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INTRODUCTION
Cancer Epithélial Ovarien

Cette these vise a isoler des aptaméres ADN contre plusieurs cibles d’intérét
diagnostique et thérapeutique dans le cadre du cancer épithélial ovarien. Ces
aptaméres pourront servir d’'agents thérapeutiques par l'inhibition de facteurs pro-
tumoraux mais également d’outils de ciblage dans le cadre de I'imagerie médicale et
de la vectorisation non-virale. La facilité de fonctionnalisation des aptameres et leur
bonne pénétration tissulaire les rend particulierement attractifs pour ces types

d’applications.

1 Cancer Epithélial Ovarien

En 2008, 333 000 nouveaux cas de cancers ont été diagnostiqués en France,
dont 144 000 cas chez des femmes. Cette méme année le cancer de I'ovaire, avec
4 430 nouveaux cas estimés, se situait au septieme rang des occurrences de
cancers chez la femme (derriére les cancers du sein, du célon, du poumon, de la
thyroide, de 'endométre et les lymphomes non hodgkiniens). L’age médian lors du

diagnostic était alors évalué a 65 ans (Haute Autorité de Santé 2010).

Le cancer de l'ovaire est la quatriéme cause de décés par cancer chez la
femme derriére le cancer du sein, du c6lon et du poumon avec plus de 3 000 décés
estimés en 2008. Il est donc le second cancer le plus fréquent parmi les cancers
gynécologiques. Alors que le taux de survie a 5 ans, tous stades confondus, a
significativement évolué pour tous les cancers combinés : 68% pour la population
diagnostiquée en 2001 contre 50% dans les années 1970, celui du cancer ovarien a
faiblement évolué pour atteindre 47% en 2001 contre 38% dans les années 1970
(Haute Autorité de Santé 2010; Pfisterer & Ledermann 2006).

La vitesse d’évolution des cancers de l'ovaire est mal connue. Certains
présentent une longue période de latence clinique propice a un diagnostic précoce.
D’autres évoluent rapidement vers une dissémination péritonéale. Le diagnostic peut
étre établi a un stade précoce en l'absence de symptdbme devant une masse
découverte dans le cadre d’'un suivi gynécologique ou d’une échographie. Mais dans

les cas les plus fréquents, le diagnostic est évoqué alors que le cancer est déja a un
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stade avanceé. Du fait de la situation anatomique des ovaires, au sein du péritoine,
une tumeur ovarienne peut atteindre un volume important avant de provoquer des

symptdmes qui peuvent étre tres variés et ne sont jamais spécifiques.

Le diagnostic de ce cancer est anatomopathologique, il se fait apres un acte
chirurgical et I'analyse du prélévement histologique. L’examen cytologique seul est
insuffisant pour établir le grade et le type histologique du cancer. En cas de
carcinose péritonéale, une biopsie sera réalisée sous cocelioscopie ou sous controle

d’'imagerie si la ccelioscopie est impossible.

L’absence de symptémes précoces retarde la détection de ce type de cancer et
les patientes présentent dans 60% des cas un cancer de stades 3 ou 4, avec des

foyers secondaires disséminés dans la cavité péritonéale.

Bien que le cancer ovarien puisse survenir a partir de n’importe lequel des
types cellulaires de l'ovaire, plus de 90 % des cancers de I'ovaire chez I'adulte sont
d’origine épithéliale (adénocarcinomes) (Haute Autorité de Santé 2010). Le cancer
épithélial ovarien (EOC epithelial ovarian cancer) se propage par extension directe
de la tumeur aux tissus adjacents, et par dissémination des cellules tumorales dans

la cavité péritonéale (Cannistra 2004).

Malgré les efforts déployés par de nombreuses équipes afin de pouvoir
développer une méthode diagnostique efficace, seulement 20% des cancers
ovariens sont détectés a un stade précoce avec un cancer limité aux seuls ovaires
(stade 1). La plupart des patientes (80%) sont diagnostiqués a un stade avancé avec
des métastases disséminées : sur les organes pelviens (stade 2), 'abdomen (stade
3) et méme en dehors du péritoine (stade 4) (Bast et al. 2009). Alors que le taux de
survie a cing ans est proche de 90% pour les patientes en stade 1, de 80% pour les
stades 1 et 2 confondus, il est inférieur a 40% pour les stades 3 et 4. Or 70% des
patientes sont diagnostiquées tardivement avec des stades 3 ou 4, conduisant a une
forte mortalité (Burges & Schmalfeldt 2011). Un diagnostic plus précoce permettrait
d’augmenter grandement le taux de survie pour ce type de cancer et il s’agit d’'un des

axes principaux de la recherche sur le cancer ovarien.

11
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Figure 1: Stades d’évolution du cancer épithélial ovarien (EOC). Tumeur
primaire et métastases d’apres la nomenclature FIGO. (Figure issue de (Heintz &
Odicino 2006))

Actuellement, la thérapie standard de premiere intention des EOC consiste en

un acte chirurgical de cytoréduction maximale combiné a une chimiothérapie a base
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de carboplatine et de paclitaxel (Bristow et al. 2002; Bookman et al. 2009). Les
patientes répondent bien a la chirurgie et la chimiothérapie dans plus de 80% des
cas avec une rémission clinique apparente, mais une rechute macroscopique
apparait chez 75% d’entre elles dans les 5 ans avec une maladie devenue résistante
au traitement (Heintz & Odicino 2006; Monk & Coleman 2009). Cette rechute est en
partie due a la persistance de foyers péritonéaux suite a la chimiothérapie (maladie
résiduelle ou infraclinique). Une fois la rechute survenue, la chimiothérapie a peu
d’effet sur les cellules cancéreuses. Ces patientes avec des maladies résistantes aux
platines et taxanes sont traitées en seconde intention par d’autres agents comme la
doxorubicine liposomale, la gemcitabine, le topopécan ou I'étoposide. L’efficacité de
ces traitements reste cependant faible avec 10 a 25% de réponse positive avec une
durée limitée (Agarwal & Kaye 2003).

Au cours des 20 derniéres années, le taux de survie a 5 ans a été amélioré
grace a un acte chirurgical plus efficace et des traitements combinant différentes
drogues cytotoxiques, mais le taux de guérison reste faible avec seulement 30%. La
plupart des chercheurs pensent que le développement de nouvelles combinaisons
d’agents thérapeutiques conventionnels n’aura qu’un effet limité sur 'amélioration du
taux de guérison. Les espoirs se tournent vers le développement de nouvelles
stratégies thérapeutiques et vers I‘amélioration des traitements existants (par des
modes de ciblage moléculaire par exemple), 'amélioration du diagnostic précoce, du
suivi et de l'acte chirurgical de cytoréduction (Sato & Itamochi 2012). L’amélioration
de la prise en charge de ce type de cancer passe également par le développement
d’'une méthode tres sensible d’évaluation de la progression tumorale (Cannistra
2004; Hanahan & Weinberg 2011).

1.1 Marqueur tumoral CA 125

Tres tot, la protéine Mucinel6é a été identifite comme un antigene
membranaire associé a la maladie de par sa surexpression par les cellules
épithéliales ovariennes tumorales. Le suivi de la récidive des EOC est basé sur la
détection de la Mucinel6 sous sa forme sérique CA 125 (Carcinoma Antigen 125).
a eté démontré par de nombreux groupes que les augmentations et diminutions du
taux sérigue de CA 125 sont corrélées a une progression et une régression de la
maladie (Bast et al. 1983; Canney et al. 1984; Vergote et al. 1987). La Mucinel6

13
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surexprimée par les EOC est clivee a la surface des cellules et détectée dans le
fluide péritonéal et le sang sous sa forme circulante CA 125. Cette glycoprotéine de
haut poids moléculaire constitue donc un bon candidat pour le ciblage des tumeurs,
a des fins pharmacologiques ou de visualisation par le chirurgien sous sa forme
membranaire. D’autre part, le dosage par un test immuno-fluorescent (Bast et al.
1981; Klug et al. 1984) du CA 125 possede actuellement une sensibilité de 5 Ul/mL
mais n’est pas suffisante pour détecter des concentrations trés faibles de CA 125.
Cette limite ne permet pas de déterminer précocement la récidive et donc rend
inefficace I'administration d’'une chimiothérapie de deuxiéme intention. Une
amélioration du seuil de détection et le contréle continu de la cinétique du CA 125
sérique semble prometteur pour la détection préclinique de 'lEOC mais également
pour un suivi fin de I'évolution du cancer aprés le traitement de premiére intention

afin de détecter au plus t6t la rechute (Skates et al. 2003).

Méme si le CA 125 a été identifiee comme une glycoprotéine de haut poids
moléculaire quelques années seulement aprés |'obtention du premier anticorps
monoclonal OC125 (Davis et al. 1986), et sa structure confirmée par des études
biochimiques (Lloyd et al. 1997; Lloyd & Yin 2001), il a ensuite fallu attendre 15 ans
avant que le géne correspondant a la Mucinel6 soit cloné (Yin & Lloyd 2001; O’Brien
et al. 2001; Yin et al. 2002). Avec un poids moléculaire supérieur a 2 MDa, la
Mucinel6 est la plus grosse mucine membranaire connue a ce jour (O’Brien et al.
2001; O’Brien et al. 2002) (Figure 2). Cette mégaglycoprotéine est composée de
trois domaines principaux : un domaine N-terminal, un domaine central riche en
régions répétées (plus de 60 répétitions d’'une séquence de 156 acides aminés) et un
domaine C-terminal (O’'Brien et al. 2001). Le domaine N-terminal et le domaine de
répétitions sont fortement O- et N-glycosylés (Kui Wong et al. 2003). Le domaine C-
terminal est composé d’'un domaine SEA (Seaurchin, Enterokinase, Agrindomain)
probablement impliqué dans la protéolyse du CA 125 a la membrane (Palmai-Pallag
et al. 2005), d'un domaine transmembranaire pour I'ancrage de la protéine a la
membrane cellulaire et d’une courte partie cytoplasmique (31 acides aminés) avec
des sites de phosphorylation potentiels. La phosphorylation de la partie
cytoplasmique de la Mucinel6 est associée a la sécrétion du CA 125 (Fendrick et al.
1997).
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A MUC1
Variable number of tandem repeats
(O-glycosylated) GSVW proteolytic
(25-125 repeats of 20 aa) cleavage site
Heavily O-glycosylatation region N-glycosylatation sites
CA 125
Tandem repeats Proteolytic

B MUC16 (60+ repeats of 156 aa) cleavage site

16 SEA domains

Heavily O-glycosylatation region ~12,000 aa ~ 10,000 aa

C Relative sizes

MUC1
MUC16

Figure 2 : Structures des Mucinel et 16. Les représentations de Mucl (A) et
Mucl6 (B) ne sont pas a I'échelle. Les domaines clés incluent la séquence signal N-
terminale (rouge) ; les modules de protéine de Sperme, Enterokinase et Agrine
(SEA) ; les domaines TransMembranaires (TM) et les queues cytoplasmiques (CT).
L’encart en (B) illustre la région répétée en tandem de la Mucine16 qui contient des
sites de N-glycosylation, d’O-glycosylation et un pont disulfure entre deux cystéines.
La taille relative des deux Mucines est représentée en (C) de maniere approximative
puisque pouvant varier suivant le nombre de régions répétées en tandem. (Figure
adaptée de (Hattrup & Gendler 2008))

Les mucines sont normalement exprimées par les cellules épithéliales et ont
pour role de les protéger des pathogenes pouvant se fixer aux oligosaccharides. Le
fort état de glycosylation des mucines génere un environnement hydrophile idéal
pour I'hydratation et la lubrification des épithelia. La Mucinel6 est exprimée a des
taux basaux dans les épithélia des voies aériennes, a la surface de I'ceil pour
protéger la cornée et dans les glandes lacrymales. Des études immuno-
histochimiques avec I'anticorps OC125 ont permis de détecter son expression dans
de nombreux autres tissus mais pas dans les ovaires sains (Rao & Park 2010;
Rancourt et al. 2010).

15
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La Mucinel6é et sa forme soluble CA 125 constituent donc des cibles
thérapeutiques et diagnostiques. Des aptameres spécifiques seraient un moyen de
ciblage de la tumeur pour l'imagerie lors de l'opération de cytoréduction, pour

'adressage de molécules thérapeutiques et pour le suivi du taux de CA 125 sérique.

1.2 Traitement anti-angiogénique

Les meécanismes cellulaires conduisant a la récidive d’un adénocarcinome
ovarien sont mal compris mais de récents travaux impliquent le microenvironnement
tumoral dans la reprise de la maladie résiduelle (Whiteside 2008). Cet effet pro-
tumoral passerait entre autres par des interactions directes entre cellules stromales
et cellules tumorales ainsi que par la sécrétion de facteurs de croissance et pro-
angiogéniques (Whiteside 2008). Parmi les cellules stromales ovariennes, les
cellules « hoéte » ou « hospicells » sont capables d’influer le développement des
cellules tumorales. Les travaux du Pr Bettina Couderc ont montré que leur présence
favorise I'angiogenése au site tumoral permettant une croissance tumorale accélérée
par 'apport de nutriments et d’'oxygeéne, et la dispersion métastatique par 'accés aux
réseaux circulatoire et lymphatiques systémiques (Pasquet et al. 2010; Martin &
Schilder 2007).

L’angiogenese est un phénomeéne cible dans la mise en place de traitements
anti-tumoraux. Les essais cliniques actuellement menés portent sur l'inhibition du
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), la tyrosine kinase et I'angiopoiétine
(Teoh & Secord 2012; Sato & Itamochi 2012). Les traitements actuels anti-
angiogéniques de I'adénocarcinome ovarien donnent des résultats peu significatifs
(16 a 28% de réponses objectives) et s’avérent relativement toxiques et d’'un codlt
elevé (Sato & Itamochi 2012; Pasquet et al. 2010; Teoh & Secord 2012). La
sécrétion d’IL-6 a été plusieurs fois reportée dans le cas des EOC (Chou et al. 2005;
Plante et al. 1994). Lors de I'analyse de I'ascite ovarienne obtenue apres co-injection
de cellules tumorales et d’hospicells, une augmentation de la synthése
d’interleukines 6 et 8 a été observée par rapport a I'ascite obtenue par injection de
cellules tumorales seules, alors que les hospicells n’en sécrétent pas (Castells et al.
2012; Pasquet et al. 2010).

Ces deux interleukines ont été identifites comme des facteurs pro-

angiogéniques et pro-tumoraux dans une variété de cancers (Wu et al. 2012;
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Heidemann et al. 2003; Raman et al. 2007; Azenshtein et al. 2005) et notamment le
cancer épithélial ovarien (Nilsson et al. 2005). Elles constituent des cibles
thérapeutiques potentielles dont [linhibition au site tumoral pourrait limiter

'angiogeneése.

2 Les Aptameres

Au début des années 1990, trois différents laboratoires ont développé une
méthode in vitro de sélection et d’amplification pour isoler des acides nucléiques
spécifigues capables de se lier a une molécule cible avec une grande affinité et
spécificité (Tuerk & Gold 1990; D. L. Robertson & Joyce 1990; Ellington & Szostak
1990). Cette méthode a été nommée SELEX (Systematic Evolution of Ligands by
EXponentialenrichment) et les oligonucléotides résultants ont été appelés
aptameres, du latin « aptus », adapté a. Les aptaméres sont typiguement composés
d’ARN, d’ADN simple brin ou d’'une combinaison de I'un d’eux avec des nucléotides
de synthese. lls ont une taille pouvant aller de 6 & 40 kDa. lls sont isolés a partir de
librairies d’acides nucléiques extrémement complexes, générées par chimie
combinatoire, par un processus itératif de liaison, d’élution et de réamplification.
Apres un enrichissement suffisant, les aptameres sont identifiés et étudiés pour leur
liaison a la cible en tant que population homogene. Grace a leur structuration
tridimensionnelle, caractérisée par des tiges, des boucles latérales, des épingles a
cheveux, des triplexes et des quadruplexes, les aptaméres peuvent se lier a une
grande variété de molécules cibles telles que des ions, des antibiotiques, des petites
molécules, des acides aminés, des nucléotides, des peptides, des oligosaccharides
ou des protéines. lls se lient sélectivement a leur cible par des interactions de Van
der Waals, des liaisons hydrogene, des empilements de cycles aromatiques, des
interactions électrostatiques ou une combinaison de ces interactions (Hermann &
Patel 2000; Patel et al. 1997). La plupart des aptaméres décrits présentent des
constantes de dissociation (Kd) de lI'ordre du bas nanomolaire voire du picomolaire,
équivalentes et méme parfois supérieures a celles observées pour des anticorps

monoclonaux envers leur antigéne. Les aptameéres présentent une grande spécificité
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leur permettant de discriminer leur cible par rapport a leurs dérivés. Les exemples
frequemment cités sont ceux de I'aptameére anti-théophylline qui possede une affinité
dix mille fois moindre pour la caféine qui ne differe que d’un groupement méthyle
(Jenison et al. 1994), et de I'aptameére anti-L-arginine avec douze mille fois moins
d’affinité pour la D-arginine (Geiger et al. 1996) ou encore l'aptamere anti-
oxytétracycline qui ne fixe que trés peu la tétracycline (un groupement hydroxyle de
différence) (Niazi et al. 2008).

Des aptameres de nature peptidique existent également, ils sont obtenus par
la technique du phage-display mais nous nous contenterons de parler seulement des

aptaméres d’acides nucléiques dans cette these (Li et al. 2011).

3 Les Avantages des Aptameres

Le principal avantage des aptaméres tient a leur mode de sélection et de
synthése. Contrairement aux anticorps, ils ne nécessitent pas d’animaux pour leur
sélection et leur production. L'immunisation in vivo n’est pas nécessaire pour
'obtention d’aptameéres puisqu’ils peuvent étre isolés et synthétisés in vitro. De ce
fait, les toxines et les molécules n’induisant pas de bonne réponse immunitaire,
contre lesquelles il est difficile de générer des anticorps, peuvent étre utilisées pour
générer des aptameéres de haute affinité. Le processus in vitro est aussi approprié
pour développer des systémes automatisés de sélection. Des entreprises se sont
créées dans le but de faire de la sélection a haut-débit et les processi de SELEX ont
eté modifiés et ont évolués au cours des années pour fournir des aptameres de
meilleures spécificité et affinité en une durée moindre (BasePair Biotech, Novaptech,
etc...). Les conditions de sélection et les parametres cinétiques peuvent étre ajustés
de maniere a contrbler les propriétés de liaison des aptameres a leur cible. Les
aptameres sont produits par synthese chimique avec une grande pureté et
reproductibilité. Des molécules de marquage peuvent étre couplées a des sites. La
dénaturation des aptameres est réversible et ils peuvent étre restructurés en

guelques minutes. lls peuvent également étre conservés a température ambiante et
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sur du long-terme. Les aptameres sont trés sélectifs. Ils sont sélectionnés pour leur
haute affinité envers une molécule cible ou un isoforme particulier d’'une protéine
cible et peuvent méme distinguer deux états conformationnels différents d’'une méme
protéine. Enfin, ils semblent ne pas présenter d'immunogénicité, ce qui les rend
extrémement attractifs pour en faire des outils thérapeutiques. Alors que la diversité
des anticorps représente 10® & 10° immunoglobulines différentes possibles au sein
d’'un organisme, celle des aptameres est bien plus élevée ne serait-ce qu’au niveau
de la séquence primaire, sans compter les multiples états de repliements. Une
diversité de séquence primaire de 10° aptaméres est explorée par une librairie ne
faisant que 15 nucléotides de long alors qu’elles sont classiquement constituées de

20 a 80 nucléotides.

Les aptameéres sont plus adaptables a des formats expérimentaux que leurs
homologues anticorps, permettant de s’adapter aux exigences toujours croissantes
des applications analytiques. De nombreuses facettes des aptameres comme leur
thermostabilité, leur facilit¢ d’immobilisation et de marquage contribuent a cette
flexibilité accrue et les présentent comme des candidats trés attractifs pour des
applications diagnostiques et thérapeutiques. Cependant, les aptameres présentent
des contraintes expérimentales. Par exemple chaque aptamére nécessite des
conditions physicochimiques particulieres pour une utilisation optimale (Walter et al.
2012). De plus il n'existe qu’'un nombre limité d’aptaméres disponibles, méme s’il y a

de plus en plus de publications en décrivant de nouveaux.
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Anticorps

Leur développement nécessite des
animaux, non applicable pour tout
type de cible.

La production in vivo induit des

variations de lot a lot.

La modification n’est pas site-dirigée.

Reconnaissent leur cible sous des

conditions physiologiques ou proches.

Sont sensibles a la température, leur
dénaturation estirréversible.

Durée de vie limitée, leur
régénération peut induire une perte
d’activité.

Parametres cinétiques non
modifiables.

Haut poids moléculaire (~150 kDa
pour IgG).

Aptamere

Identification via des techniques de
sélection in vitro, virtuellement
applicable pour tout type de cible.

La synthese chimique permet une
grande reproductivité de production.

Durant la synthese, les modifications
peuvent étre introduites a des
positions définies.

Les conditions peuvent étre définies
de maniéere a générer des aptameres
actifs sous ces conditions.

Sont stables face a la température,
leur dénaturation est réversible.

Longue durée de vie, Leur
régénération peut étre faite sans
affecter leur activité.

Parametres cinétiques modifiables.

Bas poids moléculaire (13—-26 kDa).

Figure 3 : Comparaison des Anticorps et des Aptameres. (Figure adaptée de
(Walter et al. 2012))
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4 Le SELEX

La possibilité d’isoler des acides nucléiques a partir de librairies artificielles sur
la base de leurs propriétés biochimiques a été largement discutée dans la
communauté scientifique a partir de 'année 1988. Trois équipes indépendantes ont
alors publiées leurs travaux en 1990. Le groupe de Gerald Joyce a utilisé une
procédure de mutation, sélection et amplification in vitro pour isoler des ARN
capables de cliver TADN a partir de ribozymes naturels a activité endo-ribonucléase.
Bien qu’ils recherchaient une nouvelle activité enzymatique plutdt qu’une liaison
spécifique et qu’ils utilisaient une molécule préexistante en la mutant plutét qu'une
librairie aléatoire, les bases du SELEX étaient posées avec une évolution
moléculaire par cycles itératifs de sélections et d’amplifications sur plusieurs cycles
(D. Robertson & Joyce 1990). Puis le groupe de Larry Gold a décrit le processus
expérimental visant a identifier la séquence reconnue par 'ADN polymérase T4. La
librairie utilisée étant basée sur la structure de la cible naturelle en épingle a cheveux
avec les huit nucléotides de la boucle randomisés. Le processus de sélection in vitro
a alors été breveté sous le terme de SELEX. Le premier SELEX a permis d’identifier
une nouvelle séquence cible prédominante dans les séquences sélectionnées
possédant une forte affinité pour 'enzyme, similaire a la séquence d’origine (Tuerk &
Gold 1990). Moins d’un mois plus tard, le groupe de Jack Szostak a décrit une
procédure de sélection in vitro permettant d’isoler des « molécules de liaison
spécifigues au ligand ». Leur librairie était alors composée de séquences
aléatoirement synthétisées de 100 nucléotides, sans relation structurale avec des
acides nucléiques prédéfinis et leurs cibles n’avaient pas de site de liaison connu
pour les acides nucléiques. lls ont utilisé la chromatographie d’affinité pour isoler des
ARN avec des capacités de liaison spécifique pour des colorants organiques (choisis
pour leur potentialité a créer des liaisons hydrogénes et leur structure planaire
permettant de former des empilements avec les bases azotées de 'ARN). lls ont
alors appelé ces ligands nucléiques des « aptameéres » (Ellington & Szostak 1990).
Deux ans plus tard, le méme groupe et le laboratoire pharmaceutique Gilead Science

ont utilisé indépendamment la sélection in vitro pour isoler respectivement des
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aptameéeres ADN contre des colorants organiques et la thrombine, protéine
anticoagulante (Ellington & Szostak 1992).

Alors que la sélection d’aptaméres in vitro eu un intérét croissant dans le
domaine de la biologie et des biotechnologies, la notion d’aptaméres naturels a été
mise en évidence en 2002 quand deux groupes menés par Ronald Breaker et
Evgeny Nudler ont découvert sur des ARN messagers, un €lément de régulation de
la traduction possédant des propriétés de reconnaissance moléculaire semblable a
celles des aptameéres artificiels qu’ils ont appelé riboswitch (Winkler et al. 2002;
Mironov et al. 2002). Tres souvent, le ligand régulateur fixé par le riboswitch est un
métabolite de la réaction catalysée par la protéine codée par TARNm ce qui conduit a
un mécanisme de rétroaction directe. Ainsi le premier riboswitch identifié lie le
pyrophosphate de thiamine et régule I'expression d’enzymes impliquées dans les
voies de biosynthése de la vitamine B1 (Winkler et al. 2002; Mironov et al. 2002).
L’adénosine, la lysine et la S-adénosylméthionine ont également été identifiées
comme liant des riboswitches et régulant ainsi I'expression de leurs enzymes de
biosynthése (Lemay & Lafontaine 2006; Boyapati et al. 2012; Fiegland et al. 2012).

