notée Aspr, pour laquelle le pic plasmon est visible. Pour les
diamétres supposeés inférieurs a 25 nm, la valeur du diametre est obtenue par le rapport des
absorbances a Aspr et A4sonm. La concentration peut quant a elle étre estimée a partir du rapport
entre la valeur de 1’absorbance a Aasonm et le coefficient d’extinction molaire a cette méme
longueur d’onde (450nm). L’ensemble des valeurs obtenues sont alors reportées sur le tableau
des corrélations proposé par les auteurs et permet de déduire les diamétres et les concentrations
recherchées. Le détail des calculs réalisés dans ce but est présenté en Annexe C.

En croisant les deux études comparatives pour 1’estimation du diamétre et de la concentration,
il apparait que les données du fournisseur pour les AuNPs de 20 nm soient les plus concordantes
avec 1’estimation théorique, et donc, a notre sens, les plus fiables. Nous avons donc fait le choix
d’utiliser exclusivement des AuNPs de 20 nm afin de favoriser la reproductibilité de nos
expériences de fonctionnalisation et de détection SPRi. Ce diametre est également celui testé
par I’étude de Hong et al. [36] sur le couplage LSPR/SPR présenté dans la section 3.2, nous
fournissant ainsi une raison supplémentaire d’opter pour ce choix. Enfin, une derniére raison,
d’ordre purement pratique cette fois-Ci, nous incite également a faire ce choix. En effet, les
différentes étapes de préparation et fonctionnalisation des AuNPs nécessitent de multiples
étapes de centrifugation, or, le temps nécessaire a la précipitation de nanoparticules est
inversement proportionnel a leur taille. Ainsi, quand il ne faut qu’une dizaine de minutes pour
centrifuger une solution de AuNPs de 20 nm, un temps 5 a 10 fois plus long est nécessaire pour
obtenir le méme résultat avec des tailles de 10 et 5 nm respectivement. Choisir des AUNPs d’un

diamétre de 20 nm nous permet donc de faire un gain de temps considérable.

Les caractéristiques générales des nanoparticules de 20 nm utilisées sont présentées dans le
Tableau 3.1. Elles sont maintenues dans un tampon stabilisant composé d’ions citrate (source
BBISolutions®) et présentent donc & leur surface une charge nette négative. La concentration
de la solution mére est évaluée a 1,16 nM, calculée a partir du rapport entre le nombre de

particules par unité de volume et la constante d’Avogardo.
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Une mesure de 1’absorbance de cette solution nous permet de calculer le coefficient d’extinction
molaire & partir de la loi de Beer-Lambert. La valeur de ce coefficient, estimée a € = 8,96 .108

M cm, est par la suite systématiquement utilisée pour déterminer la concentration de nos
solutions de nanoparticules tout au long du processus de fonctionnalisation et de préparation

des injections pour la détection en SPRIi.

Diamétre Nbre Nbre moles  Concentratio Masse d’or/
(nm) particules/mL /mL n (mol/L) mL ()
20 7,00 .101 1,16 .1012 1,16 .10 5,66 .10

Tableau 3.1 Caractéristiques des AUNPs de 20 nm de diamétre fournies par BBISolutions® et utilisées
dans le cadre de ce projet pour I’amplification du signal SPR et la détection d’adénosine.

En résumé, il s’agit d’utiliser des nanoparticules de 20 nm de diamétre pour assurer le couplage

LSPR/SPR afin de permettre une détection de I’adénosine par I’imageur SPR.

3.2.2 Couplage aptaméres - nanoparticules d’or

Comme décrit précédemment, les AuNPs font partie des nanomatériaux les plus intéressants
pour I’amplification du signal SPR et sont de fait au cceur méme de notre stratégie de détection
d’adénosine au moyen d’une biopuce a aptameéres. Ceci requiert la fonctionnalisation de leur

surface par des séquences spécifiques, les Split aptamers.

En régle générale, la fonctionnalisation de AuNPs peut se faire soit directement, c¢’est-a-dire
durant le processus de synthése par 1’addition d’un ligand lors de la réduction du sel, soit
postérieurement a cette étape de synthese (post-fonctionnalisation). Dans ce cas, la
fonctionnalisation des AuNPs, dispersées dans un milieu donné, intervient dans une deuxiéme
étape par echange de ligand. Cet échange peut alors avoir lieu par transfert de phase d’un milieu
a un autre ou alors en milieu homogéne dans lequel I’agent fonctionnalisant et le stabilisant sont
solubles (Figure 3.9). En ce qui nous concerne, s’agissant de nanoparticules commerciales
maintenues dans un tampon citrate, c’est logiquement de post-fonctionnalisation dont il sera

question dans le cadre de ces travaux.
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On le devine aisément, tout comme le greffage d’ADN a la surface de notre biopuce, celui
faisant intervenir les AUNPs peut également avoir lieu de différentes fagons. C’est au milieu
des années 1990 que Chad Mirkin de I’université de Northwestern [21] et Paul Alivisatos de
I’'université de Berkeley [47], ont commencé a s’intéresser a la conjugaison de molécules
d’ADN avec des AuNPs. Ils sont reconnus aujourd’hui comme étant les pionniers et les leaders

incontestés dans ce domaine.

Précurseur +  Ligand polymére \\ //./ Nanoparticule
(HAuCl,; 3H,0) ~ . stabilisée par
. — +— unagentde
'U,'.'. //'-/] \ \\ surface
Fonctionnalisation Fonctionnalisation
in situ paréchangede
ligand
SAMAAMA

|
&}255%
70N

Nanoparticule
fonctionnalisée

Figure 3.9 Représentation schématique des deux méthodes de fonctionnalisation de nanoparticules
d’or : In situ (gauche) et post-fonctionnalisation (a droite).

Le groupe de C. Mirkin s’est focalisé sur une chimie de greffage basée sur 1’auto-assemblage
de molécules d’ADN thiolées a la surface des AuNPs [21]. Depuis, cette méthode est I’'une des
plus utilisées pour la formation de AuNPs couplées a des molécules d’ADN [48], notamment
dans le cadre de I’amplification du signal d’hybridation ADN-ADN par SPRi [49].
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Le protocole fait généralement intervenir un large exces d’oligonucléotides thiolés mis en
contact avec les AuNPs dans un tampon adéquat appelé tampon de couplage. On retrouve
également des exemples de greffage d’aptameéres selon cette méthode dans les travaux de Liu
et al. [50] et Zhao et al. [51]. Une variation de cette chimie de couplage a principalement fait
I’objet de I’utilisation de groupements thiols multiples, supposés assurer une meilleure stabilite,
via la modification de I’ADN par un dérivé stéroide cyclique avec deux fonctions thiols [52]
ou méme un ligand mercaptohexyl comportant trois fonctions thiols [53].

L’équipe de P. Alivisatos a développé une méthode alternative basée sur une chimie conjuguée
faisant intervenir une liaison covalente, via un groupement maleimide, permettant un couplage
entre les AuNPs et la molécule d’ADN [47]. A noter toutefois que ce type de couplage, du fait
de son trés faible rendement, a trés vite été abandonné au profit d’une chimie thiol classique
lors des travaux postérieurs du groupe Alivisatos [54-59]. Néanmoins, d’autres types de
greffage basés cette fois-ci sur une chimie bio-conjuguée ont été développés. Les plus
emblématiques concernent sans doute 1’utilisation du couple Streptavidine-Biotine ou la

Biotine a pu étre utilisée en tant que ligand greffé a la surface de la nanoparticule [60].

Dans notre cas, nous nous baserons sur la chimie thiol, qui semble étre la plus simple a mettre
en ceuvre pour le greffage des molécules d’ADN sur les AuNPs. Elle présente également
I’avantage d’avoir déja été utilisée et maitrisée pour la fonctionnalisation de la surface de notre
biopuce [61, 62]. Il convient toutefois de préciser que si le groupement thiol présente une grande
affinité pour ’or (K = 200 kJ mol™?) [63] le mécanisme exact de sa liaison avec les métaux
demeure encore sujet a discussion. De plus, contrairement a 1’autoassemblage relativement
homogéne de SAMs sur la surface plane de la biopuce, celle des AuNPs présente des
caractéristiques beaucoup plus hétérogenes [64]. En effet, a 1I’échelle du nanometre se produit
une transition de phase structurale correspondant a une diminution du parameétre de maille

(réduction des distances entre les atomes d’or).

Cette diminution du paramétre de maille varie généralement avec 1’inverse du rayon de la
nanoparticule [65]. L’énergie de surface qui devient plus importante, entraine alors un
changement dans la structure cristalline des particules vers des états énergétiques plus
favorables (faible énergie de surface). Il en résulte une variation de I’affinité des groupements
thiols pour les différents sites de liaisons disponibles au niveau de la surface, rendant difficile

la caractérisation de SAMs formées a la surface des AuNPs.
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Il a également été démontré que les thiols sont d’autant plus mobiles a la surface des
nanoparticules, capable de diffuser plus rapidement et donc susceptible d’étre facilement inter-

changés par d’autres ligands [64].

Le protocole de couplage développé pour cette étude a été inspiré des travaux de Claridge et al.

[54]. Il fait intervenir trois étapes principales :

1. Préparation des nanoparticules d’or par échange de ligand

Les nanoparticules de 20 nm utilisées étant initialement présentes dans un tampon citrate, la
premiére étape de leur préparation pour le couplage avec I’ADN consiste en une substitution de
ce ligand. En effet, lors de nos premiéres expériences de couplage, nous avons trés vite
remarqué que les AuNPs n’étaient pas stables dans ce milieu et avaient tendance a s’agréger
rapidement suite aux variations des conditions expérimentales (changement pH, concentration
en sel). Ce prétraitement vise donc a assurer une meilleure stabilité des AuNPs en solution afin

de prévenir leur agrégation.

La question de la stabilit¢ des nanoparticules en solution est cruciale et nécessite d’étre
maitrisée afin de garantir le succes de notre couplage. Cette stabilité est intimement liée a la
distance inter-particulaire. Ainsi, si au cours de leur déplacement, les AuNPs (sur lesquels la
pesanteur a peu d’emprise et est compensée par les mouvements Browniens) étaient amenées a
se rapprocher, les interactions de Van der Waals se manifesteraient. 1l en résulte une attraction
entre les AuNPs qui forment alors des agglomérats de plus en plus volumineux jusqu’a
floculation. Une fagon de maintenir la stabilité des AuNPs consiste donc a créer une répulsion
électrostatique (Figure 3.10) entre elles par adsorption d’ions citrate par exemple, ou plus

généralement par des acides mercaptocarboxyliques [66].

L’ADN, en tant qu’électrolyte chargé négativement, peut également contribuer a stabiliser les
AuNPs une fois adsorbé a leur surface. Toutefois, en présence d’une forte concentration saline,
les charges électriques sont neutralisées induisant un rapprochement puis une agrégation des

nanoparticules, souvent irréversible dans le cas des ions citrate [67].
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En fonction du pH de la solution, ces charges sont également susceptibles de varier ou d’étre
neutralisées. Bien que ce phénomene ait été largement étudié, le mécanisme exact demeure
encore obscur dans le cas des nanoparticules, dont les propriétés particuliéres (notamment de
forme) en font un modéle complexe : Les AuNPs ne peuvent pas étre simplement assimilées a
des structures parfaitement sphériques au diameétre défini, mais plutét a un objet en cceur-
coquille. Le cceur étant le cluster des atomes d’or et la coquille le champ électrique qui
I’enveloppe. La distribution des charges au niveau de cette enveloppe est dépendante des

facteurs externes et reste trés souvent difficile a caractériser [68].

Une alternative a cette méthode de stabilisation des AuNPs consiste & créer une répulsion
stérique (Figure 3.10), conséquence de 1I’adsorption de molécules volumineuse ou a longues
chaines. Il s’agit le plus souvent de polyméres de type poly(éthylene-glycol) (PEG) ou encore
de phosphines [69]. Ils sont connus pour conférer une meilleure stabilité aux AuNPs dans les
conditions de pH et de concentrations salines extrémes [70]. En fonction de la force des
interactions, ces ligands peuvent une nouvelle fois étre substitués. De méme, plus un ligand
assurera une forte interaction avec la surface des nanoparticules, plus celles-ci seront stables
dans le temps. Enfin, il convient d’ajouter qu’une combinaison entre ces deux méthodes de
stabilisation (répulsion électrostatique et stérique) est également possible par 1’emploi de

polyméres ioniques ou d’agents tensioactifs [71, 72].
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Figure 3.10 Illustration d’une suspension de nanoparticules d’or de différentes tailles, stabilisées par
répulsion électrostatique (a) et stérique (b) suite a I’adsorption (a gauche) ou au greffage (a droite) de
molécules au niveau de la surface.
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Nous avons choisi de privilégier la stabilisation stérique en substituant les ions citrate
recouvrant initialement les AuNPs par des molécules de phosphines de type Bis(p-
sulfonatophenyl)phenylphosphine dihydrate dipotassium (BSPP) comme cela a déja été mis en
ceuvre dans les travaux de Claridge et al. [54] et Tamaki et al. [73]. La solution est ensuite
incubée sur la nuit sous agitation a température ambiante. L’élimination du citrate est réalisée
par une centrifugation de la solution pendant une dizaine de minute. Celle-ci est alors reprise

dans un tampon BSPP avant le couplage avec les molécules d’intérét.

2. Fonctionnalisation avec les aptameres

Le couplage des nanoparticules avec I’ADN a lieu dans un volume total de 100 pL : 70 pL de
la solution de AuNPs préparées comme décrit précédemment est ajoutée e a 30 uL d’une
solution contenant un mélange de 10 uL d’ADN (Split aptamers thiolés ou aptameres
complémentaires thiolés) a 10 uM, 10 pL de BSPP a 93,5 mM et 10 uL de PBS a pH 7,4,
constituant ainsi le tampon de couplage. Le ratio ADN/AuUNPs est estimé a 85 : 1. La chimie
de greffage mise en jeu concerne 1’autoassemblage des ADN par chimisorption via leurs
groupements thiols (-SH) en 5°. Apres une incubation sur la nuit a température ambiante, la
solution est centrifugée pour éliminer 1I’excés d’ADN et reprise dans 1 mL de tampon SPRi.

Une mesure d’absorbance UV-Vis permet d’évaluer la concentration finale de la solution de
AuNPs. En général, les pertes dues aux étapes de centrifugation sont estimées & moins de 15%.
Sur le spectre UV-Vis (Figure 3.11), il est possible de remarquer un déplacement du pic
plasmon d’environ 8 nm (Amax = 528 nm) par rapport a celui de la solution de AuNPs non
fonctionnalisées (Amax = 520 nm). La résonance plasmonique localisée (LSPR) dépendant
notamment de la taille des nanoparticules, cette observation n’est pas surprenante. En effet, des
simulations basées sur la théorie de Mie réalisées par Bohren et al. [74] ont permis de rendre
compte de I’influence de ’épaisseur d’une couche de polyélectrolytes adsorbée a la surface
d’AuNPs de 20 nm de diametre. Il a ainsi pu étre démontré que pour des €paisseurs de couches
entre 1 et 10 nm, ’augmentation de 1’indice de réfraction localisé conduisait a un déplacement
du pic plasmon. Celui-ci ne s’effectuait toutefois que sur quelques nanometres et dépassait

rarement les 10 nm.
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Figure 3.11. Spectre d’absorbance dans 1’UV-Vis des nanoparticules de 20 nm avant (courbe bleue) et
aprés fonctionnalisation avec les séquences d’aptameres (courbe rouge). Le déplacement du pic plasmon
vers une longueur d’onde plus élevée (528 nm) est une conséquence directe du greffage des molécules
d’aptamere a la surface des nanoparticules. Ceci a pour effet d’augmenter la taille des AuNPs et donc,
le décalage de la bande plasmon vers le rouge.

En résumé, le spectre d’absorption des AuNPs varie en fonction de 1’épaisseur de la couche a
leur surface puisque celle-ci induit une augmentation générale de leur taille. 1l semble donc
raisonnable de conclure que le déplacement du pic plasmon observé ici est une conséquence

directe du revétement des AuNPs par les molécules d’ADN.

La figure 3.12 permet de nous éclairer sur les dimensions mises en jeu (représentation a
I’échelle) lors de I’adsorption de différentes molécules (ADN, BSPP, PEG) a la surface d’une
nanoparticule de 10 nm. Il est par ailleurs admis qu’une molécule d’ADN simple brin est
beaucoup plus flexible qu’une molécule double brin, qui aura tendance a adopter une structure
en double hélice relativement rigide [75]. Une fois adsorbé a la surface d’une nanoparticule,
1I’ADN simple brin peut prendre une conformation incurvée ou enroulée. Cette conformation se
trouvera néanmoins étirée lorsque de fortes densités de greffage sont mises en jeu, induisant
une pression stérique, ou lorsqu’une hybridation avec le brin complémentaire a lieu [55, 76,
77]. Partant d’un ratio en solution ADN/AuUNPs de 85 : 1, le taux de recouvrement des
molécules d’ADN apres couplage par rapport a la surface développée des nanoparticules a eté
estime a 1 molécule/14 nm2, soit une densité de greffage, dans les conditions idéales, de 85
molécules pour chaque nanoparticule. A noter que dans ce cas, nous sommes encore loin des

conditions de saturation, évaluées a ~ 6000 molécules/AuNP de 20 nm [78].
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Figure 3.12 Représentation a 1’échelle d’une nanoparticule de 10 nm fonctionnalisée avec différents
ligands. De gauche a droite : Une molécule d’ADN simple brin de 20 bases (sADN), un poly(éthyléne-
glycol) de 2 kDa (PEG2000) et 5 kDa (PEG5000), une molécule de Bis(p-
sulfonatophenyl)phenylphosphine dihydrate dipotassium (BSPP). Les atomes d’oxygéne sont
représentés en rouge et les atomes de carbone en blanc. Adapté de Sperling et al. [48].

