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Nouvelles stratégies d'amplification moléculaire d'un signal basées sur l'activation de
dérivés pro-quinoniques : de 1'activation d'un catalyseur biomoléculaire au
déclenchement d'une réaction auto-catalytique

Résumé

Généralement, diagnostiquer une pathologie donnée a un stade de développement précoce favorise le pronostic
vital du patient atteint. Une telle performance nécessite de détecter des marqueurs présents a des seuils de
concentrations bas dans des fluides biologiques souvent complexes. Pour détecter ces concentrations
extrémement faibles en analyte donné, la stratégie employée au cours de ce travail est 'amplification moléculaire
du signal. Pour cela, différentes approches sont possibles (i) amplifier le signal issu de I’événement de
reconnaissance cible/sonde, (ii et iii) amplifier le signal par régénération ou réplication de la cible. Les stratégies
congues au cours de ce travail de these se focalisent principalement sur la détection de petites molécules, telles
que Peau oxygénée ou encore I'anion fluorure, mais avec a terme l'idée de les étendre a la détection indirecte de
biomarqueurs ou protéines d’intéréts. La premiere partie de cette these se focalise sur 'amplification moléculaire
d’un signal par une catalyse allostérique en utilisant la réaction de reconstitution d’une apoenzyme donnée avec
son cofacteur tandis que la seconde partie de cette thése repose sur la mise en place de systemes d’amplification
catalytique et auto-catalytique pour la détection d’H.O,, grace a des dérivés pro-quinoniques porteurs de
groupement acide/ester boronique. La distinction entre les systémes catalytique et auto-catalytique se fait selon
quH2O; est régénéré ou amplifié au cours de la réaction.

Mots clefs : Amplification moléculaire ; Reconstitution enzymatique ; Activation d’un biocatalyseur ; Auto-
catalyse ; Cinétique ; Chimie analytique

New strategies for molecular amplification of a signal based on the activation of pro-
quinonic derivatives : from the ativation of a biomolecular catalyst to the trigger of an
auto-catalytic reaction

Abstract

Generally, diagnosing a given pathology at an eatly stage of development promotes the patient's prognosis. Such
a performance requires the detection of specific markers which are present in complex biological fluids at low
concentration level. To detect these extremely low analyte concentrations, the strategy employed in this work is
the molecular amplification of the signal. To this end, different approaches are possible (i) amplifying the signal
resulting from the tatget / probe recognition event, (ii and iii) amplifying the signal by regeneration or
replication of the target. The strategies conceived during this thesis work mainly focus on the detection of small
molecules, such as hydrogen peroxide or fluoride anion, but with the idea of extending them to the indirect
detection of biomarkers or proteins of interest. The first part of this thesis focuses on the molecular
amplification of a signal by allosteric catalysis using the reconstitution reaction of a given apsenzyme with its
cofactor. The second part of this thesis is based on the implementation of catalytic and auto-catalytic
amplification systems for the detection of H,O,, thanks to pro-quinonic detivatives bearing boronic acid/ester
group. The distinction between catalytic and auto-catalytic systems is based on whether H,O; is regenerated or
amplified during the reaction.

Keywords : Molecular amplification ; Enzymatic reconstitution ; Biocatalyst activation ;
Auto-catalysis ; Kinetic ; Analytical chemistry






« Savoir vouloir, c’est pouvoir »,

Marie Marvingt
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Pendant longtemps, 'espérance de vie a la naissance a reflété 'amélioration du mode de vie d’'une
population. Plus un individu pouvait vivre longtemps et plus son niveau de vie était bon. Cet
indicateur témoignait notamment de I’hygiene de vie, de I'acces aux soins et des conditions de
travail d’un individu. Or, de nos jours dans les pays développés, cet indicateur ne reflete plus
vraiment la qualité de vie d’une population puisqu’étant lié au seul critere de longévité d’un
individu il ne permet pas de distinguer les années de vies passées en bonne santé des années de

maladie incapacitante (physique ou mentale).

L’espérance de vie sans incapacité est un nouvel indicateur qui permet de visualiser 'espérance
dite de santé d’une population. Il révele en 2014, une espérance de santé au sein de I'Union
Européenne d’en moyenne 62 ans (61,4 ans pour les hommes contre 61,8 ans pour les femmes),
ce qui représente moins de 80 % de 'espérance de vie totale (79 % et 74 % tespectivement)'. Ces
valeurs mettent en avant une forte corrélation entre le vieillissement dun individu et la
survenance de pathologies, principalement sous la forme de cancers ou de maladies

neurodégénératives.