Des mécanismes de régulations de riboswitches sont indiqués en Figure 4.
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Figure 4: Mécanismes de régulation par modification structurale des
riboswitches. L’effecteur stabilise la conformation répressive en (A)(i) et (B)(i), alors
qu’en (C)(ii) la conformation répressive se forme en absence de l'effecteur. Il peut y
avoir atténuation de la transcription par terminaison prématurée (A)(ii) ou de la
traduction par inhibition de [linitiation (A)(iij). L’atténuation de la traduction peut
impliquer le confinement direct du site d’initiation de la traduction (B). L’activation se
fait via l'inhibition de terminaison prématurée de la transcription (C). Les régions
impliquées dans des interactions intramoléculaires différentes sont indiquées en
rouge. Les éléments régulateurs, comme le site de liaison au ribosome (RBS) ou la
séquence poly-Uracile du terminateur sont représentés en vert. (Figure adaptée de
(Vitreschak et al. 2004))
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Le processus de SELEX se caractérise par des cycles itératifs de sélection in
vitro et d’amplification enzymatique des séquences sélectionnées qui mime une
évolution Darwinienne conduisant a une propriété donnée (I'affinité pour un ligand

par exemple). Les étapes clés sont présentées en Figure 5.

section I-5
I-7.4
7.1 I-6
1-7.2
1-7.3
Sequencing
of the selected 1-10
aptamers pool(s)
1-9

Figure 5: Sélection in vitro d’aptaméres spécifiques pour une cible par la
technologie SELEX. Le point de départ de chaque processus de SELEX est une
librairie synthétique d’oligonucléotides ADN randomisée constituée d’une multitude
de fragments ADNsb de séquences différentes (environ 10%°). Cette librairie est
utilisée directement pour la sélection d’aptameres ADN. Pour la sélection
d’aptameres ARN, la librairie doit étre transformée en librairie ARN. Le processus
SELEX est caractérisé par une répétition cyclique d’étapes successives de sélection
(liaison, partitionnement, élution), d’amplification et de conditionnement. Lors du
premier cycle de SELEX, la librairie est incubée avec la cible pour la liaison. Les

oligonucléotides non-liants sont éliminés par des lavages stringents des complexes
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de liaison. Les oligonucléotides liés a la cible sont ensuite élués et amplifiés par PCR

ou RT-PCR. Une sous-librairie simple-brin enrichie en séquences sélectionnées est

préparée par purification des brins « sens » (SELEX ADN) ou par transcription in

vitro (SELEX ARN). Cette sous-librairie est utilisée pour le cycle suivant de SELEX.

En général, 8 a 30 cycles de SELEX sont requis pour la sélection d’aptameres affins

et spécifiques. Les séquences résultantes sont séquencées puis elles sont testées

individuellement pour leur affinité et spécificité envers la cible. (Figure issue de
(Stoltenburg et al. 2007))

Un SELEX classique commence avec une librairie d’acides nucléiques
synthétisés chimiquement, généralement constituée de 10" a 10 molécules
différentes parce que compatible avec I'expérimentation (Gopinath 2011). Pour les
SELEX visant a isoler des aptameéres de nature ADN, cette librairie peut étre utilisée
sans aucun traitement préalable, alors que sa conversion en une librairie ARN doit
étre effectuée avant de commencer un SELEX d’aptaméres ARN (pour plus de
détails, consulter la section 1-5). Dans les deux cas, les séquences d’ADN simple-
brin ou d’ARN sont incubées directement avec la molécule cible. Aprées l'incubation,
les complexes formés sont séparés des séquences non liantes ou de faible affinité
(sections Introduction-7Z.1 et 7.2). Cette étape est l'une des plus cruciales du
processus de sélection des aptameéeres et peut affecter grandement [I'évolution
moléculaire. Les oligonucléotides liés a la cible sont élués puis amplifiés par PCR
dans le cas de ’ADN ou rétro-transcrits avant PCR dans le cas de 'ARN (section
Introduction-7.3). A partir des ADN double brins résultant, les brins« sens »
correspondant a la librairie de départ sont purifiés par déshybridation des double-
brins ou par transcription in vitro et purification de 'ARN synthétisé (section
Introduction-7.4). Cette sous-librairie enrichie d’oligonucléotides sélectionnés est
utilisée dans le cycle suivant de SELEX. Par la répétition des cycles itératifs de
sélection et d’amplification, la population de la librairie initiale est réduite a un nombre
relativement limité de type de séquences discretes. Le nombre de cycles nécessaire
pour enrichir la librairie dépend de différents paramétres, tels que la cible considérée
et sa concentration, le type de librairie utilisé, les conditions de sélection, le ratio
entre la concentration en cible et en oligonucléotides ou encore Iefficacité du
partitionnement entre les séquences liantes et non ou faiblement liantes. Des étapes

peuvent étre rajoutées dans le processus de sélection notamment pour augmenter la
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spécificité des aptameres pour la cible. La sélection négative ou contre-sélection et la
sélection soustractive sont fortement recommandées pour minimiser I'enrichissement
en séquences liées de maniére non spécifique ou pour diriger la sélection vers un
épitope donné de la molécule cible. L’affinité des séquences pour leur cible peut étre
influencée par les conditions de stringence de la sélection. Classiquement, la
stringence est progressivement augmentée au cours des cycles de SELEX par la
réduction de la concentration en cible ou en changeant les conditions de liaison et/ou
de lavages (concentration saline, compétiteurs non-spécifiques, volumes et durées
des étapes) (Marshall & Ellington 2000).

Plusieurs méthodes ont été développées pour suivre un enrichissement en
séquences affines ou pour suivre la diminution de la complexité des sous-librairies
(section Intro-8). Généralement 8 a 30 cycles de SELEX sont nécessaires afin
d’obtenir une sous-librairie d’aptaméres ayant la plus forte affinité pour la cible. Les
candidats aptameres des derniers cycles sont alors clonés et séquencés ou alors
tous les cycles peuvent étre directement séquencés par des techniques de
séquencage de nouvelle génération a haut-débit (Next-Generation Sequencing)
(section Int-9). Les séquences sont analysées afin de déterminer des homologies de
séquences, des motifs ou des familles structurales (section Int-10). Les séquences
jugées les plus pertinentes sont alors testées individuellement pour leurs propriétés
de liaison envers la cible. Des mutations et des études de tronquage peuvent alors
étre réalisées afin d’identifier la séquence minimale conservant la meilleure affinité
(section Int-11). Enfin, dans la plupart des cas, les aptameres identifies sont modifiés
post-SELEX, par exemple pour augmenter leur stabilité, pour les utiliser dans des

approches analytiques de détection de la cible ou pour la purification du ligand.

Le SELEX est un processus qui répéete quatre étapes principales
successives : la liaison a la cible, le partitionnement des séquences liantes,
'amplification et la régénération des acides nucléiques simple-brins. Cependant, il
n'y a pas de protocole standardisé pour n'importe quelle cible. La conception du
protocole et les conditions spécifiques de sélection peuvent dépendre de la cible elle-
méme, de la librairie de départ utilisée ou des propriétés désirées pour les aptameres

et du type d’application envisagée.
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5 Les Librairies

Une librairie de SELEX classique est composée d'une multitude
d’oligonucléotides contenant une région centrale de composition aléatoire de 20 a 80
nucléotides flanquée de deux séquences d’amorgage d’environ 20 nucléotides. Les
séquences d’amorgages connues permettent I'hybridation des amorces pour
'amplification par PCR. La librairie est constituée d’ADN simple-brins synthétisés
chimiguement et la zone dégénérée centrale est obtenue par l'incubation des quatre
nucléotides en méme temps lors de la synthése. Comparativement a d’autres types
de librairies, les banques aléatoires d’ADN simple-brin sont faciles a préparer par
synthése car la chimie d’incorporation des quatre phosphoramidites A, T, G et C est

parfaitement maitrisée.

Pour la sélection d’aptaméres ADN, la librairie simple-brin « sens » peut étre
utilisée directement lors du premier cycle de SELEX. Cependant, certaines équipes
préferent amplifier & grande échelle cette librairie et purifier les simple-brins générés
avant de commencer la sélection, afin d’éliminer les produits de synthése ADN qui ne
seront pas amplifiables par PCR (Marshall & Ellington 2000). Les ADN polymérases
n‘ayant pas la méme efficacité de polymérisation envers toutes les séquences, la

représentativité des séquences difficilement amplifiables sera également diminuée.

Pour la sélection d’aptaméres ARN, la librairie d’ADNsb doit étre transformée
en librairie ARN avant sa mise en interaction au premier cycle de SELEX ARN. Une
amorce « sens » spécifique avec une extension en 5 contenant la séquence du
promoteur T7 et 'amorce « antisens » permettent de transformer la librairie ADNsb
en librairie ADNdb par PCR. Les ADNdb sont ensuite transcrits in vitro par 'ARN
polymérase T7 afin d’obtenir la librairie ARN qui sera utilisée lors du premier cycle de
SELEX. Les séquences éluées de la cible devront étre rétro-transcrites en ADN puis

amplifiées par PCR.

La région centrale dégénérée va conférer sa complexité a la librairie. Une
librairie dégénérée sur n nucléotides aura une diversité de 4" molécules, ainsi une

librairie avec 20 nucléotides aléatoires centraux aura une diversité de 42° molécules
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soit 1,1.10% alors qu’une librairie dégénérée sur 80 nucléotides aura une diversité de
1,5.10*® molécules différentes. Bien que n’importe quelle longueur de région
aléatoire puisse étre utilisée pour explorer 4" séquences différentes en théorie, le
nombre maximal de séquences qui peuvent étre manipulées dans les laboratoires
standards de biologie moléculaire se situe a environ 10> molécules. Cependant la
plupart des laboratoires n’explorent pas une diversité supérieure a 10*® molécules
lors d’'un SELEX, ce qui correspond a 16nmoles. Une quantité plus importante
nécessiterait de grands volumes pour étre manipulée. Ceci signifie que les
laboratoires utilisant des librairies dont la partie dégénérée est supérieure a 25
nucléotides n’explorent pas la totalité de la diversité de leur banque initiale.
Cependant, I'exploration méme partielle d’une longue librairie suffit a explorer un
degré de complexité structural important. En effet, seule une courte partie de la
séquence complete de I'aptamére suffit généralement a lier la cible. A titre
d’exemple, 'aptameére sélectionné contre la thrombine par Louis Bock en 1992 a été
obtenu a partir d’'une librairie ADN de 96 nucléotides de longueur totale avec 60
nucléotides dégénérés. Il a ensuite été déterminé que seule une portion de la
séquence entiere composée de 15 nucléotides était nécessaire pour lier la thrombine
(Bock et al. 1992). Ceci suggére qu’une librairie courte pourrait suffire a engendrer
des aptameres. Les librairies courtes sont plus facilement manipulables, ont un coGt
moindre et les aptameéres courts sont préférables pour un certain nombre
d’applications. Les librairies longues auront I'avantage de cumuler plus fréquemment
un motif court au sein d'une méme séquence, augmentant la représentativité
théorique du motif. L'augmentation de la longueur de la séquence s’accompagne
d’'une augmentation du nombre d’états énergétiques stables pour sa structuration
(pléomorphisme structural). On peut considérer cela comme une limitation : la
capacité d’'une séquence donnée a adopter plusieurs structurations stables limite le
nombre de représentants dans la « bonne » conformation pour reconnaitre la cible.
Mais on peut également considérer que cela définit un fort avantage sélectif : des
séquences possédant une structuration « active » trés prédominante parmi les

différents états énergétiques seraient plus rapidement enrichies.

Une analyse informatique des structures de quelques 2000 aptaméres
sélectionnés contre 141 cibles uniques a permis de déterminer que dans la plupart

des cas, les régions constantes d’hybridation des amorces ne contribuaient pas
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significativement a la structuration de I'aptamére (Cowperthwaite & Ellington 2008).
Cependant, cette contribution ne semble pas la méme suivant la longueur de la
librairie. Une publication de Michal Legiewicz et al. fait état de 11 SELEX réalisés
suivant le méme protocole de sélection contre lisoleucine avec 11 librairies
différentes de 6 longueurs distinctes (N=16 a 90 nts). La participation des séquences
constantes a la structuration était plus importante pour les librairies courtes. Toutes
les tailles de librairie ont abouti a [lidentification de la méme séquence
surreprésentée a I'exception de la librairie courte (N=16). Parmi les librairies de
méme taille, ils ont recherché I'impact des séquences fixes d’hybridation des
amorces a se structurer sur elles-mémes pour former des structures secondaires. lls
ont observé un effet négatif de la préformation de structure dans les régions fixes sur
I'abondance du motif d’'un facteur 5 a 10 (Legiewicz et al. 2005).

Dans le but d’augmenter la stabilit¢é des oligonucléotides, des librairies
modifiées sont parfois utilisées lors de la sélection. Pour les ARN, les modifications
sont introduites sur la position 2° des résidus pyrimidines, tels que 2’-
aminopyrimidines (Lin et al. 1996), 2’ fluoropyrimidines (Rusconi et al. 2002), 2’ O-
méthyl nucléotides (Burmeister et al. 2005) entre autres. L’approche alternative par
modification du squelette phosphodiester a été utilisée pour la sélection d’'aptameres
ADN contenant des phosphorothioates (King et al. 1998). Une revue sur le SELEX

fait état des nombreuses modifications utilisées (Stoltenburg et al. 2007).

Une autre facon de produire des aptameres résistants aux nucléases est de
sélectionner un aptamére qui se lie a I'’énantiomere de la cible puis de synthétisé son
énantiomere qui lui, reconnaitra la cible « naturelle ». Cet aptamere de série non
naturelle L-ribose ne peut pas étre dégradé par les nucléases classiques. Ces
composés s’appellent de « spiegelméres » et sont développés par NOXXON Pharma
AG. A titre d’exemples, il existe des aptaméres L-ADN contre la vasopressine
(Williams 1997), des aptameres L-ARN contre la L-arginine (Nolte et al. 1996) ou

encore le facteur de complément C5a (Hoehlig et al. 2013).

Dans certains cas, des librairies pré-structurées ont été utilisées. La région
centrale aléatoire est alors flanquée par deux régions fixes capables de former une
structure secondaire particuliere généralement en tige-boucle (Hamm et al. 2002).

D’autres librairies ne sont pas dégénérées sur toute la longueur de la partie centrale.
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L’exemple le plus frequemment rencontré est celui de librairies précontraintes pour la
formation de structure G-quadruplex (Hamm 1996; Hamm et al. 1997; McManus & Li
2013). Une librairie permettant de sélectionner des aptameéres dont la structure
change en présence de la cible a également été développée (Figure 6). Cette
librairie contient une région spécifique de 15 nucléotides encadrée par deux régions
aléatoires de 10 et 20 nucléotides, elles-mémes encadrées par les régions
d’hybridation des amorces. La région spécifique au sein de la portion dégénérée est
complémentaire d’'un oligonucléotide couplé a la biotine, puis la librairie est fixée par
le biais de I'hybridation ADN a une surface solide recouverte avec de l'avidine. Les
séquences de la librairie capables de lier la cible se détachent du support de par le

changement structural induit par la formation du complexe (Nutiu & Li 2005).
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Figure 6 : Sélection d’aptameres par changement de structure. La librairie est
décrite en (A) : les séquences P1 et P2 empéchent la participation des extrémités de

la librairie au repliement, la séquence définie au centre de la librairie (rouge) permet
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son accrochage aux billes avidine via la biotine. Le processus de SELEX est décrit

en (B) avec la sélection des oligonucléotides dont la liaison a la cible entraine la

déshybridation de la séquence définie centrale (rouge) et son élution de la colonne.
(Figure adaptée de (Nutiu & Li 2005))

Les aptaméres ainsi sélectionnés sont tres facilement adaptables pour la
création de biosenseurs via un systeme de FRET ou de quenching de fluorescence
entre les deux oligonucléotides (section Introduction-12.3). Enfin, Ruff et al. (Ruff et
al. 2010) ont créé une librairie dégénérée sur 60 nucléotides contenant des
« séries » alternant une purine et une pyrimidine sur des longueurs de 6 bases
(librairie RY). Cette dégénérescence orientée permet d’augmenter fortement la
formation de structures secondaires par la plus grande probabilité de générer des
zones d’appariement entre les « séries » que sur une librairie classique. Leur but
était de démontrer qu’une librairie enrichie en structures secondaires est plus a
méme de générer des aptaméres contre trois cibles, la streptavidine,
'Immunoglobuline E et le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor). Dans 2 cas
sur 3, 'aptameére le plus affin a été obtenu avec la librairie RY, cependant I'utilisation
du clonage classique pour l'identification des séquences sélectionnées et le faible
nombre de séquences testées ne donne qu’une faible fiabilité a cette observation et

ne permet pas de généraliser le concept.

Il est important de noter qu’il est préférable d’utiliser une librairie contenant
déja les modifications nécessaires a I'utilisation que I'on souhaite faire ultérieurement
de l'aptamére isolé. En effet, toute modification faite sur un aptamére peut changer
son affinité ou entrainer une modification de sa structure qui empéchera la
reconnaissance de la cible. Toute incorporation de modification préalable au SELEX
permet de limiter I'ingénierie nécessaire a l'utilisation expérimentale de I'aptamere

identifié.

Nous avons réalisé 5 SELEX que I'on peut qualifier de classiques contre 4
protéines différentes lors de cette these en utilisant 3 librairies (Librairies 1, 2 et 5).
Pour des raisons de facilité, de manipulation, de colt et parce que la chimie des
désoxyribonucléotides est tres développée a Toulouse, nous avons choisi de
sélectionner des aptameres ADN a partir de librairies de format classique et ne
possédant pas d’autre modification que le couplage a un fluorophore (fluorescéine)
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en 5’ pour des facilités de suivi expérimental des séquences. Les librairies 2 et 5 sont
dégénérées sur 25 nucléotides et la librairie 1 sur 40 nucléotides. Les librairies 1 et 2
sont des librairies ayant été publiées et ayant permis de sélectionner efficacement
des aptameéres de haute affinité dans d’autres laboratoires (Murphy 2003; Bouvet
2000). La librairie 2 comporte une zone d’appariement sur 5 nucléotides entre ces
parties fixes, elle est donc pré-structurée. La librairie 5 ayant servi au SELEX contre
la protéine Mucinel6 a elle été entierement congue par nos soins afin de répondre a

un certain nombre de critéres définis en section Résultats-3.3.1.

6 Les Molécules Cibles

Le fait que des aptameres aient pu étre développés contre des petits ions tels
que le Zn** (Ciesiolka et al. 1995) ou le Ni** (Hofmann et al. 1997), des nucléotides
comme I'ATP (Huizenga & Szostak 1995; Sassanfar & Szostak 1993), des
oligopeptides (Nieuwlandt et al. 1995) et de grosses glycoprotéines comme CD4
(Kraus et al. 1998) démontre la large gamme de cibles accessible & ces molécules.
La plus petite cible moléculaire a ce jour est I'éthanolamine (Mann et al. 2005) et les
types de cibles sont trés diversifiés, incluant des colorants organiques (Ellington &
Szostak 1990; Wilson & Szostak 1998), des dissacharides (Yang et al. 1998), des
antibiotiques (Famulok & Huttenhofer 1996), des neurotransmetteurs (Mannironi et

al. 1997), des pigments (Li et al. 1996) et des vitamines (Sussman et al. 2000).

Le SELEX est plus indiqué pour lidentification d’aptaméres contre des
molécules de taille importante, qui offrent une grande surface d’interaction. Les
aptameres ciblant de petites molécules ont en général un Kd de l'ordre du
millimolaire voire du micromolaire, loin du nanomolaire et picomolaire observé contre
la plupart des cibles protéiques. Cependant, Plummer et al. ont développé une
technique pour sélectionner des aptameéres contre de petites molécules en liant la
cible a une protéine présentatrice. Les séquences sélectionnées ont un Kd inférieur a

50 nM (Plummer et al. 2005). Les protéines constituent de bonnes cibles a en juger
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par 'abondance d’articles décrivant des aptaméres contre des cibles protéiques (Lee
et al. 2004).

Quand les sites de liaison des aptaméres (aptatopes) ont pu étre identifieés sur
des cibles protéiques, il est fréquent d’observer qu’ils sont discrets et reconnus par
des aptaméres de familles de séquence différentes. Par exemple, les 6 classes
d’aptaméres anti-VEGF lient la méme région, en compétition avec I'héparine et
d’autres ligands naturels du VEGF (Ruckman et al. 1998; Jellinek et al. 1994). De
plus, 5 différentes classes d’aptameéres contre la protéine CD4 lient tous une seule et
uniqgue région sur les 4 domaines immunoglobulin-like (Kraus et al. 1998),
contrairement aux anticorps monoclonaux anti-CD4 qui reconnaissent plusieurs
épitopes sur chaque domaine. Ceci suggere que seule une petite proportion de la
surface des macromolécules est accessible aux aptaméres — probablement les
régions de grande accessibilité au solvant ou les résidus chargés positivement
permettent des interactions électrostatiques avec les aptameres (Gopinath 2011).
Les phénomeénes de répulsion Coulombienne entre le squelette phosphate et les
acides aminés chargés négativement peuvent expliquer I'existence d’aptatopes. Des
travaux préliminaires montrant une corrélation entre la charge nette d’une protéine et
I'affinité des aptaméres sélectionnés ont été menées sans toutefois apporter de

réponse définitive (Ahmad et al. 2011).

Un autre argument a I'existence d’aptatopes est la comparaison des multiples
aptameéres obtenus contre la streptavidine. Au moins sept différents SELEX ont
aboutis a la sélection d’aptaméres anti-streptavidine (Bittker et al. 2002; Wang et al.
2009; Stoltenburg et al. 2005; Qian et al. 2009; Oh et al. 2011; Paul et al. 2009; Ruff
et al. 2010). Les aptaméres obtenus avec quatre d’entre eux apres des protocoles de
SELEX, des librairies, des tampons de liaison et des partitionnements différents ont
eté compares (Bing et al. 2010). Une structure secondaire partagée avec une boucle
latérale et une épingle a cheveux (soit environ 29 nucléotides) a été identifiee chez
tous ces aptameéres et s’avere étre le motif de liaison a la streptavidine (Figure 7).
Les séquences primaires formant ces motifs sont différentes, seuls quelques
nucléotides dans la boucle latérale et la boucle terminale sont nécessaires a la
liaison, les autres étant variables. La liaison a la streptavidine de chacun de ces

aptameres a pu étre abolie par compétition a la biotine, ce résultat signifiant que tous
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les aptaméres et la biotine se lient au méme site sur la streptavidine. L’évolution des
aptameres a donc été dominée par la liaison a seulement quelques groupements
spécifiques sur la streptavidine, probablement parce que ce site est plus accessible

ou possede plus de résidus capables d’interagir avec les groupements de '’ADN.

Une cible peut également posséder plusieurs « aptatopes ». Deux aptameres
ADN qui lient des sites différents sur la thrombine ont été sélectionnés par deux
laboratoires différents (Bock et al. 1992; Tasset et al. 1997).



INTRODUCTION
Les Molécules Cibles

Figure 7: Comparaison des aptameéres anti-streptavidine. Les structures
secondaires prédites des aptameres générés par le laboratoire de Beate Strehlitz
(A), de Chenglong Wang (B), de David R. Liu (C), de Dihua Shangguan (D) et leurs
sites de liaison a la streptavidine. Les pourcentages dénotent le pourcentage de
compétition de chaque séquence avec la séquence St-2-1. (Figure adaptée de (Bing
et al. 2010))
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Des SELEX ont également été menés contre des cibles complexes telles que
des enveloppes cellulaires ou des cellules entiéres — on parle alors en général de
Cell-SELEX mais aussi parfois de TECS-SELEX (Target Expressed on Cell Surface-
SELEX) dans le cas ou la cible recombinante est exprimée dans une lignée cellulaire
(Ohuchi et al. 2006; Cerchia et al. 2005). Le principal avantage de ce type de SELEX
vis-a-vis des traditionnelles méthodes in vitro est qu’il permet la sélection
d’aptaméres qui reconnaissent leur cible (un récepteur membranaire par exemple)
dans son contexte membranaire natif, avec toutes les modifications post-
traductionnelles qu’il peut comporter. Cette approche permet non seulement de
s’affranchir de I'obtention de la protéine membranaire recombinante purifiée mais
également d’éliminer le risque que l'aptameére sélectionné ne reconnaisse que la
protéine purifiée et pas sa forme native sur les cellules vivantes. Etant données la
taille extrémement imposante (estimée a plus de 2 Méga Daltons) de la cible
Mucinel6 membranaire et sa nature avec un état de glycosylation trés complexe,
nous avons choisi d’utiliser I'approche Cell-SELEX pour l'identification d’aptaméres
ADN spécifiques. Sa production et sa purification sous forme entiére et native releve
de limpossible. Les aptameéres sélectionnés par Cell-SELEX contre des cibles
extracellulaires ont un grand potentiel pour des applications diagnostiques et
thérapeutiques. lls ont permis d’'isoler des types cellulaires a partir d’échantillon
sanguin (Shangguan, Cao, et al. 2007), visualiser des cellules ou les suivre in vivo.
lls peuvent également permettre de moduler 'activité d’un récepteur cellulaire ou étre
des outils d’adressage moléculaire pour différents composés tels que des siRNA ou
des drogues aux cellules cibles (Hicke et al. 2001; Cerchia et al. 2005; Wang et al.
2003; Vivekananda & Kiel 2006; Ohuchi et al. 2006; Daniels et al. 2003; Sefah et al.
2010; Van Simaeys et al. 2010; Zhang et al. 2012; Shangguan et al. 2008; Liu et al.
2012; Jiménez et al. 2012; Herr et al. 2006; lwagawa et al. 2012).

Les protocoles de Cell-SELEX évoluent continuellement. L’approche
déenommée AptaBiD (Aptamer-Facilitated Biomarker Discovery) couple le Cell-
SELEX a la purification de la cible via les aptaméres sélectionnés et 'identification de
la cible par une étude en spectrométrie de masse. Cette approche peut permettre

d’identifier de nouveaux biomarqueurs (Berezovski et al. 2008).(Figure 8)
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1. Differential Selection of Aptamers to
Biomarkers of Target Cells

v
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Incubation of a native/enriched ssDNA library
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Collection of unbound DNA
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Incubation of the unbound DNA with target cells
Collection of DNA-bound target cells
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v
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Incubation of the pool with target cells
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biomarkers results

and non-target cells
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Figure 8 : Démarche AptaBiD. (Figure issue de (Berezovski et al. 2008))

Un Cell-SELEX a également été mené contre deux différents états d’'une méme
lignée. Les cellules de contre-sélection sont des cellules endothéliales normales et la
sélection est faite sur la méme lignée cellulaire aprés activation d’'un phénoméne
inflammatoire par TNF-alpha. Cette procédure a été baptisée SRC-SELEX pour
Stimulus-Response Cell-SELEX (Ji et al. 2013).
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7 Processus de Sélection

Le SELEX est une procédure itérative qui comprend trois principales étapes:
la liaison a la cible, le partitionnement et I'amplification. L’étape de liaison consiste en
la mise en interaction de la librairie d’oligonucléotides et de la molécule cible. Durant
I'étape de partitionnement les complexes cible-candidat sont séparés des séquences
non-liantes a la cible. Enfin, les séquences liantes sont amplifiées puis les brins
« sens » purifiés afin de procéder a I'interaction du cycle de SELEX suivant (Figure 5

section Introduction-4).