3. Blocage de la surface des AuNPs fonctionnalisées

La derniere étape de fonctionnalisation des nanoparticules concerne le blocage de la surface par
un polymére, le poly(éthyléne-glycol) (PEG). Encore une fois, le PEG représente la molécule
inerte et biocompatible par excellence. Une fois adsorbé ou greffé a la surface, il permet de
repousser les molécules environnantes par effet stérique, celles-ci ne sont plus attirées par les
forces électrostatiques mises en jeu et se retrouvent incapables de pénétrer la couche

superficielle, caractérisée alors par un environnement hydrophile inerte.
Comme preécise plus haut, la présence de PEG a la surface de nanoparticules leur confére une

plus grande stabilité et résistance aux fluctuations de la salinité mais également de la

température.
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Dans le cadre d’une utilisation des AUNPS pour une expérience de reconnaissance moléculaire,
comme c’est le cas ici, la propriété des PEG relative a la réduction de 1’adsorption non
specifique est, par ailleurs, un avantage considérable. Il n’est donc pas étonnant de retrouver
son utilisation dans une grande partie des études impliquant la fonctionnalisation de
nanoparticules pour des applications de reconnaissance [44]. Dans le protocole de Claridge et
al. [54], le PEG utilisé est de type PEG alcool de 336,53 Da (PEG300), possédant de plus une
fonction thiol afin d’assurer son adsorption & la surface par chimisorption : HO —
(CH3);; — (CH, — CH, — 0)3 — SH. Il est ajouté suite a I’étape d’incubation des nanoparticules
avec les ADN. Les solutions sont ensuite centrifugées pour éliminer I’excés d’ADN et de PEG.
La fixation des molécules de PEG a la surface des AuNPs déja fonctionnalisées avec de I’ADN
permet donc d’augmenter la pression stérique sur les molécules adsorbées. Le processus de
diffusion des SAMs sur la surface des AuNPs étant dynamique, il peut se produire un échange
entre des molécules d’ADN et de PEG. L’estimation théorique de la densité de greffage finale
des ADN a la surface des AuNPs s’avére donc peu évidente sans des techniques de
caractérisation spécifiques.

Nous nous sommes interrogés sur 1’effet d’une telle post-fonctionnalisation des AUNPs avec
les PEG300 sur I’interaction avec les aptameéres fixés a la surface des biopuces. Cette fois-Ci
encore, I’accessibilité des ADN a la surface des nanoparticules doit étre optimale, tout comme
le rapport signal/bruit résultant de I’interaction des AuNPs avec la surface de la biopuce doit

étre maximal.

La mise en ceuvre d’un protocole d’amplification du signal SPRi par les AuNPs pour la
détection d’adénosine implique donc deux niveaux d’optimisation relatifs a la stratégie de
blocage. Celui concernant la surface de la nanoparticule, et celui inhérent a la surface de la
biopuce. Comme nous I’avons vu, ce dernier a été défini suite a nos premiéres expériences de
traitement de surface (Chapitre 2). 1l consiste en un blocage de la surface par un PEG de 2 kD
pour lequel les signaux d’adsorption non-spécifique a la surface de la biopuce et sur les plots
controles se sont révélés étre extrémement faibles (AR ~ 0,08%). S agissant cette fois-ci d’une
interaction impliquant des AuNPs fonctionnalisées avec des molécules d’ADN, nous avons
confronteé cette stratégie de blocage de la biopuce avec celle utilisant une molécule de PEG plus
courte (300 Da). Une expérience initiale n’impliquant aucun blocage sur 1’une ou 1’autre des

surfaces a également été réalisée afin de servir de référence.
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Quelle combinaison se revélera étre la plus efficace pour la réduction du signal non-spécifique
et I’amplification optimale des signaux d’hybridation ? Dans la configuration qui est la notre,
une faible longueur des agents bloquants favorise-t-elle réellement I’accessibilité des ADN au

niveau des surfaces ? Ce sont, entre autres, les questions auxquelles nous souhaitions répondre.

3.2.3 Stratégies de blocage des surfaces pour la réduction du signal non spécifique

Le choix d’une stratégie optimale pour le blocage des surfaces a impliqué 1’analyse des
cinétiques d’hybridation en SPRi des molécules d’aptameres fixés a la surface avec leur
complémentaire conjugué aux AuNPs de 20 nm. La sequence complémentaire utilisée est celle
adaptée a I’APTS, elle est notée CAPT8. Deux effets seront particulierement évalués : I’intensité
de I’amplification apportée par la nanoparticule fonctionnalisée et le taux de signal non
spécifique. Ces expériences, que 1’on peut qualifier de préliminaires, ont exclusivement
impliqué les molécules d’aptameéres anti-adénosine non clivées (APT8 et APT4). Les résultats
ainsi obtenus ont été déterminants pour le choix du protocole final qui sera appliqué a notre

stratégie de détection d’adénosine au moyen des Split aptamers (SplitAPT4 et SplitAPT8).

La fabrication de la biopuce a été réalisée selon le protocole détaillé dans le Chapitre 2. Les
aptameéres ont été greffés a la surface plane par co-adsorption avec les molécules de PEG2000
selon un ratio 2 : 1 en solution. Les plots contréles ont impliqués les séquences CN4, CN8 et
Zipo.

La procédure de détection SPR est également similaire a celle présentée dans la section 2.4. Le
suivi de I’interaction des sondes aptameres avec leur séquence complémentaire a été réalisé
suite a I’injection d’une solution de nanoparticules fonctionnalisées a une concentration de 200
pM. Pour les différentes stratégies testées, les courbes cinétiques sont comparées a celles
obtenues aprés I’injection des séquences complémentaires en 1’absence de AuNPs afin de

rendre compte de I’effet d’amplification sur le signal SPRi.
Stratégie n’impliquant aucun blocage des surfaces
Pour cette premiere expérience, aucun traitement par un agent bloquant n’a été réalisé sur les

surfaces. Les courbes cinétiques obtenues suite a I’injection des séquences seules (1uM) et

conjuguées au AuNPs sont présentées sur la Figure 3.13.
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Figure 3.13 Signaux SPR mesurés lors d’une détection n’impliquant aucun blocage des surfaces. Les
courbes cinétiques sont obtenues suite a I’interaction des ségquences complémentaires cAPT8 seules
(1uM) (A) ou conjuguées aux AuNPs (200 pM) (B) avec les sondes aptameres immobilisées a la surface.
Les signaux correspondent a la moyenne de la variation de réflectivité calculée sur trois plots similaires.

Ces premiers résultats se révelent surprenants car, contrairement a ce que 1’on pouvait
s’attendre, I’absence de blocage sur les surfaces ne favorise pas pour autant 1’apparition du
signal non spécifique. Celui-ci est méme totalement absent. Par ailleurs, I’injection des
séquences CAPT8 a 1uM génere sans surprise un signal SPR spécifique sur les plots APT8 et

APT4 avec une variation de réflectivité maximale moyenne estimée a AR + 0,31 %.

L’amplification du signal d’hybridation apportée par les AuNPs fonctionnalisées a cependant
permis d’augmenter cette valeur moyenne de réflectivité maximale a AR + 1,38 %, soit un
facteur d’amplification d’environ 4,5. Néanmoins, nous pouvons observer une dérive sur les
signaux des plots non-spécifiques. Celle-ci s’est poursuivie et accentuée tout au long de
I’expérience, jusqu’a s’étendre a 1’ensemble des plots. L’absence de blocage est donc
susceptible de favoriser la désorption des séquences thiolées a la surface de la biopuce,
hypothése qui pourrait expliquer un tel phénomeéne. Envisager de s’affranchir d’un traitement

de blocage des surfaces semble donc peu opportun.
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L’utilisation du PEG300 pour le blocage des surfaces

Les courbes cinétiques relatives a 1’utilisation de PEG300 pour le blocage de la surface de la

biopuce sont représentées sur la Figure 3.14. La surface des AuNPs n’a dans ce cas subit aucun

traitement.
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Figure 3.14 Influence du blocage de la surface des biopuces par le PEG300 sur les signaux d’hybridation
SPR. Les courbes cinétiques sont obtenues suite a I’interaction des séquences complémentaires CAPT8
seules (1 uM) (A) ou conjuguées aux AuNPs (200 pM) (B) avec les sondes aptaméres immobilisées a
la surface. Les signaux correspondent a la moyenne de la variation de réflectivité calculée sur trois plots
similaires.

Si I’injection des cAPT8 (1uM) induit une variation de réflectivité¢ de I’ordre de + 0,6% au
niveau des plots spécifiques APT8 et APT4, nous pouvons remarquer que 1’interaction des
AUNPs passivées avec du PEG300, bien qu’ayant effectivement amplifié le signal SPR,
engendre néanmoins un phénomeéne d’adsorption non spécifique.

Ceci a lieu sur I’ensemble des plots et, dans une moindre mesure, sur la surface du prisme non
fonctionnalisée. De ce fait, I’utilisation du PEG300 en tant qu’agent bloquant de la surface de

la biopuce ne nous semble pas adaptée a notre étude.

Par ailleurs, 1’utilisation du PEG300 pour la passivation de la surface des AuNPs comme
I’illustre la Figure 3.15, induit un dép6t massif des nanoparticules sur la surface du prisme
(également passivée avec le PEG300). Ceci se caractérise par une augmentation significative

de la réflectivité sur le plot contrdle de 1’or nu.
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Cette interaction PEG300-PEG300 est d’autant plus forte qu’il est difficile de s’en affranchir
apres ’injection d’une solution de NaOH (50 mM) censée régenerer la surface de la biopuce.
Les signaux SPR mesurés restent donc stables au niveau des plots contrdles. A ’inverse, les
plots spécifiques (APT4 et APT8) réagissent a I’injection de NaOH qui permet une
déshybridation des séquences d’aptameéres et donc une baisse de réflectivité. Aprés soustraction
de la valeur du signal non spécifique, on peut alors arriver a une estimation moyenne de la
valeur de réflectivité maximale a 2,5% pour les plots spécifiques (sans tenir compte du signal
de la surface d’or nu). Ainsi, contrairement au protocole de Claridge et al. [54] qui impliquait
’utilisation d’un PEG300 pour la passivation des AuNPs, le notre fera certainement appel a
une autre stratégie, plus favorable a I’optimisation du signal d’hybridation spécifique et a la

réduction du signal non spécifique.
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Figure 3.15 Influence du blocage par le PEG300 au niveau de la surface de la biopuce et des AuNPs.
Les courbes cinétiques sont obtenues suite a 1’interaction des séquences complémentaires (1 uM) ou
conjuguées aux AuNPs (200 pM) avec les sondes aptameres immobilisées a la surface. Les signaux
correspondent a la moyenne de la variation de réflectivité calculée sur trois plots similaires.

L’utilisation du PEG2000 pour la passivation des surfaces

Cette expérience de blocage a impliqué I’utilisation du PEG2000 pour la passivation de la

surface du prisme mais également celle des AuNPs.
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Si cette méthode s’est révélée étre la plus efficace lorsqu’il s’agissait de caractériser par SPRi
I’hybridation de séquences d’aptaméres anti-adénosine avec leur complémentaire, de méme que
I’interaction spécifique de la thrombine avec ses aptameres, il est 1égitime de nous interroger
sur une telle efficacité lorsque des AuNPs sont mises en jeu, d’autant plus si 1’on tient compte

des experiences de passivation avec les PEG300. La Figure 3.16 présente les résultats obtenus.

—_ 2,5
=

&

o’

Ml

b= 2 7
=1

:

<

/ | -
[ 1,5
&

T

Y

= 1
—

—

=]

=

—

T 05 -
—

=

=]

ﬂ = ——————
0 10 20 30

Temps (min)

Figure 3.16 Influence du blocage par le PEG2000 au niveau de la surface de la biopuce et des AuUNPs.
Les courbes cinétiques sont obtenues suite a I’interaction des séquences complémentaires seules (1 pM)
ou conjuguées aux AuNPs (200 pM) avec les sondes aptaméres immobilisées a la surface. Les signaux
correspondent a la moyenne de la variation de réflectivité calculée sur trois plots similaires.

Il est possible de constater que c’est la passivation des surfaces avec la molécule de PEG2000
qui offre le meilleur ratio signal/ bruit. Celui-ci, équivalent a 25, est supérieur a celui retrouvés
pour les stratégies précédentes. Le facteur d’amplification du signal SPR est quant a lui estimé
a 5. Si I’on compare ces résultats avec les résultats obtenus lors de la passivation avec le
PEG300, nous pouvons supposer que la longueur de la chaine du polymére est le parametre

directement lié & une plus forte neutralisation du signal non spécifique.

Celle-ci semble favoriser la formation d’un environnement hydrophile compact autour des
séquences sondes et sur la surface de la biopuce, empéchant les cibles de s’adsorber non
spécifiguement a leur niveau. D’autre part, ceci n’affecte pas I’accessibilité des ADN
conjuguées a la surface de la biopuce qui peuvent de fait interagir avec les sondes aptameres

greffés sur la biopuce.
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A ce niveau des résultats, il est raisonnable de conclure que la nature hydrophile de la surface
de la biopuce est celle qui assure le meilleur rapport signal/bruit suite & son interaction avec les
AUNPs. Pour autant, cela n’est pertinent que si la chaine des molécules de PEG mis en jeu est
suffisamment longue. Dans notre cas, 44 unités d’éthyléne glycol (PEG2000) au lieu de 3
(PEG300). Ce sera donc cette stratégie de blocage des surfaces au PEG2000 qui sera finalement
retenue et appliquée pour les tests d’hybridation des sondes Split aptamers en vue d’une
optimisation finale du protocole de fonctionnalisation et de détection SPRi.

3.2.4 Caracteristiques de la cinétique d’amplification par les AuNPs

Apres la détermination du protocole de fonctionnalisation des AuNPs et de la surface de la
biopuce, nous avons consacré la suite de nos expériences a 1’analyse des courbes cinétiques
obtenues par amplification des nanoparticules conjuguées. Les biopuces réalisées dans ce cadre
ont été soumises au méme procédé d’élaboration. Toutefois, cette fois-ci, les sondes Split
aptamers (SplitAPT4 et SplitAPT8) ont également été greffées a la surface de la biopuce afin
de caractériser leur interaction avec les séquences complémentaires cAPT8. Les signaux
d’hybridation obtenus suite a 1’injection de AuNPs conjuguées aux séquences cAPT8 sont
présentés sur la Figure 3.17.
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Figure 3.17 Courbes cinétiques obtenues suite a ’interaction des conjugués AUNPs-CAPT8 (200 pM)
avec les sondes aptameres (APT8, APT4) et Split aptamers (SplitAPT8, SplitAPT4 et SplitAPT)
immobilisées a la surface. Les signaux correspondent a la moyenne de la variation de réflectivité
calculée sur trois plots similaires.
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Si ’ensemble des séquences d’aptameres greffées a la surface sont susceptibles d’interagir
specifiquement avec le CAPT8 conjugué aux AuNPs, ce sont les séquences Split aptamers
(SplitAPT8, SplitAPT4 et SplitAPT) qui présentent la plus grande variation de réflectivite :
jusqu’a AR + 4,1 % pour SplitAPT4 et un rapport signal/bruit équivalent a 50. Bien que le
nombre de bases complémentaires (Nb) mis en jeu au sein des séquences aptameres non
coupées APT4, APT8 (Nb = 42) soit plus éleve que celui des Split aptamers (Nb < 30), les
signaux d’hybridation SPR mesurés sont plus faibles. Une premiére hypothése peut étre
avancée pour expliquer cette faible réactivité. Celle-ci repose sur I’effet du couplage SPR/LSPR
tel qu’explicité dans la section 1. Les séquences APT4 et APTS étant composées de 42 bases,
suite a leur hybridation avec les séquences split-APT, il est probable que les nanoparticules se
retrouvent ¢loignées de la surface d’une distance supérieure a 10 nm. Dans ce cas, 1’effet de
couplage SPR/LSPR sur I’amplification du signal disparait au profit I’effet de masse, évalué
comme étant 5 fois plus faible [36, 37].

Il n’est donc pas étonnant d’obtenir une moindre réponse SPR en comparaison avec
I’interaction des Split aptamers, dont les séquences courtes garantissent une interaction avec

les AuNPs a une distance inférieure a 10 nm (combinaison effet de couplage et effet de masse).

Cette faible réactivité des sequences longues peut également s’expliquer par un éventuel
repliement des aptameres susceptible de limiter leur interaction spécifique. La cinétique
d’hybridation est de ce fait, comme on peut le voir, plus lente au sein de ces plots. Toutefois, la
variation du signal SPR obtenu sur les plots APT8 est en moyenne 5 fois plus faible que celle
trouvée lors des expériences précédentes (AR + 0,5 % au lieu de 2,5 %) or, rien ne semble
expliquer un telle baisse de réactivité. En effet, les paramétres de I’expérience tels que la nature
des séquences et les concentrations utilisées sont invariables. De plus, si la cinétique
d’hybridation au sein des plots APT4 et APT8 est effectivement plus lente en comparaison avec
celle des Split aptamers, 1’état d’équilibre n’est pas pour autant atteint durant 1’injection des
AUNPs. A partir de ce constat, un essai de sur-amplification par une double injection de AuNPs

conjuguées a été mené (Figure 3.18).
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Figure 3.18 Sur-amplification du signal SPR par une double injection des conjugués AuNPs-cAPT8
(200 pM). Les signaux correspondent a la moyenne de la variation de réflectivité calculée sur trois plots

similaires.

Sans surprise, une injection supplémentaire de AuNPs permet d’augmenter une nouvelle fois
les signaux SPR obtenus sur les plots spécifiques, et pour lesquels 1’équilibre ne semble toujours
pas atteint. On observe un facteur d’amplification d’une valeur moyenne de 2 pour 1’ensemble
des plots considérés. Ceci laisse supposer qu’une troisiéme injection de nanoparticules

fonctionnalisées, de méme qu’une réduction du débit d’injection est susceptible d’amplifier
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d’avantage le signal SPR.
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Figure 3.19 Courbes cinétiques obtenues suite a une injection en mode agitation (volume poussé 15 pL,
volume aspiré 10 pL, débit constant 50 pL/min) des conjugués AuNPs-cAPT8 (200 pM). Les signaux
correspondent a la moyenne de la variation de réflectivité calculée sur trois plots similaires.

Afin d’obtenir un facteur d’amplification plus important, nous avons choisi de faire des
injections de 40 minutes a un débit de 50 puL/min avec le mode va-et-vient (en agitation) : 10
ML de volume pousse, 5 pL de volume aspiré (Figure 3.19). Ceci a permis 1’obtention d’un
signal SPR en moyenne 5 fois plus important que lors des injections classiques. La spécificité
des interactions est par ailleurs conservée. En effet, les mémes tendances sont retrouvées, avec
néanmoins une plus forte variation de réflectivité pour les plots SplitAPT4. Nous remarquons
également que le taux de signal non spécifique, caractérisé par la variation de réflectivité sur
les pots contréle est quant a lui toujours aussi faible (AR + 0,12 %), soit un rapport signal/bruit

moyen de 100.