En vue daméliorer Pespérance de santé dune population, il est important de pouvoir
diagnostiquer une afflicion a son stade de développement le plus précoce. Cet état est
caractéristique d’une tres faible concentration en biomarqueurs spécifiques dans I'organisme, or
les outils de diagnostics actuels ne permettent pas d’atteindre ces concentrations ultimes. Dans le
cas du cancer par exemple, la concentration résiduelle de biomarqueurs protéiques comme le
facteur-a de nécrose tumorale (TNF o) est de 'ordre du femtomolaire, ce qui est de trois ordres
de grandeurs inférieures 2 la limite de détection actuelle’. Pour ce qui est des maladies
cardiovasculaires, comme la nécrose cardiaque, c’est la troponine I cardiaque (cTnl) qui est
mesurée. Habituellement de l'ordre du femtomolaire chez un individu sain, elle augmente
rapidement aprés un infarctus du myocarde aigu. Il est ainsi maintenant reconnu qu’une faible
¢lévation du niveau de c¢Tnl chez un patient sain est un bon indicateur pour la survenance d’un
événement cardiovasculaire™. Un outil de diagnostic approprié, abordable et facile d’utilisation
serait d’'une grande utilité pour identifier les patients a risque. Un autre exemple concerne la

maladie d’Alzheimer pour laquelle la détection des biomarqueurs spécifiques, comme les ligands
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diffus dérivés des plaques d’amyloides-f (peptides ADDL selon amyloid-p-derived diffusible ligands),
est aujourd’hui effectuée en post-mortem par biopsie du cerveau. Or des études ont montré que les
peptides ADDL sont aussi présents dans le liquide céphalo-rachidien et dans le sang a des

concentrations extrémement faibles (sub-femtomolaire)™.

I’idée est donc de mettre a disposition de la population des outils de diagnostics pour ce type de
pathologies, qui soient rapides, fiables et peu couteux afin qu’ils soient utilisés en tant que test de
routine. Généralement, ces dispositifs sont dits «au chevet du patient» ou «au point

d’intervention » (POC d’aprés I'anglais point of care).

Par ailleurs, ces outils permettent aussi de suivre 'évolution d’une pathologie apres traitement ou
chirurgie. C’est le cas du cancer de la prostate, ou I'antigéne spécifique prostatique (PSA d’apres
langlais prostate specific antigen) est fortement exprimé chez le patient. Apres prostatectomie la
concentration en PSA chute drastiquement’ jusqu’a atteindre des niveaux indétectables par les
techniques actuelles (< 4 pM). Les patients sont alors étiquetés du « statut indétectable » et seule
une augmentation de la concentration au-dela de 4 pM signifie clairement une récidive du cancer.
Or il a été montré que la détection d’un treés faible niveau de PSA (< 200 fM) permettait de

prédire la totale rémission d’un cancer’.

Cette these s’inscrit dans le contexte du développement d’outils de diagnostics POC robustes et
ultrasensibles afin de pouvoir réaliser des tests de dépistage de ces maladies liées a I’age. I’outil de
diagnostic POC doit pour cela respecter plusieurs criteres. 11 doit d’abord étre tres sensible afin
de détecter des seuils de concentrations les plus bas possible, mais aussi sélectif afin de détecter la
cible au sein d’une matrice biologique complexe (Z.e. salive, larme, urine, sueur ou sang) et enfin
versatile (c’est-a-dire qu’il doit pouvoir s’appliquer autant a la détection de petites molécules

d’intéréts qu’a des biomarqueurs ou des protéines d’intéréts).

Les stratégies congues au cours de ce travail de these se focalisent principalement sur la détection
de petites molécules, telles que I’eau oxygénée ou encore I’anion fluorure, mais avec a terme I'idée
de les étendre a la détection indirecte de biomarqueurs ou protéines d’intéréts. Cette these débute
par un état de lart sur les systemes de détection de biomolécules telles que des acides nucléiques,
protéines et autres molécules d’intérét biologique, dans lequel nous avons choisi d’introduire un
classement selon trois principaux modes d’amplification du signal. Ceux-ci se différencient selon
la nature de 'amplification moléculaire exploitée, c’est-a-dire soit par 'amplification moléculaire
d’un signal induite par la mise en place d’un évenement de reconnaissance entre la cible a détecter

et son récepteur, soit par la régénération de la cible jouant alors un réle d’amplificateur
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catalytique, ou soit encore par 'amplification de la cible elle-méme. Au cours de ce travail de
thése, nous avons exploré deux stratégies distinctes pour amplifier un signal, la premicre se base
sur ’évenement de reconnaissance cible/récepteur via la reconstitution d’une apoenzyme avec son
cofacteur redox, tandis que la seconde exploite la production d’H2O: par des naphtho- ou benzo-
quinones za une réaction d’auto-oxydation en présence d’oxygene moléculaire afin soit de

régénérer la cible soit de la répliquer.