7.1 Liaison ala cible

La premiére étape d’'un cycle de SELEX est l'incubation de la cible avec la
librairie d’oligonucléotides. Cette incubation est faite dans des conditions prédéfinies
de température et de tampon. Le but principal de cette étape est d’obtenir les
représentants de la librairie ayant une haute affinité pour la cible. De plus, il est
possible de modifier les conditions de stringence afin d’augmenter la pression de
sélection en diminuant la concentration en cible ou en changeant les conditions de
liaison et de lavages (Marshall & Ellington 2000). Durant I'étape d’incubation, les
molécules cibles sont soit en solution avec la librairie soit liées a un support solide.
Cette distinction de procédé est apparue tres tot des les premiéres expériences de
SELEX, ou la cible était liée a une colonne d’affinité d’'une part (Ellington & Szostak
1990) et ou les deux partenaires étaient libres en solution d’autre part (Tuerk & Gold
1990). La liaison de la cible & un support peut présenter certains désavantages. La
fixation de la molécule cible a un support solide empéche l'accessibilité des
séquences du c6té par lequel la cible est liée et diminue donc les possibilités de
liaisons des aptaméres. La présence d’'une molécule servant d’espaceur entre la
cible et le support peut également entrainer la sélection d’aptameéres non-spécifiques
pour la cible. Il est également difficile d’éluer les séquences les plus affines d’'une

colonne (Hamula et al. 2006).

Pour les sélections IL-6 et IL-8, nous avons choisi de ne pas fixer les protéines
a un support et de procéder a l'interaction avec la librairie et la cible en solution libre.
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7.2 Partitionnement

Durant I'étape de partitionnement les oligonucléotides liés sont séparés des
séquences non liées a la cible. De nombreuses méthodes de partitionnement ont été
décrites comme la chromatographie d’affinité, I'immobilisation de la cible sur des
billes magnétiques, la centrifugation, la résonance plasmonique de surface,
I'électrophorese capillaire, la microscopie a force atomique ou la cytométrie en flux.
La modalité de partitionnement choisie dépend de la cible considérée et définit le
type de SELEX effectué : le Filter-Binding SELEX (Kubik et al. 1994; Green et al.
1996) pour un partitionnement sur filtre, le CE-SELEX par électrophorése capillaire
(Mendonsa & Bowser 2004a), le Capture-SELEX ou les aptameres sont fixés sur des
billes (Stoltenburg et al. 2012), le M-SELEX ou le partitionnement se fait en
microfluidique par l'utilisation de billes magnétiques (Ahmad et al. 2011) et bien

d’autres.

L'immobilisation de la cible est 'une des méthodes de partition les plus
efficaces pour la séparation des acides nucléiques liants et non liants lors du SELEX.
Elle peut étre réalisée par différentes approches physiques, covalentes ou d’affinité.
La chromatographie d’affinité avec la cible immobilisée a ainsi été utilisée. Différents
types de billes magnétiques sont utilisés en SELEX et ont permis la sélection

d’aptameéres avec une grande spécificité et affinité.

L’immobilisation de la cible pouvant empécher I'accessibilité aux aptatopes,
les méthodes telles que I'ultracentrifugation, I'électrophorése capillaire et la filtration
sur membrane de nitrocellulose présentent 'avantage de ne pas nécessiter de
fixation de la cible pour le partitionnement. La méthode de partitionnement est la
premiére étape a considérer lorsqu’on entreprend d’effectuer un SELEX. Elle sera
choisie en fonction de la nature de la cible et de sa disponibilité, chaque procédé de
partitonnement n’étant pas applicable a toutes les cibles. Les procédés
électrophorétiques ne sont utilisables que si le complexe formé par I'aptamére et sa
cible induit un changement important de mobilité électrophorétique du complexe. Les
cibles non tagguées ne pourront pas étre sélectionnés via des procédés de
partitionnement nécessitant une immobilisation. Enfin, pour une cible membranaire |l
sera nécessaire d’effectuer un Cell-SELEX ou bien de produire la cible sous une
forme soluble pour pouvoir appliquer un autre mode de sélection. La méthode de
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partitionnement peut également conduire a la sélection d’aptameres selon des

criteres thermocinétiques prédéfinis (section Electrophorése capillaire).

L’AFM (Atomic Force Microscopy) a été utilisée pour générer des aptameres
ADN de trés haute affinité pour la thrombine en seulement 3 cycles de SELEX. La
librairie biotinylée a été fixée sur la pointe du cantilever via un recouvrement a la
streptavidine. Une plaque d’or ou la thrombine est fixée est parcourue par le dispositif
et les séquences capables de forte liaison a la thrombine sont « arrachées » du
levier par rupture de la liaison biotine-streptavidine. Les séquences accrochées a la
plaque sont éluées par la chaleur et amplifi€es pour procéder au cycle suivant de
SELEX. Le meilleur aptamere sélectionné possede un Kd de 0,2 nM pour la
thrombine déterminé par mesure de la polarisation de fluorescence de I'aptameére en
présence de la cible. Ce Kd est meilleur que ceux des aptaméres déja connus et que
celui de son analogue anticorps et a été confirmé par mesure de la force d’interaction
en AFM (Miyachi et al. 2010).

Le SELEX par électrophorese capillaire (CE-SELEX) permet la séparation des
séquences non liantes et des complexes entre les aptameres et la cible. Les
avantages majeurs de I'électrophorése capillaire sont le fait que I'interaction se fait
en solution, qu’elle peut avoir un trés bon pouvoir de séparation et que I'on puisse
ainsi fortement diminuer la coélution de séquences non-spécifiques. Ces deux
derniers paramétres font que le CE-SELEX permet d’isoler des aptaméres de haute
affinité en un faible nombre de cycles (Mendonsa & Bowser 2004a; Mendonsa &
Bowser 2005; Mendonsa & Bowser 2004b). A titre d’exemple, le méme aptamére
sélectionné contre la ricine a été identifié par un SELEX en chromatographie
d’affinité et un CE-SELEX, mais en moins de temps par la seconde méthode (Tang
et al. 2006). Cependant, cette méthode nécessite d’observer un changement de
mobilité électrophorétique des séquences lorsqu’elles sont complexées a la cible. Ce
qui n’est pas forcément le cas pour les petites molécules par exemple (Qian et al.
2009). Une méthode basée sur les équilibres d’association et I'observation de la
mobilité électrophorétique permet de sélectionner les séquences suivant des
parametres cinétiques et thermodynamiques prédéfinis. Cette méthode est appelée
Equilibrium Capillary Electrophoresis of Equilibrium Mixtures (ECEEM). Elle a permis
d’isoler un aptamére possédant un Kd de 15 nM contre la protéine MutS en

seulement 3 cycles (Drabovich et al. 2005; Hamula et al. 2006). A partir de cette
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méthode de SELEX, la NECEEM a été développée (qui signifie Non-ECEEM) visant
a sélectionner les aptameres suivant leur gamme de constante de dissociation et
leurs paramétres cinétiques d’association kon et Kor. Cette technique se base sur la
connaissance des temps de migration précis de la librairie, de la cible et du
complexe. La sélection des séquences correspondantes aux parametres de
cinétiques d’interaction définis se fait en plusieurs injections successives en jouant
sur la concentration en cible et les temps d’incubation avant injection. (Berezovski et
al. 2005). La détection du complexe se fait traditionnellement en LIF (Light Induced
Fluorescence) avec l'utilisation d’'une librairie marquée. Une alternative en couplant
le CE-SELEX et la RT-PCR (RealTime PCR) permet de détecter le complexe de
maniére indirecte dans les différentes fractions collectées (Ruff et al. 2012).

7.3 Amplification

L’amplification des séquences sélectionnées se fait par PCR. Lors de cette
PCR, il est nécessaire de synthétiser le brin complémentaire de 'ADNsb élué apres
le partitionnement. Ce brin complémentaire que 'on hommera ici « antisens » doit
ensuite étre éliminé afin de récupérer seulement les brins « sens », copies des
séquences éluées. La conservation des « antisens » pourrait conduire a la
reformation des ADNdb et donc a l'impossibilité de structurer les ADNsb pour
reconnaitre la cible. Il y a de nombreuses techniques permettant de purifier TADNsb

« sens » aprés I'amplification.

Cette étape d’amplification puis de purification du brin « sens » est considérée
par la plupart des laboratoires comme I'étape critique dans la réalisation du SELEX.
En effet, pour qu'une sélection soit efficace et aboutisse a des aptaméres de trés
grande affinité, il est nécessaire d’étre trés stringent a chaque étape de sélection et
de ce fait la quantité d’ADNsb éluée de la cible est trés faible. A partir de cette
guantité tres limitée de matrice, il faut pourtant générer une grande quantité de
produit d’amplification ADNdb (150 a 300 pmoles) avant purification des ADNsb pour
procéder au cycle suivant. Or, il est impératif de minimiser au maximum le nombre de
cycles de PCR pour y parvenir. La sur-amplification de produits aussi diversifies
gu’une librairie d’ADNsb peut entrainer 'appariement des séquences entre elles et
I'apparition de produits de taille aberrante, la plupart du temps de taille supérieure a
la taille désirée (Bell NAR 1991). Les paramétres de PCR doivent donc étre
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optimisés afin d’avoir la meilleure efficacité d’amplification possible. Ces parameétres
dépendent de la librairie utilisée, de la quantité de matrice disponible ainsi que de la
diversité présentée dans chaque sous-librairie issue de chaque cycle de SELEX.
L’étape d’amplification test qui sert a déterminer le nombre de cycles PCR a effectuer
a partir d’'un échantillon de séquences éluées est classiquement appelée Pilot PCR.
Le nombre de cycle permettant d’obtenir un amplicon a la taille attendue et en
guantité maximale sans l'apparition de bandes non désirées sera retenu. Une
amplification PCR a grande échelle sera ensuite effectuée pour générer une grande

guantité de sous-librairie.

Les volumes d’élution des séquences apres leur sélection sont en général de
'ordre de 100 & 500 pL. A partir de ce volume, il faut arriver & générer 300 a 700
pmoles de produit PCR, ce qui nécessite un volume total de produits de PCR de
'ordre de 1,5 a 2,5 mL a une concentration de 120 nM environ (25 ng/5 uL d’ADNdb
pour une librairie de n=25). Cette concentration finale permet de ne pas trop
concentrer les produits PCR pour ne pas favoriser la formation d’amplicons de tailles
non souhaitées. Afin de générer de tels volumes de PCR, nous avons procéder a

d’amplification en cascade (section Méthodologie-5).

7.4 Génération de la sous-librairie d’ADN simple-brin.

Les techniques ayant été développées pour la purification de ’ADNsb a partir
d’'un produit double-brin sont trés diversifiées (Figure 9), cela traduit la difficulté
rencontrée pour obtenir de bons rendements et une bonne reproductivité quelle que

soit la technique utilisée.
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Figure 9: Méthodes de purification de ’ADNsb « sens ». Les techniques de
production d’ADNsb « sens » par PCR asymétrique (A), par Single-Primer-Limited-
Amplification (B), par purification de brins de longueur inégale (C), par digestion par

des exonucléases (D) et par I'utilisation de billes streptavidine (E) sont illustrées.
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7.4.1 PCR asymétrique :

La PCR asymétrique se fait par l'utilisation d’'un mix de PCR présentant des
quantités inégales d’amorces « sens » et « antisens » (Figure 9A). Il y a deux
phases d’amplification dans cette méthode. D’abord, la production exponentielle
d’ADNdb qui consomme I'amorce de plus faible concentration puis 'excés d’amorce
de forte concentration est utilisée pour produire de 'ADNsb en phase linéaire
d’amplification. La PCR asymétrique représente un faible colt en matériel et a été
utilisée a de nombreuses reprises lors de SELEX. Les protocoles utilisés sont tres
variés dans les ratios d’'amorces utilisés et le nombre de cycles de PCR (Miyachi et
al. 2010; Ferreira et al. 2008; Javaherian et al. 2009). |l est conseillé de procéder a
une étape de purification des ADNsb «sens» sur gel dagarose ou de
polyacrylamide non dénaturant. Il est a noter que cette étape peut entrainer la perte
substantielle de matériel. Cependant des aptameres ont été sélectionnés suivant des
protocoles sans purification des ADNsb issus de PCR asymétrique, par mise en
interaction directe du produit de PCR asymétrique généré avec la cible (Low et al.
2009b; Low et al. 2009a).

7.4.2 Single-Primer Limited Amplification (SPLA) :

Cette méthode récemment décrite s’inspire de la PCR asymétrique avec des
rendements décrits comme étant 16 fois meilleurs. L’'amplification des séquences
éluées ne se fait dans un premier temps qu’en présence de 'amorce « antisens » en
quantité 5 fois supérieure a la quantité de matrice (Figure 9B). Puis une seconde
amplification est effectuée sur le produit obtenu par ajout de 'amorce « sens » en

guantité 10 fois supérieure a la quantité de matrice (He et al. 2013).

7.4.3 Brins de longueur inégale :

Une différence notable de migration électrophorétique des deux brins « sens »
et «antisens » peut permettre la purification du brin « sens» sur un gel de
polyacrylamide dénaturant (Figure 9C). Trois approches ont été abordées pour créer
des produits PCR dont la longueur des deux brins est différente. La premiere utilise
une amorce « antisens » contenant un terminateur de polymérisation et une
séquence quelconque en 5 du terminateur. La synthése du brin « sens »
s’interrompra au niveau du terminateur et permettra de générer des produits PCR

dont les deux brins complémentaires seront de taille différente (Williams & Bartel
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1995). La seconde approche utilise une amorce « antisens » contenant un résidu

ribose en 3. Aprés amplification, un traitement par une ribonucléase va couper le

brin « antisens » au niveau du résidu ribose et générer une séquence « antisens »

plus courte que le brin « sens » (Walder et al. 1993). La derniere approche utilise

une base sensible au pH en 3’ de 'amorce « antisens » qui permet la coupure du

brin en milieu basique (Keefe et al. 2010). L’ADNsb « sens » est ensuite purifié sur

un gel PAGE dénaturant. Comme la PCR asymétrique, cette technique nécessite
une purification post-PCR.

Dans le cadre d’une collaboration, nous avons étudié le comportement de
deux ADN polymérases utilisées en PCR, la Taqg ADN polymérase et la Pfu ADN
polymérase qui posséde une activité exonucléase 3’-5’. Nous avons séquenceé les
brins « sens » générés par chacune de ces enzymes lors de ['utilisation d’amorces
« antisens » comportant deux unités de triéthyléne glycol ou un autre type de

terminateurs que sont les CNA (Constrained Nucleic Acids) (section Résultats-1).

7.4.4 Digestions par des exonucléases :

L’utilisation d’amorces modifiées et le traitement des ADNdb par une
exonucléase associée permettent de digérer sélectivement le brin « antisens »
(Figure 9D). Les deux enzymes le plus couramment utilisées dans ce but sont la
Lambda exonucléase et la T7 Gene6 exonucléase. La Lambda exonucléase digere
sélectivement les brins 5-phosphorylés d’'une matrice d’ADNdb. Les amorces
« antisens » utilisées lors de la PCR doivent étre 5’-phosphorylées pour donner des
produits PCR ou les brins « sens » sont 5’-hydroxyle et les brins complémentaires
« antisens » sont 5’-phosphorylés. Les brins « antisens » seront digérées apres
incubation avec I'enzyme (Higuchi & Ochman 1989; Avci-Adali et al. 2009). La T7
Gene6 exonucléase digere un seul brin d’ADN a partir d’'une matrice double-brin
dans la direction 5’->3’ que l'extrémité soit 5-phosphorylée ou 5’-hydroxyle. Pour
protéger le brin «sens» de [I'hydrolyse par la T7 Gene6 exonucléase,
'amorce « sens » contient des nucléotides portant une fonction phosphorothioate a
son extrémité 5’ (Nikiforov et al. 1994). Ces deux approches sont élégantes et ont été
utilisées pour la génération d’ADNsb dans le SELEX mais elles impliquent un surcodt
dd a l'utilisation des enzymes et d’amorces modifiées. De plus, la présence de

'enzyme méme inactivée peut interférer avec la réalisation de protocoles lors du
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SELEX comme pour le pyroséquengage par exemple. Il est donc nécessaire de
procéder a une extraction phénol/chloroforme pour éliminer I'enzyme puis a une
précipitation éthanolique, ceci peut entrainer une perte d’ADNsb. Cette technique
bien qu’ayant été utilisée dans des processi de SELEX (Oh et al. 2011; Bibby et al.
2008) présente un certain nombre de désavantages. Le taux de phosphorylation des
amorces « antisens » n'est pas de 100%, aussi des produits ADNdb sont toujours
présents apres digestion. De méme les amorces « sens » non modifiées restent
présentes. Une étape de purification sur gel de polyacrylamide natif, bien qu’elle
permettrait d’'identifier les bandes correspondant aux amorces et a ’TADNdb s’avere
difficile, les ADNsb « sens » adoptant des structures tridimensionnelles qui génerent

des smears dans un gel natif (Nakabayashi & Nishigaki 1996).

7.4.5 Séparation Biotine-Streptavidine :

La technique de purification d’ADNsb qui semble la plus répandue dans le
SELEX utilise une amorce « antisens » 5’-biotinylée. Aprés I'amplification PCR,
’ADNdb biotinylé est fixé sur des billes coatées a la streptavidine (Figure 9E). Ces
billes peuvent étre montées dans une micro-colonne ou bien magnétiques. Les
amorces « sens » non biotinylées, les dNTPs et tous les autres composants de la
PCR sont éliminées par rincage des billes. Les produits ADNdb et les amorces
« antisens » sont eux retenus par affinité. Le brin « sens » non biotinylé est élué par
dénaturation des double-brins soit par la chaleur (Mallikaratchy et al. 2007) soit par
déshybridation alcaline (Daniels et al. 2003; Sefah et al. 2010). Les produits élués
sont ensuite précipités a I'éthanol. Il a été rapporté que la dénaturation alcaline peut
dissocier la streptavidine de son support, résultant en la coélution de streptavidine
couplée a de 'ADNdb. Cette streptavidine peut ensuite servir de cible (Paul et al.
2009). Une autre approche consiste en I'incubation des produits PCR biotinylés avec
de la streptavidine libre puis une migration électrophorétiqgue en gel dénaturant urée-
polyacrylamide. La fixation de la streptavidine entraine un changement important de
mobilité électrophorétique des brins « antisens ». La bande correspondant au brin

« sens » est alors excisée (Pagratis 1996).

7.4.6 Comparaison des méthodes :
Une publication fait I'objet de la comparaison des techniques couramment

utilisées en SELEX pour générer de 'ADNsb, la PCR asymétrique, la digestion par
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des exonucléases et la purification sur billes streptavidine (Figure 10). La qualité des

produits purifiés a été controlée sur gel et s’est avérée satisfaisante pour chacune

des techniques. Les quantités générées ont été déterminées par ELONA. Les

résultats démontrent que la purification préalable des produits PCR n’entraine pas de

meilleurs rendements. La PCR asymétrique couplée a une digestion enzymatique

montre la plus grande efficacité avec une grande quantité d’ADNsb générée
(Svobodova et al. 2012).

I\/I,étlhod.e utillisée pour la Rendement + ;):L;a;)n'\tllsts eDsch:fr\eée ggﬂ: :z)ti;r]’r:éol
génération d’ADNsb RSD%, (n =5) (M) (h) o’ ADNsb (€)
Billes streptavidine? 57.3%7.7 28.6+3.9 1.5-2.5 | 68

T7 Gene 6 Exonucléase? 58.2+9.8 29.1+4.9 1.5-2 52

Lambda Exonucléase? 68.7+6.9 34635 1.5-2 45

Billes streptavidine 51.9+8.2 36.3+5.7 1-2 30

T 7 Gene 6 Exonucléase 62.6 +8.7 435+6 1-1.25 15

Lambda Exonucléase 523172 36.6+5 1-1.25 14

A-PCR ,ect pto primer 72.4+5.3 265+19 0.75-1 2

A-PCR ,yec R _pho primer 66.7 £4.8 244 +19.5 | 0.75-1 2

A-PCR avec T7 geneb6 Exo 83.9+6.2 307 £ 22 1.5-2 4

A-PCR avec Lambda Exo 74.9+6.5 274+23.8 | 1.5-2 3

A-PCR (purification PAGE) | 29.1+10.6 106 £+ 39 2-2.5 14

Figure 10 : Comparaison des méthodes de génération d’ADNsb. Le tableau
permet une comparaison en termes de rendement, de quantité, de temps nécessaire
et de colt pour 50 pmoles. F_pto primer amorce « sens » phosphorothioates ; R_pho
primer amorce « antisens » 5-phosphate ; “ADNsb généré a partir de produits PCR

purifiés. (Figure adaptée de (Svobodova et al. 2012))

47



48

INTRODUCTION
Suivi de I’Evolution du SELEX

8 Suivi de I’Evolution du SELEX

Au cours du SELEX, le suivi de I'évolution de [laffinitt moyenne des
séquences des sous-librairies permet de contréler et d’ajuster la pression de
sélection via les conditions de stringence et d’obtenir des aptaméres dans une
gamme d’affinité souhaitée. Ces techniques nécessitent l'utilisation d’ADNsb purifié
qu’il est colteux de produire et difficile d’obtenir en grande quantité. C’est pourquoi

tous les laboratoires ne font pas ce suivi.

Généralement, les laboratoires déterminent I'affinité moyenne des différentes
sous-librairies par la méme méthode qu’employée lors du partitionnement du SELEX.
Pour les Cell-SELEX ou le partitionnement physique se fait par prélevement des
séquences non-liées, il est possible d’effectuer des dosages de liaison des
séquences marquées radioactivement. Cependant la plupart des études publiées
faisant état d'un Cell-SELEX se servent de la cytométrie de flux pour étudier
I'évolution de l'affinité moyenne des sous-librairies correspondant a chaque cycle de
SELEX. Les méthodes développées ici seront des approches supplémentaires de
suivi. Des techniques permettent de suivre I'évolution de la complexité des sous-
librairies au cours du SELEX et donc de I'enrichissement en un nombre réduit de

séguences (sections Introduction-8.2, 8.3 et 8.4).

8.1 Dosage de fluorescence :

Les oligonucléotides des sous-librairies peuvent étre couplés en 5 ou en 3’ a
une molécule fluorescente lors de la PCR par l'utilisation d’amorces « sens »
marquées (Stoltenburg et al. 2005). Dans ce cas, il est possible de quantifier les
séquences non retenues par la cible, éliminées lors des lavages et éluées par simple
mesure spectrofluorimétrique. La comparaison de ces mesures au cours des cycles
permet de se faire une idée sur 'efficacité de la sélection en confrontant les quantités
de séquences éliminées ou éluées et les conditions de stringence utilisées. Il est a
noter que cette méthode n’utilise aucun ADNsb supplémentaire, les mesures se

faisant sur celui utilisé lors du cycle de SELEX considéré.
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8.2 Chromatographie liquide de haute-performance en condition
dénaturante (dHPLC) :

Le principe est de faire migrer les sous-librairies a travers une colonne de type

lon-Pairing Reversed Phase (IP RP), qui permet de séparer les analytes chargés tels
que les acides nucléiques, en condition dénaturante en chauffant le dispositif & 70°C.
Le profil d’élution acquis par absorbance a 260 nm est comparé d’'une sous-librairie a
'autre. Le profil arrondi de la librairie naive évolue pour former une succession de
pics correspondant aux séquences enrichies. Lorsque le profil n’évolue plus, le

SELEX est considéré comme étant allé a son terme (Muller et al. 2008).

8.3 Analyse des températures de renaturation

L’enrichissement de séquences spécifiques et la diminution de diversité de la
population associée peuvent étre suivis par mesure des températures de
renaturation des sous-librairies. Plus une sous-librairie est diversifiée en séquences,
plus il faudra de temps pour observer la ré-hybridation aprés dénaturation compléte
(Schitze et al. 2011; Schitze et al. 2010; Thiel et al. 2012).

8.4 Analyse du polymorphisme par la longueur de fragments de restriction

(RFLP) :

La techniqgue RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) utilise un

cocktail enzymatique d’endonucléases spécifiques pour de courts sites de restriction.
Les différentes sous-librairies d’ADNdb marqué obtenues aprés PCR sont digérées
par ce cocktail et les résultats sont analysés sur un gel de polyacrylamide
dénaturant. Le nombre de fragments de tailles différentes obtenu sur le gel traduit de
la diversité des séquences présentes dans la population considérée. Au cours de
'avancement du SELEX et la perte de diversité de séquences, le profil RFLP montre
de moins en moins de bandes jusqu’a éventuellement ne plus en présenter qu’une

qui sera la famille de séquences la plus enrichie (Pestourie et al. 2006).
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9 Identification des Séquences

Une fois I'évolution terminée, I'analyse des séquences sélectionnées permet
d’'identifier des motifs consensi. L’approche classique consiste a cloner les
oligonucléotides issus du dernier cycle de SELEX et a séquencer les plasmides
recombinants. Avec la mise au point des méthodes de suivi de I'évolution au cours
du SELEX, il est désormais fréquent de voir cloner la sous-librairie issue du cycle
présentant la meilleure affinité apparente et qui ne correspond pas nécessairement
au dernier cycle. Le clonage se fait au moyen de techniques classiques de
laboratoire et il génére une quantité de données facile a traiter. Cependant il
nécessite un investissement en temps conséquent et la faible quantité de données
générée offre peu de valeur statistique a I'analyse de I'évolution des séquences.
Avec le développement de la bio-informatique et de la génomique, de nouvelles
méthodes automatisées sont apparues pour séquencer de grandes quantités d’ADN
sans nécessiter de clonage. Elles sont regroupées sous le terme de Next-Generation
Sequencing et permettent d’obtenir de quelques milliers a des millions de séquences
en une seule procédure (Cho et al. 2011; Nitsche et al. 2007) pour un colt modéré.
Les trois principales approches développées et commercialisées par des entreprises

concurrentes sont basées sur des chimies distinctes (Roche 454, Illlumina et SOLID).