L’ajustement de ce dernier paramétre nous fournit donc les conditions expérimentales optimales
pour mener a bien notre objectif de détection d’adénosine a 1’aide d’une biopuce a aptameres.
Dans le cadre de notre stratégie de détection, ceci met en jeu I’utilisation des sondes Split
aptamers au niveau de la surface du prisme mais egalement au niveau de la surface des

nanoparticules.
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Si ’ensemble des séquences concernées ont été greffées au niveau de la biopuce, seule une
d’entre elles, SplitAPT a été conjuguée a la surface des AuNPs. Celle-ci peut de ce fait
spécifiquement s’hybrider avec les séquences SplitAPT4 et SplitAPT8 au niveau de 4 et 8 bases
complémentaires respectivement. La caractérisation de cette cinétique d’hybridation, en mode

agitation, par SPRi est présentée dans la Figure 3.20.
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Figure 3.20 Signaux SPR obtenus suite a I’interaction des conjugués AuNPs-SplitAPT (200 pM) avec
les séquences sondes (APT8, APT4, SplitAPT8, SplitAPT4 et SplitAPT). Les signaux correspondent &
la moyenne de la variation de réflectivité calculée sur trois plots similaires.

Nous remarquons que I’injection des conjugués AuNPs-SplitAPT ne génére une variation de
réflectivité qu’au niveau des plots SplitAPT8, soit une hybridation des deux séquences sur 8
bases. Cette variation est estimée a AR + 6%, avec un rapport signal/bruit équivalent a 80.

Aucune interaction n’est constatée avec les plots Split-APT4 bien que 4 bases soient
complémentaires avec la séquence SplitAPT. Le nombre de bases complémentaires est donc un
paramétre discriminant pour assurer ’hybridation des séquences d’aptaméres considérées par
SPRi. Au nombre de 4, le complexe formé semble trop instable thermodynamiquement pour

pouvoir persister et générer un signal SPR.
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D’un autre c6té, il est étonnant de constater que les sondes APT8 ne réagissent pas non plus a
I’injection des conjugués AuUNPs-SplitAPT, bien que leur séquence présente 8 bases
complémentaires avec celle des SplitAPT. Ceci appuie donc I’hypothése que les aptaméres anti-
adénosine non coupes se trouvent dans une conformation repliée (en tige-boucle) au niveau de

la surface, rendant 1’accés a la séquence complémentaire difficile (Figure 3.21).
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Figure 3.21 Schéma de principe illustrant 1’interaction des sondes SplitAPT8 (A), SpliAPT4 (B) et
APT8 (C) avec les conjugués AuNPs-SplitAPT.

La définition du protocole de fonctionnalisation des AuNPs, I’ajustement des parametres de
détection et la caractérisation de la cinétique d’hybridation des séquences Split aptamers nous
permet de passer a I’étape suivante, a savoir la mise en ceuvre de notre stratégie pour la détection

d’adénosine.
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3.3 Application a la détection d’adénosine

3.3.1 Détection via P’interaction des conjuguées AUNPs-SplitAPT avec les sondes
SplitAPT8

Afin de caractériser, par SPRi, I’interaction spécifique de 1’adénosine avec les Split aptamers
greffés sur la puce, nous avons comparé les cinétiques d’hybridation des séquences
SplitAPT8/SplitAPT conjuguées aux AuNPs en absence et en présence d’adénosine. Afin de
rendre compte d’un quelconque effet de 1’adénosine, une gamme de concentration allant de 20
MM a 100 uM a été réalisée puis injectée sur la puce.

Un contrble négatif impliquant 1’utilisation de guanosine a également été testé. En effet, la
guanosine, qui est un analogue structurel de 1’adénosine, est usuellement employée en tant que
controle négatif dans les expériences de détection de I’adénosine afin de rendre compte de la
spécificité de I’interaction d’intérét. Il est également possible de retrouver 1’utilisation d’autres

analogues structuraux tels que la cytosine ou 1’uridine.

Le protocole employé est tel que décrit dans la section précédente, la concentration des
conjugués AuNPs-SplitAPT mise en jeu est toujours de 200 pM. Le mode agitation permettant
des injections de longue durée (40 minutes) a été systématiquement enclenché. La premiére
injection a concerné celle des AuNPs-SplitAPT en 1’absence d’adénosine. Les suivantes
correspondaient aux co-injections de AUNPs-SplitAPT en présence d’adénosine aux différentes
concentrations indiquées plus haut. Enfin, la derniere injection correspond a celle des AuUNPs-
SplitAPT en présence de guanosine a une concentration maximale de 100 uM. Les signaux
SPR obtenus suite a 1’ensemble de ces injections sont représentés dans la Figure 3.22. Ceux-ci
caractérisent I’interaction des séquences SplitAPT8 immobilisés a la surface de la biopuce avec
les séquences SplitAPT greffés a la surface des AuNPs. Nous pouvons remarquer que la
variation de réflectivité (AR + 6%) des plots SplitAPT8 en absence d’adénosine est similaire a

celle obtenue précédemment.
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Figure 3.22 Sensogrammes obtenus sur les plots SplitAPTS a partir d’injections des conjugués AuNPs-
SplitAPT (200 pM). En présence de différentes concentration d’adénosine (20, 50, 80, 100 uM) ou de
guanosine (100 uM). Chaque courbe représente la moyenne des signaux obtenus sur 3 réplicats. La
moyenne des plots contréles (CN8) est représentée en gris mais est confondue avec I’axe des abscisses.

La présence d’adénosine a une concentration de 100 uM lors d’une co-injection avec les
AUNPs-SplitAPT permet d’obtenir variation de réflectivité équivalente a une valeur de AR +
13%, soit un facteur d’amplification de 2,1 en comparaison avec I’injection en absence
d’adénosine. L’injection de concentrations plus faibles d’adénosine (80 - 50 uM) se traduit
également par une augmentation proportionnelle de la variation de réflectivité par rapport aux
injections en absence d’adénosine, attestant ainsi d’un effet adénosine sur I’interaction des
séquences Split aptamers. Néanmoins, pour une concentration d’adénosine de 20 uM, I’effet
d’amplification n’est plus observé et les signaux SPR détectés sont du méme ordre que ceux en
absence d’adénosine. Par ailleurs, la co-injection de AuUNPS conjuguées en présence de
guanosine a une concentration de 100 uM se traduit par une variation de signal similaire a celle
en absence d’adénosine. Cela permet de confirmer la spécificité de 1’effet adénosine observeé

pour la gamme 50 — 100 pM.
Si peu d’études impliquant 1utilisation de Split aptamers pour la détection d’adénosine ont été

réalisées, il est néanmoins possible de se baser sur les travaux de Wang et al. [40, 41, 43] pour

conforter nos résultats.
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En effet, il a été démontré a travers ces etudes que la concentration de petites molécules mise
en jeu est proportionnelle au taux d’interaction des séquences d’aptaméres caractérisées par
SPR. Par ailleurs, dans le cas des Split aptamers, lorsqu’un faible nombre de bases
complémentaires est impliqué dans le processus d’hybridation des séquences, le duplex est
considéré comme instable d’un point de vue thermodynamique [27, 43]. La présence de la cible,
par formation du complexe tertiaire au détriment du duplex initial, contribuait a augmenter la
stabilité des structures. De plus, il est admis que I’interaction de séquences d’aptameres avec
leur cible présente une plus grande affinité que celle impliquant I’interaction avec les séquences
complémentaires seules [79]. Cette différence se répercute sur certains parametres cinétigques,
notamment la vitesse d’association et de dissociation des complexes. La présence de la cible
peut ainsi accélérer le processus de reconnaissance, permettant de mobiliser un plus grand
nombre de séquences et donc, sur une méme durée de temps, générer une variation de
réflectivité plus importante en comparaison avec les expériences en absence d’adénosine. Pour
autant, ceci n’est valable que dans le cas ou les conditions de saturation et d’équilibre ne sont
pas atteintes lors des étapes de détection. L’avantage qu’offre une détection SPR en temps réel
s’illustre ainsi parfaitement car il permet de visualiser les cinétiques d’interaction, pour un

ajustement optimal des parametres de détection.

L’augmentation de la réflectivité constatée semble néanmoins limitée aux fortes concentrations
d’adénosine (50 — 100 uM). La limite de détection —LOD- (pour 1’acronyme anglais Limit Of
Detection), estimée a 50 pM, se révéle donc beaucoup plus faible que celle obtenue par Golub
et al. [42] (LOD =1 puM) ainsi que Wang et al. [43] (LOD = 1,5 pM).

Par ailleurs, I’interaction de petites molécules au niveau de la surface, méme a de fortes
concentrations, n’est pas susceptible, par simple effet de masse, de générer un signal SPR
directement mesurable. Toutefois, une seule étude fait office d’exception dans ce domaine :
celle relativement récente (février 2014) de Chang et al. [80]. Si le sujet principal concerne la
détermination des parametres cinétiques relatifs a I’interaction entre les petites molécules et les
aptameres, il y est également stipulé qu’une telle caractérisation est possible suite a la mesure

du signal SPR directement généré par la présence de la cible a la surface.
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L’argument avance fait état de 1’utilisation d’une chimie de surface de type dextran, qui, en
assurant un greffage des aptameéres a de trés fortes densités (valeurs non précisées), permettait
de mettre en évidence ’effet de masse induit par leur interaction avec les petites molécules. I
est ainsi étonnant de constater que les fortes densités de greffage mentionnées dans cette étude
ne semblent pas affecter la reconnaissance spécifique entre les especes d’intérét. Il est par
ailleurs dommage qu’une simple phrase d’indication ait été consacrée a cet aspect de la
problématique, alors qu’il s’agit 1a de la premiére étude mettant en ceuvre 1’utilisation de la SPR
pour une détection directe de petites molécules via une biopuce a aptameres. Néanmoins, en ce
qui concerne notre stratégie de détection, il semble raisonnable d’éliminer I’hypothése relative
a ’effet de masse induit par le dépot d’adénosine a la surface de notre biopuce et se focaliser
sur la premiére explication détaillée plus haut. Ainsi, suite aux résultats obtenus avec ces
premiéres expériences de détection, il nous parait intéressant de nous interroger a présent sur
I’effet de I’adénosine, en termes de variation de signal SPR, sur, non plus les plots SplitAPTS,
mais SplitAPT4. Comme nous [’avons Vvu, en absence d’adénosine, le duplex
SplitAPT4/SplitAPT ne génére pas une variation de réflectivité. La présence d’adénosine va-t-

elle induire une réponse SPR différente ?

3.3.2 Détection au moyen des séquences sondes SplitAPT4

L’application de cette stratégie s’est basée sur un principe de detection similaire a celui utilisé
précedemment : Les signaux SPR obtenus suite a I’injection de nanoparticules conjuguées aux
séquences SplitAPT ont été comparés selon que 1’adénosine soit présente ou non au moment de
I’injection. La concentration des AuNPs injectées, sous agitation, est toujours de 200 pM. La
guanosine a été utilisée en tant que contr6le négatif a une concentration de 1 uM. La Figure
3.23 présente les courbes cinétiques obtenues suite a ’injection des cojugues AuNPs-SplitAPT

en présence d’adénosine a une concentration de 1 pM.

Nous pouvons remarquer qu’en absence d’adénosine (courbe bleue), seule une tres faible
variation de réflectivité (AR ~ 0.04 %) , attribuée au taux de signal non spécifique, est observée
sur les plots SplitAPT4, comme cela a déja été vu lors des expériences précédentes. En
revanche, une co-injection des AuUNPs-SplitAPT en présence d’adénosine a une concentration

de 1 UM permet de générer une variation de signal d’une valeur AR + 0,5 % apres 40 minutes.
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Figure 3.23 Courbes cinétiques obtenus pour les plots Split-APT4 suite & une injection (en mode
agitation) de AUNPs conjuguées aux séquences SplitAPT seules (courbe bleue), en présence d’adénosine
(courbe rouge) ou de guanosine (courbe noire). Les signaux correspondent a la moyenne de la variation
de réflectivité calculée sur trois plots similaires.

Ce résultat est en concordance avec celui de Wang et al. [43] et confirme que la présence
d’adénosine induit effectivement la formation du complexe tertiaire au niveau de la surface et
ce, indépendamment du nombre de bases complémentaires disponibles pour 1’hybridation des
séquences. La formation du complexe tertiaire génére alors une variation de réflectivité
mesurable par SPRi. Celle-ci est alors due aux effets cumulés de la masse des AuNPs

conjuguées (interagissant avec les sondes) et au couplage LSPR/SPR (Figure 3.24).

La concentration mise en jeu avec cette stratégie de détection est de 1 uM, soit 50 fois plus
faible que la LOD obtenue avec la stratégie impliquant les plots APT8 (LOD = 50 uM). Quand
la premiere permettait de comparer la cinétique de formation des complexes tertiaires (en
présence d’adénosine) avec la cinétique d’hybridation des séquences SplitAPT8/Split-APT
(absence d’adénosine), cette méthode, basée sur un mode de détection de type On/Off, met
directement en évidence la formation du complexe tertiaire SplitAPT4/SplitAPT/adénosine et

I’absence d’interaction des séquences par hybridation (en absence d’adénosine) (Figure 3.24).
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Figure 3.24 Représentation schématique de I’interaction des séquences SplitAPT conjuguées aux
AUNPs avec les sondes SpliAPT4 en absence (A) et en présence d’adénosine (B). Seule la présence
d’adénosine permet la formation du complexe tertiaire.

Afin d’évaluer la limite de détection, une gamme de concentration d’adénosine (1 nM — 1 uM)
a été réalisée (Figure 3.25). L’exploitation des cinétiques d’interaction en temps réel a
également permis de représenter les signaux SPR en fonction de la concentration d’adénosine.
La pente initiale des signaux SPR, calculée aprés correction par le signal d’un plot contréle, est

ainsi tracée en fonction des différentes concentrations d’adénosine (Figure 3.26).

Une courbe de calibration des signaux SPR en fonction du logarithme de la concentration
d’adénosine est également obtenue a partir des valeurs calculées de la pente des signaux
(encadré Figure 3.26). Ces résultats permettent de rendre compte de la limite de détection
qu’offre I’utilisation de cette méthode de détection. Celle-ci peut étre évaluée a 50 nM (AR +
0.14 %), valeur pour laquelle le signal SPR mesuré est significativement différent de celui des
injections contrdles (AR ~ 0,04 %, soit un rapport signal/ bruit > 3). Une gamme de
quantification de la concentration d’adénosine de 1 puM & 50 nM est donc possible, permettant
un gain de sensibilitt d’un facteur 1000 en comparaison avec la méthode impliquant
I’interaction des séquences SplitAPT8 (LOD =50 uM).
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Figure 3.25 Sensogrammes obtenus sur les plots Split-APT4 a partir d’injections de AuUNPS conjuguées
aux séquences SplitAPT, en présence de différentes concentration d’adénosine (de 1 nM a 1 uM) ou de
guanosine (1 uM). Chaque courbe représente la moyenne des signaux obtenus sur 3 réplicats.

Si cette LOD est plus faible que celle trouvée par Golub et al. [42] dans le cas de I’utilisation
des Split aptamers pour la détection de cocaine, il n’est toujours pas possible de rivaliser avec
la LOD décrite dans 1’étude de Wang et al. (LOD = 1,5 pM) [43] et dont le modéle d’étude se
rapproche davantage du notre.

Une des raisons pouvant expliquer cette différence est le mode de détection SPR utilisé. En
effet, si nous nous sommes basés sur une détection de type imagerie SPR, Wang et al. ont utilisé
une détection SPR selon un mode de lecture obtenu par variation de la longueur d’onde. Or, il
a été démontré [81, 82] que cette technique de détection SPR présentait une sensibilité,
inhérente a I’effet de couplage SPR/LSPR, en moyenne 7 fois plus importante en comparaison
avec les deux autres modes de lecture possibles (variation d’angle, variation de réflectivité). Il
n’est donc pas étonnant que la LOD obtenue par SPRi soit supérieure a celle retrouvée par

Wang et al.
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Figure 3.26 Représentation de la pente des signaux SPR en fonction de différentes concentrations
d’adénosine (1000 nM, 500, 100, 50, 30 et 10 nM) et de guanosine a une concentration de 1 uM. La
barre d’erreur représente 1’écart type des valeurs de variation de réflectivité obtenue durant deux
différentes expériences. Encadré : représentation logarithmique des résultats pour les concentrations
d’adénosine entre 1 uM et 50 nM.

Par ailleurs, I’explication avancée par Wang et al. par rapport cette faible limite de détection en
comparaison avec celle de Golub et al. est justement liée a I’effet d’amplification du couplage
LSPR/SPR et sa dépendance par rapport a la distance (D) des AuNPs de la surface.

Dans le modéle de Golub et al, I’interaction des séquences Split aptamers et de la cible se
déroule de sorte que la nanoparticule se retrouve trés proche de la surface (D <5 nm). Dans
celui de Wang et al, de méme que le notre, la distance des AuNPs par rapport a la surface est
évaluée a 9 — 10 nm. Or, conformément a ce que nous avons vu dans la section 3.2, I’effet de
couplage est d’autant plus important lorsque D diminue (avec une limite supérieure de 10 nm)
[36, 37]. Ainsi, contrairement a ce qui est stipulé par Wang et al. -en se basant sur une étude
non adaptée [83]-, c’est théoriquement la configuration de Golub et al. qui permet d’obtenir la
meilleure sensibilité au couplage, et donc, la plus faible limite de détection. L’argument avancé

par Wang et al, ne peut donc servir de faire-valoir pour expliquer cette différence de sensibilité.
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Si nous devions a notre tour comparer nos résultats avec ceux de Golub et al, nous avancerions
préférenticllement 1’argument de la densité de greffage des split-aptameres sur les AuNPs.
Quand celle-ci est estimée a 3 unités/ AuUNP par Golub et al, la ndtre est en moyenne 20 fois
plus importante. L’augmentation de la densité de greffage peut ainsi avoir pour conséquence
I’augmentation des interactions avec les sondes présentes au niveau de la surface [51], et de ce

fait, une plus grande variation de réflectivité lors du processus de reconnaissance.