Le chapitre 2 rassemble les travaux effectués sur la premicre stratégie faisant intervenir une
reconstitution enzymatique. Elle consiste tout d’abord en un clivage spécifique d’une sonde pro-
cofacteur (précurseur synthétique du cofacteur quinonique d’une apoenzyme donnée) par la cible
a détecter (H>O» ou IY). Suite a cette réaction, le cofacteur est libéré dans le milieu et peut des lors
reconstituer 'enzyme et I'activer, ce qui permet 7 fine d’obtenir un signal mesurable de P'activité

enzymatique.

Le chapitre 3 quant a lui regroupe les travaux sur le theme de la régénération/amplification
d’H>O; par un systeme quinonique particulier. Brievement, une sonde pro-quinonique porteuse
d’un ou plusieurs groupements acide ou ester boronique est déprotégée par H,O, (déprotection
oxydante), ce qui permet la génération d’une hydroquinone QH, en solution. Celle-ci s’auto-
oxyde en présence d’oxygene moléculaire et forme 7 fine une quinone Q et dun équivalent
d’H>O,. Ce systeme permet d’amplifier le signal par régénération de la cible H,O,. D’autre part, il
a aussi été décliné en version d’amplification auto-catalytique grace a l'ajout d’une enzyme
réductase dans le milieu. En réduisant la quinone QQ en QH,, cette enzyme permet de cycler en
permanence les formes oxydées et réduites de la quinone (Q/QH>) et d’amplifier H,O, de facon

exponentielle au cours du temps.

Enfin le manuscrit se termine par une conclusion générale sur les différentes stratégies abordées

et des perspectives pour la suite de ces travaux.
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CHAPITRE 1

STRATEGIES D’AMPLIFICATION POUR LA DETECTION DE

CIBLES D’INTERETS BIOLOGIQUES

Le diagnostic clinique moléculaire repose le plus souvent sur la détection d'une molécule
spécifique, souvent dénommée biomarqueur, dont le niveau de concentration dans un fluide
biologique donné, ou voire méme sa simple présence, permet tout aussi bien de différencier un
individu sain d’un individu malade que d'évaluer la progression de la maladie. Généralement, les
maladies évoluent en divers stades de dangerosité selon le temps « d’incubation » du patient, c’est-
a-dire le temps d’attente entre le moment ou le patient entame sa maladie et celui de I’émission du
diagnostic. Plus ce temps de détection est cours, soit précoce en fonction de I’évolution de la
pathologie, et plus le corps médical peut prédire un pronostic vital positif au patient. En effet,
Pefficacité d’un traitement tient autant a une prise en charge rapide, qu’a une posologie adaptée
(pour freiner au plus tot ’évolution de la maladie mais aussi limiter les effets secondaires) et qu’a
un suivi précis permettant de vérifier I’état du patient pendant et apres le traitement (controle de

la récidive).

Les outils de diagnostic sont généralement centralisés au niveau des laboratoires d’analyse,
ce qui provoque un délai dans ’émission du diagnostic mais aussi des couts supplémentaires pour
le patient. Ainsi, le principal moteur du développement de ces outils de diagnostic biologique est
de pouvoir fournir aux médecins la possibilité de pratiquer rapidement et facilement une
médecine dite « au chevet du patient »'. Parmi les exemples déja entrés dans la vie courante, nous
pouvons citer le test immuno-chromatographique sur bandelette, typique des tests de grossesse,
qui révele la présence ou I'absence dans les urines de '’hormone gonadotrophine chorionique
humaine (hCG) secrétée par Pembryon, mais aussi les nombreux lecteurs de glycémie a
disposition des patients diabétiques, qui mesurent en temps réel ’évolution du taux de sucre dans
le sang. En plus d’étre rapide et portatif, ce type de tests doit pouvoir étre a la fois pratique, c’est-
a-dire facile a mettre en ceuvre, peu invasif (se limitant a des fluides biologiques facilement
accessibles comme la salive, la sueur ou encore les larmes), peu couteux et robuste mais aussi