Le colt et le temps nécessaire a la mise en ceuvre d’'un séquengage haut-
débit est du méme ordre que pour la réalisation de clonages sur plusieurs sous-
librairies. Cependant la trés grande quantité de données brutes aprés séquencage
nécessite la maitrise d’outils informatiques et une durée d’analyse relativement
longue. En revanche, la forte valeur statistique permet de suivre de maniére fiable

I’évolution moléculaire au cours du SELEX.

9.1 Clonage - séquencage

L’approche la plus classiqguement utilisée reste le clonage suivi d'un

séquencage par la méthode de Sanger (Sanger & Coulson 1975).

Le plus fréquemment, la technique du TA cloning est employée sur les
produits PCR issus des sous-librairies. Le « TA cloning » utilise I'activité terminale

transférase double brin de la Tag DNA polymérase. Cette enzyme rajoute
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principalement des résidus déoxyriboadénosine en 3’ de chaque brin généré par
PCR de maniere matrice indépendante (Clarke 1988). Un vecteur a extrémités
franches est alors traité avec une enzyme a activité terminale transférase en
présence de résidus déoxyribothymidine. Cette technique ne nécessite pas
d’enzymes de restrictions autres que pour la linéarisation du vecteur et est plus

rapide et plus simple que les autres techniques de sous-clonage.

Lors de cette thése, nous avons a plusieurs reprises utilisé la technique de
clonage par utilisation d’enzyme de restriction et la constitution de concatémeéres.
Ceci permet d’insérer plusieurs séquences au sien d’'un méme plasmide et ainsi de
diminuer le col(t de séquencage. Les séquences a cloner sont amplifiées avec des
amorces correspondant a leurs parties fixes et rallongées d’'une queue flottante en 5’
comprenant un site de restriction (Kaufman & Evans 1990). Les produits PCR
ADNdb obtenus sont de taille supérieure a la librairie initiale mais possédent un site
de restriction de chaque c6té de la séquence. |l est également possible d’utiliser une
librairie préparée pour le clonage direct, c’est a dire contenant déja des sites de
restriction dans chacune des deux parties constantes. Dans ces deux cas les
produits PCR ADNdb sont digérés par les enzymes de restrictions correspondantes
et clonées dans le vecteur. Cette technique présente le désavantage de pouvoir
générer des produits clonés incomplets, si un site de restriction se situe dans la
séquence dégénérée. Cependant, elle peut permettre la concatémérisation de
plusieurs séquences et le séquencage de multiples séquences dans un seul

plasmide.

9.2 Séquencage haut-débit Illumina

Au cours de cette these, nous avons utilisé le séquencage haut-débit afin de
traiter en un seul «run » la totalité des sous-librairies obtenues dans 4 SELEX
différents. Nous avons établi une collaboration avec la plateforme génomique
GénoToul qui utilise la technologie lllumina sur un appareil MiSeq. Les deux autres

technologies courantes de séquencage haut-débit sont présentées en Annexes.

La technologie de séquencage haut débit lllumina (Solexa) est la seconde a
avoir été développée. La premiere étape consiste en la ligation d’adaptateurs sur les
produits PCR. Les séquences sont alors fixées aléatoirement sur une puce ou des

oligonucléotides complémentaires aux adaptateurs sont fixés (Figure 11). Chaque
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séquence du produit PCR se fixe aléatoirement sur le support et plusieurs cycles de
dénaturation/hybridation/élongation en présence de nucléotides et dADN
polymérase permettent de créer localement des clusters de séquences (jusqu’a 1000
copies par cluster et jusqu’a 100 millions de clusters suivant la puce). L'amplification
avec des amorces fixées a un support est appelée « bridge amplification ». L’étape
de séquencage consiste a employer des amorces complémentaires d’'un des deux
adaptateurs et a ajouter simultanément quatre terminateurs réversibles marqués par
des fluorophores différents. Aprés lavage, la longueur d'onde d’émission de
fluorescence est observée pour chaque cluster, indiquant le nucléotide incorporé en
premiéere position. Puis le blocage d’élongation est éliminé et une nouvelle incubation
permet de déterminer la base suivante, etc... La réaction, bien qu’automatisée

s’avere lente et un « run » de séquengage prendra plus d’une journée.
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Figure 11 : Méthode de séquencage lllumina. Des adaptateurs permettent de fixer
les séquences a une puce et des cycles de PCR en pont générent de clusters de
séquence unique (A). Lutilisation de nucléotides bloqués et fluorescents permet

d’identifier les séquences (B). (Figure adaptée de (Mardis 2008))
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10 Analyse des Populations de Séquences

Un motif consensus peut étre défini comme une séquence nucléotidique
moyenne. Chaque nucléotide est le plus fréquemment rencontré & cette position
dans les séquences considérées. L'analyse des régions conservées est utilisée pour
prédire les structures secondaires au sein des candidats aptameéres sélectionnés a

I'aide de programmes informatiques spécialisés.

10.1 Approche classique
Iy a désormais de nombreux programmes  disponibles

(http://en.wikipedia.org/wiki/Sequence _alignment_software). L’'un des plus anciens et

le plus utilisé est Clustal qui permet l'alignement de séquences multiples et la
préparation d’arbres phylogénétiques. L’algorithme utilisé procede a un alignement
progressif des séquences les plus proches en premier lieu vers les plus divergentes.
Cependant de nouveaux programmes émergent avec I'apparition des séquencages
de nouvelle génération et la grande quantité de données générée tel que MAFFT. Le
séquencage haut-débit conduit également a analyser les populations de séquences
par rapprochement phylogénétique et plus récemment structuraux.

L’approche classique de clonage ne permet d’explorer qu’'un nombre limité de
séquences appartenant a un faible nombre de cycles, en général une centaine de
séquences qui sont soit regroupées en famille puis un représentant de chaque
famille est testé pour sa liaison a la cible, soit toutes les séquences identifiées sont
testées étant donnée la faible valeur statistique du clonage face a des populations
aussi diverses. Une observation générale que ce soit par séquencage haut ou bas
débit est que ce ne sont pas forcément les séquences que I'on retrouve en plus
grand nombre de copies qui sont les plus affines. Ceci est certainement di a I'aspect
évolutif de la population et au biais introduit par la PCR et les différences d’efficacité
d’amplification d’'une séquence a l'autre. Nous verrons par la suite par I'approche
acyclique et le séquencage haut débit (section Introduction-10.1.4) qu’il existe une
corrélation entre représentativité et affinitt d’'une séquence si l'on part d'une

population homogéne et qu'on n’effectue pas d’amplification.
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Les séquencages par des approches haut-débit permettent d’explorer de
maniere extrémement plus étendue la diversité au sein des populations des sous-
librairies. lls permettent d’accéder aux séquences de tous les cycles effectués et
donc voir I'enrichissement individuel de chaque molécule ou de chaque motif avec
une meilleure valeur statistique a partir d’'un échantillonnage trés important.
Cependant il n’existe pas encore de travaux permettant d’expliquer I'évolution des

populations de séquence au cours d’'un SELEX.

10.2 Approche haut-débit

Le développement des méthodes de séquencage a haut débit a permis de

développer des approches innovantes de traitement des données de SELEX et
l'identification d’aptaméres aprés un nombre minimal de cycle grace a la profondeur
d’analyse de la population totale apportée par le nombre trés important de
séquences analysées. D’autres approches ont méme été développées pour
permettre d’identifier les séquences liantes et les motifs de liaison sans méme

effectuer de SELEX, aprés seulement une interaction de la banque avec la cible.

10.2.1 Identification par le taux d’enrichissement :

La méthode d’analyse permettant d’identifier les séquences affines par leur
taux d’enrichissement d’'un cycle a l'autre ou du premier au dernier cycle a été
nommée QSAS (Quantitative Selection of Aptamers through Sequencing) (Cho et al.
2011). Elle a permis en 3 cycles de SELEX d’identifier des aptaméres de haute
affinité avec des Kd de l'ordre du bas nanomolaire par sélection en microfluidique
d’aptameéres anti-PDGF-BB. Le taux d’enrichissement consiste simplement a calculer
par quel facteur la fréquence d’une séquence a été multipliée entre deux cycles
suivis ou entre le début et la fin du SELEX. Il a été démontré que ce ne sont pas
nécessairement les séquences les plus abondantes qui ont le meilleur taux
d’enrichissement. Les 3 séquences avec le meilleur taux d’enrichissement ont des
Kd compris entre 2,5 et 2,7 nM pour le PDGF-BB alors que la séquence la plus

abondante a un Kd de « seulement » 47,6 nM.

10.2.2 Classification par polymorphisme en clusters :

L’approche la plus basique pour rechercher des familles d’oligonucléotides est
de se baser sur leur séquence stricte et procéder par un alignement multiple. Ceci
peut permettre d’obtenir les distances d’édition entre les séquences, a savoir leur

55



56

INTRODUCTION
Analyse des Populations de Séquences

proximité. Deux séquences possédant une distance d’édition ED=1 seront différentes
de seulement 1 évenement de substitution, de délétion ou d’insertion. Des arbres
phylogénétiques peuvent ensuite étre établis et permettre de visualiser la diversité
mais aussi I'occurrence de chaque cluster de séquences proches (Ditzler et al. 2012;
Thiel et al. 2012).

10.2.3 Classification structurale en clusters :

Deux groupes se sont plus particulierement penché sur les familles
structurales que I'on peut rencontrer lors d’'un SELEX plutét que sur les homologies
de séquences (Thiel et al. 2011; Thiel et al. 2012; Ditzler et al. 2012). Deux travaux
récents se sont intéressés aux séquences seélectionnées pour leur apparenté de
séquence mais également pour les convergences structurales qui peuvent apparaitre
au cours de la sélection. Le postulat de départ est que les aptaméres sont
sélectionnés pour leur capacité structurale a reconnaitre la cible. Le programme
RNAfold a été utilisé pour générer la structure la plus stable correspondant a chaque
séquence et un arbre de distance a été construit pour rendre compte des parentés
structurales (Thiel et al. 2012). Le programme RNAalifold a été utilisé pour générer
les structures prédites pour chaque cluster de séquences apparentés par leurs
homologies. Puis les structures d’environ 5 000 clusters sont comparées pour créer

des groupes d’homologie structurale.

10.2.4 Identification acyclique d’aptameres :

Quand chaque séquence n’est représentée qu'une seule fois dans
'échantillon d’oligonucléotides utilisé pour le premier cycle de SELEX, un
enrichissement sur plusieurs cycles est impératif avant qu’'un aptameére puisse étre
identifié par le nombre de ses représentants. En revanche, si la librairie de départ
contient de multiples fois chaque séquence, il est possible d’identifier les séquences
liantes par simple comptage apres une seule interaction avec la cible. Voici l'idée de
départ expérimentée par Gillian Kupakuwana pour la sélection acyclique d’aptameéres
ciblant la thrombine. Ills ont utilisé une librairie de faible complexité avec une région
dégénérée sur 15 nucléotides (1.10° molécules différentes) avec 56 000
représentants de chaque séquence dans les 100 pmoles utilisées pour la sélection
(Kupakuwana et al. 2011). L’analyse de la population de séquences sélectionnée par

séquencage haut débit (2 millions de séquences) a permis d’identifier des aptameéres
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de haute affinité parmi les séquences présentant le plus grand nombre de copies. De
plus, il a été clairement mis en évidence qu’il y avait une corrélation directe entre le
nombre de fois ou la séquence a été comptée et son affinité déterminée par
résonance plasmonique de surface. Les calculs théoriques et des expériences
préliminaires suggérent que lidentification d’aptaméres par la méthode acyclique
peut se faire sur des librairies allant jusqu’a 22 et 23 nucléotides dégénérés. Ainsi,
I'exploration de 25 nmoles de librairie de départ permet d’avoir respectivement 860 et
210 représentants de chaque séquence. Ce nombre de représentants est suffisant
pour permettre de discriminer les séquences liantes des séquences non spécifiques

apres leur élution de la cible.

10.2.5 Identification par analyse des k-mer :

L’approche ASKAS (Hoon et al. 2011) (Aptamer Selection by K-mer Analysis of
Sequence) permet l'identification de motifs conférant une haute affinité pour la cible
sans l'utilisation du SELEX ni d'une librairie sur-représentée comme décrit dans
'approche dite acyclique de Kupakuwana (Kupakuwana et al. 2011). Elle repose sur
'analyse comparative poussée des séquences obtenues aprés seulement une
sélection positive. La cible protéique thrombine a été mise en interaction avec 10*
séquences de la librairie, d’une diversité théorique de 7.10'° séquences (N=33), et 6
000 séquences d’'un aptameére anti-thrombine connu servant de contrdle interne a la
sélection. Les 11,5 millions de molécules séquencées par la technologie Illlumina ont
été traitées a I'aide du logiciel Tallymer pour étudier la présence de k-mer. Il a permis
de rechercher les identités dans les différentes séquences pour des k-mer ayant des
longueurs allant de k=33 a k=15. Les différents k-mers rencontrés sont comptés et
les 10 motifs de chaque longueur k les plus représentées sont sélectionnés pour des
analyses plus poussées. De maniere prévisible, plus k diminue plus le nombre de
séquences correspondant au motif considéré est importante. Mais de maniere
intéressante, alors que pour des longueurs de motif allant de 20 a 16 nucléotides, les
10 motifs les plus représentés sont comptés en moyenne de 32 a 36 fois, un bond
d’'occurrence est observé pour les k-mers de longueur 15 avec une occurrence
moyenne de 73,9 fois. Parmi les séquences formant les tops motifs de 15 et 16
nucléotides, les cing motifs les plus représentés sont analysés pour leur liaison a la
thrombine par résonance plasmonique de surface. Sur les 10 motifs étudiés, 9 ont
montré des valeurs de Kd pour la thrombine allant du rang de la dizaine de
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nanomolaire au micromolaire. La séquence la plus affine ayant déja été identifiée par
Bock et al. (Bock et al. 1992). Les affinités des aptaméres ainsi identifiés sont
comparables a celles obtenues par de multiples cycles de SELEX. Cette étude
donne également des pistes intéressantes pour I'analyse des séquences de par
I'étude de l'enrichissement en un seul cycle des séquences affines a partir d’'une
population homogene (le séquencage de la librairie le prouve). L'aptamére témoin a
été séquencé 90 fois dans la librairie de départ (sur 15 millions de séquences lues) et
5925 fois aprés sélection positive (sur 11,5 millions de lectures), montrant son
enrichissement au sein de la population par la sélection positive. Parmi les k-mer
sélectionnés a partir de la librairie, le nombre de lectures lors du séquengage n’est
pas corrélé avec laffinité observée. La limitation de la technique ASKAS est
commune a toutes les analyses de populations, a savoir la représentativité. Quand la
distance du k-mer augmente, le nombre de séquences correspondantes au motif
diminue jusqu’a ce qu’il soit noyé dans le bruit de fond. Il sera donc difficile

d’identifier des aptaméres de grande taille par cette technique.

11 Caractérisation et Optimisation des Aptameres

Une fois les données de séquencage traitées, il convient de définir si les
candidats identifiés sont des bel et bien des aptaméres. Pour cela il faut déterminer
leur capacité de liaison a la cible et si possible définir leur affinité. D’autres
caractéristiques souhaitées peuvent étre établies, la capacité d’inhibition d’'une cible
par exemple. Des optimisations peuvent ensuite étre effectuées sur les aptaméres
identifiés par raccourcissement de la séquence au seul motif de reconnaissance de
la cible et/ou I'incorporation de modifications. Un exemple de démarche complete de
caractérisation et d’optimisation est présenté dans un article récent décrivant un

aptamere contre le facteur du complément C5a (Hoehlig et al. 2013).

11.1 Caractérisation :

D’une maniere générale, le systeme d’analyse utilisé est le méme que celui

ayant permis le partitionnement du SELEX. Une revue relativement récente décrit
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certaines des techniques utilisées pour déterminer I'affinité entre un aptamére et une

protéine pure en solution (Jing & Bowser 2011). Cependant des techniques

d’analyse d’interaction différentes de celles utilisées pour le partitionnement sont

parfois utilisées pour leur qualité informative et/ou leur sensibilité. C'est le cas de la

résonance plasmonique de surface (SPR), la micro-IsoThermoCalorimétrie (UITC), la

micro-Thermophorése (MST) ou encore la micro-Free Flow Electrophoresis (Micro-
FFE).

Cette derniere technique est issue de [loptimisation d’un concept de
séparation de molécules datant des années 1960 (I'électrophorése en continue en
milieu liquide qui servait initialement a séparer des organelles) par sa miniaturisation
en dispositifs microfluidiques. Cette technique est passée de préparative a grande
échelle a analytique a micro échelle par de constantes améliorations de pouvoir
résolutif et de fabrication (Turgeon & Bowser 2009). La Micro-FFE étant un procédé
microfluidique en flux continu, les deux partenaires peuvent étre injectés séparément
et leurs concentrations sont modifiées sous la forme d’'un gradient continu. Elle
permet de procéder de la méme maniere qu’en électrophorése capillaire d’affinité
avec l'observation de la formation du complexe comparée a un étalon interne mais
en une seule expérimentation pour explorer en continu une gamme de
concentrations. Cette technique est donc plus rapide puisque I'on peut obtenir la
courbe de liaison comprenant 300 concentrations différentes en seulement 5 minutes
(Turgeon & Fonslow 2010).

En ce qui concerne les Cell-SELEX, il est classique de déterminer I'affinité de
liaison par FACS. Les candidats aptaméres sont marqués de maniére directe ou
indirecte par une molécule fluorescente et l'intensité de fluorescence des cellules
aprés incubation est comparée a celle en présence de la librairie naive. De
nombreux protocoles existent, chacun approprié a un type de cellule (adhérentes ou
en suspension) ou de cible (membranaire, intracellulaire, protéique ou d’autre
nature). Le FACS peut également étre utilisé pour déterminer l'affinité d'une
séquence pour une molécule isolée. Dans ce cas la molécule cible est fixée a des
billes de polystyréne et I'intensité de fluorescence moyenne en présence du candidat

marqué est comparée a celle de la librairie avant sélection (Martin et al. 2013).
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Nous avons utilisé I'approche FACS pour déterminer l'affinité des séquences
issues du Cell-SELEX, nous développeront la problématique de conserver la
présence des protéines exprimée a la membrane lors du décrochage d’une lignée

adhérente pour une analyse en cytométrie de flux (section Résultats-6.7.2).

11.2 Optimisation des aptameres identifiés :

11.2.1 Etudes de tronquage :

Un aptamere de pleine taille sélectionné contient en général 3 régions. La
premiére sert a I'interaction directe avec la cible, elle mesure approximativement 10 a
20 nucléotides de long et possede une structure tertiaire. La seconde contient des
nucléotides qui ne rentrent pas directement en contact avec la cible mais jouent un
réle important dans la formation de structures de la premiére partie. La troisieme est
constituée de nucléotides qui ne sont pas en contact avec la cible et ne participent
pas non plus a la structuration pour I'interaction (Gold et al. 1995; Jayasena 1999).
Cette troisieme région est considérée comme inutile et il est souvent préférable de
tronquer I'aptamére pour I'éliminer. Cette troncation des nucléotides non-essentiels
peut entrainer une augmentation de [laffinité de I'aptamére pour sa cible
probablement a cause d’'un moindre encombrement stéréochimique (Zhou et al.
2010). Un aptamere plus court sera également plus facile et moins cher a faire
synthétiser et aura une meilleure pénétration tissulaire (Hicke & Stephens 2000;
Manimala et al. 2004).

Pour les aptameres ARN, le footprinting enzymatique a la RNase ou
I'hydrolyse partielle ont été utilisés pour déterminer le site de liaison (Manimala et al.
2004; Hicke et al. 2001; Sayer et al. 2002; Legiewicz et al. 2005; Green et al. 1996).
Concernant les aptameéres ADN, la séquence minimale de liaison peut étre définie
par la fragmentation partielle en 5 ou en 3’ de I'aptamére pleine taille lors de
procédés de synthése in vitro, puis la migration sur gel de séquencage des

séquences retenues par la cible (Green et al. 1996).

L’approche tendant a se généraliser est basée sur I'utilisation de logiciels de
prédiction de structures aidant a déterminer les nucléotides importants pour la
structuration de I'aptameére. L’alignement multiple des séquences obtenues aprés
séquencage par des logiciels tels que ClustalW permet de définir les similarités et de
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créer des familles. Au sein d’'une famille, de nombreuses répétitions sont en général
observées (lwagawa et al. 2012; Shangguan, Tang, et al. 2007). M-Fold est un
logiciel trés utilisé qui se base sur des algorithmes mathématiques pour trouver I'état
d’appariement le plus stable d’'un point de vue thermodynamique (Ohuchi et al.
2006). Les parameétres expérimentaux tels que la concentration saline et la
température vont influer sur la prédiction de la structure secondaire permettant de
minimiser I'enthalpie libre (AG) par la formation de tiges et de boucles. D’autres
parametres thermodynamiques peuvent étre définis tels que [I'enthalpie (AH),
I'entropie (AS) et la température de dénaturation (Tm) (Zuker 2003). Le AG le plus
bas ne correspond pas nécessairement a la véritable structure de liaison a la cible
car il est fréquent d’observer une restructuration induite par la liaison. D’'un autre
cbté, les séquences d’'une méme famille devraient se lier a la cible avec une méme
structuration mais avec des affinités différentes. Il est donc plus important de
retrouver via le logiciel de prédiction des structurations partagées par tous les
membres de la famille que de comparer les différentes meilleures structurations de
chacune des séquences. L’analyse informatique permet de déterminer les zones
importantes pour la structuration de I'aptamére, les zones en 3’ et en 5’ ne servant
pas a la structure prédite sont éliminées et 'aptameére tronqué est testé pour sa

liaison a la cible (Iwagawa et al. 2012).

Un autre logiciel fréquemment utilisé est QGRS Mapper sur des séquences
riches en G. Ce logiciel génére des données sur la composition et la distribution de

structures en G-Quadruplex.

11.2.2 Modifications chimiques pour applications

Il est souvent nécessaire d’apporter des modifications chimiques aux
aptameres caractérisés pour les adapter a l'utilisation que I'on souhaite en faire.
L’incorporation de modifications peut entrainer un changement dans le repliement de
laptamére ou méme directement empécher sa liaison a la cible par des
encombrements stériques (Beyer et al. 2005). Cette étape peut donc nécessiter un

long travail.

Clairance sanguine et demi-vie plasmatique. Un aptamére non modifié est
rapidement éliminé de la circulation sanguine, avec une demi-vie de quelques

minutes a quelgues heures, essentiellement due a la dégradation par les nucléases
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et I'élimination par les reins, conséquence du faible poids moléculaire des
aptameres. Les applications des aptameres non-modifiés sont alors limitées a traiter
les phénomeénes transitoires comme la coagulation sanguine ou alors a traiter des
organes ou une administration locale est possible. Cette clairance rapide peut étre
un avantage pour des applications comme le diagnostic in vivo par imagerie. Un
exemple est 'aptamére anti-tenascine en cours de développement par le laboratoire
pharmaceutique Schering AG pour l'imagerie du cancer. De nombreuses
modifications sont disponibles pour accroitre la demi-vie plasmatique des aptameres

jusqu’a I'échelle des jours voire des semaines.

Une approche élégante a été effectuée par Dihua Shangguan et al. sur la
stabilisation de I'aptamére en tige-boucle sgc8, spécifique de cellules leucémiques.
lls ont réussi a accroitre fortement la stabilité de I'aptamére dans du sérum de veau
fétal en remplacant les nucléotides de I'extrémité de la tige par des LNA (Locked
Nucleic Acids) et ainsi limiter la dégradation par des exonucléases en 5’ et en 3’. Les
nucléotides non-essentiels a la liaison au sein de la boucle ont été remplacés par
des unités de polyethylene-glycol, limitant fortement la digestion par les

endonucléases (Shangguan, Tang, et al. 2007).

12 Les Aptameres comme Outils Thérapeutiques et

Diagnostiques

12.1 La thérapie

Le pouvoir thérapeutique des aptameres a tres vite été percu dés lors que leur
liaison a I'aptatope entraine une perte de fonction de la cible. lls peuvent alors agir
en tant qu’inhibiteurs (Pastor et al. 2013). Par exemple I'aptamére sélectionné contre
la reverse transcriptase de HIV-1 possede une structure pseudoknot qui interagit

étroitement avec le site actif de la polymérase.

Comme pour le diagnostic, leur utilisation en thérapie nécessite d’introduire
des modifications chimiques. La stabilité dans le sérum de I'aptamére ARN anti-
bFGF a été augmentée d’un facteur 1 000 par l'incorporation de 2’aminopyrimidines.
L’aptamére anti-VEGF 2’aminopyrimidine et 2’0O-méthylpurine est stable plus de 17h
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dans les urines. La relative petite taille des aptaméres (6 a 30 kDa) vis-a-vis des
anticorps et de leurs dérivés (30 a 150 kDa) leur confere une clairance sanguine plus
rapide. Mais celle-ci peut étre ralentie par la pegylation (greffage de polyéthyléne

glycol), par chargement dans des liposomes ou par 3’ biotinylation.