3.4 Conclusion

Nous avons expos¢€ dans ce chapitre la premiere stratégie mise en ceuvre pour la détection
d’adénosine au moyen de la biopuce élaborée au cours de ce travail de thése, et ce par la
technique d’imagerie de résonance des plasmons de surface. Afin d’améliorer les performances
de détection par SPRi, reconnues comme étant limitées dans le cas des petites molécules, il est
nécessaire de recourir a I’amplification du signal d’interaction spécifique. Pour ce faire, notre
choix s’est porté sur 1’utilisation de nanoparticules d’or (AuNPs) lors des étapes de détection.
Celles-ci sont en effet caractérisées par des propriétés optiques singulieres, relatives a
I’existence d’un phénomeéne de résonance plasmonique localisée (LSPR) au niveau de leur
surface. Le couplage plasmonique entre les résonances localisées des AuNPs et celles
propagatives d’un film métallique (surface de la biopuce) induit une modification de 1’indice
optique local et, de fait, une variation du signal SPR mesuré. Si ce couplage est limité a des
distances inférieures ou égales a 10 nm, il peut étre additionné aux effets de masse et contribuer
a amplifier significativement le signal SPR. Néanmoins, I’utilisation de AuNPs dans un
protocole de détection SPR nécessite la prise en compte d’un nombre conséquent de parametres.
Le premier travail réalisé a donc concerné le développement d’un protocole de blocage des
surfaces des AuNPs efficace, susceptible de réduire le taux de signal non spécifique suite a leur
interaction avec la surface de la biopuce. Deux agents bloquants de type PEG ont ainsi été testés
sur la surface des AuNPs et/ou celle de la biopuce : un poly(éthyléne-glycol) de 2kDA
(PEG2000) et un autre de 300 Da (PEG300). La validation du protocole optimal a été réalisée
par analyse des cinétiques d’hybridation des sondes aptaméres avec leur séquence

complémentaire conjuguée a des nanoparticules de 20 nm de diametre.

Deux parametres essentiels ont ainsi pu étre évalués : I’intensité de 1’amplification apportée par

la présence des AuNPs et le taux de signal non spécifique.
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Il a ainsi pu étre démontré qu’un facteur d’amplification significatif (x 5), de méme qu’un
faible taux de signal non-spécifique (AR ~ 0,02 %) est obtenu suite a 1’utilisation du PEG2000
pour le blocage de la surface des AuNPs ainsi que celle de la biopuce.

Si I’utilisation de nanoparticules d’or pour 1’amplification du signal SPR est au cceur de notre
stratégie de détection, un autre aspect a concerné le clivage des séquences d’aptameéres anti-
adénosine (APT4 et APT8) en Split aptamers. Il en résulte une séquence commune, SplitAPT,
greffée sur la surface des AuNPs et capable de s’hybrider avec les deux autres séquences
SplitAPT4 et SplitAPT8, immobilisées au niveau de la surface de la biopuce. Ce signal
d’hybridation SPR est alors comparé a celui obtenu en présence d’adénosine. Celle-ci est en
effet en mesure d’initier une conformation proche de celle de 1’aptamére originel et, par
stabilisation des complexes, d’assurer 1’augmentation du rendement de reconnaissance

spécifique.

Ainsi, une fois le protocole de fonctionnalisation et de blocage des surfaces validé, une
caractérisation de la cinétique d’amplification par les AUNPs, impliquant les séquences Split
aptamers, a été réalisée. Ces expériences ont permis d’ajuster le dernier paramétre du protocole
de détection par augmentation de la durée d’injection (mode agitation) lors des mesures SPR.
Cela a permis 1’obtention d’un facteur d’amplification équivalent a 20, ainsi qu’un rapport de
signal/bruit de ’ordre de 80. Pour autant, I’interaction spécifique des AuNPs conjuguées a la
séquence SplitAPT n’a concerné que les sondes SplitAPT8, révélant I’influence du nombre de
bases complémentaires nécessaires a la génération du signal d”hybridation SPR. Au nombre de
4 (cas des SplitAPT4), le duplex formé est a priori trop instable pour perdurer et induire une

variation de réflectivité.

L’application du protocole établi pour la détection d’adénosine a donc au préalable impliqué
I’interaction des séquences splitAPT8 avec les séquences SplitAPT conjuguées aux AuNPs.
Nous avons observe que la présence d’adénosine, par formation du complexe tertiaire au
détriment du duplex, contribuait a favoriser la cinétique de reconnaissance, induisant une plus
grande variation de réflectivité en comparaison avec les expériences d’hybridation en absence
d’adénosine. Cette augmentation de réflectivité était néanmoins limitée aux concentrations

d’adénosine de I’ordre du micromolaire, avec une limite de détection LOD estimée a 50 pM.
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C’est par ailleurs le recours a 1’exploitation de I’instabilité thermodynamique de 1’interaction
SplitAPT4/SplitsAPT lors de la détection SPR qui a permis de réduire la LOD par un facteur
1000. Dans ce cas, seule la présence d’adénosine lors de I’injection permettait d’induire une
variation de réflectivité. Une gamme de quantification de la concentration d’adénosine de 1 uM

a 50 nM a pu ainsi étre réalisée.

Sans pouvoir encore rivaliser avec les performances de détection d’adénosine annoncées par
certaines études (LOD = 1,5 pM), le protocole mis au point ici a néanmoins permis de mettre
en évidence les potentialités d’une détection de petites molécules par imagerie SPR selon la
configuration imaginée. En effet, la preuve de concept du couplage de la SPRi avec les
nanoparticules d’or pour la détection d’adénosine, en temps réel, au moyen d’une biopuce
impliquant 1’utilisation de séquences Split aptamers est effectivement réalisée. Si la LOD
obtenue demeure satisfaisante pour d’éventuelles applications en diagnostic, il est cependant
important de rappeler que cette détection est réalisée en milieu tamponné de composition
simple, encore loin des milieux complexes, d’intérét biologique. Pour autant, la biopuce telle
qu’élaborée ici constitue déja un outil intéressant pour 1’é¢tude de I’interaction des petites
molécules, en 1’occurrence I’adénosine, avec les séquences Split aptamers. Notamment sur les
aspects relatifs a la stabilité thermodynamique du complexe tertiaire formé. En exploitant le
role de I’adénosine dans 1’augmentation de la stabilité thermodynamique du complexe, il est
ainsi possible d’imaginer une nouvelle stratégie de détection, comme nous le verrons dans la

suite du manuscrit.
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CHAPITRE 4: Détection de 1’adénosine par utilisation des rampes de température

4.1 Introduction

L’interaction de I’adénosine avec les split aptamers, nous 1’avons vu, peut a elle seule
conditionner la stabilité du complexe formé. Celle-ci est alors principalement dépendante de la
concentration d’adénosine, de méme que du nombre de bases complémentaires des séquences
d’ADN impliquées dans le processus d’hybridation. En tenant compte de ce dernier parametre,
il s’avere possible d’envisager de caractériser cette interaction a travers 1’étude de la stabilité
du duplexe d’ADN. Une méthode classique, largement employée pour I’étude quantitative de
la dissociation des paires de bases dans les structures en double hélice, fait intervenir la notion
de dénaturation. En effet, soumise a des contraintes extérieures diverses (thermiques,
mécaniques, ioniques), la double hélice d’ADN se retrouve déstabilisée et peut étre dissociée
par rupture des liaisons hydrogene entre les paires de bases, caractérisant ainsi le phénomene —
réversible - de la dénaturation. Des études de ce phénomene ont ainsi pu étre menées tant au
niveau expérimental que théorique [1]. Sur le plan théorique, les modéles physiques existants
considerent majoritairement la structure secondaire et tertiaire des molécules d’ADN. Les
énergies d’interaction mises en jeu étant de 1’ordre de celles fournies par 1’agitation thermique,
ces modeles permettent également d’intégrer 1’aspect thermodynamique a 1’analyse.
Expérimentalement, plusieurs méthodes, réalisées le plus souvent en solution et a 1’équilibre,
permettent de rendre compte de la dénaturation des acides nucléiques. La plus courante
concerne ’absorbance UV (2 A =260 nm) d’une solution d’ADN en fonction d’un parametre

ajustable (température, concentration en sel...).

Dans le cas d’un ADN en double hélice, I’empilement des bases a pour conséquence une forte
diminution de leur absorption UV (hypochromisme) : la dénaturation se traduit par une
augmentation de la densité optique a A=260 nm. Le suivi des variations de la densité optique a
260 nm constitue ainsi une méthode standard pour mesurer la température de fusion d’un
duplexe. De plus, I’absorbance d’une paire de bases étant variable selon qu’elle soit appariée
ou non, il est possible de suivre 1’évolution du nombre total de bases appariées en fonction du
parametre d’étude et d’estimer ainsi différentes propriétés thermodynamiques (telle que
I’énergie libre nécessaire a la dénaturation de la molécule) [2, 3]. Par ailleurs, d’autres
méthodes permettant d’étudier la stabilité des molécules d’ADN en solution ont également été
développées, telles que celles basées sur la résonance magnétique nucléaire (RMN) [4-7] ou

encore la calorimétrie [8-10].
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Pour autant, si la dénaturation des duplexes d’ADN peut étre obtenue sous différentes
conditions, nous nous focaliserons ici sur celles impliquant exclusivement 1’utilisation de la

variation de température.

Si I’on considere le cas classique de la dénaturation thermique de I’ADN, 1’augmentation de la
température induira I’ouverture de la double hélice. Le phénomene de dénaturation sera alors
caractérisé par une transition entre la structure en double hélice et 1’état dénaturé [11]. Il en
résulte un profil de dénaturation caracteristique des séquences étudiées ( Figure 4.1). A partir
de ce profil, il est possible de définir une température de fusion, dite Tm (Temperature of
melting) pour laquelle la moitié des séquences sont considérées a 1’état dénaturé. Dans ce cas,
la détermination des profils de dénaturation, a travers la caractérisation des Tm, se révéle étre
un bon moyen pour évaluer la stabilité des duplexes d'/ADN en fonction de divers facteurs

(mésappariements, force ionique, présence d’agents chaotropiques...) [12-16].

UV- absorbance

A\ =260nm
100% ADN

simple brin

50% ADN
dénaturé

100% ADN
double brin

T(°C)

Figure 4.1 Représentation d’une courbe de dénaturation de brins d’ADN en fonction de la température,
obtenue par absorbance UV a 260 nm.

L’adaptation de telles études au format biopuce (sur support) offre par ailleurs un avantage
considérable en ce sens qu’il est possible de réaliser des analyses haut débit (multiplexage). Les
principales applications concernent alors la détection de mutations [17, 18] ou encore des

aspects plus fondamentaux, relatifs a I’interaction des acides nucléiques aux interfaces [19-21].
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L’étude des profils de dénaturation sur support implique néanmoins la prise en compte de
nouveaux facteurs susceptibles d’influencer I’hybridation de I’ADN, telles que la chimie de
greffage, la densité des sondes ou encore la diffusion des cibles sur la surface. Il convient
également de distinguer deux cas particuliers : la dénaturation hors équilibre et la dénaturation
en équilibre. Dans le premier cas, un déséquilibre est observé entre le taux d’hybridation et de
déshybridation des séquences sondes/cibles. Ces conditions sont obtenues lors d’un chauffage
trop rapide ou de I’utilisation d’une faible concentration en cibles, rendant ainsi difficile
I’extraction des caractéristiques thermodynamiques de I’interaction. A 1’inverse, les conditions
de dénaturation a 1’équilibre, caractérisées par une concentration constante des cibles et une
faible vitesse de rampe, Vérifiées par la superposition des cycles de chauffage et

refroidissement, permettent de remonter vers les données thermodynamiques de 1’hybridation.

L’¢tude de la dénaturation thermique de I’ADN sur support a impliqué I’utilisation de
différentes méthodes, dont 1’électrochimie [19, 21-23], la diffusion dynamique de la lumiére
[24] ou encore, la fluorescence [25-31]. Si cette derniere méthode demeure la plus commune,
elle nécessite néanmoins souvent le marquage des séquences cible et/ou sondes par des
molécules fluorescentes. La SPRi est a ce titre idéale puisqu’elle permet une détection
parallélisée, sans marquage, mais surtout en temps-réel, favorisant ainsi 1’acces aux parametres
cinétiques de I’hybridation et a I’étude de I’influence de différents facteurs (densité de greffage

longueur des séquences...).

Si Peterlinz et al. [32] ont été les premiers a s’intéresser a la question, 1es principaux travaux
sur I’étude des profils de dénaturation de I’ADN sur support par SPRi ont par la suite été
exclusivement réalisés dans notre laboratoire, par Fiche et al. [18, 33] ainsi que Fuchs et al.
[18, 34, 35]. Cela a été possible grace au développement inédit d’un systéme de régulation de
température couplé au dispositif SPRi classique [33]. L’application majeure 1’étude des effets
de la concentration saline [35], de méme que la présence d’agents dénaturants [34] sur les
profils de dénaturation, mais également et surtout, la détection de mutations ponctuelles [18].
En se basant sur le principe selon lequel la présence de mutations provogue une diminution de
la température de dénaturation Tm liée & la présence de paires de bases non appariées, une

discrimination entre les séquences mutées et non mutees a été possible.
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Il a ét¢ démontré que la variation ATm (jusqu’a une limite de 1 °C) mesurée entre le duplexe
parfaitement complémentaire et le duplexe muté, était caractéristique de la séquence étudiée,
de la nature de la mutation ainsi que des bases placées a proximité.

Si la stabilité des duplexes ADN peut ainsi étre évaluée au moyen de la technique SPRi, il est
possible d’envisager d’appliquer une telle stratégie pour caractériser 1’interaction de séquences
d’aptameéres avec leur cible. La présence de la cible au moment de I’interaction, en favorisant
la stabilit¢ du complexe, est donc susceptible d’augmenter la température de dénaturation
mesurée. A notre connaissance, seule une étude, réalisée par Belozerova et al. [19], a permis
récemment de mettre en évidence 1’interaction sur support de séquences d’ADN avec un ligand
(antibiotique) au moyen des profils de dénaturation. Il a ainsi été prouvé que la fixation de la
cible sur le duplexe contribuait effectivement a générer une variation de Trm. Dans le cas de
I’interaction de séquences d’aptameres avec les petites molécules, une stratégie de
caractérisation et de détection, basée sur 1’étude des profils de dénaturation thermique, nous

semble tout aussi pertinente. Elle a ainsi fait I’objet du présent chapitre.

4.2 Stratégie de détection de ’adénosine a partir des profils de dénaturation

En nous basant sur les travaux de Fiche et al. [33] sur la conception d’un systéme de régulation
de température couplé a I’'imageur SPR, nous nous proposons d’adapter et valider cet outil pour
la détection d’adénosine au moyen d’une biopuce a aptameres. Il sera ainsi possible d’observer
en temps réel la dissociation des séquences split aptamers en fonction de la température et d’en
déduire la température de dénaturation caractéristique. Comme nous I’avons vu dans le chapitre
précédent, I’interaction de 1’adénosine avec le duplexe split aptamers conduit a la formation
d’un complexe tertiaire stable. Nous pouvons de ce fait exploiter I’effet de cette stabilité
thermodynamique afin de statuer sur la présence de la cible dans 1’échantillon injecté. En effet,
la valeur de la température de dénaturation étant dépendante du degré de stabilité des duplexes,
nous nous attendons a trouver des valeurs plus élevés pour le complexe tertiaire (en présence
d’adénosine) en comparaison avec celui du duplexe split aptamers simple. L’étude du processus
de dénaturation thermique de séquences d’aptameres en présence de leur cible, et ce, dans le

but de détecter des petits molécules, est, a notre connaissance, la premiére dans son genre.
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La mise en ceuvre d’une telle stratégie a nécessité en premier lieu le contrdle précis de la
température pendant les expériences SPRi. La technique SPR étant sensible aux changements
d’indice local survenant sur la surface d’or, elle est tributaire des facteurs susceptibles de le
modifier, telle que la température. La variation de la température fait varier I’indice de I’cau
[36, 37], induisant un changement de réflectivité, estimé dans notre cas a — 0,35% par degré
Celsius (°C) [33]. Dans ces conditions, la régulation de la température pendant les mesures SPR
est un facteur critique, notamment pour les études impliquant I’hybridation de I’ADN

[17, 32, 38].

4.2.1 Dispositif expérimental

Une cellule chauffante (Figure 4.2) a été mise au point par Fiche et al. [33] afin de permettre
1’étude thermodynamique de I’interaction de séquences d’ADN sur support par SPRi. Celle-ci
a été adaptée de sorte que le tampon d’hybridation SPR, de méme que les échantillons injectés,
puissent diffuser et atteindre rapidement la surface de la biopuce afin d’assurer le suivi des
interactions en temps réel. Une fois dégazé, la solution pénétre au sein de la cellule, sa
température est alors ajustée avec une précision de 0,05 °C (régulateur PID Oxford ITC). La
cellule chauffante est composée d’acier inoxydable, offrant une conduction thermique adéquate
a la régulation en température du liquide circulant, tout en étant chimiquement inerte vis-a-vis
de I’échantillon. L’épaisseur de la chambre de réaction (50 +/- 10 uM) est assurée par une piece

circulaire en aluminium d’un diamétre de 1 cm.

L’étanchéité du systeme est rendue possible par 1'utilisation d’une seconde piece en PDMS
d’une épaisseur de 1 mm (Figure 4.2). La cellule est alors placée sur le dispositif expérimental,
au sein de I’imageur SPR (Figure 4.3). La régulation de la température s’effectue a 1’aide d’une
résistance électrique. Une thermistance, placée a proximité, est utilisée en tant que thermometre.
Un programme LabView™ a également été développé, permettant de définir les paramétres de
la régulation thermique. Il est ainsi possible de définir une température de consigne et de réaliser
des rampes linéaires allant de la température ambiante jusqu’a 85 °C, avec des vitesses

comprises entre 1 et 15 °C/min.
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La température de I’enceinte SPR est quant a elle fixée a des valeurs inférieures a 20°C, afin
d’assurer 1’observation du phénomeéne d’hybridation impliquant un faible nombre de bases
complémentaires (< a 8). Par ailleurs, cette « faible » température permet également d’accélérer

le retour en température apres 1’étape de chauffage, réduisant ainsi la durée de I’expérience.
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Figure 4.2 Représentation du systéeme de régulation locale de la température. A) Caractéristiques
dimensionnelles de la cellule chauffante. Celle-ci est composée d’un support en acier inoxydable et
d’une piéce circulaire en aluminium. B) Schéma de la piece en PDMS utilisée pour assurer 1’étanchéité
du systéme.
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Figure 4.3 Représentation schématique de la cellule chauffante dans I’enceinte SPR, une fois intégrée

au dispositif expérimental.
4.2.2 Protocole de détection

Nous avons choisi de travailler sur une gamme de température allant de 20 a 65 °C avec une
vitesse de rampe fixée a 2 °C/min. La variation de réflectivité pendant une rampe de température
peut ainsi étre estimée a 14 %. L obtention des courbes de dénaturation n’est rendue possible

qu’a la suite de I’utilisation du protocole illustré par la Figure 4.4 :

- Une premiére rampe (Rr¢f) est réalisée en absence de molécules cibles, le signal mesuré,
utilisé comme référence, correspond donc uniquement a la variation de la température.