sélectif, sensible, fiable, reproductible et si possible versatile. La sélectivité d’un test de diagnostic
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biomédical tient en la capacité a détecter spécifiquement un biomarqueur donné au sein d’un
fluide biologique complexe (sang, salive, larme, sueur, liquide céphalo- rachidien...) contenant de
nombreuses autres molécules, potentiellement capables d’interférer. La sensibilité d’un test quant
a elle repose sur la capacité a détecter dans un échantillon donné des concentrations ou variations
de concentration en analyte d’intérét suffisamment faibles. Ce parametre est important pour les
diagnostics précoces car il permet surtout d’avoir acces a des fluides biologiques accessibles, dont
la ponction est peu invasive, ou les concentrations en analyte d’intérét sont particulicrement
faibles (c’est notamment le cas de la salive et de la sueur). Pour ce qui concerne la versatilité d’un
test de diagnostic, celle-ci repose sur la capacité d’une technologie analytique donnée a pouvoir
étre déclinée facilement pour détecter des molécules de nature tres différente (acides nucléiques,
protéines, molécules organiques ou inorganiques de bas poids moléculaire, ions) par un protocole

standardisé.

De maniere générale, il est tres difficile dans un échantillon complexe de détecter
directement une cible de par ses caractéristiques physico-chimiques propres, lesquelles sont
généralement indifférenciables de celles des autres molécules présentes dans ’échantillon. La
stratégie globalement répandue consiste a tirer parti d’'une molécule sonde ou d’'un marqueur
dont les caractéristiques physico-chimiques propres permettent de révéler indirectement la
présence de la molécule cible par un moyen de reconnaissance ou d’interaction spécifique avec
celle-ci. Si la sélectivité est principalement liée a la nature des interactions ou de la reconnaissance
cible/sonde, la sensibilité dépend quant a elle de la capacité a traduire cet événement en un signal
facilement mesurable et exploitable. Pour ce faire, différentes stratégies d’amplification du signal
peuvent étre mises en place, celles-ci pouvant se situer soit au niveau du mode de détection a
proprement parler et de son instrumentation associée, soit au niveau moléculaire ou
biomoléculaire, 77z la mise en ceuvre de marqueurs ou molécules sondes capables d’induire des
réactions d’amplifications moléculaires. Ce travail de these s’inscrit dans le contexte des
amplifications moléculaires d’un signal basées sur la synthese et 'étude de molécules sondes
particuli¢res, a Porigine de I'amplification. Dans ce but, nous allons tout d’abord présenter les
différents types de stratégies d’amplification que nous souhaitons aborder, puis nous décrirons

des exemples tirés de la littérature illustrant ces concepts.
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1.1  Généralités sur les stratégies d’amplification

Afin de tenter de décrire d’une manicre générale et synthétique les différentes stratégies
d’amplification qui ont été jusqu’alors développées, nous allons dans cette section considérer une
cible a détecter X et une sonde ou récepteur A, spécifique de la cible X. Pour se rapprocher au
plus pres des travaux réalisés dans cette thése, nous avons choisi de présenter les différentes
stratégies d’amplification selon trois cas de figure, considérant I’état de la cible X. Lors de sa
réaction avec la sonde A, la cible X peut étre soit consommée, régénérée, ou encore amplifiée

(répliquée).

1.1.1 Consommation de la cible

1.1.1.1  Sans amplification du signal

Considérons d’abord la réaction entre X et A comme une simple réaction réversible, sans

amplification, telle que présentée sur la FIGURE 1.1 :

X + A <—i X @

FIGURE 1. 1 Mod¢le pour la consommation de la cible sans amplification

Dans le cas ou la réaction entre X et A conduit a une modification des propriétés
physicochimiques du récepteur A ou de la cible X, la détection de la réaction, c’est-a-dire le suivi
de I'apparition de la molécule formée X-A, se fait par lecture directe d’'une variation de signal (par
exemple par spectroscopie UV-vis, fluorimétrie ou encore électrochimie). Dans ce cas simple,
aucune amplification a proprement parler n’est mise en ceuvre, a savoir que la quantité de X-A a

détecter est équivalente, au maximum, a la quantité de cible X initialement présente en solution.
1.1.1.2 Avec amplification du signal

En complément du précédent concept, la molécule X-A nouvellement formée peut dans certains
cas avoir une réactivité propre lui permettant ainsi de transformer un substr