Ces modifications chimiques ont permis de développer des aptameres
stabilisés pour des injections intraveineuses ou sous-cutanées possedant une demi-
vie sanguine de l'ordre de 6 a 12 heures. La chimie des oligonucléotides est un
domaine actif qui permet la mise au point de nouvelles modifications stabilisatrices. I
est envisageable que cela aboutisse a des aptameéres a longue durée de vie in vivo
(a I'échelle du jour ou de la semaine). Enfin, des études montrent qu'un aptameére
ADN non modifié peut subsister plus de 6 jours dans du sérum. C’est une durée

supérieure a celle nécessaire pour des applications in vitro comme in vivo.

Les aptameres ARN et ADN utilisés en essais cliniques sont habituellement
modifiés en vue doptimiser leurs parameétres pharmacodynamiques et
pharmacocinétiques. Toutes les études menées sur les effets toxiques des

aptameéres en utilisation clinique ont a ce jour été négatives.

Leur absence d’effets secondaires laisse présager que les doses injectées
lors d’'une thérapie ne présentent pas de danger. De plus les aptaméres sont décrit
comme ne présentant pas dimmunogénicité, ni de potentiel d’activation du
complément, ni d’effet anticoagulant. Il serait donc possible d’administrer des doses
répétées au méme patient. Cependant, une étude récente montre que
'administration d’une librairie d’aptaméres peut induire un changement significatif
dans la régulation de transcrits avec notamment des effets importants sur CCLS8,
CXCL10, CCL7 et CXCL11, impligués dans la réponse immune et inflammatoire
(Avci-Adali et al. 2013). Enfin, les aptameres possedent des « antidotes » naturels
gue sont leurs séquences complémentaires. Cet effet antidote a pu étre testé sur le

facteur de coagulation IX.

Le premier médicament basé sur un aptamére a été approuvé en 2004 par la
Food and Drug Administration (FDA) aux Etats-Unis pour le traitement de la
Dégénérescence Maculaire Liée a I'Age (DMLA). Il s’agit d’'un aptamére ARN

2’Fluoropyrimidine et 2’0O-méthylpurine pégylé qui cible le facteur de croissance

63



64

INTRODUCTION
Les Aptaméres comme Outils Thérapeutiques et Diagnostiques

vasculaire VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) nommé Pegaptanib et
commercialisé sous le nom de Macugen. En complément au Macugen, un aptamere
ADN ciblant le facteur de croissance PDGF-B (Platelet-Derived Growth Factor-B) a
été proposé pour le traitement de la DMLA exudative. Le premier aptamere ADN a
passer les phases | et Il des essais cliniques est I'aptamére AS-1411 anti-nucléoline
pour un traitement anti-cancéreux. Parmi les aptameres actuellement en phase
d’essais cliniques, certains ciblent des facteurs de coagulation. Un aptamere ADN
appelé ARC1779 cible le domaine Al du facteur de von Willebrand et inhibe sa
liaison aux récepteurs de la glycoprotéine Ib sur les plaquettes. Le Nul72, un
aptameére ADN anti-thrombine, possede des effets anticoagulants. Les 2
spiegelméres NOX-Al12 et NOX-E36 sont actuellement en phase d’étude clinique

pour le traitement de tumeurs hématologiques et du diabete de type 2.

12.2 Diagnostic in vitro

Les anticorps servent a une trées grande variété d’applications basées sur la
reconnaissance moléculaire de leur cible. lls sont trés utilisés dans le cadre de
diagnostics cliniques malgré leurs limites. La production d’anticorps se fait chez
I'animal via l'induction d’une réponse immunitaire vis-a-vis de la cible injectée or cette
réaction ne peut pas se faire si la cible est trop similaire a des molécules endogenes.
Il est également difficile d’obtenir des anticorps contre des molécules toxiques pour
I'animal héte. La production d’anticorps polyclonaux tend a varier d’'un échantillon a
l'autre et alors que les anticorps monoclonaux permettent de surpasser ce probleme,
ils sont chers et difficiles a produire. D’autre part les anticorps sont sensibles aux
conditions de stockage, leur dénaturation est irréversible et leurs parametres

cinétigues de liaisons ne peuvent pas étre modifiés a ’heure actuelle.

Les aptameres présentent de nombreux avantages vis-a-vis des anticorps
pour une utilisation dans des systémes de biosenseurs. La chimie des acides
nucléiques est riche et permet d’incorporer facilement de nombreux types de

modification quand la modification d’anticorps est complexe et colteuse.

La premiére utilisation d’aptameéeres dans un biosenseur de type ELONA
(Enzyme-Linked Oligo Nucleotide Assay) - équivalent oligonucléotidique de I'ELISA —
a ouvert la voie aux aptameres pour concurrencer les anticorps dans le domaine

bioanalytique. Cependant, les tests réalisés sur plusieurs aptameres révélent que
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chaque aptamére nécessite des optimisations individuelles. Contrairement aux
anticorps dans 'ELISA, il ne semble pas exister de paramétres optimaux universels

pour l'utilisation d’aptaméres en ELONA.

Les aptameéres obtenus a partir de Cell-SELEX et qui ciblent des composés
extra-membranaires peuvent étre utilisés afin de différentier des types cellulaires au
sein d’un échantillon biologique (Herr et al. 2006; Shangguan et al. 2006), comme
des cellules tumorales vis-a-vis de cellules saines (Xu et al. 2009) et ainsi faciliter le

diagnostic.

12.3 Diagnostic par imagerie

Les aptameéres sont considérés comme une alternative de choix aux anticorps
et peptides pour I'imagerie (Ferreira et al. 2008; Borbas et al. 2007; Missailidis &
Perkins 2007; Hesselberth et al. 2000; Cibiel et al. 2012). Le premier aptamére utilisé
en imagerie est un aptamére anti-élastase humaine marqué au **"Tc pour visualiser
in vivo les sites inflammatoires (Charlton et al. 1997). Le *™Tc est un radionucléide
émettant un rayonnement gamma possédant une demi-vie de 6 heures et un spectre
d’émission idéal pour l'imagerie. Les aptaméres ont montré de meilleurs ratios
signal/bruit en un temps plus court que les Immunoglobulines G (Famulok & Mayer
1999). Le développement récent des techniques d’imagerie photonique et la
multiplication des agents fluorescents disponibles laissent entrevoir la possibilité de

limiter l'utilisation des radioisotopes.

Les aptaméres ont également permis de développer des techniques inédites
de détection de molécules biologiques telles que les balises aptameres dont les
variants deéveloppés sont de plus en plus nombreux. La balise aptamere est
particulierement intéressante puisqu’elle ne nécessite que [l'adjonction de
I'échantillon pour donner un résultat quantitatif en quelques minutes. La plupart des
modeles de balise utilisent le changement conformationnel observé pour les
oligonucléotides lorsqu’ils sont mis en contact avec leur cible. Ces balises ont de
forts ratios signal/bruit. Ces sondes sont la plupart du temps basées sur les
propriétés physicochimiques de la fluorescence avec du quenching, du FRET
(Forster resonance energy transfer) ou une propriété d’'induction de fluorescence
(Wang & Ray 2012). Dans le quenching de fluorescence, la lumiére émise par un

fluorophore donneur est perdue par I'absorption d’'un quencher a proximité (Figure
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12B, C et D). Dans le FRET, la lumiére émise par un fluorophore donneur est utilisée
pour exciter un fluorophore accepteur a proximité et suivre ainsi a la fois I'émission
des deux fluorophores donneur et accepteur (Figure 12E). Le quenching de
fluorescence et le FRET sont des procédés dépendants de la distance entre les deux
partenaires. Une sonde aptameére peut étre congue de maniére a ce que la distance
entre le fluorophore donneur et le fluorophore accepteur/quencher soit modifiée par
la liaison a la cible. Le changement de fluorescence di au changement de distance,
soit intramoléculaire soit intermoléculaire permet de rendre compte de la liaison de
'aptamére a sa cible. Pour les propriétés d’induction de fluorescence, un fluorigéne
non fluorescent est modifié en composé fluorescent par la liaison de I'aptamere et le
changement de microenvironnement ou de propriétés chimiques du fluorigéne qu’elle

induit (Figure 12F). D’autres approches comme la complémentation de fluorescence

A

ont également été utilisées.

Figure 12 : Sondes aptameéres pour I'imagerie moléculaire. Le signal de la sonde
peut étre émis soit par un conjugué rapporteur directement couplé a la sonde (A) ou
a travers divers mécanismes incluant le quenching de fluorescence (B), le

déquenching (C et D), le FRET (E) ou [utilisation d’un fluorigéne (F). A, accepteur ;
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D, donneur ; F, fluorophore, F’, fluorigene ; Q, quencher ; R, rapporteur ; T, cible.
(Figure adaptée de (Wang & Ray 2012))

Le diagnostic par imagerie constitue un volet important parmi les méthodes
diagnostiques. Les modalités d’imagerie se développent sans cesse et les études
utilisant des aptameres comme sondes sont de plus en plus nombreuses. Notre
équipe participant activement a la plateforme d’imagerie cellulaire T.R.l. (Toulouse-
Réseau-lmagerie) sur la thématique de I'imagerie de fluorescence, nous avons
participé a la rédaction d’une revue dans laquelle les études récentes utilisant des

sondes aptameres sont référencées.
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Abstract: Fluorescence imaging is nowadays a powerful tool for laboratory animal studies in oncology. This emerging
technology is in full development and is becoming a complementary tool in clinics for specific cancer diagnosis. For now,
it allows detection with a high spatio-temporal resolution of specific signals like tumor markers in small animals. Differ-
ent ways of in vivo imaging exist: epifluorescence macroscopy, intravital imaging to visualize molecular processes com-
bined or not with multiphoton excitation and fluorescence tomography to spatially detect deeper cellular phenomena.
These techniques are impaired by the tissue optical properties: auto-fluorescence, photon scattering in tissues and by lim-
ited depth penetration of the excitation beam in tissues. To overcome these limits, scientists are developing spectral imag-
ing, far-red imaging technologies and associated dyes to observe tumor cells biology over longer periods, on larger vol-
umes and on a higher number of organs, thus improving the knowledge in tumor pathophysiology.

A challenge in oncology is to improve early detection and prevention using novel targeted cancer diagnostics. Detection
requests specific recognition. Tumor markers have to be ideally present on the surface of cancer cells. Their targeting with
ligands coupled to imaging agents make them visible/detectable.

In this review, after a short introduction on in vivo fluorescence imaging theories and a description of the different existing
modalities, we will focus on the recent outcome of basic studies in the design of new probes and devices used to detect

tumor cells.

Keywords: Fluorescence microscopy, small animal, probe, tumor marker, intravital, oncology.

STATE OF THE ART

Small animal fluorescence imaging technology is in a
state of rapid evolution because of its easiness and the qual-
ity of the information obtained. Fluorescence imaging con-
sists in detecting proteins into living animals based on: target
activity which implies the conversion towards a fluorescent
product, fluorescently labeled-antibody or aptamer, or di-
rectly by intrinsic fluorescence [1-3]. This technology allows
time-course studies on the same animal reducing the number
of animals needed for statistical analysis. Moreover, each
animal is its own control allowing quantitative following up
[4, 5]. Information obtained by relative fluorescence inten-
sity is quantitative, spatially defined and accessible over time
if a specific indicator is used. Fluorescence imaging has be-
come an essential tool to study molecular and cellular
mechanisms in pathological models such as cancers and neu-
rological disorders [6-11]. Researchers can follow processes
like immune cells trafficking to inflamed sites, tumors
spreading or shrinking, angiogenesis. For tumor targeting,
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biological probes need to be labeled with fluorescent agents
by direct methods or by the way of molecular assemblies and
to couple this fluorescent platform to the appropriate ligand
or marker of the target. Then this whole complex can be in-
jected into the animal for imaging the tumor with a whole-
animal imaging instrument.

Specific visualization of carcinogenesis or established
tumor cells offers opportunities to guide the surgery and/or
monitor the therapy response. In clinic, radio-imaging uses
contrast agents Indium-111 and Technetium-99 coupled to
antibodies to target prostate [12, 13], colorectal [14, 15],
ovarian or small-cell lung cancers [16]. These radioelement-
based technologies are powerful tools for detection and ther-
apy of cancers but they cannot be used during surgery. Fluo-
rescence imaging is more user-friendly and provides on-line
information [1, 2]. Therefore, fluorescence imaging agents
which allow fast detection with a high spatio-temporal reso-
lution can increase detection of the edge of the primary tu-
mor and metastasis and therefore help tissue resection by the
surgeon [17].

In this review, we first describe the fluorescence imaging
theory with its key strengths and limitations, and present an
overview of the different existing modalities in fluorescence
imaging for in vivo applications. We then focus on the dif-

© 2013 Bentham Science Publishers
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Fig. (1). Principle of epi-illumination fluorescence imaging: complex trajectories in tissue. The excitation beam (1) is selected through
the excitation filter at the optimal excitation wavelength of the fluorophore. This light is focused on the animal. A part of this light is re-
flected (2) on the surface of the skin while the main part crosses the skin and reaches its target within the tumor after being or not scattered
by the tissue properties (3). The fluorophore emits ballistic photons (4), quasi-ballistic photons (5) and diffused photons (6).

Only photons going out of the tissue (7) are detected by the detector equipped with an emission filter corresponding to the fluorophore maxi-
mum emission. Excitation light absorbed by the tissue may also generate emission of photons coming from intrinsic fluorophore that

participate to the autofluorescence signal.

ferent partners needed to visualize tumor cells by fluores-
cence imaging: fluorescent markers and complex molecular
assemblies, tumor targets and the associated biological
probes. Finally, we discuss about the commercialized and
developed systems for in vivo imaging, the recent advances
in intravital microscopy as well as the relevant applications
with these devices in cancer research.

1. IN VIVO FLUORESCENCE IMAGING: THEORY,
KEY STRENGTHS AND LIMITATIONS

1.1. Principle

Fluorescence is a 2 wavelengths spectroscopy: the excita-
tion and the emission [18]. The incident light illuminates the
fluorophore with one given wavelength that in return emits
photons of longer wavelengths. Thus, fluorescence imaging
needs a light source to excite the fluorophore within the tar-
geted tissue, combined with a spectral filter to select the ex-
citation wavelength, a second filter that only allows passage
of the emitted fluorescence and a detector that detects the
signal (Fig. 1). This technology is close to epi-illumination
microscope but in vivo observation requires specificities as
described below.

1.2. Tissue Properties, Autofluorescence

For tissue fluorescence imaging, it is necessary to take
into account five important parameters: reflection, absorp-
tion, refraction, autofluorescence background and diffusion
of photons emitted by the fluorochrome. Indeed, light has to
travel into the animal to excite the targeted tissue and to go
out again to be detected, getting scattered and absorbed in
both directions. Furthermore, the skin is also an obstacle
because the light is partially reflected by this barrier. Reflec-

tion brings a loss in the penetration of the excitation light and
detection of the emission (Fig. 1).

In tissues, different endogenous microscopic compo-
nents, from small and macro molecules to larger structures
such as organelles and cell membranes, strongly absorb the
incident (or emitted) light (Fig. 2). Absorption due to en-
dogenous microscopic components is very strong below 460
nm and remains important up to 580 nm. Furthermore, he-
moglobin absorbs light in the visible range (from 400 to 470
nm). Thus, only a weak penetration in the tissue can be ob-
tained. The same problem is of course present if emission is
in the same wavelength range as excitation. Thus absorption
which limits light penetration to a few hundred micrometers
is a major hurdle for the near UV and visible part of the
spectrum. As the absorption coefficient (cm™) decreases
when the wavelength increases, a deeper penetration (several
centimeters) is obtained when working in the near infrared
(NIR) part of the spectrum > 600 nm [19]. However, above
1100 nm, water strongly absorbs the light. Thus, the optimal
tissue optical window is comprised between 600 nm and
1100 nm even though the scattering remains high, due to
refractive index mismatches between the different cellular
components and fluids. It acts on excitation and emission
and induces blurring in fluorescence images of deep targets.
This is a limit in the spatial definition for imaging of animals
[17].

Finally, light absorption by endogenous fluorochromes
can result in light emission, the so called autofluorescence of
the tissue. This phenomenon is partly due to the oxidized
forms of riboflavin, NADH and flavin co-enzymes reduced
inside cells [20, 21]. Molecules like lipofuscin and ceroides
or components of the skin, such as collagen and melanin,
also contribute to this effect. Autofluorescence is also a con-
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Fig. (2). Absorption spectra of different molecules present in biological tissues. The optical window comprised between 600-1100 nm
(dashed lines) is ideally sought in fluorescence imaging of small animals. Hemoglobin and water strongly absorb light below and above this

optical window respectively.

sequence of food that contains chlorophyll [22, 23]. Tissue
autofluorescence is mainly present in the UV and visible
range of the spectrum and negligible in the NIR.

As a conclusion, working in the NIR bandwidth offers
less photon absorption, a limited light scattering and a re-
duced tissue autofluorescence enabling a deeper visualiza-
tion. However, an accurate quantitative and spatially re-
solved detection by an in vivo optical method is still ham-
pered by the optical properties of biological tissues. Taking
into account these limitations, optimized imaging modalities
and relevant biological reporter probes has been developed
for in vivo fluorescence imaging.

2. IMAGING MODALITIES

We described above physical phenomena that impair
fluorescence imaging detection and spatial resolution. To-
gether, these characteristics led to the following problem:
“How to detect a weak signal in a turbid environment?”
Technological improvements have been made for illumina-
tion lights (tunable lasers, laser diodes, light emitted diodes
(LED)). Sensitivity and spatio-temporal resolution have been
increased with the development of cooled “Charge-Coupled
Device” (CCD) cameras, intensified CCD’s, electron multi-
plication CCD’s (EMCCD), scientific complementary metal
oxide semiconductor (SCMOS) cameras, avalanches photo-
diodes (APD’s), photomultiplier tubes (PMT’s) and gallium
arsenide phosphide (GaAsP) detector arrays [24]. The fol-
lowing paragraphs describe, technically, the different exist-
ing modalities for small animal fluorescence imaging.

2.1. FRI (Fluorescence Reflectance Imaging) Based-
systems

Whole-body Fluorescence Imaging

Whole-body imaging gives access to relative quantitative
fluorescent signal with a “crude” topological definition over
a long period. The illumination of the animal is performed by
a broad-beam source covering the entire animal. The fluores-
cent signal is detected in reflectance mode by a cooled CCD
camera. To get deeper into tissue, the use of far red excita-
tion light and detector suitable for NIR fluorescence detec-
tion is advised (Fig. 3a). This epi-illumination technology is
non-invasive and allows time-course studies. Moreover, its
low cost renders this technology particularly attractive in
terms of quality of the obtained information / price ratio. In
the visible spectrum, techniques of dynamic contrast-
enhanced imaging [25] or spectral unmixing have been inte-
grated in the systems to remove autofluorescence signal and
thus increase the sensitivity (signal/noise ratio). Spectral
imaging appears well adapted to eliminate pixel by pixel
autofluorescence [26].

Fluorescence Macroscopy

For fluorescence macroscopy, illumination of the animal is
performed on a small part of the animal depending on the
magnification. With this epi-illumination technology, the ob-
servation window is around few cm? in surface but only few
mm in thickness (Figs. 3b and c). Optical improvements have
increased spatial resolution until reaching cellular size. The
fluorescent signal is detected in reflectance mode by a cooled
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Fig. (3). Epi-illumination Imaging Modalities. Whole-body fluorescence imaging: (a) SKOV-3 ovarian tumors were observed 3 weeks
post injection and visualized 24 h after AngioStamp® injection by using Fluobeam®, a real-time imaging camera in the 690-700 nm spectral
window. AngioStamp® specifically highlights human primary tumors in nude mice 24 h after intravenous injection (10 nmol) [169].
Macroscopy fluorescence imaging: (b) Detection of B16F10 cells constitutively expressing GFP 48h after injection (500 000 cells) by fluo-
rescence macroscopy (macrofluo, Leica) coupled with cooled CCD camera (Coolsnap HQ Roper) and Leica GFP2 filter set (exc : 490/20,
em : 510/40). (c) Detection of the tumor cells and autofluorescence at the same location by fluorescence macroscopy (macrofluo, Leica) cou-
pled with cooled CCD camera (Nuance 2, CRI Lot Oriel) and Leica GFP1 filter set (exc : 490/20, em : LP510) and spectral unmixing. GFP
signal is then visualized and can be quantified.

Intravital microscopy : (d) B16F10 cells are implanted in a dorsal window chamber. Blood vessels are labeled by rhodamine dextran in the
blood stream and visualized under the macrofluo (x10), (e) at higher magnification (x45). (f) B16F10 cells constitutively expressing GFP are
implanted in a dorsal window chamber in order to observe the organization of the tumor cells and the tumor angiogenesis. Blood vessels are
labeled by rhodamine dextran in the blood stream and visualized under the 7MP (Zeiss) equipped with pulsed femto-second Titane-Saphir
laser (Coherent, Chameleon Ultra 11) at 800 nm to visualize the cells (BP 495-555) and the tumor blood vessels (BP 565-610). (g) surface

detection of the tumor blood vessel network after Imaris software analysis.

CCD camera combined with filters to assure spectral analysis
indispensable for removing auto-fluorescence when working
in the visible range as described above (Figs. 3b and c).

Monophoton Intravital Microscopy

For monophoton intravital microscopy (IVM), surgery is
needed either to have direct access to the target tissue or to
graft a dorsal [27], mammary [9, 28] or cranial [29] window
chamber (Figs. 3d and e). These observation window grafts
are well tolerated and animals show no signs of discomfort
or changes in sleeping or feeding behaviors. By removing
the skin, the optical barriers such as absorption, reflection,
background autofluorescence are knocked down. In mono-
photon 1VVM, high magnification objectives are used because
of the short working distance. Detection is assured by cooled
CCD camera or intensified CCD camera if short exposition
time is needed (for dynamic acquisition). This approach is
technically difficult and more aggressive for the animal than
whole-body but gives access to the cellular level within a
high resolution and so for several days [8, 30, 31].

IVM can also be performed without surgery by the way
of endomicroscopy or confocal laser endomicroscopy (CLE)
[32]. This technique allows high resolution imaging of tar-
geted tissue in vivo and in real time during endoscopy. Infra-
red video-endomicroscopy consists of an infrared endoscope
equipped with a broadband light source with excitation and
emission filters and an intensified CCD camera [33]. The
confocal technology enables in vivo observation of an optical
section with better resolution by excluding light from planes
above and below the plane of interest [34]. Associated with
topical or systemic optical contrast agents, CLE allows 3-

dimentional (3D) observations at subcellular level. The pene-
tration depth is limited (0.25 mm) nevertheless it can bypass
the need for small biopsies in certain cases.

Multiphoton Intravital Microscopy

As previously explained, visible light diffusion from the
tissue decreases the light intensity detected in the focus
plane. Because of the use of NIR wavelengths, multiphoton
microscopy enables spatial resolution of deeper light signals
in tissue (Fig. 2) [35-37]. The physical principle is based on
a focused high power pulsed laser. Pulsed low energy pho-
tons must simultaneously interact with the fluorophore to
allow the sum of photon energies to generate excitation and
to produce emission. The focal plane is the only location
along the optical path where photons are dense enough. In
consequence, the excitation is localized limiting the pho-
tobleaching and the phototoxicity. Using photons of low
energy minimizes scattering in the tissue so the background
signal is strongly suppressed and the out-of-focus absorption
is eliminated allowing more of the excitation light photons to
reach the desired area of observation [35-37]. Both effects
lead to an increased penetration depth from 200 um to 600
pum depending on the tissue that is observed.

Multiphoton microscopy can also be utilized to take ad-
vantage of other physical and optical properties of two pho-
ton interactions with tissue. Second harmonic generation
(SHG) also depends on the interaction of two photons simul-
taneously with the target but without absorption of photons.
Rather than producing a fluorescence excitation, the two
photons interact simultaneously with a non-centrosymmetric
target and produce a new photon with exactly twice the en-
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ergy of the interacting photons [38-40]. Thus, SHG can cap-
ture biochemical information from intrinsic biologic mole-
cules. Collagen generates a strong SHG signal that is largely
used for probing cancer biology.

In addition to the emission obtained by multiphoton exci-
tation of fluorophores or intrinsic biological molecules, the
fluorescence lifetime can also be measured using fluores-
cence lifetime imaging (FLIM). This parameter is independ-
ent of fluorophore concentration, highly correlated to mo-
lecular environment and thus can provide information about
the features (benign or pathologic) of the observed tissue
[41]. In addition to the pulsed source, FLIM requires very
sensitive gated detectors to obtain measurements highly re-
solved in time.

To get rid of skin optical barriers [42, 43] and to have
access to deep molecular and cellular processes into the brain
[44], the skin [45], the liver [46], the kidney [47] and the
tumor [48, 49], multiphoton microscopy can be combined
with IVM. High resolution 3-dimentional (3D) images can
be obtained with a stage or a motive objective (Figs. 3f and g).
The implementation of optical parametric oscillators (OPOs)
in multiphoton microscopy allows excitation in the IR range
from 1050 until 1600 nm. It increases the penetration depth
and allows the use of bright fluorescent proteins in the red
and far-red spectrum, opening the possibilities for multicolor
intravital microscopy with fluorescent proteins. One of the
limitations of this technology is its high cost that hampered
its accessibility. Furthermore, its complexity requires a
highly qualified environment. The necessity for multiphoton
to use high numerical aperture objectives and exogenous
fluorescent agents limits the ability to investigate substantial
tissue volumes or to probe dynamic changes over prolonged
periods. Optical frequency domain imaging (OFDI), circum-
vents the technical limitations of multiphoton microscopy
and does not necessitate contrast agents. In OFDI, an optical
beam is focused into the tissue and reflected light is detected
after interference with a reference beam. The amplitude and
phase of the reflected signal as a function of time are then
used to derive the optical scattering properties and thereby
the tissue structure at different depths [6, 11].