- Une fois le signal stabilisé, les molécules cibles (AuNPs-SplitAPT +/- adénosine) sont
injectées dans la cellule de réaction et peuvent interagir avec les sondes, générant un
signal d’hybridation en SPRi entre les Split aptamers.

- Une seconde rampe (Rqet) est réalisée et le signal mesure correspond cette fois ci a la
variation de température et a la dissociation des duplexes ou complexes formés a la

surface.
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Figure 4.4 Illustration du protocole utilisé pour I’obtention des courbes de dénaturation (ici en absence
d’adénosine). (A) Corrélation entre les rampes de variation de température et la variation de réflectivité
mesurée. B) Effet d’une rampe de température entre 20 et 65°C sur le signal SPR. La variation totale du
signal est estimée a — 14%.

La courbe de dénaturation est obtenue par la soustraction Rres— Raet, €n faisant correspondre la
variation de réflectivité en fonction de la température pour chaque plot. La comparaison des
différentes courbes de dénaturation obtenues en absence et en présence d’adénosine permet
alors de rendre compte d’un éventuel effet de stabilisation (variation des températures de
dénaturation). Celles-ci sont normalisées afin d’homogénéiser les résultats et faciliter la

comparaison.
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Il nous faut souligner que ce protocole doit étre utilisé avec précaution, notamment en ce qui
concerne larampe de référence Rys. Celle-ci, mesurée pour chaque plot, nécessite en effet d’étre
réalisée dans des conditions optimales, en absence de signaux parasites liés aux interactions
non spécifiques et/ou phénomenes de désorption des sondes en surface. Une calibration, sous
forme de 2 a 3 rampes successives, est donc nécessaire au debut de chaque expérience de
détection. Par ailleurs, si une seule référence peut étre utilisée pour I’ensemble de I’expérience,
I’idéal consisterait a réaliser une rampe référence au préalable de chaque injection. Afin de
concilier une durée d’expérience raisonnable avec la rigueur qu’exige une telle procédure de
détection, le protocole optimal que nous avons développé consiste en 1’alternance d’une rampe

référence pour deux injections.

Enfin, il convient de préciser que la rampe de température est lancée a la fin de I’injection des
cibles, suite a I’hybridation des séquences split aptamers et la stabilisation du signal.
Préalablement au lancement de la rampe, le flux de circulation du tampon SPR est maintenu
en continu, induisant 1’élimination des séquences non hybridées au niveau de la surface
(diminution de la concentration des cibles en solution). Ceci nous place donc dans des
conditions expérimentales hors-équilibre. En effet, dans le sens stricte du terme, la température
de fusion Tm est définie a 1I’équilibre, a savoir, avec une concentration en cibles constante et
une vitesse de rampe suffisamment lente (inférieure ou égale a 2°C/min) [5, 7, 35]. Or, ces
conditions ne sont pas vérifiées dans notre cas. Il en résulte une diminution de la température
de fusion, comme cela a deja été démontré par Fiche et al. [33]. Cette diminution de la
température de fusion dans le cas hors-équilibre impose donc la définition d’une nouvelle
température caractéristique du phénoméne de dissociation, fortement dépendante des
conditions expérimentales [38]. Nous 1’avons désignée sous le terme Tq, pour température de

dissociation.
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4.3 Caractéristiques des profils de dénaturation
4.3.1 Cas des séquences SplitAPT8

Souhaitant étudier au préalable la cinétique de dissociation des séquences split aptamers en

fonction de la température, nous avons consacré¢ les premicres expérimentations a 1’interaction

des conjugués AuNPs-SplitAPT avec les sondes SplitAPT8. Le protocole de fabrication des

puces, de méme que la fonctionnalisation des nanoparticules d’or sont identiques a ceux déecrits

dans les chapitres 2 et 3 et peuvent étre résumés comme suit :

Les plots SplitAPT8 sont présents en trois réplicats et greffés par SAMs a la surface
avec une concentration de départ en solution de 20 UM et un ratio aptameres/PEG2000
de 2 : 1, soit une densité de greffage en molécules d’aptamére estimée a 8 pmol/cm?
[39]. Sauf mention, les résultats exposés dans la suite du chapitre correspondent
systématiquement a la moyenne des données obtenues sur I’ensemble des réplicats.
Les plots contrles sont cette fois-ci limités aux séquences Zip9 et SplitAPT
(concentration a 20 UM dans la solution de dép6t), présents en deux et trois réplicats
respectivement.

Les biopuces sont toujours soumises a une étape de blocage avec le PEG2000 avant une
détection en SPR et sont ensuite caractérisées par les injections successives des
séquences complémentaires aux sondes greffées afin de vérifier la réponse appropriée
de chaque plot.

Les AuNPs de 20 nm sont fonctionnalisées avec les sequences SplitAPT selon un ratio
SplitAPT/AuNPs de 85 :1. La surface est ensuite bloquée avec le PEG2000 a une
concentration initiale de 150 pM.

Le protocole de détection par SPRIi fait principalement intervenir les étapes suivantes :

Le tampon de course est délivré a un débit constant de 50 pL/min. Les différentes
injections sont néanmoins réalisées en mode agitation, avec un volume poussé de 15 pL
et un volume aspiré de 10 uL, coupées au bout de 40 minutes.

Les injections des AuNPs sont toujours réalisées a une concentration de 200 pM.
L’adénosine est co-injectée avec les AUNPs-SplitAPT puis réinjectée préalablement au
lancement de la rampe. La concentration d’adénosine est fixée en fonction des
parametres testés. La guanosine, utilisée en tant que controle negatif, est injectée a une
concentration de 1 pM.

La température de ’enceinte SPR est fixée a 17 °C, tandis que la température de
consigne, régulée par la cellule chauffante, est a 20 °C.
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- Les rampes sont réalisées sur une gamme de température allant de 20 a 65 °C avec une
vitesse de 2 °C/min. Le flux est stoppé durant les rampes afin de limiter la fluctuation
de température au sein de la chambre de réaction.

- La régénération de la puce est systématiqguement réalisée avec une rampe de
température. En effet, I’emploi de NaOH (50 mM) s’est révélé fortement déstabilisant
pour le signal SPR mesuré.

La courbe de dénaturation obtenue pour les plots SplitAPT8 suite a leur hybridation avec les
séquences SplitAPT seules (1 uM) et conjuguéees aux AuNPs est illustrée par la Figure 4.5.
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Figure 4.5 Courbe de dénaturation des sondes SplitAPT8 obtenues par SPRi suite a I’injection des
séquences SplitAPT a 1 uM et des conjugués AuNPs-SplitAPT. La vitesse de la rampe est fixée a 2
°C/min.

Nous pouvons constater que les profils de dénaturation des séquences SplitAPT8 différent
significativement selon que la séquence SplitAPT soit conjuguée ou non aux nanoparticules.
Ainsi, en absence de AuNPs, les séquences split aptamers se dissocient a « basse » température
(Ta=39 £ 0,2 °C). Viennent ensuite les séquences conjuguées aux AUNPSs avec une température
de dissociation estimée a Tq=51 + 0,4 °C. Dans ce cas, la cinétique présente un profil abrupte,
caractéristique d’un effet coopératif a la surface. En effet, la nanoparticule d’or est multi-
conjuguée par les séquences SplitAPT, son interaction avec la surface ne mobilise donc pas une

seule sonde, mais un nombre plus important.
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Il en résulte une forte affinité d’interaction et donc une diminution des constantes de
dissociation Kp [40] par rapport aux cas des sequences libres. Cette forte stabilité se traduit par
un décalage positif de la température de dissociation Tq, évaluée a ATq~ 12 ° C. Ceci a deja été
observé par Sithara et al. [40] dans leurs travaux relatifs a 1’étude des propriétés de dénaturation
de ’ADN couplé a des nanoparticules d’or en solution. Il a ainsi pu étre démontré que le profil
de dissociation de séquences d’ADN conjuguées aux AuNPs, en comparaison avec I’ADN libre,
était caractérisé par une transition abrupte et demeurait largement dépendant de la taille des
nanoparticules, de la longueur des séquences d’ADN et de la densité de greffage [40, 41]. Il est
par ailleurs possible de mettre en évidence 1’effet coopératif observé en réduisant la densité de
greffage des séquences SplitAPT8 au niveau de la surface de la biopuce. A de faibles densités,
du fait de la dilution des sondes, 1’effet coopératif s’estompe, impliquant une diminution de la

température de dissociation mesurée, comme nous pouvons le voir sur la Figure 4.6.
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Figure 4.6 Effet de la densité de greffage des sondes SplitAPT8 sur les courbes de dénaturation obtenues
par SPRi. Les courbes pleines représentent le profil obtenu pour une densité de 7,9 + 0,7 pmol/cm?
(réalisée a partir d’une concentration de dépot Cd = 20 uM). Les courbes en pointillés représente le profil
obtenu pour une densité estimée a 3,2 + 0,4 pmol/cm? (réalisée a partir de concentration de dépdt Cd =

1 uM).

133



CHAPITRE 4: Détection de 1’adénosine par utilisation des rampes de température

Pour une concentration dans la solution de dépot (Cq) des sequences SplitAPT8 a 1 uM, nous
remarquons que la température de dissociation des séquences SplitAPT conjuguées aux
nanoparticules atteint cette fois-ci une valeur moyenne de 42°C, soit un décalage, par rapport a
celle retrouvée pour une forte densité de greffage, de ATq~ + 9 °C. Comme attendu, les profils
de dénaturation des séquences Split aptamers libres présentent quant a eux un faible décalage
des valeurs de T4 en fonction de la variation de la densité de greffage (ATq~ 1 °C).

A noter cependant que la réduction de la densité de greffage induit une diminution de la valeur
de réflectivité mesurée suite a I’hybridation des cibles injectées, rendant difficile 1’application
du protocole établi pour I’obtention des courbes de dénaturation. En effet, une valeur minimale
du signal SPR mesuré, évaluée a 0,2 % [33], est nécessaire afin de garantir I’obtention de profils
de dénaturation exploitables. Nous décidons donc pour la suite des expériences de ne pas nous
affranchir de I’effet coopératif en maintenant la densité de greffage usuelle (7,9 + 0,7 pmol/cm?;

Cd =20 uM) et en utilisant exclusivement les séquences SplitAPT conjuguées aux AuNPs.

4.3.2 Application a la détection d’Adénosine a partir des séquences SplitAPT8

La Figure 4.7 présente le profil de dénaturation obtenu apres une co-injection des conjugués
AUNPs-SplitAPT (200 pM) et d’adénosine a une concentration de 1 uM. Celui-ci est comparé
a celui relatif a I’injection des conjugués en absence d’adénosine mais également en présence
du contréle négatif guanosine a une concentration de 1 uM. Les courbes sont moyennées pour

chaque triplicat et sont toujours normalisées afin d’en faciliter la lecture.

A partir de ces profils, nous remarquons que la présence d’adénosine induit un décalage des
courbes de dissociation évalué a ATq ~ + 3°C en comparaison avec les contréles, soit une
température de dissociation Tqéquivalente 8 53,9 °C. En permettant la formation des complexes
tertiaires, 1’adénosine augmente la stabilité des séquences hybridées, impliquant ainsi une
augmentation de la température de dissociation. Cet effet spécifique est donc non retrouveé en

I’absence d’adénosine ou en présence d’un analogue structural tel que la guanosine.
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Figure 4.7 Courbe de dénaturation des sondes SplitAPT8 obtenues par SPRi suite a I’injection des

conjugués AuNPs-SplitAPT seules, en présence d’adénosine (1 uM) ou de guanosine (1 uM). La vitesse
de la rampe est fixée a 2 °C/min.

Ce résultat nous permet déja de conclure sur I’efficacité de la stratégie imaginée pour la
détection d’adénosine au moyen d’une biopuce a aptaméres par SPRi. Comme attendu,
I’analyse des profils de dénaturation permet en effet de mettre en évidence un décalage de la
valeur de Tq mesurée, et statuer ainsi sur la présence de la cible dans 1’échantillon injecté. A
noter que la dispersion des courbes n’a été observée que dans le cas impliquant 1’utilisation des
AuNPs. Le signal SPR mesuré¢ lors de I’interaction des séquences SplitAPT libres étant en
moyenne trop faible (AR = 0,8 %) pour assurer une discrimination entre les profils de
dissociation. Par ailleurs, 1’utilisation d’une concentration de AuNPS-SplitAPT deux fois plus
élevée (400 pM), bien qu’induisant un signal SPR plus important (AR + 10 %), n’a pas conduit
a une variation plus élevée de la température de dissociation en comparaison avec celle
retrouvée pour une concentration de 200 pM (ATq ~ + 3°C). Ceci laisse supposer que, les
courbes étant normalisées, la méthode est uniquement sensible a la présence d’adénosine et non

a la quantité d’ADN hybridé a la surface.

Cette premiere preuve de concept a été realisée avec une concentration en adénosine
équivalente a 1 uM. Afin d’évaluer les performances de notre stratégie de détection, il nous

semblait important de déterminer la limite de détection de la méthode.
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Nous nous sommes ainsi interrogés sur I’influence de la concentration en adénosine présente
en solution sur les profils de dénaturation obtenus. L’effet stabilisant observé est-il

proportionnel a la quantité d’adénosine injectée ?

4.3.3 Gamme de détection

La mise en évidence d’une relation entre la concentration d’adénosine injectée et 1’effet
stabilisant de la structure tertiaire observé au moyen du décalage des profils de dénaturation, a

impliqué 'utilisation d’une gamme de concentration.

Avant de discuter des résultats obtenus, il nous faut préciser que la stratégie de détection
développée, bien que simple sur le principe, impose néanmoins de nombreuses contraintes sur
les conditions expérimentales. Celles-ci englobent principalement la reproductibilité et la
stabilité des signaux SPR. En effet, la variation de réflectivité mesurée durant I’hybridation des
séquences détermine directement la qualité des courbes de dissociation en fixant le rapport
signal/bruit. De la méme facon, elle permet également de fixer la valeur minimale de la
concentration en cibles susceptible de fournir des courbes de dissociation exploitables. En
général, la variation des signaux d’hybridation SPR est principalement conditionnée par la
stabilité de la chimie de surface employée. Fuchs et al. [34, 35] ont déja permis de mettre en

évidence I’influence des rampes de température sur le signal d’hybridation mesuré.

Dans le cas de 'utilisation de la chimie thiol, une diminution globale du signal d’hybridation
SPR mesuré était observée pour des températures supérieures a 75 °C. En réalisant plusieurs
cycles de températures a 70 °C sur notre puce, la diminution des signaux SPR n’est observée
qu’a partir de la 19°™ rampe de température (Figure 4.8), assurant ainsi les conditions de
reproductibilité dans le cadre d’une expérience de détection d’adénosine (nombre de rampes <
10).
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Figure 4.8 Variation du signal d’hybridation mesuré pour les sondes SplitAPT8 en fonction du nombre
de rampes réalisées. Les rampes de température sont effectuées sur une gamme allant de 20 °C a 70 °C.
La température de 1’enceinte SPR est fixée a 17 °C, tandis que la température de consigne, régulée par
la cellule chauffante, est a 20 °C. La perte de signal au bout du 25°™ cycle de température est estimée a
~ 50%. La barre d’erreur représente la variation des valeurs de réflectivité mesurées sur trois plots
similaires.

Pour autant, si la reproductibilité des signaux d’hybridation SPR est vérifiée sur les plots d’une
méme puce, ceux obtenus sur des puces différentes peuvent également différer. 1l en résulte
alors une variation des valeurs de Tq¢ mesurées. Or, I’application de la stratégie de détection
telle que présentée dans ce chapitre ne s’est pour I’heure limitée qu’a un faible nombre
d’expériences, empéchant de réaliser une étude de reproductibilité significative. Ainsi, bien
que les tendances retrouvées soient similaires, les résultats présentés dans cette section n’ont
concerné qu’une seule et méme puce afin de garantir une comparaison plus pertinente entre les

différents profils de dénaturation et de s’affranchir d’éventuelles variations inter-puces.
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La Figure 4.9 présente les profils de dissociation obtenus a partir d’'une gamme de
concentration d’adénosine (1000, 700, 500, 300, 200, 100, 50 et 30 nM) ainsi qu’une injection

contrdle en absence d’adénosine et en présence de guanosine a une concentration de 1 uM.
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Figure 4.9 Effet de la variation de la concentration d’adénosine sur le profil de dissociation des sondes
SplitAPT8 obtenues par SPRi. Les injections ont concerné les conjugués AuNPs-SplitAPT seuls (200
pM), en présence de guanosine (1 uM) et en présence d’adénosine a différentes concentrations (1000,

700, 500, 300, 200, 100, 50 et 30 nM).

En analysant ces profils, nous pouvons observer une relation de proportionnalité entre la
concentration d’adénosine injectée et le décalage des températures de dissociation associées.
Néanmoins, la plage de dispersion des courbes de dénaturation est restreinte a 3 °C, limitant
ainsi la résolution des profils de dissociation obtenus. Ainsi, quand une concentration
d’adénosine a 1 uM permet d’obtenir un décalage de + 3°C, comme cela a ¢été trouvé lors de
I’expérience précédente, celui-ci diminue jusqu’a disparaitre pour les concentrations inférieures
a 200 nM (ATq ~ 1,5°C). Cela se traduit par un profil de dissociation similaire a celui retrouvé
en absence d’adénosine ou en présence de guanosine (ATg = 0°C). Ainsi, 'utilisation des
séquences sondes SplitAPTS8 pour I’application de notre stratégie limite la détection spécifique
a une concentration d’adénosine a 200 nM. Dans ce cas, la stabilité des complexes est assurée
par I’hybridation des séquences (sur 8 bases) de méme que par I’interaction de I’adénosine avec

les sequences pour la formation de la structure tertiaire.
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Afin de limiter I’effet stabilisant de I’hybridation et mettre en exergue celui relatif a la fixation
de I’adénosine sur les duplexes, il nous semblait intéressant de reproduire ces expériences avec

des séquences split aptamers comportant un faible nombre de bases complémentaires.