2.2. Fluorescence Transmission Imaging (FTI) Based-
system

Fluorescence Tomography

Fluorescence molecular tomography (FMT) is an imag-
ing modality that enables determination of 3D distribution of
a fluorescent probe in tissues of live animal at any depth. To
transilluminate biological tissue, this modality uses NIR light
[50, 51]. This technology is based on a deconvolutional ap-
proach involving the diffuse propagation of photons in a
turbid environment [51, 52]. The FMT devices generate the
reconstruction of spatial information from images acquired at
different observation angles. These images are obtained with
a cold CCD after sequential frontal illumination [51, 52].
Then a mathematical formulation is used to describe photon
propagation in tissues [52]. Finally, FMT leads to a quantita-
tive 3D image of the animal with a spatial resolution and a
depth of few millimeters order. The aim is to have spatial
and quantitative information of fluorescent volumes in living
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animal allowing the detection of metastasis. This modality is
often combined with X-ray computational tomography imag-
ing (CT) or magnetic resonance imaging (MRI) to provide an
anatomic reference and to improve reconstruction accuracy
[2, 53]

3. CANCER CELLS TARGETING FOR FLUORES-
CENCE IMAGING

Targeting tumor cells for fluorescence imaging can be
achieved by coupling a fluorescent agent with biological
probes (antibodies, aptamers, peptides or metabolites) that
recognize specific tumor markers mainly expressed or over-
expressed by tumor cells. The labeling of the biological
probes can be done by directly coupling the fluorescent
markers or through complex molecular assemblies (Table 1).

3.1. NIR Dyes and Imaging Molecular Assemblies
Organic Fluorophores

Different kinds of commercial organic fluorophores emit-
ting in the NIR wavelength domain are available. The most
communally used are cyanine [54], Alexa Fluor [55] and
phtalocyanine and IRDye [56]. They can be grafted on any
kind of molecules of interest such as nucleic acids, proteins
or antibodies. They offer several advantages such as a weak
photo-degradation, a weak toxicity, a small molecular weight
and a functional group allowing their grafting. Their limit is
a weak fluorescent quantum vyield [54]. Therefore, multi-
grafting of these molecules on "rafts" [57] or on dendrimers
[58] is performed to increase the local number of emitters on
the target. Company brand fluorophores are now on the mar-
ket (DyLight Fluor family by Dyomics in collaboration with
Thermo Fisher Scientific, KODAK X-SIGHT Large Stokes
Shift Dyes and nanospheres, XenoLight CF by Caliper).

QDots

Commercially available quantum dots are promising
competitors of organic probes for fluorescent imaging
(Qdot® nanocrystals by Molecular probes, Quantum Dot
Corporation Qtracker). Indeed, they have a strong fluores-
cent quantum yield [59], a weak sensibility to photobleach-
ing and a strong stability. However, they show significant in
vivo toxicity due to their chemical core (nanotoxicology) [60,
61]. Qdots are CdSe/ZnS core/shell nanocrystals [62], toxic
to cells because of the release of Cd** ions into the cellular
environment [60, 63]. Studies have demonstrated that the
surface functionalization plays the key role in nanoparticles
toxicity [60, 64]. Thus, this problem has been partially over-
come by coating Qdots with polymers, poly(ethylene glycol)
(PEG), or other inert molecules [64]. In vivo, they are used
with success with the two-photon microscopy technology
[65].

Smart Probes

"Smart probes" or "smart sensors” are probes activated
by an intracellular proteolytic reaction within the targeted
tumor cells rendering the probes fluorescent. Probes are acti-
vated by proteases or intracellular reductases over-expressed
in tumor cells (metalloproteinases MMP-2, cathepsins B and
D, cysteine proteases, thioreductases) which cut lysine-lysine
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Table1l. Examples of Tumor Markers and Probes Used in Fluorescence Imaging
Tumor markers Probes Fluorescence and platforms Cancers References
Antibody Quantum Dots-PEG, IndoCyanine [74, 92]
Green
PSMA . Prostate
Aptamer Cy5-PLA NanoParticles [162]
YC-27 PSMA-inhibitor IRDye800 Licor [163]
AlexaFluor488,
. . Colorectal, gastric, pancreatic, lung,
CEA Antibody Cyanine (DY-676), g breast g (73,93, 94]
IR783-HSA NanoParticles
. Quantum Dots, PAMAM + . . .
Antibody ) Breast, gastric, ovarian carcinoma [75, 80, 95]
(x5) AlexaFluor488, IRDye800 Licor
HER-2 IRDye800 Licor
- AlexaFluor6eo, Ovary, epidermoid carcinoma, gastric
Affibody Cyanine 5.5, y.ep ot » gastric, [99-105]
SRfluor680, Dylight750, Quantum
Dots800
Antibody Ovary, breast [95, 96]
VEGFR IRDye800 Licor
VEGF;21 Breast [97]
EGFR Antibody Cyanine 5.5 Head and Neck Squamous Cell Carci- [164]
noma
RGD Peptide Quantum Dots705;
c(RGDyK); RGD-4C PAMAM +(x3) AlexaFluor48s;
Integrin onfs ( y ).’ ) (x3) AlexaFlu ' U87MG, brain, melanoma [76,85, 110,
(dOUny CyCIlSed RGD), PAMAM +(X4) FITC; RAFT +(X2) 124, 165]
c(RGDfK)) Cyanine5, Cyanine 5.5
B-D-galactose . .
] BSA/ GSA Rhodamine G Ovary and adenocarcinoma [111]
receptor (lectin)
Glucose metabolism 2-deoxyGlucose IRDye800 Licor Glioma, prostate, epiderm, colorectal [117,118]
Chlorotoxin Glioma, neuroectoderma, fibrosar-
MMP-2 ' Cyanine 5.5 ' ' 67, 68
Poly-L-Lysine-MPEG yan! coma [ 1
Protease activity ACPPs PAMAM+ (x3)Cyanine 5 Breast, melanoma, fibrosarcoma [122, 123]
Folate receptor Folate Quantum-Dots, FITC Brain, ovary [114-116, 166]
) Rhodamine B )
Mucine 1 Aptamer o Brain, ovary [112,113]
Quantum Dots-Doxorubicin
Tumor associated . .
. Antibody IR783 HSA NanoParticles Colon [94]
glycoprotein-27
CD-105 Antibody IRDye800 Licor Breast [167]
SpermProteinl7 (spl7) Antibody IndoCyanine Green Hepatocellular carcinoma [121]
p68 Aptamer Cyanine 3 Intrahepatic colorectal metastases [168]
Protein Tyrosine . .
Kinase-7 Aptamer Cyanine 5 Leukemia [137]
Nucleolin Aptamer Magnetic fluorescence NanoParticles C6 glioma cells [138]
CSNIDARAC peptide FITC, Cyanine 7.5 Lung [125]
Unknown
Aptamer Cyanine 5 Ramos cells (Lymphoma) [136]
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or disulfide bonds of the complex and release the fluoro-
phore [66]. These probes give an excellent signal-to-noise
ratio because they are activated only when internalized in
target cells.

ProSense probes developed by Weissleder (VisEn Medi-
cal, Inc., Woburn, MA) are polylysines labeled by non-
fluorescent cyanines. When the probe is internalized into
cells by endocytosis, the peptide link separating the cyanines
(between lysines) is broken by the action of intracellular
proteases such as cathepsins B or D or MMP-2, and fluoro-
phores are released into the cells, which become fluorescent
[67, 68].

Razkin et al. showed that the molecule RAFT-RGD-Cy5-
SS-Q penetrates specifically in tumor cells and is activated
once inside [66]. The complex consists of 4 RGD peptides
specifically targeting the aVB3 receptors over-expressed on
the surface of cancer cells and of a quencher (Q) connected
to a cyanine 5 (Cy5) via a disulfide bond. This bond is re-
duced by thioredoxin in the cytoplasm and the endosomes
after internalization of the complex into the cells. In conse-
quence, the quencher is spatially separated from the cyanine
and the complex becomes fluorescent. The phenomenon of
quenching can be obtained by combining two identical
fluorophores but the rate of cleavage of the disulfide bond is
weaker and the contrast obtained in vivo is much smaller
[66].

Andreev et al. demonstrated that the peptide “pH low
insertion peptide” (pHLIP) is able to insert into the lipid bi-
layer of the plasma membrane by forming an o helix when
the acidity increases in the extracellular matrix [69]. Inser-
tion of the peptide in the cell membrane occurs at pH below
6.5. The C-terminal end of the complex is translocated into
the cytoplasm. Two applications are then possible: targeted
delivery of drugs in tumor cells and fluorescence imaging of
these cells. Indeed, the extracellular matrices surrounding
tumors or inflammation or infection sites are acidic envi-
ronments compared with those surrounding healthy tissues.
Andreev et al. grafted a disulfide bond linked to a fluores-
cent molecule to the C-terminal end of the peptide [70]. The
fluorescent molecule is released into the cells after cleavage
of the disulfide bond by thioredoxin. The peptide is effective
for in vivo detection of tumor cells by non-invasive fluores-
cence imaging localizing specifically in tumor cells within
20 hours [70].

Molecular Assemblies

Functionalization of fluorescent agents by coupling them
with enzymatic ligands, antibodies or peptides enables their
targeting to tumor cells [54, 71, 72]. Classically, tumor
probes are bound to an organic fluorophore [54, 73] or quan-
tum dot [74, 75] that has amine, carboxylic acid or thiol reac-
tive groups. However, the number of reactive groups per
probe is low. According to the protein size and the number
of reactive groups, 4 to 10 fluorophores can be grafted per
protein. In order to increase fluorescence signal of tumor
probes and/or their specificity for tumor cells, molecules
called "platforms™ are used as a covalent support to several
fluorophores and/or several probes (Table 1).

Quantum dots can also be used as "platforms" because
they allow several connections with biological probes. This
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has been proven by Cai et al. that grafted multiple RGD pep-
tides onto a quantum dot [76] greatly increasing the specific-
ity of the quantum dot for tumor cells.

The work of Jin et al. on the regioselectively addressable
functionalized template RGD peptide (RAFT RGD) shows
the specific labeling of tumor cells over-expressing integrin
aVB3 receptor [71]. This molecule is a deca-peptide accept-
ing 4 cyclo-RGD peptides and one fluorochrome. It is neces-
sary to have at least 4 RGD peptides per platform to specifi-
cally detect tumor cells in vivo [71].

Dendrimers are now experiencing their first major appli-
cation as diagnostic tools when grafted with contrast agents
[77, 78] or fluorochromes and targeting agents [79-81].
Polyamidoamine (PAMAM) dendrimers are used in imaging
because they are water-soluble, biocompatible and biode-
gradable [82, 83]. They increase the sensitivity of detection
because several imaging agents are bound per dendrimer.
Furthermore, by increasing the number of biological probes
by complex, it is possible in some cases to increase the
specificity of the detection signal. A complex composed of a
PAMAM dendrimer with multiple RGD peptides [84, 85]
and several fluorochromes [81, 85] increases both the fluo-
rescence signal of tumor probes and their specificity for tu-
mor cells. Several studies using dendrimers as imaging
agents are reported in (Table 1).

Dendrimers are real molecular platforms that may also be
grafted to drugs. These systems allow targeting cells specifi-
cally and providing local delivery of drugs in patients [86].

Proteins

For small animal imaging, with the development of a
high number of fluorescent proteins (green, cyan, yellow
fluorescent proteins and photoswitchable proteins) [87], sev-
eral cell types can be now genetically labeled and visualized
into the tumors [6, 88]. Cancer dynamics in living animal
can be visualized, including tumor growth, metastasis, cell
mobility, invasion and angiogenesis [89, 90]. Bright red-
shifted proteins enable deeper imaging without limits of
shorter wavelength proteins [88]. Cells that express a fusion
of fluorescent protein with a receptor, an adhesion molecule
or a binding protein, can be imaged by intravital microscopy
and provide a study at the single cell level of intracellular
signaling in tumor [6]. Photoswitchable fluorescent proteins
are genetically encoded probes which allow instant labeling
of proteins, organelles or cells with light of a specific wave-
length [9]. With intravital imaging, after photoswitching of
different regions of a tumor expressing a photoswitchable
protein, it was possible to follow, on long periods, the behav-
ior of cells coming from these regions according to the tumor
environment [9].

3.2. Tumor Targets
Tumor Markers

Tumor markers are proteins or glycoconjugates which are
mainly expressed or over-expressed by tumor cells. Biologi-
cal probes that specifically interact with tumor markers have
been developed for in vivo imaging. They target the prostate
specific membrane antigen (PSMA) [79, 91, 92], the carcino
embryo antigen (CEA) [73, 93, 94], the VEGF receptor
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(Vascular Endothelial Growth Factor) [95-97] or the Human
Epidermal Growth Factor Receptor-2 (HER-2) [75, 80, 95,
98-105]. The PSMA is a membrane and cytoplasmic gluta-
mate carboxypeptidase which is involved in the cell cycle
and in carcinogenesis associated with prostate cancer [106].
The CEA is involved in cell adhesion and is found in various
cancers such as colorectal, gastric, pancreatic, lung and
breast cancers [107]. The VEGF receptor involved in angio-
genesis is over-expressed in most tumors but is also present
in endothelial cells [108]. HER-2 is a tyrosine kinase mem-
brane receptor involved in signal transduction pathways in-
ducing growth and cellular differentiation. It is over-
expressed in breast and ovarian cancers and other carcino-
mas [109].

There are other proteins over-expressed on the surface of
several types of tumor cells such as MMP-2 [67, 68], in-
tegrins otVB3 [76, 110], lectins [111] and mucins [94, 112,
113]. These molecules are less specific for tumor cells than
the antigens described above because they are also expressed
by healthy cells but in much smaller quantities. Their natural
ligands are used as probes.

Metabolites

Another approach to target tumor cells is to use their
metabolic properties that differ from normal cells. Indeed,
they absorb more nutrients because they over-express pro-
teins involved in cell growth. Thus, administration of me-
tabolites is used to target receptors over-expressed in tumor
cells (Table 1). For example, galactosyl serum albumin that
interacts with the 3-D-galactose receptor [111] or folic acid
(vitamin B9) that interacts with the folate receptor or folate-
binding protein (FBP) [114-116] are both effective for locat-
ing various cancer (ovary, kidney, uterus, brain, colon, lung
adenocarcinoma). Another example is the use of fluores-
cently labeled 2-Deoxyglucose as contrast agent because
cancer cells exhibit highly elevated glucose metabolism
compared to non-tumor cells [117, 118]. This approach is
less specific for tumor cells than approaches targeting tumor
antigenic markers but it is widely used in imaging modalities
such as Magnetic Resonance Imaging (MRI) and Positron
Emission Tomography (PET) for the specific detection of
tumor cells and also for drug-targeted delivery to tumors.

3.3. Biological Probes
Antibodies

Monoclonal antibodies are widely used in fluorescence
imaging because of their strong affinity for their target.
However, their principal limitation is that they trigger im-
mune response. In consequence, antibodies have been modi-
fied to reduce their immunogenicity and to allow administra-
tion in patients (humanized and recombinant antibodies) but
these modifications often lead in affinity decrease for their
target [119, 120].

Some of these antibodies have been investigated for in
vivo fluorescence imaging applications. The anti-PSMA an-
tibody that targets prostate tumor cells has been used to
prove the utility of semiconductor quantum dots for NIR
imaging [74, 79]. A humanized version of the J591 anti-
PSMA antibody, coupled to indocyanine green, has shown
remarkable ability to target PSMA positive cancer cells with
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detectable signal still remaining 10 days after antibody intra-
venous injection [92].

The Alexa Fluor 488-conjugated anti-CEA antibody en-
hances visualization of colorectal and pancreatic cancer [93].
In this study, comparison of two different fluorophores re-
veals differences in dose-response and photobleaching in
vivo, thus the choice of fluorophore significantly affects the
signal intensity in the labeled tumor. The Fab fragment of the
arcitumomab anti-CEA antibody coupled to NIR fluorescent
cyanine dye DY-676 also exhibits specific targeting of colo-
rectal xenograft with a maximal fluorescence signal about 8h
after antibody intravenous injection [73]. A recent study used
human serum albumin-CANIR nanoparticles coupled anti-
CEA and anti-TAG27 (human mucin (MUC1)-like glycopro-
tein complex) antibodies for colon xenograft imaging. Re-
sults show specific targeting of both CEA and TAG27 over-
expressing cells but only on lumen-facing tumors [94].

The anti-VEGF receptor antibody targets tumor cells and
those associated with the angiogenic process. The NIR800-
antiVEGFR2 antibody shows specificity for the target recep-
tor in cultured endothelial cells and in vivo. This agent exhib-
its significant accumulation within 4T1 breast xenograft tu-
mors [96]. Terwisscha van Scheltinga et al. made a complete
study comparing PET and NIR imaging with anti-VEGF and
anti-HER2 antibodies [95]. They used IRD 800CW-
antibodies on ovarian, breast and gastric tumors. Their real-
time intraoperative imaging allowed the highly specific and
sensitive detection of tumor lesions at even the submillimeter
level in intraperitoneal dissemination tumor models. Ex vivo
fluorescence microscopy showed 800CW-antiVEGFR anti-
body in the extracellular matrix of the tumor, whereas the
800CW-antiHER2 antibody fluorescence was detected
mainly on the tumor cell surface [95]. Others studies, listed
in (Table 1), showed anti-HER-2 targeting tumor cells in
breast, ovary, and other carcinomas [75, 80, 92] and anti-
spl7 in hepatocellular carcinoma [121].

Peptides

Peptides (or proteins) can also be used to target tumor
cells but they are still at an experimental level. This approach
consists in using the binding properties of the peptide (or
protein) with glycoconjugates or membrane proteins over-
expressed in tumor cells (Table 1).

For example, Chlorotoxin is used to detect various tu-
mors (glioma, medulloblastoma, prostate cancer, bowel can-
cer and sarcomas) [68]. This peptide, derived from scorpion
venom, is composed of 36 amino acids with 4 disulfide
bonds. Cyanine 5.5 was coupled to primary amines of
Chlorotoxin (3 amino functions). It interacts with MMP-2
and can be used to target tumor cells. A similar and interest-
ing approach is to use the increased protease activity of can-
cer cells to target them without specific binding to MMP-2.
Activable Cell-Penetrating Peptides coupled to Dendrimeric
nanoparticles (ACPPDs) were used to visualize tumors in
mice. Upon exposure to proteases characteristic of tumor
tissue, the linker is cleaved, dissociating the inhibitory pep-
tide and allowing the CPP to bind to and enter tumor cells
[122, 123].

Others approaches are based on RGD peptide, which is a
cyclo-peptide that mimics angiotensin. It is used to detect
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tumor cells because it specifically interacts with oyfs in-
tegrins over-expressed on the surface of many different tu-
mor cells [76, 110]. Kimura et al. have selected extended
RGD peptides by yeast surface display strategy [124]. This
process drives to the selection of “knottin peptides”, a new
class of agents for imaging. Their knottin peptides recognize
aVp3 aVpP5 and a5P1 integrins and have potential as diag-
nostic imaging agents as showed on athymic nude mice bear-
ing subcutaneous U87MG glioblastoma tumors [124].

Another in vivo study used peptidic aptamers which were
selected by phage display strategies. The CSNIDARAC pep-
tidic aptamer strongly bound to H460 cells (large cell lung
cancer) and was efficiently internalized into the cells. Using
fluorescence dye-labeled liposomes in in vivo imaging, He et
al. demonstrated selective homing of the CSNIDARAC-
liposomes to tumor [125]. For further information on pep-
tidic aptamers targeting tumor cells, the TumorHoPe data-
base references the Tumor Homing Peptides known [126].

Affibodies

Affibody molecules are small proteins based on a three
alpha helix robust scaffold. Mutations on 13 amino acids
positions confer to affibodies their recognition diversity. The
affibody that recognizes a specific target is selected from the
affibodies library by phage display strategy [127, 128]. The
anti-EGFR affibody (or HER2/neu affibody) is the most in-
vestigated. The Cy5.5- and the Dylight750-HER2 affibody
have provided high-sensitivity in vivo molecular imaging of
EGFR-positive A431, BT-474 and NCI-N87 tumor cells
compared to EGFR-negative MCF-7 and NDA-MB-468 tu-
mor cells in mice [99-105]

Nucleic Acids Aptamers

Nucleic acid aptamers are highly structured RNA or sin-
gle-stranded DNA selected from degenerated library by Sys-
tematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment
(SELEX) to bind with high affinity and specificity to a wide
range of target molecules, from small molecules to polypep-
tides and proteins (for review [129, 130]). Recently Cell-
SELEX has been developed [131] to select aptamers that
specifically bind membrane tumor markers such as PMSA
and MUC1 [91, 132].

Aptamers are considered as nucleic analog of antibodies
with dissociation constant ranging from nanomolar to pico-
molar. They present more advantages than antibodies: their
selection is fast and inexpensive, they have a smaller size
(10-15 kDa) they exhibit higher tissue penetration and faster
blood clearance that are suitable for imaging, they may be
synthesized easily at low cost once isolated, they have low or
no immunogenicity and toxicity and finally they support a lot
of chemical modifications [133]. This last point allows the
addition of functional groups that enable their detection, ren-
der them more biostable and modify their pharmacokinetic.
The first aptamer used in imaging was designed against hu-
man neutrophil elastase [134]. This work demonstrated for
the first time the potential feasibility of using an aptamer
labeled with technetium-99m (**"Tc) as reagents for diag-
nostic imaging in mouse.

Only few examples of aptamers used in cancerology
fluorescence imaging in living animals appears these last
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years in the literature [135]. They used fluorophore directly
linked to aptamer like cyanine and Alexa Fluor or aptamers
coupled to different quantum dot.

The Tan’s group used a Cell-SELEX to isolated an ap-
tamer (TDO5) that recognizes B-cell lymphoma (Ramos cell)
without knowing witch biomarker is the target [136]. Cy5-
labeled aptamer was injected intravenously in mouse bearing
Ramos cells and noninvasive (whole-body) fluorescence on
living mouse was performed. They demonstrate that Cy5-
TDO05 could effectively recognize tumor cells with high sen-
sitivity and specificity for molecular imaging.

Salva et al. described an aptamer against MUCL1 that was
conjugated to quantum Dot linked to doxorubicin (QD-
MUC1-DOX) [113]. It was injected intraperitaneously in
mice bearing human ovarian cancer cells xenograft and in
vivo fluorescence imaging showed an accumulation of the
conjugated specifically into the tumor [113]. QD-MUC1-
DOX has potential theranostic properties: therapeutic and
diagnostic by imaging [1].

Shi et al. used an activable aptamer probe for imaging
[137]. This probe consists of an aptamer with a fluorophore
and a quencher covalently attached at either terminus. Once
the probe encounters the cell membrane protein tyrosine
kinase-7 (PTK?7) target on T-cell (lymphoblastic leukemia),
conformational structure changes and activates fluorescence
signal.

Recently a novel (sophisticated) cancer targeting therag-
nostic probe was developed on a single system using a multi-
functional nanoparticle comprised of a nucleolin protein
specific cancer targeting aptamer [138]. This nucleolin ap-
tamer (AS1411) was coupled both to magnetic-fluorescent
beads (MF) and 3’Cy5 labeled microRNA (miR221). Conju-
gated nanoparticles were transfected in C6 glioma cells then
subcutaneously injected into nude mice before imaging the
whole-body. They demonstrated proof-of-principle for this
strategy and hope that this probe will be used to simultane-
ously diagnose by imaging and cure cancer by interfering
with miRNA pathway.

Many others studies have described aptamers functional-
ized nanoparticles that is effective for imaging in culture
cells but not yet in living subjects [139, 140] It’s not doubt
that in near future aptamers will represent new tools that will
be frequently used in cancer imaging.

4. RECENT ADVANCES AND APPLICATIONS FOR
IN VIVO IMAGING IN CANCER RESEARCH.

Whole-body imaging technologies are largely used in
pre-clinical studies of cancer progression, response to ther-
apy or targeted-probes development. The technology of
whole-body imaging is available on the market (Berthold,
www.bertholdtech.com; Hamamatsu, www.hama-comp.com;
Caliper, Cambridge Research Instrumentation and VisEn
Medical, PerkinElmer companies, www.perkinelmer.com;
Fuji, www.fuji-sciences.com; Carestream, www.carestream-
health.com; Biospace, www.biospacelab.co; Li-COR Bio-
sciences, www.licor.com). Technical features of these com-
mercial systems were previously described in a review of
instruments [2] as well as applications: epi-illumination,
spectral un-mixing, lifetime imaging or tomography for
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brain, lung, gastrointestinal, and ovarian tumors detection.
Several studies, using fluorescence microscopy, demon-
strated that antibody-based tumor detection (VEGF [95],
HER2 [95] and CD105 [141]), combined with a NIRF dye
(IRDye 800CW) could be used to detect tumor lesions and
angiogenesis with a high sensitivity and specificity.

Other imaging systems have been developed for applica-
tions of guided-surgery or endoscopy. With the user-friendly
intra-operative imager (Fluobeam®), by an IV injected probe
sensitive to angiogenesis (AngioStamp®, Angiosense), real-
time imaging of tumors can be obtained that will drastically
improve cancer surgery. New (“smart”) fluorescent probes
associated with fluorescence endoscopy should help sur-
geons with tumor resection in the near future (Fluoptics,
www.fluoptics.com; Visen, www.perkinelmer.com). A pre-
clinical study just showed a better survival over a 6-month
period when tumors were resected by using a Cy5-labeled
cell-penetrating peptide conjugated to a dendrimer to guide
surgery [122]. In humans, fluorescence-guided surgery and
endoscopy could enhance surgical vision and help to the
delineation and resection of tumor by the surgeon [142]. The
lack of approved fluorescent agents in humans limited their
clinical translation for this kind of application. However,
indocyanine green (ICG), an approved NIR dye, has been
largely used for surgery guidance in humans, from lymphatic
mapping to liver cancer enhancement [143-146]. Several
devices have been developed for real time observation of
ICG fluorescence distribution displayed over a color video
of the targeted tissue [147, 148]. Thus, the FLARE (Fluo-
rescence-Assisted Resection and exploration) surgical im-
aging system has been successfully translated to clinic for
image-guided oncologic surgery [148]. Endoscopic visuali-
zation of superficial gastric tumor was also possible by
passive accumulation of ICG [149, 150]. Technology of
CLE is also available on the market (Pentax Corporation;
Mauna kea Technologies). Several prospective studies on
patients demonstrated that CLE was able to distinguish
gastric cancer or cholangiocarcinoma with high sensitivity
and specificity [32].

Commercialized two photons microscopy (TPM) devices
exist for skin imaging in the clinic (JenLab’s Dermallnspect
and MPTFlex, www.jenlab.de). TPM has been used to ana-
lyze normal and diseased human skin, both ex vivo and in
vivo. On human skin biopsies, several groups demonstrated
that two photon microscopy could discriminate normal ver-
sus cancerous skin tissues. Similar results were observed in
vivo with multiphoton laser tomography and multiphoton
FLIM [40]. The combination of endoscopy with TPM may
allow the investigation of all possible organs in vivo without
being limited by scattering. A flexible fiber based TPM
clinical endoscope does not exist yet but systems have been
developed using gradient refractive index optics [151, 152].

In animal studies, more accurate data are obtained by
IVM but over a more limited period of time due to the asso-
ciated surgery (Macrofluo, www.leica-microsystems.com,
Macroscope, www.nikoninstruments.eu). IVM studies on
cancer focus on development of angiogenesis, tumor micro-
circulation and phenomena taking place within it, such as
cell adhesion phenomena in the vessels or adhesion of metas-
tatic cells in the vessels secondarily invaded tissues [153].
IVM has already provided unprecedented molecular, cellular,
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anatomical and functional insights into tumor pathophysiology
[8]. From the first study on tumor vasculature in 1965 in a
hamster cheek pouch [154] to nowadays, these imaging win-
dows have made it possible to visualize a number of metas-
tatic processes over several days, including the formation of
new blood vessels [155-157], tumor cell colonization at a dis-
tant site [10] and tumor-stroma interactions [158]. The next
generation of imaging rooms should be designed to visualize
the spleen, liver and lymph nodes.

New advances in high resolution IVM, combined with
imaging chambers and applied to visualization of metastasis
behavior at subcellular resolution over several days, have
been overviewed recently [6]. For tumor cells biology obser-
vation, high resolution acquisition and deep penetration in
tissues is needed. Therefore, these requirements made mul-
tiphoton 1VM the technique of choice for cancer researchers
[152]. Thanks to the use of cranial imaging window, mul-
tiphoton laser scanning microscopy allowed to image the
single steps of metastasis formation in real time [10]. Thus it
was possible to follow the fate of each cancer cell metastasis
with regard to deep blood vessels in the brain of the mouse
over minutes to months. Furthermore, the creation, with mul-
tiphoton excitation, of a SHG signal by collagen type | fibers
and elastin can reveal the structure of extracellular matrix
and thus better characterize tumor microenvironment. Taking
advantage of labeling by fluorescent proteins or dyes, it is
possible to visualize simultaneously several cell types in
tumor over time. Thus, tumor cells, macrophages, fibroblasts
or regulatory T cells could be observed through transgenic
fluorescent protein reporters or specific labeled antibodies,
and blood vessels visualized by intravenous injection of fluo-
rescent dextrans [7]. By using FRET IVM, dynamic changes
in subcellular signaling events that are required for metasta-
sis can be imaged over time, whereas multicolor IVM allows
the visualization of cell-cell and cell-molecule interactions.
By combining imaging chambers and photomarking of re-
gions of interest with photoconvertible fluorophores [9, 159,
160], single tumor cells can be tracked and visualized over
several days. OFDI has been used to study angiogenesis,
lymphangiogenesis and tissue viability [11]. These advances
in IVM allow highlighting distinct cellular behaviors in dif-
ferent areas of the tumor and tumor microenvironments [7].

In addition to these mechanistic insights, IVM may also
provide new opportunities to improve cancer detection and
therapy. The use of IVM in preclinical models for studies of
tumor pathophysiology has been reviewed previously [157].
For example, IVM, has been used to study mechanisms in-
volved in temporal and spatial changes of blood vessels
(morphology and functionality) after electroporation [161].

CONCLUSION

In small animals, optical imaging is a low-cost technol-
ogy by which tumor cells are detected over several weeks.
Whole-body imaging gives access to relative quantitative
detection with a “crude” topological definition over a long
period. The technology is rather simple and is now available
on the market. Cancer progression, response to therapy or
development of probes is realized with these systems. With
relevant probes (NIR dyes and tumor markers) the detection
can be performed with a very high sensitivity and specificity.
Applications for optical imaging are important and clinical
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translation is possible. Significant progresses have been per-
formed with systems but also with fluorescent agents. Fluo-
rescence-guided surgery and endoscopy should improve de-
tection and allow a more precise resection of tumors by sur-
geon. Furthermore, endoscopy gives access to tumors that
were not accessible by non-invasive fluorescence micros-
copy.

IVM is an important tool for the understanding of tumor
cells dynamic and develop new strategies for cancer treat-
ments. Novel cancer models are developed, in mice. It re-
sults in mice that have a spectrum of tumors which strongly
resembles human tumor development and progression. In-
corporate fluorophores in these tumors is challenging but
should advance the translational aspects of future I\VM studies.

With multiphoton microscopy, IVM, by following spatio-
temporal regulation of cell-cell, cell-matrix, and molecular
interactions in tumor microenvironment, will continue to
play a role in the comprehension of cancer pathophysiology
and in immune-cancer interactions.

Therefore, following and quantifying tumor progression
in vivo by optical imaging is a fantastic tool to assess the
effectiveness of cancer therapies (surgery, radiotherapy, gene
therapy). Added to the routinely used imaging techniques, it
can be used for diagnostic evaluation and surgical manage-
ment.
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INTRODUCTION
Les Aptameres comme Outils Thérapeutiques et Diagnostiques

13 Objectifs

Le premier volet de cette these a consisté en I'étude du comportement de deux
polymérases utilisées en SELEX face a des matrices utilisées dans le cadre de la

purification d’ADNsb par génération de produits PCR de brins de longueur inégale.

Le second et principal volet a été le développement de nouveaux outils pour le
diagnostic et la thérapie du cancer épithélial ovarien. Des sélections d’aptaméres
ADN ont été effectuées contre le biomarqueur membranaire Mucinel6 (par Cell-
SELEX) et contre les facteurs pro-angiogéniques IL-6 (par Filter-Binding SELEX) et
IL-8 (CE-SELEX et Filter-Binding SELEX). Apres des clonages classiques pour
identifier les ségquences enrichies, nous avons procédé a un séquencage haut-débit
des sous-librairies obtenues au cours de ces SELEX.

Nous avons également étudié les capacités de ciblage d’un aptamére décrit et
caractérisé sur des cellules en culture. Nous avons étudié la capacité de I'aptamére
anti-Mucinel a marquer des cellules cultivées en flasque et sous forme de sphéroide
3D. Le marquage a été comparé a celui obtenu avec un anticorps anti-Mucinel. La
capacité de pénétration du modele 3D a plus spécialement été étudiée avec

'aptameére et I'anticorps rendus fluorescents.
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RESULTATS
Problématique de Purification du Simple Brin a partir de Banques ADN

Les résultats seront présentés en abordant en premier lieu les techniques
nécessaires aux réalisations des SELEX puis les données obtenues pour chacun
des SELEX et en dernier lieu I'utilisation d’un aptamere décrit.

1 Problématique de Purification du Simple Brin a

partir des Banques ADN

1.1 «a,B-D-constrained nucleic acids are strong terminators of
thermo-stable DNA polymerases in polymerase chain reaction »,
article publié dans le journal PLoSOne en 2011.

L’utilisation d’'une banque ADN lors d’'un SELEX nécessite de générer une
guantité importante (100 a 200 pmoles) d’ADNsb en fin de cycle afin de procéder a
l'interaction qui débutera le suivant. Plusieurs méthodes permettent de générer ces
ADNsb copies des séquences éluées de la cible : la PCR assymétrique (Gyllensten
& Erlich 1988), la digestion par une exonucléase (Higuchi & Ochman 1989; Hultman
et al. 1989), la séparation sur billes couplées a la streptavidine (Espelund et al. 1990)
et I'électrophorése de produits PCR de longueurs inégales (Williams & Bartel 1995;
Silveira & Orgel 1995) (section Introduction-7.4).

Dans le cadre d’'une collaboration avec le laboratoire de « chimie nucléique »
(Jean-Marc Escudier), nous avons exploré la capacité de deux ADN polymérases
utilisées en PCR a incorporer des nucléotides face a une matrice de flexibilité
anormale. Nous avons utilisé deux types de molécules au sein de la matrice ADN de
rigidités différentes pour explorer le comportement des polymérases et le mécanisme
selon lequel agissent les terminateurs de polymérisation. L'incorporation de 2 unités
de triéthyléneglycol phosphate au sein d’'une amorce de PCR permet de stopper la
polymérisation du brin complémentaire au niveau de ces modification. L’absence de
base de ses « résidus » et la grande flexibilité apportée au squelette ribo-phosphate
entrainent un décrochage de la polymérase et donc l'arrét de la réplication. A
'opposé, nous avons incorporé 1 ou 2 unités de dithymidine CNA (Constrained
Nucleic Acids) au sein de la matrice pour observer le comportement des

polymérases face a une forte rigidification de la matrice. Le CNA est composé de


http://dx.plos.org/10.1371/journal.pone.0025510
http://dx.plos.org/10.1371/journal.pone.0025510

RESULTATS

Problématique de Purification du Simple Brin a partir de Banques

ADN

deux thymidines dont les bases azotées et les sucres ne sont pas modifiés mais une

liaison phosphodiester est formée entre la position 5’ du sucre et le phosphate. Cette

liaison non-naturellement observée induit une restriction conformationelle du

squelette ribo-phosphate au niveau des liaisons a et B pour le stéréocontrdler en

anneau dioxaphophoriane. Cette courbure permet de stabiliser TADN en structure en

épingle a cheveux (Dupouy et al. 2006; Dupouy et al. 2010) et induire une rigidité
entre les deux thymidines (Dupouy et al. 2008).

C’est donc dans l'optique d’utiliser des amorces « antisens » contenant des
terminateurs de polymérisation que nous avons entrepris cette étude. Nous avons
étudié le comportement de deux ADN polymérases, la Taq ADN polymérase et la Pfu
ADN polymérase face a 3 terminateurs différents : I'incorporation de deux unités de
TriEthyleneGlycol (TEG) dans le squelette osidique de 'amorce et d’un ou deux CNA
contigus dans la séquence. Les CNA induisent des contraintes structurales fortes
visant a déstabiliser la fixation de la polymérase et a induire larrét de la
polymérisation. Nous avons amplifies une matrice avec ces différentes amorces
« antisens », controlé la taille des amplicons sur gel et cloné puis séquencé les
produits obtenus afin d’identifier les incorporations effectuées par ces deux enzymes

face aux modifications.
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Abstract

(Scs', Rp) a,B-D- Constrained Nucleic Acids (CNA) are dinucleotide building blocks that can feature either B-type torsional
angle values or non-canonical values, depending on their 5'C and P absolute stereochemistry. These CNA are modified
neither on the nucleobase nor on the sugar structure and therefore represent a new class of nucleotide with specific
chemical and structural characteristics. They promote marked bending in a single stranded DNA so as to preorganize it into
a loop-like structure, and they have been shown to induce rigidity within oligonucleotides. Following their synthesis, studies
performed on CNA have only focused on the constraints that this family of nucleotides introduced into DNA. On the
assumption that bending in a DNA template may produce a terminator structure, we investigated whether CNA could be
used as a new strong terminator of polymerization in PCR. We therefore assessed the efficiency of CNA as a terminator in
PCR, using triethylene glycol phosphate units as a control. Analyses were performed by denaturing gel electrophoresis and
several PCR products were further analysed by sequencing. The results showed that the incorporation of only one CNA was
always skipped by the polymerases tested. On the other hand, two CNA units always stopped proofreading polymerases,
such as Pfu DNA polymerase, as expected for a strong replication terminator. Non-proofreading enzymes, e.g. Tag DNA
polymerase, did not recognize this modification as a strong terminator although it was predominantly stopped by this
structure. In conclusion, this first functional use of CNA units shows that these modified nucleotides can be used as novel
polymerization terminators of proofreading polymerases. Furthermore, our results lead us to propose that CNA and their
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derivatives could be useful tools for investigating the behaviour of different classes of polymerases.
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Introduction

The ability of the different thermostable DNA polymerases to
perform synthesis using either modified DNA templates or
modified nucleotides as precursors is a subject of considerable
interest. Indeed, there is a rich literature concerning the bypass
and/or the incorporation of non-natural DNA nucleotides. These
modified nucleotides have been used to analyse the active site of
DNA polymerase by insertion kinetics experiments, to protect
nucleic acids against nuclease digestion, to perform mutagenesis,
or to generate terminator structures. The modifications studied
concern the sugar moiety (e.g., 1,5-Anhydrohexitol Nucleotides [1],
Glycerol-Nucleoside Triphosphates (GNA) [2,3], o-L-7Threo-fur-
anosyl Nucleic Acids (TNA) [4,5], 4'-acetylated thymidine
triphosphate [6], Cyclohexenyl Nucleic Acid (CeNA) [7], Locked
Nucleic Acid (LNA) [8,9], and 2',4'-Bridged Nucleotide Acids
(BNA) [10,11]) or the base moiety (e.g., non-polar nucleotide

@ PLoS ONE | www.plosone.org

analogues [12], abasic sites [13], and cage nucleotides [14,15]).
Some of these modified nucleotides were described as terminators
of replication and their ability to stop polymerisation differed
depending on the DNA polymerase used. In vitro, particularly in
PCR  experiments, the most common and the strengthened
terminator is a non-nucleotide terminator composed of two
successive triethylene glycol phosphate units incorporated within
one of the two primers in a central position [16]. This primer will
therefore have a tripartite composition (5" lengthener-terminator-
complementary sequence). These non-nucleotide terminators were
designed to generate two strands that significantly differ in length
and which can therefore be readily purified by gel electrophoresis.

One of the research domains in which these terminators are of
particular interest is the selection of DNA aptamers. This selection
1s performed by systematically evolution of ligands by exponential
enrichment, which is termed the SELEX method [17,18]. Several
techniques focused on easily and efficiently purifying the sense

October 2011 | Volume 6 | Issue 10 | €25510



single-stranded DNA for each run of selection. The most common
methods used are asymmetric PCR [19], lambda exonuclease
digestion [20], magnetic separation with streptavidin-coated beads
[21], and denaturing polyacrylamide gel electrophoresis [16].
Each of these methods has their specific drawbacks, although all,
with the exception of purification by gel electrophoresis, are
unable to ensure that purification of only the sense single-strand
DNA was performed. Modification of the length of one strand
obtained in PCR remains the most suitable means to obtain the
desired single strand, even if the efficiency of the extraction of the
single strand from the gel remains a limitation of this approach.

In the present study, we were focused on a class of recently
described nucleotides, the (Scs, Rp) o,-D-CNA TT (CNA). The
nucleobase and the sugar structure are unmodified in these CNA,
which represent a new class of nucleotide with specific chemical
and structural characteristics. CNA are dinucleotide building
blocks that can feature either B-type torsional angle values or non-
canonical values, depending on their 5'C and P absolute
stereochemistry (Fig. 1) [22,23]. CNA display the gauche (+)
conformation for the o torsional angle, which can induce
destabilization of a duplex [24] as well as promote marked
bending in a single-stranded DNA to preorganize it into a loop-
like structure [25]. The conformational restriction of the
phosphodiester linkage, by its transformation into a neutral
stereocontrolled dioxaphosphorinane ring structure, stabilized
DNA hairpin structures [26,27] and induced rigidity within
oligonucleotides [28].

We hypothesized that bending in the template may produce a
terminator structure, and we tested whether CNA could be used as
a new strong terminator of polymerization in PCR. We showed
that a double CNA repeat completely stops thermostable DNA
polymerases whereas one CNA is skipped. Our results also lead us
to propose that CNA and their derivatives could be useful tools for
investigating the behaviour of the different classes of polymerases.

Results

One o,B-D-CNA TT unit is skipped by DNA polymerases

We investigated CNA within reverse primers as a potential
terminator able to block the elongation of the sense strand in a
PCR reaction. Two different DNA polymerases, either possessing
(Pfu DNA polymerase) or lacking (7ag DNA polymerase)
proofreading activity were used in PCR. Each polymerase was
tested in the same PCR conditions on an arbitrary 78 bp template
(Fig. 2A) with different reverse primers. In this experiment, the
forward primer was *?P labeled at the 5’ extremity to detect only

CNA Block Elongation in PCR

the sense strand and PCR products were analyzed using
denaturing acrylamide gel electrophoresis. Three PCR controls
were performed with three different reverse primers: a short
reverse primer included in the template (primer R), a longer
reverse primer without modification (primer Ryy), and the primer
Ropeg containing a terminator composed of two successive
triethylene glycol phosphate units. PCR amplification with primer
R gave a main signal of 79 nt with the Tag DNA polymerase
(Fig. 2B, lane 5) and 78 nt with Pfu DNA polymerase (Fig. 2B, lane
6). As expected, Pfu DNA polymerase synthesised a product
corresponding exactly to the length of the template whereas Tag
DNA polymerase added an extra nucleotide to the 3" end with its
terminal transferase activity (i.e. the ability to add an extra base —
usually an adenine— at the 3’ ends independently of the template).
Some additional bands were visible with a very low intensity and
correspond to n—1 and n+1 fragments (see discussion). When the
Ry primer was used, the addition of an extra nucleotide to the 3’
end of the PCR product was also observed with the 7ag DNA
polymerase (Fig. 2B, lane 1) but not with the Pfu DNA polymerase
(Fig. 2B, lane 10). These different behaviours of the polymerases
have been widely reported in the literature [29,30,31]. The third
PCR control experiment was performed with the primer Rojcq
(Fig. 2B, lanes 4 and 7). As expected, both DNA polymerases were
never able to bypass this terminator. The results obtained with
these three control primers clearly confirmed that the “polishing”
activity of Pfu DNA polymerase was efficient on blunt and 3’
recessed ends. In contrast, an extra-nucleotide was systematically
added with Tag DNA polymerase, as a 79 nt fragment was mainly
obtained.

To test the polymerisation activity of each DNA polymerase in
the presence of CNA, we incorporated one CNA into a central
position of the reverse primer (Primer Rgna). A single PCR
product was observed with the two enzymes (Fig. 2B, lanes 2 and
9). In both cases the polymerases were able to bypass the
modification introduced into the Rena reverse primer. The Pfu
DNA polymerase synthesized a 96 nt fragment, suggesting that the
enzyme was able to skip the CNA otherwise the fragment would
have been 98 nt long (Fig. 2A). With the Tag DNA polymerase,
the amplicons had a length of 97 nt. This suggests that Tag DNA
polymerase was also able to skip this modification and the
supplementary nucleotide was only due to the terminal transferase
activity of this enzyme.

To precisely analyse the fragments generated by each
polymerase, we cloned and sequenced the sense single-strand
DNA. PCR products were loaded onto a denaturing acrylamide
gel and extracted (Figure S1). We thus set up a cloning strategy to

Figure 1. Structural constraints in (Scs, Rp) 0,p-D-CNA TT. Left: the six backbone torsion angles (labelled « to £) of nucleic acids. Middle: the
o,p-D-CNA TT dinucleotide in which o and  are stereocontrolled by a dioxaphosphorinane ring structure. Right: superimposition of the X-ray
crystallography structure of unmodified TpT (black) [40] and NMR structure of (Scs', Rp) o,B-D-CNA TT (gold).

doi:10.1371/journal.pone.0025510.g001

@ PLoS ONE | www.plosone.org
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CNA Block Elongation in PCR

Figure 2. CNA as terminator of polymerization. A) Set of primers used for each PCR. Forward primer was >2P labelled to detect only the sense
strand. The lengths of the PCR products expected are indicated. B) Denaturing polyacrylamide gel electrophoresis obtained for each set of primers
with Tag DNA polymerase (1-5) and Pfu DNA polymerase (6-10). For each polymerase, the PCR were performed with different reverse primers: Ry
(lanes 1, 10); Rena (lanes 2, 9); Raena (lanes 3, 8); Rapeg (lanes 4, 7); R (lanes 5, 6). The length of the mains fragments is indicated. Inset: gel

overexposed.
doi:10.1371/journal.pone.0025510.g002

precisely determine which nucleotides were skipped by polymer-
ases in front of the CNA (Fig. 3A). A second PCR was thus
performed with primers carrying restriction sites and surrounding
the position of the CNA. The reverse primer was chosen so as not
to be just after the position of the CNA and the PCR was
performed with the same DNA polymerase as the one used during
the first PCR. The sequencing (Fig. 3B) confirmed that both
enzymes were able to skip the modification introduced into the
antisense strand without adding any nucleotide opposite to the
CNA. Thus, the structural constraint of the template strand did
not block the enzymes, and this single CNA was constantly
bypassed.

Two successive a,-D-CNA TT units display strong
terminator activity

The structural constraint introduced by a single CNA was not
sufficient to block polymerases, and we therefore introduced two
successive CNA units spaced by one phosphodiester bond into the
reverse primer (Primer Rocna, Fig. 2A). Using this reverse primer,
the two enzymes displayed completely different behaviours. Pfu

@ PLoS ONE | www.plosone.org

DNA polymerase was never able to read-through this modification
and a unique main signal was detected (Fig. 2B, lane 8). This PCR
product was 79 nt long indicating that Pfu DNA polymerase
incorporated a supplementary nucleotide compared with the
product length obtained with the Rg,., primer. This addition
could be due to the incorporation of a nucleotide in front of the
thymidine of the CNA or to the terminal transferase activity of this
enzyme which was not compensated by its proofreading activity on
this kind of template. However, the insertion of two successive
CNA generates a structural constraint which completely stopped
the Pfu DNA polymerase, as we observed with the two triethylene
glycol phosphate units as terminator.

Tag DNA polymerase synthesized eclongated fragments of
different lengths (Fig. 2B, lane 3). With a longer exposure of the
gel, a signal can be detected near 98 nt (Fig. 2B, inset). This weak
signal indicated that 7ag DNA polymerase could occasionally
synthesize a full-length fragment and consequently that the
structural constraint introduced by the two CNA was not sufficient
to completely stop this enzyme. Thus the two CINA units inserted
into the Roona reverse primer displayed dual effects on the
behaviour of Tag DNA polymerase; cither the enzyme passed

October 2011 | Volume 6 | Issue 10 | €25510



CNA Block Elongation in PCR

Figure 3. Sequences of sense single-strand DNA obtained with Rcya. A) Schematic representation of the PCR realized for cloning. The same
DNA polymerase was used in this second PCR than in the first PCR. EcoRl sites incorporated for cloning were indicated. B) Sequences obtained for

each polymerase with the Reya primer.
doi:10.1371/journal.pone.0025510.9003

through the modification or the two CNA terminated polymer-
ization. When this structural constraint was perceived as a
terminator by the enzyme, the end point of polymerization
spreads out over several nucleotides (Fig. 2B).

The contrasting behaviour between 7ag DNA polymerase and
Pfu DNA polymerase with the Rocgna primer was confirmed by
sequencing the single-strand DNA. The sense single strands of
DNA were purified on a denaturing acrylamide gel (Figure S1).
The strategy used for cloning was to ligate the sense single-strand
DNA, and thereby generate concatemers independently from the
stop point of the enzyme. These concatemers were then amplified
by PCR with primers surrounding the position of ligation (Fig. 4A)
and these PCR products were cloned and sequenced (Fig. 4B).
With Pfu DNA polymerase only two kinds of sequence were found.
As shown in Figure 2B, the main product is 79 nt long, and this
length increase corresponded to the addition of one adenosine to
the 3’ end of these fragments. However, a few clones did not
present this supplementary nucleotide. 7a¢g DNA polymerase
partially skipped the modification since one adenosine was
systematically incorporated in front of the two CNA units
(Fig. 4B). A few nucleotides were then usually incorporated, and
in all cases an extra nucleotide was added to the 3’ end of the
fragment due to the strong terminal transferase activity of 7ag
DNA polymerase. The maximum length of fragment obtained by
cloning was 85 nt and the predominant fragments were between
80 and 82 nt (Fig. 2B). Each single-strand DNA product was
cloned three times but the proportion of the various sequences
obtained varied greatly from one cloning to the other. We
therefore did not extract any statistics from these results and only
present the different sequences obtained (see discussion).

Discussion

We investigated the conformational constraints within single-
stranded DNA as a template for DNA polymerases. For this
purpose, we used CNA to induce bending in the template. Since
they were first synthesized [22], no published work has reported
the functional impact of CNA on the behaviour of DNA
polymerases. We used two different thermostable DNA polymer-
ases in PCR: Pfu DNA polymerase and Tag DNA polymerase. The

@ PLoS ONE | www.plosone.org

former is a classical enzyme used in PCR for its proofreading
activity. It has the lowest error rate of all the commonly used
thermostable polymerases [30] and its high-fidelity amplification
capacity is provided by its 3'—5" exonuclease activity (also known
as polishing activity [29]). The Tag DNA polymerase catalyzes
highly accurate DNA synthesis i vitro, despite lacking a 3'—5’
proofreading exonuclease activity [31].

To check for the potential terminator function of CNA we
performed PCR using a forward primer labelled with **P on its 5’
end to detect only the sense strand with a high sensitivity. With this
method, some additional bands were visible with a very low
intensity in all conditions tested (Fig. 2B) and correspond to n—1
and n+1 fragments. These n+1 fragments were obtained during
the chemical synthesis of long fragments, especially when guanines
were incorporated and this modification of length corresponded to
a GG dimer formation. Over the large number of couplings in the
synthesis of long oligonucleotides, this can lead to a significant n+1
peak. As with the n—1 compounds, these n+l1 fragments were
difficult to separate from the full-length oligonucleotides (http://
www.glenresearch.com//GlenReports/ GR21-211.html).