4.3.4 Influence du nombre de bases complémentaires

Afin d’évaluer les performances de détection de notre biopuce au moyen de I’utilisation des
courbes de dénaturation, cette étude a concerné 1’utilisation des séquences SplitAPT4 de méme
que deux autres séquences SplitAPT5 et SplitAPT6, comportant respectivement 5 et 6 bases
complémentaires avec la séquence SplitAPT. Le Tableau 4.1 présente 1’ensemble des
séquences utilisées dans le cadre de la stratégie de détection décrite dans ce chapitre. La Figure
4.10 représente quant a elle les profils de dénaturation obtenus pour chacune de ces séquences
(a Pexception des SplitAPTS).

Nom de la Séquence 3’ > 5’ Interaction avec les conjugués AuNPs-
séquence sonde SplitAPT en présence d’adénosine
/ \ O@GGGA
) 'S -T,o-AGAGAACCT @ GTAT 3
SpliAPT4 GAGATGGAAGGAGGCGTTTTTTTTTTT-SH b 4 3y GAGATGGAAO ® OCGT T~ S:J
GAG
/ , oGeGGA il
SplitAPT5 GAGTTGGAAGGAGGCGTTTTTTTTTTT-SH ‘ /5 Tip-AGAGAACCT @ GTAT ¥
) 3GAGTTGGA, [ CGT-Typ-§
AOG AGO Ll
SplitAPT6 GACTTGGAAGGAGGCGTTTTTTTTTTT-SH

( s ciclele M
' A
/s Ti-AGAGAACCT B GTAT 3
FGACTTGGA | ® 6T Ty
GAG

SplitAPT8 CTCTTGGAAGGAGGCGTTTTTTTTTTT-SH

/ oGGa —
A
S Ty -AGAGAACCT ) GTAT 3
\ ¥CTCTTGGA, ® L6T-Tyo-§
GAG

Tableau 4.1 Séquences des split aptamers utilisées en tant que sondes a la surface de la biopuce.
Les bases en bleu représentent la zone d’hybridation avec la séquence SplitAPT, les bases en
rouge, la zone d’interaction avec I’adénosine.
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A —— AuNPs-SplitAPT
——Guanosine 1uM
SplitAPT6 Adénosine 30nM
556G, Adénosine 50nM
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g Adénosine 300nM
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Figure 4.10 Effet de la variation de la concentration d’adénosine sur le profil de dissociation des sondes
SplitAPT6 (A), SplitAPT5 (B) et SplitAPT4 (C). Les injections les conjugués AuNPs-SplitAPT seules,
en présence de guanosine (1 pM) et en présence d’adénosine a différentes concentrations (1000, 700,

500, 300, 200, 100, 50 et 30 nM).
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En comparant les résultats obtenus, nous observons en premier lieu un décalage global des
profils de dissociation vers les faibles températures lorsque le nombre de bases
complémentaires tend a diminuer. Ceci peut aisément s’expliquer par I’influence du nombre de
bases complémentaires sur la stabilisation des duplexes d’ADN. En effet, plus ce nombre est
élevé, plus I'énergie d’activation pour rompre les liaisons hydrogéne et séparer les deux brins
sera importante [5, 7]. A titre d’exemple, la valeur de Tq mesurée pour la dissociation des
duplexes split aptamers (en absence d’adénosine) est estimée a 42 °C pour les séquences
SplitAPT®6, contre 33 et 31°C pour les séquences SplitAPTS5 et SplitAPT4 respectivement.

Par ailleurs, nous remarquons que la réduction du nombre de bases complémentaires impliquées
dans I’hybridation des séquences est inversement proportionnelle aux plages de dispersion des
courbes de dissociation (Voir Tableau 4.2). Ainsi, quand la dispersion s’étend sur ~ 5°C dans
le cas des séquences SplitAPT6, elle est équivalente a ~ 9 et ~ 10°C pour les séquences
SplitAPT5 et SplitAPT4, respectivement. Nous pouvons par ailleurs déduire que la
discrimination la plus pertinente de I’effet stabilisant de 1’adénosine en fonction de la
concentration injectée a été obtenue pour les séquences pPlitAPTS5. C’est en effet 1'utilisation

de cette séquence qui permet I’obtention de la plus faible limite de détection.

Valeur de T4 (°C) en fonction de la concentration en adénosine (nM)
0 30 50 100 200 300 500 700 1000

Séquence

SpliAPT8 | 50,1 | 50,4+ | 50,5 | 510+ | 516+ | 51,7+ | 52,7+ | 50,2+ | 535
+0,3 0,2 0,1 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1

SplitAPT6 | 425 | 427+ | 43,1 | 439+ | 452+ | 457+ | 469+ | 476+ | 47,7+
+0,1 0,2 +0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

SplitAPT5 | 33,1 | 34,6+ | 354 | 366+ | 385+ | 394+ | 410+ | 419+ | 427+
+0,4 0,3 +0,2 0,2 0,3 0,2 0,2 0,2 0,1

SplitAPT4 | 312 | 315+ | 330 | 342+ | 365+ | 374+ [393% | 403+ | 411
+03 | 02 | +03 | 02 01 01 01 0,2 01

Tableau 4.2 Récapitulatif des valeurs de Tq4 (°C) obtenues pour I’ensemble des séquences split aptamers
étudiées en fonction de différentes concentrations d’adénosine. L’erreur représente la variation des
valeurs mesurées pour chaque triplicat.
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Un deécalage significatif de ATq ~ 1,5 °C (signal/bruit > 3), des profils de dénaturation est ainsi

observé pour une concentration minimale d’adénosine de 30 nM.

La représentation de la variation des températures de dissociation obtenues en fonction de la
concentration en adénosine pour les sequences SplitAPT5 est représentée dans la Figure 4.11.
Nous pouvons ainsi remarquer qu’une trés bonne reproductibilité est observée en comparant les

données récoltées sur les différents triplicats, avec une variation standard de + 0,4°C.

44
= Adenosine
. = Guanosine 1uM
42 &
5 AuNPs-SplitAPT
]
—_
OU 40
P—
> L]
=) .
= 38
St
.
I
= 3
1
34 {
32 .F
0 200 400 600 800 1000 1200

Concentration en adénosine (nM)

Figure 4.11 Variation de la température de dissociation Tq en fonction de la concentration
d’adénosine obtenue a partir des courbes de dénaturation des séquences SplitAPTS. La barre
d’erreur représente 1’écart-type des valeurs mesuréees pour trois plots de réplicats.

Ainsi, si la faisabilité de la stratégie employée pour détecter 1’adénosine a été prouvée, est-il
possible d’aller plus loin dans I’investigation ? Les données obtenues permettent-elles

d’analyser quantitativement le phénomene observé ?
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4.4 Considerations thermodynamiques

4.4.1 Généralités sur le modele Langmuir

La majorité des travaux réalisés sur 1’étude de 1’hybridation de I’ADN sur support sont basés
sur ’utilisation de la fluorescence et ont notamment permis de définir le r6le de ces paramétres
sur le processus d’hybridation et d’en établir les conséquences en termes thermodynamiques
[31, 42]. Le développement des méthodes sans marquage, telle que la SPR, a fourni des outils
pertinents pour mener de telles études, a travers notamment 1’observation de 1’hybridation sur
un plan cinétique [18, 33, 35]. En effet, un des grands avantages de la SPR réside en la
possibilité de suivre en temps réel les dynamiques d’interaction, rendues accessibles par
I’obtention des sensogrammes. Cette technologie peut ainsi étre utilisée dans le but de
caractériser qualitativement et quantitativement I’interaction cible/sonde, a travers notamment

le calcul de la constante cinétique (K) du couple ligand-récepteur [18, 35].

Ce calcul repose sur I’application du modéle de Langmuir, développé pour caractériser
I’interaction entre des molécules et une surface [43-46]. Ce modele a par ailleurs été validé par
Fiche et al. ainsi que Fuchs et al. [33, 35] pour I’étude des cinétiques d’hybridation d’ADN sur
puce en fonction de la température, permettant ainsi 1’estimation des parameétres
thermodynamiques caractéristiques des séquences. Ainsi, un intérét non négligeable, offert par
la détermination des profils de dissociation a partir de mesures SPRI, correspond a la possibilité
de caractériser quantitativement [D’interaction étudiée (paramétres cinétiques et
thermodynamiques). Il est donc pertinent d’envisager une analyse quantitative de notre modele
d’étude. Pour ce faire, il convient au préalable de présenter le modele de Langmuir, afin de

déterminer s’il est possible de I’adapter a notre cas d’étude [47].
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(©)

kd

(S) ka

Figure 4.12 Schéma illustrant ’hybridation de I’ADN en surface selon le modele de Langmuir. Ce
mode¢le est caractérisé par les constantes de vitesse d’association (ka) et de dissociation (Kg). Le taux de
recouvrement de la surface est défini par 6, représentant la fraction de sites occupés.

Le modéle de Langmuir décrit une interaction faisant intervenir des séquences sondes (S)
immobilisées sur une surface, et des séquences cibles (C), libres en solution (Figure 4.12).
L’interaction de ces deux entités est alors réversible et peut étre caractérisée par deux constantes
cinétiques : la constante de vitesse de formation du complexe notée ka (M. s*) et la constante
de vitesse de dissociation du complexe notée kq (s1). Le rapport de ces deux constantes de
vitesse (Ka/kd) ou (Kd/ka) fournit respectivement la constante cinétique d’association notée Ka,

et de dissociation Kp du complexe.

Ainsi, plus Ka sera grand, et inversement plus Kp sera petit, plus élevée sera la force de
I’interaction. Ces deux grandeurs thermodynamiques sont donc importantes pour la
qualification des interactions entre un ligand et un récepteur. Pour autant, ¢’est majoritairement
la constante de dissociation Kp qui sert de référence pour évaluer I’ affinité entre les deux entités
concernées. En effet, pour des concentrations en cibles supérieures a Kp (C > Kp), on considére
les complexes majoritairement formés, contrairement au cas pour lequel C < Kp. A noter qu’il
reste cependant difficile de s’affranchir des effets de surface lors du calcul du Kop,
principalement en raison de I’hétérogénéité du greffage [48, 49] et & la mauvaise accessibilité
des sondes [50]. Il en résulte que la constante de dissociation Kb, déterminée a la surface d’un
biocapteur par application du modele de Langmuir, est bien souvent différente de ce qu’elle

serait en solution [47, 51, 52].
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A titre d’exemple, dans le cas de puces @ ADN, un écart de plus de 10 ordres de grandeur a déja
été observe entre la constante d’affinité en solution et celle a la surface d’une biopuce pour

I’hybridation de brins complémentaires [20].

Un second parametre issu du modele de Langmuir permet également de caractériser le
phénoméne d’hybridation en surface, il s’agit de la grandeur 6 qui correspond aux taux
d’hybridation (fraction de sondes hybridées). Cette grandeur vaut donc 0 en absence de cibles
et 1 si I’on considere I’ensemble des sondes hybridées. Dans le cadre d’une mesure SPR, cette
fraction est mesurée par le signal obtenu durant I’hybridation (la variation de réflectivité était
provoquée par une variation d’indice - et donc de masse - au niveau de la surface). L’évolution
du taux d’hybridation est donc corrélée a la variation de concentration (C) des cibles.

L’expression de la fraction de brins hybridés est donnée par 1’équation (I) suivante :

K4C

0C0=—— (O

1+ K4C

Ka (M) désigne la constate d’affinité donnée par le rapport des constantes cinétiques Ka/kq de

méme que I’inverse de la constante de dissociation (1/ Kp).

D’un point de vue thermodynamique, cette grandeur s’exprime en fonction de la variation
d’enthalpie libre de Gibbs (AG) :

AG(T) =-RT In [Ka(T)] (m
R, la constante des gaz parfait (J mol’t K1), T la température absolue exprimée en Kelvin et AG

I’enthalpie libre de Gibbs (J mol™ K1). A partir de la formule (11), il est donc possible de déduire

I’expression de Ka:

Ka= exp (o) (i)
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Par ailleurs, I’expression de 1’enthalpie libre de Gibbs est donnée par la formule suivante :
AG (T)= AH-TAS (V)
AH correspond a la variation d’enthalpie (k] M K) et AS la variation d’entropie (J M K1),

L’estimation de ces paramétres thermodynamiques a partir des courbes de dissociation a ainsi
pu étre réalisée par Fuchs et al. [33, 35] dans le cadre de mesures par SPRi. Néanmoins, ceci
n’a été possible que dans le cas ot les conditions d’équilibre sont respectées durant le processus
d’hybridation des séquences d’ADN. La concentration des cibles en solution doit donc étre
constante de méme que la vitesse des rampes suffisamment lente. Cela peut étre vérifié en
s’assurant de I’absence d’hystérésis entre les courbes de dissociation et les courbes mesurées
lors du retour a la température de consigne. Par ailleurs, I’application du modéle de Langmuir
pour la détermination des paramétres cinétiques et thermodynamiques repose principalement

sur les hypothéses suivantes [47] :

- Une seule interaction est possible entre la sonde et la cible (monovalence).

- Les sondes sont greffées a la surface de fagon uniforme

- Absence d’interaction compétitive en solution.

- Le greffage des sondes doit étre suffisamment faible pour éviter tout effet d’interaction
inter-sondes (encombrement, interactions électrostatiques).

Ainsi, si ’on consideére une valeur de Tm (conditions a 1’équilibre) caractéristique de la

dénaturation d’une séquence d’ADN, celle-ci sera définie par un taux d’hybridation équivalent
a0 =Y pour lequel la moitié des sondes sont hybridées, soit KaC = 1 (équation I). En

remplacant la valeur de Ka par son expression donnée par la formule (III) et AG par son
expression a partir de la formule (IV), nous pouvons déduire 1’expression de la variation de la

température de dénaturation a 1’équilibre (Tm) en fonction de la concentration en cibles :

AH RTy,
Tm(C)=E-E|nC V)
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De plus, pour une valeur référence de Trm évaluée a une concentration en cible a 1 M, il est
possible, par approximation, de déterminer la valeur de Tm(C) (les températures étant exprimées
en Kelvin, la variation globale des Tm mesurés en fonction des différentes concentrations peut
étre considérée comme faible). Ainsi, pour Tm= 1 M, soit In C = 0, nous pouvons déduire

l’expression de la valeur de T (1 M) .
m(AM)= VI
( ) AS ( )

De ce fait, a partir des expressions (V) et (VI), nous retrouvons une relation linéaire entre la
valeur de Tm(C), Tm (1M) et le logarithme de la concentration en cibles. Celle-ci est alors

donnée par 1’expression suivante :

Tn(C)~Tn (M) (1 - 1= InC) (V1)

La formule (VII) peut donc étre utilisée pour extraire les parameétres thermodynamiques
caractérisant une interaction sonde/cible a partir des données expérimentales (AS, AH, Kp). La
valeur de Tm (1 M) étant alors la coordonnée a I’origine et (- RTm(1M)/AS), la pente de la droite

obtenue.
4.4.2 Adaptation au modé¢le d’étude

A la lumiere des informations exposées ci-dessus, et en se focalisant exclusivement sur
I’hybridation des séquences split aptamers, force est de constater, qu’en 1’état, notre modele
d’¢tude ne vérifie pas les conditions nécessaires a 1’application du modele de Langmuir. En
effet, comme précise précédemment, les conditions expérimentales menant a I’hybridation des
séquences sont réalisées hors-équilibre. De plus, la présence de nanoparticules d’or
multifonctionnalisées génére un effet coopératif au niveau de la surface, modifiant ainsi la
cinétique d’interaction des séquences split aptamers. Enfin, les courbes de dénaturation
obtenues en présence d’adénosine ne caractérisent pas exclusivement la dissociation des
duplexes Split aptamers mais plutét la dissociation du complexe tertiaire split aptamers et cible.
Le phénoméne concerné implique donc simultanément un processus d’hybridation et de

reconnaissance moléculaire.
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Les parametres cinétiques sont donc d’autant plus nombreux en comparaison avec le modeéle
de Langmuir, rendant difficile une description théorique du phénomeéne observé. En effet, la
notion de Kp pour caractériser des interactions multiples n’est pas rigoureuse : plusieurs
constantes doivent dans ce cas étre définies, autant en fait qu’il existe d’interactions (Figure
4.13). Pour autant, il est néanmoins possible de considérer la réaction d’interaction de
I’adénosine avec les séquences split aptamers comme étant a 1’équilibre. Contrairement aux
conjugués AUNPs-AplitAPT, la concentration d’adénosine est effectivement maintenue

constante dans le milieu pendant la rampe de température.
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Figure 4.13 Schéma illustrant les différentes interactions caractérisant notre modéle d’étude (sauf
coopérativité). Plusieurs constantes cinétiques caractérisent les phénomenes d’interaction se déroulant
a I’interface. La concentration des conjugués AuNPS-SplitAPT n’étant pas maintenue constante durant
les rampes de température, les réactions (1) et (3) ne sont pas considérées comme étant a 1’équilibre. La
présence d’adénosine et 1’arrét du flux pendant la rampe permettent de considérer la réaction (2) a
1I’équilibre.
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En partant du principe qu’a fortes concentrations d’adénosine, la stabilité du complexe tertiaire
est principalement assurée par la fixation de cette derniére, il est possible de formuler
I’hypothése suivante : Pour les concentrations d’adénosine (Cget) générant un décalage de la
valeur du Tg, témoignant de la formation du complexe tertiaire et de 1’effet stabilisant de
I’adénosine, les valeurs de T4 mesurées peuvent alors étre assimilées, par approximation, a des
Tm (I’interaction de I’adénosine avec les split aptamers étant considérée a 1’équilibre). Nous
pouvons ainsi nous attendre a retrouver une dépendance logarithmique entre les Tq et la
concentration d’adénosine dans la gamme Cget, cOmme dans le cas du modele de Langmuir, soit
Td~ Tm. Pour des concentrations inférieures a Cget, la stabilité des complexes n’est plus dominée
par la fixation d’adénosine, mais uniquement par I’hybridation des séquences. Celle-Ci se
déroulant hors-équilibre, les températures de dénaturation mesurées ne peuvent plus étre
assimilées aux Tm, nous parlerons donc exclusivement de Tq. L’utilisation de la formule (VI)
pour I’extraction des parameétres thermodynamiques dans cette gamme (C < Cgst ) n’est donc

plus possible (Figure 4.14).
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Figure 4.14 Représentation schématique du processus d’interaction des conjugués AuNPs-SplitAPT
avec I’adénosine en fonction de la variation de la concentration en adénosine. Pour les concentrations
dans la gamme Cga, I’intéraction est considérée a 1’équilibre (Tq~ Tm). Une relation linéaire est alors
retrouvée entre le logarithme de la concentration d’adénosine et les T mesurées (modele Langmuir).
Pour la gamme de concentration inférieure a Cu«, le phénoméne d’interaction est dominé par
I’hybridation des séquences Split aptamers qui a lieu hors-équilibre. L’effet stabilisant de 1’adénosine
est de ce fait négligeable, les températures de dénaturation mesurées correspondent a des Tq et se
confondent avec celles obtenues pour les contréles (- adénosine/ + guanosine).
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Si ’on se référe aux profils de dénaturation obtenus expérimentalement, nous pouvons
représenter la variation de la température de dénaturation mesurée en fonction du logarithme
de la concentration en adénosine. Nous obtenons alors une courbe linéaire caractéristique pour
les séquences SplitAPT4, SplitAPTS5 et SpliAPT6 dans la gamme Cq, Soit respectivement 30
nM -1uM et 50 nM - 1uM (Figure 4.15). La vérification du caractere linéaire de la fonction
Tm (C) = f(In C) nous permet donc de valider I’hypothése formulée ci-dessus.

A B
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49 b 44 =
= Adenosine y=1,6573In(x) + 36,449 = Adenos?ne y= 2,386261n(x] +26,056
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Figure 4.15 Courbes d’étalonnage obtenues a partir des valeurs de Ty en fonction du logarithme de la
concentration en adénosine pour les séquences SplitAPT6 (A), SpliAPT5 (B) et SplitAPT4 (C). La droite
en pointillés correspond a la régression linéaire réalisée sur ces points. La barre d’erreur représente
I’écart-type mesuré sur les valeurs obtenues sur trois plots similaires. La gamme de concentration
d’adénosine évaluée s’étend systématiquement de 10 nM a 1 uM (10 nM, 30 nM, 50 nM, 100 nM, 200
nM, 300 nM, 500 nM, 700 nM et 1 uM).
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I1 a ainsi ét€ possible d’extraire les parametres thermodynamiques a partir des courbes obtenues.
Nous avons pu estimer, pour les séquences concernées, la variation d’entropie (AS) et
d’enthalpie (AH) avec une précision satisfaisante (~ 1 % d’erreur) (Tableau 4.3). Si I’enthalpie
libre de Gibbs (AG) est estimée avec une erreur relative équivalente a ~ 10%, la détermination
de la valeur de Kp a partir de la formule de Ka (équation III) est quant elle entachée d’une
grande erreur. Seule I’estimation d’un ordre de grandeur caractérisant I’affinité de 1’interaction

est donc envisageable.

Paramétres thermodynamiques
Séquences
AS AH
(MK (KIM?Y)
SPItAPT6 _1653,7 +16 (545,045
SplitAPT5 -1111,9 9 -354,9+3
SplitAPT4 -943,1 +7 -297,7+2

Tableau 4.3 Valeurs des paramétres thermodynamiques (AH et AS) caractérisant I’interaction de
’adénosine avec les séquences sondes Split aptamers, avec [NaCl] = 120 mM et [ MgCl;] =5 mM.

Les valeurs négatives de I’enthalpie mesurées AH indiquent que I’interaction des sondes avec
la cible demeure énergétiquement favorable. De méme que les valeurs négatives des entropies
AS révelent une perte du degré de liberté des sondes lorsque celles-ci se lient aux cibles [53].
Par ailleurs, la comparaison des parametres thermodynamiques estimés pour chacune des
sondes permet de rendre compte de la diminution des valeurs absolues d’enthalpie |[AH| et
d’entropie |AS| en fonction de la réduction du nombre de bases complémentaires. Ce
comportement est parfaitement cohérent avec celui retrouvé en solution. En effet, la variation
d’enthalpie |AH| et d’entropie |AS| caractérise la stabilité du complexe, laquelle augmente avec
le nombre de bases complémentaires. A noter que les valeurs retrouvées sont néanmoins
supérieures (~ 1 ordre de grandeur) a celles évaluées par André et al. [53] dans leur étude
consacrée a la caractérisation de I’interaction de 1’adénosine avec son aptamére originel par

électrophoreése capillaire (AS =-123,1 +0,4 J mol*K?; AH=-69,6 +0,2 kJ mol™?).
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Cette différence peut étre due a la faible concentration des ions Na* utilisée dans le cadre de
cette étude ([Na*] = 20 mM) en comparaison avec la notre ([Na*] = 120 mM). En effet, il a été
démontré par Fuchs et al. [35] que I’augmentation de la concentration des ions Na* permettait
de décaler les courbes de dénaturation obtenues par SPRi vers les hautes températures dans le
cas de I’hybridation de séquences d’ADN. Ainsi, I’augmentation en cations Na* contribue, par
neutralisation des charges, a favoriser le phénomene d’hybridation et a augmenter la stabilité
des duplexes. Pour autant, dans le cas de I’interaction de ’adénosine avec son aptamere, André
et al. [53] ont révélé que ’augmentation de la concentration des ions Na® induisait une
diminution de la constante d’affinité Ka, et donc de la stabilité des complexes tertiaires. Or,
dans notre cas, les deux phénomenes sont concernés, a savoir, I’hybridation et la reconnaissance
moléculaire. Nous devons effectivement envisager la possibilité que notre détermination des
parameétres thermodynamiques AS et AH incorpore une partie de 1’enthalpie et entropie de
I’hybridation des séquences Split aptamers. Il est ainsi difficile de statuer sur 1’origine de la
différence de nos résultats avec ceux de André et al. [53] en considérant uniquement I’influence

des cations Na™.

Par ailleurs, si 1’on considére les séquences sondes SplitAPT5 et SplitAPT4 (pour lesquelles les
coefficients de corrélation retrouvés sont satisfaisants), les valeurs de Kp estimées sont
respectivement de 7 uM et 210 uM. Notons que cette différence peut étre due au nombre de
bases complémentaires impliquées dans le phénomeéne d’hybridation. En effet, celle-ci débute
par I’association des bases voisines et demeure peu favorable énergétiquement pour les
premiers appariements. Toutefois, des que le nombre de bases dépasse la valeur critique de
quatre, I’hybridation des séquences devient d’autant plus favorable énergétiquement [54].
Ainsi, plus le nombre de bases complémentaires est important, plus la constante de dissociation
Kp, caractérisant la stabilité des duplexes, est faible. Si dans le cas des sequences SplitAPT5, la
valeur de Kp est proche de celle retrouvée dans la littérature (Kp =6 + 3 uM) [53, 55] dans
le cadre de la caractérisation de I’interaction (en solution) de I’adénosine avec son aptamere
originel, il est étonnant de ne pas retrouver une plus grande différence dans notre cas. Le
phénoméne d’interaction se déroulant sur support, il est admis que celui-ci soit limité par
différents facteurs, tels que I’hétérogénéité du greffage [48, 49] et 1’accessibilité des sondes
[50].

152



CHAPITRE 4: Détection de 1’adénosine par utilisation des rampes de température

Bien qu’aucune étude n’ait pu le démontrer jusqu’a présent, il est ¢galement plausible que le
clivage de la séquence d’aptamere originel contribue a réduire 1’affinité de 1’adénosine pour les
Split aptamers. Néanmoins, ceci est a priori vérifié uniqguement dans le cas des sequences
SplitAPT4. Pour autant, comme mentionné plus haut, I’estimation des valeurs de Kp, du fait de

son impreécision, est a considérer avec précaution.

Il n’est donc pas encore possible d’évaluer I’influence du clivage des séquences d’aptameres
sur I’affinité de I’interaction avec leurs cibles. Une multiplication des données, obtenues a
partir d’'un nombre significatif d’expériences, la modification des conditions expérimentales
(équilibre/hors-équilibre), de méme que la variation des cibles étudiées, sont tout autant de
perspectives d’étude susceptible d’apporter des éléments de réponses a cette question. Retenons
enfin que notre méthode permet d’ores et déja de déterminer les paramétres thermodynamiques
(AH, AS) impliqués dans I’interaction de I’adénosine avec le duplexe d’aptaméres. A notre
connaissance, elle demeure a ce jour la seule a avoir été utilisée pour la caractérisation

quantitative de I’interaction des petites molécules avec les Split aptamers.

4.5 Conclusion

Nous avons exposé dans ce chapitre les performances atteintes par notre biopuce a aptameéres
suite a I’application d’une stratégie originale pour la détection d’adénosine. Celle-Ci repose sur
le couplage de la SPRi avec un systéeme de régulation locale de la température. Dans cette
approche, I’effet stabilisant induit par I’interaction de la petite molécule avec les séquences
d’aptameres a été mis en évidence par les profils de dénaturation obtenus. Il a ainsi été possible

de détecter la présence d’adénosine par SPRi, validant la faisabilité de la stratégie imaginée.

Plusieurs séquences sondes (SplitAPT8, SplitAPT6, SplitAPTS5 et SplitAPT4), caractérisées par
un nombre de bases complémentaires de 8, 6, 5 et 4 respectivement, ont pu étre testées.
L’influence du nombre de bases complémentaires impliqué dans 1’interaction des split aptamers

en présence d’adénosine s’est en effet révélé €tre un parametre déterminant.
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Dans le cadre d’une stratégie de détection basée sur la stabilit¢ des complexes, il semble
nécessaire de limiter ce nombre afin de mettre en évidence 1’effet stabilisant de la molécule

cible, au détriment de celui de I’hybridation, permettant ainsi d’abaisser les limites de détection.

Dans le cas particulier de 1’adénosine, et dans la limite des expériences menées, ce sont les
séquences SplitAPT5 qui représentent les structures sondes optimales. La limite de détection
obtenue est alors estimée & LOD = 30 nM, contre 50, 100 et 200 nM respectivement, pour les
séquences SplitAPT4, SplitAPT6 et SplitAPT8. Par ailleurs, une gamme logarithmique de
quantification a pu étre mise en évidence pour I’interaction des sondes SplitAPT6, SplitAPTS
et SplitAPT4 avec les conjugués AUNPS-SplitAPT en présence d’adénosine. Il a de ce fait été
possible de déterminer les paramétres thermodynamiques relatifs & la variation d’entropie (AS)

et d’enthalpie (AH) caractérisant cette interaction.

Ainsi, outre la détection, nous avons pu constater que I’utilisation des rampes de température
en SPRi ouvrait, pour la premiere fois, de nouvelles perspectives pour I’étude des phénoménes
d’interaction entre les petites molécules et leurs aptameres. Application d’autant plus pertinente
lorsque des effets de stabilité sont mis en jeu et impliquent des séquences d’aptaméres non
originelles (Split aptamers). Cette étude, qui peut étre qualifiée d’exploratoire, nous montre
ainsi le potentiel d’une telle stratégie dans le cadre d’une sélection optimale de séquences

d’aptaméres sondes ou encore la caractérisation quantitative des interactions d’intéréts.
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— CHAPITRE 5

Conclusion et perspectives

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés au développement d’un biocapteur a
aptameéres pour la détection de petites molécules, ici I’adénosine, au moyen de la technique de
résonance plasmonique de surface. Le défi principal consistait a mettre en ceuvre des stratégies
de détection originales en vue de palier les limitations de la SPRi pour la détection de petites
molécules et démontrer, dans ce contexte, la pertinence de son couplage avec 1’utilisation

d’aptaméres en tant qu’élément de reconnaissance.

Dans un premier temps, notre attention s’est focalisée sur la procédure d’élaboration de la
biopuce a aptameres. Différentes stratégies de modification de surface ont pu étre testées dans
le but de limiter les phénomenes d’adsorption non spécifiques et d’optimiser I’interaction de
des aptameres avec leur cible. Cette premiére étude a nécessité le recours a un modele d’étude
de type grande molécule, la thrombine, plus adaptée a une détection directe par imagerie de
résonance des plasmons de surface. En mettant en évidence I’influence de divers paramétres
tels que I’accessibilité des sondes ou encore la densité de greffage, un protocole optimisé a pu
étre développé. Celui-ci est basé sur un greffage localisé des sondes par chimie thiols (SAMs)
et Iutilisation d’un co-adsorbant de type poly(éthyléne-glycol) (PEG). Les performances de
détection obtenues alors ont été jugées tres satisfaisantes. Ces premiers travaux nous ont donc
permis de valider les conditions expérimentales nécessaires a une analyse ultérieure mettant en

jeu les aptameres de notre modele d’étude principal, 1’adénosine.

Une seconde partie des travaux a été consacrée a la mise en ceuvre de la biopuce a aptaméres
développée pour la détection d’adénosine. Afin d’améliorer les performances de détection par
SPRi, la premicre stratégie imaginée a fait appel a I’utilisation de nanoparticules d’or (AuNPs)
pour I’exaltation du signal d’interaction spécifique. C’est 1’effet combiné de leur masse et leurs
propriétés optiques singuliéres liées a I’existence d’un phénoméne de résonance plasmonique

localisé (LSPR) qui permet d’amplifier le signal SPR mesuré.
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Une validation préalable d’un protocole optimal de fonctionnalisation des surfaces des AUNPS
a nécessité ’analyse des cinétiques d’hybridation des sondes aptaméres avec leurs séquences
complémentaires conjuguées aux AuNPs. Il a pu étre démontré que 1’utilisation d’un PEG a
longue chaine (2 kDa) en tant qu’agent bloquant sur les surfaces des AUNPs mais également de
la biopuce, offrait le facteur d’amplification le plus élevé (x 5) et le taux de signal non-
specifique le plus faible AR ~ 0,02%. Cela a permis I’application de cette premiere stratégie
qui repose par ailleurs sur le clivage et I’ingénierie de la séquence d’aptameére originel
sélectionné contre 1’adénosine. Nous obtenons alors une seéquence commune, SplitAPT, qui
sera conjuguée aux AUNPs, et deux différentes séquences SplitAPT4 et SplitAPTS8, utilisées
comme sondes, et pouvant d’hybrider avec SplitAPT sur 4 et 8 bases, respectivement.
L’adénosine étant en mesure de stabiliser le complexe tertiaire formé et d’augmenter le
rendement de reconnaissance, la comparaison des signaux d’hybridation mesurés par SPR en
présence et en absence de la cible permet alors de valider sa détection. Concernant I’interaction
des séquences SplitAPT8 avec les conjugués AuNPs-SplitAPT, il a ét¢ démontré qu’une
augmentation proportionnelle des signaux SPR en fonction de la concentration d’adénosine
était effectivement retrouvée, mais néanmoins limitée a une LOD de 50 uM. La détection de
I’interaction SplitAPT4 avec les conjugués AUNPS-SplitAPT n’était par ailleurs possible qu’en
présence d’adénosine, permettant de rendre compte d’une effet stabilisant apporté et de réduire
la LOD d’un facteur 1000. Ces résultant ont ainsi permis de valider la preuve de concept
impliquant [’utilisation de la SPRi pour la détection de petites molécules au moyen
d’apasensors, avec des performances jugées satisfaisantes au regard des LOD retrouvées dans
la littérature. Plus pertinent encore, cette stratégic a mis en évidence I’importance de 1’effet
stabilisant de la molécule cible sur I’interaction des séquences Split aptamers, notamment par
rapport au nombre de bases complémentaires impliquées dans 1’hybridation. Ceci a ouvert la
voie vers une toute nouvelle stratégie de détection qui a fait ’objet du dernier chapitre exposé

dans ce manuscrit.

La derniére stratégie développée pour la détection de I’adénosine, sans doute la plus originale,
fait intervenir I’utilisation d’un protocole de dénaturation thermique couplée a 1’imagerie par
résonance de plasmons de surface. Dans ce cas, I’effet stabilisant induit par I’interaction de la
petite molécule avec les séquences Split aptamers est mis en évidence par les profils de

dénaturation obtenus.
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L’influence du nombre de bases complémentaires des séquences Split aptamers s’est révélée
étre déterminante pour la qualité de I’interaction avec la cible. Pour une stratégie de détection
basée sur la stabilité thermodynamique des complexes, il convient de favoriser I’effet stabilisant
apporté par la petite molécule au détriment de celui apporté par le phénoméne d’hybridation
des séquences. Ainsi, il semble nécessaire de limiter le nombre de bases complémentaires entre
les séquences Split aptamers. Dans notre cas, ¢’est 1’utilisation des séquences SplitAPTS5, avec
5 bases complémentaires, qui a permis d’obtenir les limites de détection les plus faibles (LOD
=30 nM).

La stratégie telle que développée ici permet également de caractériser quantitativement le
phénoméne d’interaction des séquences avec 1’adénosine. A partir de gammes logarithmiques
de quantification, il a en effet été possible d’extraire les paramétres thermodynamiques
(variation d’entropie AS et d’enthalpie AH) caractérisant 1’interaction des séquences étudiées

avec leur cible.

Ce resultat, qui ouvre pour la premiere fois de nouvelles perspectives pour 1’étude de
I’interaction des aptaméres avec les petites molécules, nous montre ainsi tout 1’intérét de
’association de la SPRi avec un dispositif de controle local de la température : la premiere
donnant accés aux cinétiques d’interaction et le second aux paramétres thermodynamiques.
D’autres études pourraient ainsi étre menées parmi lesquelles I’influence des conditions hors-
équilibre sur la dénaturation, dont nous avons vu qu’elle ne pouvait étre décrite en utilisant
simplement le modéle de Langmuir. L’ensemble des résultats confirme par ailleurs I’intérét que
présente I’emploi de nanoparticules d’or dans les stratégies de détection de petites molécules
par SPRi. Nul doute que I’amélioration future des performances de cette technique ira de pair

avec le progres des nanosciences et nanotechnologies.

La caractere multiplexable de la SPRi est également un avantage considérable dont il est
possible de tirer pleinement profit en vue des perspectives d’amélioration du dispositif et de la
stratégie de détection tels qu’imaginés ici. En effet, cette stratégie, validée pour I’interaction
des Split aptamers avec I’adénosine, peut également &tre appliquée sur de nouveaux modéles
d’étude. Il est ainsi possible d’envisager de greffer sur la puce différentes séquences

d’aptameres originels directement fonctionnalisées avec les nanoparticules d’or.
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Il suffirait alors de comparer les profils de dénaturation de ces séquences avec ceux obtenus en
présence des petites molécules spécifiques a chaque sonde. Outre la réduction du temps
d’expérience et du cott 1ié a I’utilisation récurrente de AuNPs, la gamme d’aptaméres pouvant
étre caractérisée de la sorte s’en trouve fortement augmentée. Il ne sera alors plus question de
se restreindre aux séquences Split aptamers, qui finalement n’ont été obtenus que pour trés peu
de petites molécules a ce jour. Cette nouvelle stratégie, qui fera tres probablement suite a ces
travaux de these, présente néanmoins un défi considérable, celui de la mono-fonctionnalisation
de nanoparticules d’or avec des séquences nucléotidiques. Des résultats préliminaires (nos
exposés dans ce manuscrit), laissent toutefois envisager qu’une telle chose demeure possible,
bien que nécessitant un nombre important d’optimisations, notamment en ce qui concerne les

rendements de couplage obtenus.

Enfin, les résultats présentés ici ont a notre sens contribué a démontrer le potentiel des
biocapteurs a aptaméres pour la détection de petites molécules. Si la technologie aptasensors
demeure encore « immature » au regard de celle impliquant 1’utilisation des anticorps, il est
certain qu’elle offre les perspectives d’application les plus prometteuses. Plus particuliérement
dans le domaine environnemental et alimentaire, du fait de la difficulté d’obtenir des anticorps
contre les petites molécules concernées, et du besoin de réaliser des analyses sur le terrain,
exigeant un élément de reconnaissance hautement stable. Ce sont la tout autant de raisons
susceptibles de faire sortir les aptameres du réle passif auquel ils sont confinés depuis de

nombreuses années.
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ANNEXE A. Matériel expérimental

Réactifs chimiques

CH3;0-PEG-SH ; Rapp Polymere GmbH (Germany).
HO-(CH,)1;-PEG-SH ; Sigma-Aldrich (France)

11-Mercapto-Undecane-1 NHS ; synthétisé au laboratoire.

1-Dodécanethiol ; Sigma-Aldrich (France)

6-Mercaptohexanol

Bis-(p-sulfonatophenyl)phenylphosphine dihydrate dipotassium (BSPP); Sigma-Aldrich (France)

Solution de nanoparticules d’or de 2 nm de diameétre ; BBI Solution (Royaume-Uni)

Le reste des réactifs chimiques provient de Sigma-Aldrich (France).

Oligonucléotides

Les oligonucléotides proviennent de la firme Eurogentec (France).

Nom Séquence (5 ->37)
APT1 2HN-T1o- GGTTGGTGTGGTTGG
APT2 2HN —T1;-AGTCCGTGGTAGGGCAGGTTGGGGTGACT
APTS8 HS- Ts-AGAGAACCTGGGGGAGTATTGCGGAGGAAGGTTCTC
APT4 HS- Ts-AGAGAACCTGGGGGAGTATTGCGGAGGAAGGTAGAG
SplitAPT8 HS- T10-TGCGGAGGAAGGTTCTC
SplitAPT6 HS- T10-TGCGGAGGAAGGTTCAG
SplitAPT5 HS- T10-TGCGGAGGAAGGTTGAG
SplitAPT4 HS- T10-TGCGGAGGAAGGTAGAG
SplitAPT HS-T1;-AGAGAACCTGGGGGAGTAT
CN oHN — T4,-TAAGTTCATCTCCCCGGTGGTGGTTGTGGTT
Zip9 HS-GACCATCGTGCGGGTAGGTAGACC
CAPTS8

HS-Ts.GAGAACCTTCCTCCGCAATACTCCCCCAGGTTCTCT-Ts

Tableau A. 1 Séquence des oligonucléotides apparaissant dans ce manuscrit.
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Molécules cibles et contrble

Thrombine (THR) ; Cryopep (France)
Adénosine ; Sigma-Aldrich (France)

Guanosine; Sigma-Aldrich (France)

Tampons

Les tampons et solutions utilisés pour la SPRi sont préparés au laboratoire avec de 1’eau déionisée
(18,2 MQ.cm), purifiés avec un filtre 0,22 pum et conservés a -20°C.

Nom et fonction Composition

Tampon de course SPR Tris-HCI 20 mM, MgCl, 1 mM, NaCl 120 mM, KCI 10 mM, pH 7, 4
(Thrombine)

Tampon de course SPR HEPES 10 mM, MgCl, 5mM, NaCl 150mM, 0,005 % Tween20
(Adénosine)

Tampon de greffage thiol | HK,PO4 1M pH 9,25

Tampon de couplage PBS pH 8 (ou NaHCO3 0,5 M pH 8)

oligonucléotides

Tampon BSPP1 1 mg/mL de BSPP (1,87mM) dans de I’eau miliQ filtré a 0,2 um.
Tampon BSPP2 1 mg/20uL de BSPP (93,5mM) dans de I’eau miliQ filtré a 0,2 pum.
Solution de blocage BSA 500 nM et cyt ¢ 500 nM dilués dans le tampon de course

Solution de blocage PEG | PEG 2kDa 150 uM

Solution de regeneration | NaOH 50 mM

Tableau A. 3 Liste des solutions utilisées dans le cadre de ces travaux de thése.

Matériel

Prisme de verre haut indice (angle 60°) recouvert d’une double couche métallique : titane 5 nm et or
45 nm d’épaisseur ; Horiba Scientific-GenOptics (France).

Colonne NAPTM 5, SephadexTM G-25 ; GE Healthcare (UK)
Spectrophotomeétre ND-1000 Nanodrop ; Labtech International (UK)
Robot piézoélectrique sans contact ; Siliflow (France)

Générateur de plasma Femto ; Diener Electronic (Allemagne)
Imageur SPR SPRi-Lab+; Horiba Scientific-GenOptics (France).
Dégazeur ; Altech (France)

Pompe seringue Cavro ; Tecan (USA)
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ANNEXE B. Protocoles expérimentaux

Fonctionnalisation des oligonucléotides

Cette fonctionnalisation a impliqué uniquement les séquences d’aptaméres anti-thrombine (AP1 et
APT2). D’aprés un protocole inspiré de Grosjean et al.'  La molécule de couplage (thiol-NHS) est
ajoutée en large exces (ratio 80:1) a une solution PBS pH 8 (ou NaHCO3 0,5 M pH 8) contenant 4
nmoles d’oligonucléotides (comportant une modification amine primaire en 5”) dans un volume final
de 200 pL. La réaction est maintenue pendant 60 min minimum a température ambiante avant que le
produit conjugué ne soit purifié sur une colonne NAPTM 5 (GE Healthcare, UK) par élution avec de
I’eau déionisee. Apres lyophilisation, les oligonucléotides sont resuspendus dans 1’eau déionisée ou le
tampon de greffage et la concentration est déterminée par mesure de 1’absorbance a 260 nm
(spectrophotométre ND-1000 Nanodrop, Labtech International, UK).

Fabrication des biopuces a aptaméres par formation de SAMs thiol

Le protocole présenté ici correspond au protocole optimisé utilisé lors de 1’élaboration de
toutes les biopuces dont les résultats pour la détection de la thrombine sont présentés dans ce
manuscrit. Les biopuces a aptaméres élaborées par chimie thiol (formation de SAMs mixtes)
sont toutes nettoyées par un traitement plasma (0,6 mbar, 75 % Oxygene, 25 % Argon,
puissance 40 W, 6 min) dans un générateur de plasma Femto (Diener Electronic, Allemagne)
la veille de leur fonctionnalisation. Le lendemain, les surfaces sont a nouveau nettoyées a
I’eau déionisée et 1’éthanol (96,2 %) avant d’étre séchées sous flux d’argon et positionnées
dans un dispositif de greffage robotisé par dispense de nanovolumes sans contact (Siliflow,
France). Les solutions de greffage, contenant les oligonucléotides modifiés avec un groupe
terminal thiol en 5°, sont préparées dans un tampon de greffage HK2PO4 (Tableau A. 3).
Chaque solution correspond a une unique espéce de plot, généralement répliquée en 3 ou 4
exemplaires sur la surface, et contient 10 uM de PEG modifiés (CH3O-PEG-SH) et 10 uM ou
20 uM d’oligonucléotides modifiés. Le greffage est réalisé dans une enceinte a 1’humidité
controlée (~80-85 % d’humidité) par I’¢jection de gouttes (~4 nL) de la solution de greffage
sur la surface (taille des gouttes ~500 um, espacées tous les 1,25 mm). L’éjecteur est nettoyé a
I’eau déionisée entre chaque chargement de solution de greffage de fagon a limiter les risques
de contamination entre les différentes solutions. Lorsque la matrice de plots est complete, la
biopuce est encore laissée dans I’enceinte humide pendant 60 min afin d’assurer la bonne
formation des SAMs, puis retirée et placée a sécher sous sorbonne pour la nuit. Le lendemain,
les biopuces sont rincées abondamment a 1’eau déionisée avant d’étre séchées sous flux
d’argon et stockées a 4°C. Les biopuces sont en général utilisées en SPRi dans les jours
suivants. Avant une premiére utilisation, une étape de blocage, visant a limiter le signal non
spécifique, est réalisée par immersion de la biopuce dans une solution de blocage (Tableau A.
3) pendant 1h30 a température ambiante.

! Grosjean, L., et al., A polypyrrole protein microarray for antibody-antigen interaction studies using a label-free detection
process. Analytical Biochemistry, 2005. 347(2): p. 193-200.
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Couplage AuNPs-oligonucléotides

Le protocole utilisé pour le couplage des nanoparticules avec les oligonucléotides est inspiré
de Claridge et al. *

A. Remplacement du citrate par la Phosphine (BSPP)

La solution mére de nanoparticules BBI est stabilisée dans un tampon Citrate. On souhaite remplacer
ce ligand avec de la BSPP pour optimiser le couplage avec les oligonucléotides. Le ligand BSPP nous
permet en effet d’obtenir une meilleure stabilité des nanoparticules en solution:

- Ajouter 3mg de BSPP & 1mL de solution de la solution mere en nanoparticules (AuNPS)

>Au NPs BBI 20nm dans du citrate

> Concentration en nanoparticules 1,16 nM

> Rapport en masse AuUNPs/BSPP 1 : 50.

- Incuber pendant la nuit sous agitation lente, a température ambiante (vortex IKA VIBRAX VXR).

B. Préparation des nanoparticules pour le couplage

- Centrifuger 1mL de la solution précédente de AuNPs :

>Vitesse : 15300 rpm (16750 G)

>Accélération et décélération : 19

> Temps de centrifugation : 10 min

- Retirer le surnageant et resuspendre les NPs dans 500 pL de tampon BSPP1.

- Ajouter une pincée de NaCl en poudre (environ 5mg) jusqu’a ce que la couleur de la solution change
avec agitation : la couleur passe du rouge au pourpre et enfin au gris lorsque les nanoparticules
s’agrégent (Etape a réaliser avec Vortex).

- Centrifuger pendant 10 min (15300 rpm, acc : 19).

- Retirer le surnageant et suspendre dans 70 uL de tampon BSPP1.

C. Couplage des nanoparticules

Le couplage se fait dans 100 uL de solution finale :

>70 puL de Nps dans le tampon BSPP1 préparées précédemment.

>10 pL de BSPP2,

>10 pL de PBS a (pH=7,4)

>10 uL d’oligonucléotides thiolés (10uM dans du PBS pH=7,4) pour une concentration finale de 1 uM
- Mélanger les 10 uL de PBS (pH=7,4) avec les 10 uL de BSPP2 et les 10 pL d’oligonucléotides.

- Ajouter ensuite ces 30 uL de PBS, BSPP2 et oligonucléotides a la solution de 70 uL de
nanoparticules.

- Laisser incuber pendant la nuit a une température de 4°C

!Claridge, S.A., et al., Isolation of Discrete Nanoparticle-DNA Conjugates for Plasmonic Applications.
Nano Letters, 2008. 8(4): p. 1202-1206.
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D. Ajout de PEG et mise dans le tampon

- Ajouter 7 uL de PEG 2kDa (& 150uM dans du PBS a pH=7,4) , concentration finale de 10 puM.
- Laisser incuber pendant 1h30 a température ambiante.

- Centrifuger pendant 10min (15300 rpm, acc : 19).

- Enlever le surnageant et suspendre dans 200 uL de tampon SPRi.

- Centrifuger a nouveau pendant 10 min (15300 rpm, acc : 19).

- Suspendre dans 1mL de tampon SPRi. C’est cette solution qui est utilisée comme solution mére pour
les injections en SPRi aux concentrions souhaitées. Pour les injections de NPs en SPRi on utilise des
concentrations d’environ 200 pM de nanoparticules.
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ANNEXE C. Estimation de la taille et de la
concentration des nanoparticules utilisées

1l s’agit d’évaluer la taille et la concentration des AuNPs (BBI) par spectrophotométrie en se référant a
la méthode théorique proposée par Haiss et al.*

Intérét : Trouver une méthode simple et efficace qui nous permettrait d’estimer a tout moment la
concentration d’une solution colloidale de AuNPs.

1. Estimation du diamétre des AuNP

Pour faire cette estimation, quatre diamétres de billes, a priori connus, ont été sélectionnés : 5, 10, 20
et 40 nm de diamétre. La méthode préconisée est basée sur une corrélation entre la longueur d’onde ou
apparait le pic plasmon (absorbance est maximale), notée Ay, et le diametre de la nanoparticule (d)
qui sera alors déduit.

Pour les petites particules (d < 25 nm), il est conseillé de déduire de diamétre de la nanoparticule d’or
en se basant sur un rapport d’absorbance a Agpr €t Auso @ ( Aspr/Assp).

= Contraintes

- Utilisation d’une solution aqueuse.
- Billes nues (non fonctionnalisées).
- Pourcentage d’erreur 18% (d < 25nm) et 3% (d > 25nm).

= Résultats

Pour les faibles diamétres (5 et 10 nm), aucune corrélation directe n’a été retrouvée (Tableau C.1). Les
rapports d’absorbance obtenus se rapprochent davantage de 3 nm et 7 nm respectivement. Par ailleurs
une trés bonne corrélation a été retrouvée pour les AuNP de 20 et 40nM.

Diamétre Corrélation avec
AuNP hep (NM) Acor Auso Acorl Asso les données
(connu) (d déduit)
40 nm 527 40 nm
20 nm 0,107 0,061 1,75 20 nm
10 nm 0,081 0,058 1,39 -
5nm 0,078 0,073 1,09 -

Tableau C.1 Résultats de 1’estimation théorique du diamétre des nanoparticules

167



2. Estimation de la concentration des AUNP

Dans ce cas, I’estimation de la concentration est obtenue en utilisant une corrélation entre le diamétre
d (connu), le coefficient d’extinction € a A450 (connu) et I’absorbance A a A4 .La concentration (C) est

alors déduite a partir de la formule suivante :

C (M) = Auso/ €450

Contraintes
- Utilisation d’une solution aqueuse.
- Billes nues (non fonctionnalisées).

- Pourcentage d’erreur 6 %o.
- Données uniquement vérifiées pour une gamme de taille entre 5 et 100 nm.

= Résultats

La meilleure corrélation a été retrouvée pour les nanoparticules de 20 nm (Tableau C.2)

Diamétre
AUNP Absorbances mesurées a A4y Moyenne E450 C (M) C (M)
(connu) (cm™ M) calculée connue
40 nm | 0,057 | 0,055 | 0,055 | 0,055 | 0,054 | 0057 | 0057 | 0,057 | 0.0558 | 4.92 E9 1.13E™ | 149E™
20 nm | 0.062 | 0.060 | 0.057 | 0.056 | 0.056 | 0.056 | 0.058 | 0.058 | 0.0578 | 5.03 E7 1.15 E” 1.16 E”
10nm | 0058 | 0.059 | 0.060 | 0.058 | 0.058 | 0.057 | 0.058 | 0.058 | 0.0582 | 6.45E6 9.01E° | 946E°
5nm 0.075 | 0.075 | 0.075 | 0.071 | 0.072 | 0.074 | 0.073 | 0.073 | 0.0735 7.20 E6 1.02E® 8.30 E®

Tableau C.2 Résultats de 1’estimation théorique du diamétre des nanoparticules

! Haiss, W., et al., Determination of Size and Concentration of Gold Nanoparticles from UV-Vis
Spectra. Analytical Chemistry, 2007. 79(11): p. 4215-4221.
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Résumé

Les aptameéres sont de courtes séquences d’oligonucléotides posseédant une forte affinité et
spécificité envers un ligand (petites molécules organiques, peptides, acides nucléiques,
protéines, cellules). Du fait de leurs remarquables propriétés, ils peuvent étre utilisés comme
alternative aux anticorps dans les dispositifs de type biocapteur/biopuce, notamment pour la
détection de petites molécules (PM < 2000 Da). L’imagerie de résonance des plasmons de
surface (SPRi) est une technique de détection optique qui a gagné une attention croissante ces
dernieres années. Dans le cadre de ces travaux, nous avons développé une biopuce a aptameres
appliquée a la détection d’une petite molécule, 1’adénosine, au moyen de la SPRi. Pour cela,
deux différentes stratégies ont éeté développées. La premiére combine I’utilisation de
nanoparticules d’or (AuNPs) pour I’amplification du signal SPRi avec 1’ingénierie des
séquences d’aptameres (split aptamers). La seconde stratégie est basée sur I’exploitation de la
stabilité thermodynamique apportée par I’interaction de la cible (adénosine) avec les séquences
d’aptaméres. Le dispositif SPRi est alors couplé a un systeme de régulation de température,
permettant ainsi d’assurer la dissociation des complexes et d’établir des profils de dénaturation
caractéristiques. Nos résultats initient ainsi une nouvelle approche dans la détection de petites
molécules par SPRIi et ouvrent de nouvelles perspectives de développement pour les biopuces
a aptameres.

Mots-clés : aptameres, imagerie de résonance plasmonique de surface, nanoparticules d’or,
petites molécules, adénosine, courbes de dénaturation

Abstract

Aptamers are single-stranded DNA (ssDNA) or RNA molecules able to bind target molecules,
including proteins, metal ions and drugs. Because of their specific binding abilities and many
advantages over antibodies (higher stability, lower cost, easy chemical modification...), they
provide a great opportunity to produce sensing surfaces for effective and selective detection of
small molecules. Surface Plasmon Resonance imaging (SPRi) has become one of the most
widely used label-free methods for the study of biorecognition events on sensor surfaces. This
technique provides a rapid approach, however, limited by low refractive index changes
occurring when small molecules (< 2000 Da) are captured on the sensor. In this work, we
developed two bioassay strategies for the detection of a model small molecule, adenosine, using
the SPRi. The first one combines the SPRi signal enhancement effect induced by gold
nanoparticles (AuNPs) with the advantage of using engineered DNA aptamers into split
aptamers. The second strategy is based on the thermodynamics of binding between adenosine
and its aptamers. To that end, SPRi technique was coupled with rigorous temperature control
and the aptamer duplex stability was monitored (affected by target binding) by quantification
of melting transitions. Our results initiate a new approach for small molecule detection using
SPRi with the aim to validate future prospects for integration in parallelized platform.

Keywords: aptamers, surface plasmon resonance imaging, gold nanoparticles, small
molecules, adenosine, melting curves