Regardless of proofreading activity, introduction of a single
CNA unit within the template induced a conformational stress that
was sufficient for both polymerases to bypass the two thymidines.
CNA can form loop-like structures [27,32] and it is clear that the
DNA polymerases systematically skip this loop. The mechanism
mvolved in this skipping is unlikely to be a slippage since the
template sequence used in our study does not correspond to any of
the previously published slippage conditions. In fact, replication
slippage [33,34] is a mechanism that can occur in frameshift
mutations of homopolymeric sequences [35] and in deletions
between short or long directly repeated sequences [36,37]. It has
been previously shown that thermostable DNA polymerases
induce deletions on hairpin structures by a process termed
“polymerization across” [38]. We suggest that the same
mechanism is involved with the loop-like structure generated with
CNA.

When two CNA units are introduced into the reverse primer,
the behaviour of the two classes of polymerases differs. The Pfu
DNA polymerase is completely blocked by this modification, as it

October 2011 | Volume 6 | Issue 10 | €25510
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Figure 4. Sequences of sense single-strand DNA obtained with Rocya. A) Schematic representation of the strategy used for cloning. The
sense single strand DNA were purified and ligated with RNA ligase. A second PCR was performed with forward (red) and reverse (blue) primers
surrounding the position of ligation. These PCR products were then cloned and sequenced. B) Sequences obtained for each polymerase with the
Rocna primer. The nucleotides corresponding to the terminal transferase activity of Tag DNA polymerase are indicated in blue and incorporation of

nucleotides is shown in red. The length of these fragments is indicated.

doi:10.1371/journal.pone.0025510.g004

does with two triethylene glycol phosphate units. The only
difference between these two terminators is that one adenosine is
incorporated in front of the CNA. The best yields in chemical
synthesis of these CNA are obtained with thymidine as a
nucleobase. It was thus very difficult to test nucleotides other
than thymidine in these CNA. However, the results obtained with
Tag DNA polymerase convincingly demonstrate that the incorpo-
ration of the additional adenosine by Pfu DNA polymerase is due
to the presence of one T in the CNA rather than the terminal
transferase activity of this enzyme. The sequencing results show
that this addition is not systematic and that a small proportion of
PCR products were stopped without any supplementary 3’end
addition. We did not try to quantitatively express the proportions
for each kind of PCR product. Indeed, these clonings were
performed several times and a bias was observed since the fraction
cloned with adenosine does not reflect the percentage synthesized
and observed on the acrylamide gel. We therefore have not

@ PLoS ONE | www.plosone.org

presented any statistical data deduced from these clonings and
simply report the nature of the sequences obtained. These clonings
were performed with a concatemerization step which consists of a
ligation between the single strands. Our analyses of this bias lead
us to propose two possible hypotheses: the efficiency of this ligation
either depends on the 3’ donor, or, for a reason that we are unable
to identify, the cloned fraction does not reflect the actual
percentage synthesized. These two CNA units thus demonstrate
a novel strong terminator activity when a proofreading enzyme
such as Pfu DNA polymerase is used in PCR.

In contrast, with a non-proofreading enzyme such as 7ag DNA
polymerase, CNA in tandem does not behave as a strong
terminator in PCR; 7ag DNA polymerase never stops precisely
at the site of modification, but a few nucleotides later, or more
rarely at the end of the template. 7a¢g DNA polymerase
maintained its activity beyond this modification, whereas Pfu
DNA polymerase did not. We suggest that this difference of
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behaviour may be due to the “tightness” and rigidity of the active
site of these two polymerases [39]. It follows that, CNA and their
derivatives are potentially useful analytical tools to study DNA
polymerase behaviour. It would be particularly interesting to study
the effects of varying the distance between the two CNA. Finally,
similar to abasic triethylene glycol phosphate units, a tandem CNA
is a strong terminator in PCR when using a proofreading enzyme
such as Pfu DNA polymerase. Our results provide the first example
of a sugar/phosphate backbone constraint that impacts on
enzymatic activity without modifying the nucleobase nature or
the sugar structure on single-stranded DNA.

Materials and Methods

All oligonucleotides were purchased from Sigma-Genosys (St.
Quentin Fallavier, France), except for primers containing, o,B-D-
CNA and PEG (DMT triethyloxy glycol amidite, GeneCust,
Dudelange, Luxembourg), which were synthesized by J-M E.
[v-**P]-ATP (6000 Ci/mmol) was purchased from Perkin Elmer
(Courtaboeuf, France). Pfu DNA polymerase was purchased from
Promega (Madison, USA). Recombinant 7a¢g DNA polymerase
was produced and purified by LP. T4 RNA ligase was purchased
from Fermentas (supplied by Euromedex, Mundolsheim, France).
All other enzymes were purchased from New England Biolabs
(Ozyme, St-Quentin-en-Yvelines, France). Cogenics (Meylan,
France) performed DNA sequencing.

Synthesis of can

The synthesis of (Scs, Rp) o, B-D-Constrained Nucleic Acids has
been previously reported [22]. In the primer sequences, o,B-D-
CNA T'T 1s indicated as T*1T and triethylene glycol phosphate unit
is indicated as Peg. Incorporation of (Scs, Rp o,f-D-CNA TT
was verified by MALDI-TOF MS (Data not shown).

Polymerase Chain Reaction

The PCR reaction mixtures were prepared in a total volume of
50 pL. For each DNA polymerase (1.5units) , the same conditions
were used: 250 uM of each dN'TP, 0.5 uM of reverse and forward
primers (Table 1), 40 nM of DNA template (T: 5'-GGTATT-
GAGGGTCGCATCTGGGGGGGATGTATTCTGGGGGGT-
TGGGCCGGGGTCCCCGGATGGCTCTAACTCTCCTCT-3',
78mer) in the appropriate reaction buffer [70x Pfu buffer: 200 mM
Tris-HCI (pH 8.8 at 25°C), 100 mMKCI, 100 mM (NH,4)9SOy,,
20 mM MgSOy, 1% TritonX-100 and 1 mg/mL nuclease-free
BSA. 10x Taq buffer. 100 mM Tris-HC1 (pH 8,3 at 25°C),
500 mM KCI, 15 mM MgCly, 0.1% gelatine.]. Forward primer
was end-labelled by T4 polynucleotide kinase with ATP-y **P, and
then purified by size exclusion using Microspin G-25 columns (GE
Healthcare). Amplifications were performed on GeneAmp® PCR
system 9700 from Applied Biosystems, with the following
parameters: 94°C 2 min (94°C 30 s; 60°C 20 s; 72°C 10 s) for
30 cycles, followed by an extension step at 72°C for 1 min. PCR
products were loaded onto denaturing urea-polyacrylamide gel
and migration was performed at constant power (20 W). The gel
was dried and exposed using Kodak Biomax film overnight at
room temperature.

Purification of (+) strand ssDNA

PCR products were loaded onto denaturing urea-polyacryl-
amide gel and strands of unequal length were separated by
electrophoresis and purified. Samples were prepared in 2X
denaturing loading buffer (20 mM EDTA, 0.05% Xylene cyanol,
prepared in 95% formamide), heated for 5 minutes at 95°C and
transferred onto ice to prevent annealing. Electrophoresis was

@ PLoS ONE | www.plosone.org
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Table 1. Sequences of the primers used in PCR.

Primer Sequence

5'-GGTATTGAGGGTCGCATC-3"
R 5'-AGAGGAGAGTTAGAGCCATC-3’
Rw 5'-ACATCGCATACTTATACT TAGAGGAGAGTTAGAGCCATC-3"
Rena 5'-ACATCTCATACTTATACT T ¥ TAGAGGAGAGTTAGAGCCATC-3”
Racna 5'-ATCTCATACTTATACT T * T T* T AGAGGAGAGTTAGAGCCATC-3'
R2peg 5'-ATCTCATACTTATACTP@gPegAGAGGAGAGTTAGAGCCATC-3'

o,-D-CNA TT is indicated by T*T and triethylene glycol phosphate unit by Peg
in the primer sequences. The modification of lengths due to the insertion of
a,3-D-CNA TT or triethylene glycol phosphate unit in primers Reya and Racna,
correspond to the addition of 2, and 4 nucleotides equivalent, respectively.
doi:10.1371/journal.pone.0025510.t001

carried out in a 10% polyacrylamide (19:1)-7M urea gel prepared
in TBE 1x (100 mM Tris pH 8.4, 90 mM Boric acid and 1 mM
EDTA). A pre-run of 30 minutes at constant power (25 W) was
performed before denatured samples were loaded and electropho-
resed at constant power (20 W) for =40 minutes. Gels were
stained with ethidium bromide (0.5 pg/ml) and DNA was
visualized under UV light.

To purify the band corresponding to the strand (+), DNA was
excised and eluted for 2 h 65°C in 300 ul of TAE 1 x and purified
using DNA gel extraction kit (Millipore) and quantified at 260 nm.

Ligation of (+) strand ssDNA

(+) strand ssDNA, obtained with Rycna and Ropes reverse
primers, was purified and 5'-phosphorylated using T4 polynucle-
otide kinase. The reaction mixtures were prepared in a final
volume of 10 pL. with 4 pL of gel-extracted ssDNA (2040 ng),
ATP 1 mM, BSA 0.1 mg.mL.™", 10 U T4 PNK in T4 RNA ligase
buffer 1x, then incubated at 37°C for 1 h. The 5-P ssDNA
fragments were concatemerized at 16°C overnight in a total
volume of 11 uL by the addition of 1 U T4 RNA ligase.

PCR generation of EcoRI-ended fragments from purified
ssDNA amplified with Rypeg OF Rycna reverse primers

PCR using EcoRI forward and reverse primers (Table 2) were
performed in a total reaction volume of 50 puL with 7ag Pol buffer
or Pfu buffer containing each primer (0.5 uM), each dNTP
(250 uM), 4 puL of ssDNA concatemers and 1.5 U of the
corresponding polymerase. 30 PCR cycles of 30 s at 94°C, 20 s
at 60°C and 10 s at 72°C were performed. A final extension was
then carried out for 1 min at 72°C.

Table 2. Sequences of the primers used for cloning.

Primer Sequence Length
EcoRlI forward primer 5'-ATCGGAATTCGGGATGTATTCTGGG-3'  25mer
EcoRl reverse primer 5’-TACGGAATTCCCCCAGATGCGACCC-3"  25mer
EcoRI cna forward primer  5'-ATCGATCATCGAATTCGGTATTGAGGGTCGCATC-3' 34mer
EcoRl cna reverse primer  5'-TACGGAATTCACATCTCATACTTA-3' 24mer

EcoRI digestion sites are underlined.
doi:10.1371/journal.pone.0025510.t002
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PCR generation of Eco Rl ended fragments amplified with
Rcna reverse primer

PCR products obtained with Rena reverse primer were
amplified by a second PCR using EcoRIgna forward and reverse
primers (Table 2), without ssDNA purification. The second PCR
was performed with the polymerase used in the first PCR.

Cloning

EcoRI-ended fragments were digested by EcoRI in buffer
(50 mM NaCl, 100 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl2, 0,025% triton
X100) for 1 h at 37°C, precipitated and ligated by T4 DNA ligase
into pBluescript SK™ vector (Stratagene) EcoRI digested and CIP
(Ozyme) dephosphorylated. The ligation reaction was transformed
into XL1blue E. coli strain. Transformed bacteria were plated on
Mac Conkey medium supplemented with ampicillin (100 pug/ml)
and incubated overnight at 37°C.

Supporting Information

Figure S1 Purification of single strands DNA for
cloning. PCR products were loaded onto two low resolution
denaturing acrylamide gels. After electrophoresis, one gel was
transferred on Nylon membrane and hybridized with an antisense
probe to localize the sense single strands of DNA. The pieces of
the second gel corresponding to the hybridization area were cut
and the DNA extracted for cloning. (A) Denaturing Polyacryl-
amide Gel Electrophoresis obtained for each set of primers with
Pfu DNA polymerase and Taqg DNA polymerase, stained with
ethidium bromide. For each polymerase, the PCR were realized
with different reverse primers: Ry (lanes 1, 10); Rgna (lanes 2, 9);
Rjcna (lanes 3, 8); Ropeg (lanes 4, 7); R (lane 6). Lane 5 (T)
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Figure S1.: Purification of single strands DNA for cloning. PCR products were loaded onto two low
resolution denaturing acrylamide gels. After electrophoresis, one gel was transferred on Nylon
membrane and hybridized with an antisense probe to localize the sense single strands of DNA. The
pieces of the second gel corresponding to the hybridization area were cut and the DNA extracted for
cloning. (A) Denaturing Polyacrylamide Gel Electrophoresis obtained for each set of primers
with Pfu DNA polymerase and Taq DNA polymerase, stained with ethidium bromide. For each
polymerase, the PCR were realized with different reverse primers: Ry (lanes 1, 10);Rcna (lanes 2,
9); Racna (lanes 3, 8); Rapeq (lanes 4, 7); R (lane 6). Lane 5 (T) corresponds to the 78 bp template. The
length of the mains fragments is indicated. (B) Hybridization with antisense probe of gel shown in (A).
Denaturing urea-polyacrylamide gels were transferred by capillarity on Nylon membrane in 20x SSC
over night at room temperature, then UV crosslinked using Spectrolinker (XL1000). The membrane
was prehybridized 1 h at 60°C in Church buffer (0.5 M phosphate buffer pH 7.5, 7% SDS, 1% BSA, 1
mM EDTA). Hybridization was performed in the same buffer at 60°C overnight with 2 ng of labelled
antisense probes (5-TGGGGGGGATGTATTCTGGGGGGTTGGGCCGGGGTCCCCG-3, 40mer).
Probes were end-labelled by T4 polynucleotide kinase with ATP y**P, then purified by size exclusion
using Microspin G-25 columns (GE Healthcare). Specific activity was evaluated at about 5 10° cpm/ug.
After hybridization, the membrane was washed twice with SSC 0.2x, SDS 0.1%, 15 min at 60°C, and
exposed using Kodak film Biomax over night at room temperature.
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La considération de ces résultats dans l'optique d’utiliser de telles molécules

dans le cadre d’'un SELEX méne a choisir l'utilisation combinatoire d’'une enzyme a
activité 3’->5° exonucléase, la Pfu ADN polymérase et des amorces « antisens »
comprenant deux unités de Triéthyleneglycol comme terminateurs forts de la

polymérisation.

L’utilisation d’'un seul CNA ne suffit pas a stopper la polymérisation et
l'utilisation de 2 CNA contigus entraine l'incorporation de bases supplémentaires en
3’ du brin sens « aptamérique ». Cette activité terminal transférase peut poser
probléme dans le cadre d’'un SELEX car elle entraine la modification de la séquence
primaire sélectionnée et donc la possibilité de modifier sa structuration et

potentiellement empécher la reconnaissance de la cible.

La principale limitation a l'utilisation de cette méthode pour purifier le simple-
brin aptamérique restera néanmoins la réalisation efficace de I'extraction de TADNsb

a partir du gel de polyacrylamide.

1.2 Données non publiées sur la contrainte induite par 2

modifications terminatrices de polymérisation espacées dans la
matrice

Nous nous sommes ensuite intéressé au comportement des polymérases face
a une matrice comportant 2 CNA (chaque CNA est symbolisé par un Y) non contigus,

espaceés de n=1 a n=13 bases (Figure 13A).

L’étude du comportement des enzymes face a I'espacement croissant des Y
(amorces YnY) n’a pas été menée a son terme. La Taq est capable de polymériser
sur quelques bases derriére la double modification YY dans la matrice comme vu
précédemment. Il est donc logique qu’elle puisse passer également sur les YnY.
Cependant, on observe une faible proportion de brins « sens » de petite taille (60 a
65 nts) y compris lorsque les Y sont séparés de 13nt, ce qui signifie que la
polymérisation peut étre stoppée aprés le 1°" Y rencontré méme lorsque le second
est éloigné d’'une dizaine de bases (Figure 13B). La Taq peut majoritairement
continuer la polymérisation derriere le premier Y mais va s’arréter aprés le 2nd,

montrant que la présence du deuxieme Y méme éloigné de 13 nts arréte la
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polymérisation de cette enzyme. D’aprés les intensités de bandes observées,
l'interprétation peut étre la suivante : La Taqg peut passer sur le premier Y alors qu’au

niveau du second,

la contrainte déja présente dans la matrice s’additionne a la

nouvelle contrainte rencontrée pour provoquer I'arrét de la polymérisation.

Les résultats obtenus avec la Pfu ne permettent pas d’avancer d’interprétation
(Figure 13C). Un séquencage des brins complémentaires « sens » générés face a
ces matrices YnY permettrait de vérifier la théorie avancée pour le comportement de

la Taqg et de nous informer sur celui qu’adopte la Pfu.

A Matrice (M) 78nt
|
51: 180 —> e ;
S E—— T
e THTTHT
W : 5’ ACATCGCATACTTATACTTAGAGGAGAGTTAGAGCCATC
YY : 5'ACATCGCATACTTATACTYYAGAGGAGAGTTAGAGCCATC
12 : 5/ TTCTCATACTTATACYTYAGAGGAGAGTTAGAGCCATC
13 : 5’ TTCTCATACTTATAYCTYAGAGGAGAGTTAGAGCCATC
22 : 5’ TTCTCATACTTAYTACTYAGAGGAGAGTTAGAGCCATC
YnY 25 : 5’ TTCTCATACYTTATACTYAGAGGAGAGTTAGAGCCATC
29 : 5’ TTCTCYATACTTATACTYAGAGGAGAGTTAGAGCCATC
31 : 5’ TTCYTCATACTTATACTYAGAGGAGAGTTAGAGCCATC

W 39nt
Yoy : 40nt

¥Y : 40nt

M YY 12 13 22 25 29 31 W

Figure 13 : Comportement des ADN polymérasesTaq et Pfu face a des matrices
YnY. (A) schéma de la PCR et tableau des amorces W, YY et YnY utilisées. (B) Gel
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dénaturant poly-acrylamide des produits de PCR Tag. (C) Gel dénaturant de poly-

acrylamide des produits de PCR Pfu.

La technique de préparation de 'ADNsb par des produits PCR de longueur
inégale a été utilisée lors des SELEX contre I'lL-8. Les produits ADNdb ont été
obtenus a partir de 10 tubes de 50 pL de produit PCR et purifiés sur gel de
polyacrylamide dénaturant urée. Ceci a permis de générer 100 pmoles d’ADNsb a
chaque cycle pour procéder au cycle suivant de SELEX.

Les rendements de purifications n’ont pas été déterminés en ce qui concerne
cette méthode de purification d’ADNsb. Cependant il a été plusieurs fois observé que
'ADNsb ait été perdu entre I'excision du gel et la reprise du précipitat aprés
extraction mécanique. Ceci est peut étre da a la trop faible concentration de matériel
ADNSsb qui réduit sensiblement I'efficacité de la précipitation éthanolique. Ceci rend

le processus relativement aléatoire quant a I'obtention d’ADNsb.

Ces problémes liés a I'extraction d’ADN a partir de gel de polyacrylamide sont

relatés dans la littérature (section Introduction-7.4).

Pour pallier a ce probléme de quantité d’ ADNsb avant précipitation, nous avons
procédé pour le SELEX IL-6 et le Cell-SELEX a des PCR en cascade et une
purification d’ADNsb sur colonne d’affinité streptavidine. Cette technique de
purification étant nettement moins efficace, la quantité de produits PCR ADNdb a
obtenir est plus importante. La PCR en cascade permet d’augmenter la quantité de

produits PCR et ainsi limiter les problémes lors de la précipitation.
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2 SELEXIL-8

Il N’y a pas de méthode générique pour la sélection d’aptaméres et dans la
plupart des cas le succes du SELEX semble dépendre des conditions utilisées lors
de la sélection (Daniels et al. 2003). La sélection d’'un aptameéere dépend des

propriétés de la cible, de sa disponibilité et de sa pureté.

La chimiokine IL-8 a été initialement identifiee comme activatrice des
neutrophiles et comme facteur chimio-attractant (Yoshimura 1987). Elle joue de
multiples roles comme cytokine pro-inflammatoire par I'activation et le chimiotactisme
de différents types cellulaires immuns (Skov & Beurskens 2008). L’inhibition de I'lL-8
dans les tumeurs solides pourrait contrer la progression tumorale par diminution de
'angiogénése, de la croissance des cellules tumorales et de la transition epithélio-
mésenchymateuse (Waugh & Wilson 2008; Gabellini et al. 2009). Il a été démontré
gue beaucoup de types de carcinomes humains (mammaire, colo-rectal, gastrique,
pulmonaire et ovarien entre autres) expriment de forts taux d’lIL-8 par comparaison
aux tissus sains (Waugh & Wilson 2008). De plus, plusieurs études cliniques sur des
meélanomes, des cancers du sein, de l'ovaire, de la prostate, du colon et de I'ovaire
ont montré une corrélation directe entre le taux sérique d’IL-8 et la progression de la
maladie (Xie 2001).

Nous avons choisi de sélectionner des aptaméres contre I'lL-8 humaine par deux
procédés différents de partitionnement : I'électrophorése capillaire et la filtration sur
membrane de nitrocellulose. Ces procédés de partitionnement ont été choisis car ils
ne nécessitent pas d'immobilisation de la cible. Les séquences sélectionnées ont été
clonées et celles issus du Filter-Binding SELEX ont également été séquencées par la
méthode haut-débit. Une IL-8 commerciale a été utilisée pour cette sélection
(PeProTech).
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2.1 Non-SELEX par électrophorese capillaire

2.1.1 Sélection

Le CE-SELEX a été effectué selon la procédure de non-SELEX (Berezovski et
al. 2006) sur 3 cycles puis couplé a un cycle de SELEX classique. Le non-SELEX est
une sélection sans étape d’amplification PCR : Les séquences sélectionnées au
cycle n sont éluées de la cible aprés partitionnement et directement remises en

interaction avec la cible au cycle n+1.

Aprés 20 minutes d’interaction entre la librairie et la cible IL-8, le mélange est
injecté en électrophorése capillaire et le temps de migration des séquences est
déterminé par mesure de la fluorescence due au passage des ADNsb marqués a la
fluorescéine devant la cellule de détection LIF. Lors de la premiere injection de Non-
SELEX, un pic majoritaire correspondant au temps de migration de la librairie seule
est observé (a 17 minutes) puis des pics minoritaires sont collectés dans la fraction
C2.3 (Figure 19A). La concentration en IL-8 est réajustée dans le tube de collecte
puis le mélange est réinjecté lors du cycle 2 de Non-SELEX. Les pics sortants aprés
le temps de migration standard de la librairie sont collectés (Figure 19B) puis un 3°™®
cycle de Non-SELEX est effectué (Figure 19C). La limite de détection de I'appareil
étant quasiment atteinte, nous avons choisi d’amplifier les séquences pour procéder

a un cycle de CE-SELEX classique.
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A C23

3D1.3 3.3E1.3

Figure 19 : Non-SELEX contre IL-8. (A) Electrophorégrammes de l'interaction entre
la librairie2 et [IIL-8. L’agrandissement correspond a la fraction collectée
C2.3contenant les pics d’interaction. (B) Electrophorégramme de l'interaction entre la
sous-librairie C2.3 et I'lL-8 réinjectée sans amplification apres réajustement de la
concentration de I'échantillon en IL-8. Les pics d’interaction observés sont collectés
dans la fraction 3D1.3. (C) Electrophorégramme de l'interaction entre la sous-librairie
3D1.3 et IlL-8 suivant le méme procédé de Non-SELEX. Les pics d’interaction
observés sont collectés dans la fraction 3.3E1.3 pour amplification par PCR

(couplage SELEX aprés 3 cycles de non-SELEX).

Aprés amplification et purification des ADNsb « sens », la sous-librairie est
injectée seule pour contrbler son temps de migration puis apres interaction avec la
cible (Figure 20). La sous-librairie observe un temps de migration semblable a celui
de la librairie naive avec un pic a 17 minutes. Les séquences migrant apres ce pic

majoritaire sont collectées puis clonées pour étre séquencées.
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Figure 20 : Electrophorégrammes de la sous-librairie amplifiée 3.3E1.3 avant et
apres interaction avec IL-8. La sous-librairie 3.3E1.3 (tracé noir) migre dans des
temps similaires a la banque naive (Figure 19). La mise en interaction de la sous-
librairie avec I'lL-8 entraine la migration tardive d’une grande fraction des séquences

(tracé rouge).

2.1.2 Clonage

Les séquences collectées dans les fractions 3.3.3F’1.4 et 3.3.3F’1.5 (Figure 20) ont
été amplifiée par PCR avec une amorce « sens » avec une queue flottante EcoRI et
une amorce « antisens » avec une gueue flottante BamHI. Les séquences issues de
la fraction 3.3.3F’1.4 sont nommées 4.x et celles de la fraction 3.3.3F'1.5 sont
nommeées 5.x (Figure 21). L’alignement multiple des séquences ne permet pas de
mettre en évidence de motifs partagés. Ceci peut s’expliquer par le faible
enrichissement de séquences obtenu par la méthode que nous avons employe,

seulement une étape d’amplification a été réalisée.
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5.26 —-—-GTAGAGAGAT--AATCAAAGAGACATA—
5.24 ——TTTGGGTTAGCTAAATAAGGG--GCGC—
5.14 —-GGCCGCAAGATAAGGTAACTAAGTC———-
4.29 GAGGGGGCAC----AAGAAGTAGGGTATA—
4.3 —-—-—-ACGCAAACCAATCAATGCAGGCTTC—
5.6 ——-=——- CCACACAGCAACATTAAGATGTATG
5.4 AAGGCCGGGCATACCTGGATGGCTC——————
4.13 AAGTGGGGATATCGATATATTGCAT - ——-——-
4.2 —===—= GCATAGCGATGTATTTAGGTGGAGG
4.24 —-——-GGGGCTGCGTTTG-GGTGAATGTGCG—
5.18 ————GGGGCTCGACACAGGAGGGAAAGTA—
4.19 ——GGGGCGAGAGTTTGTGGGAG--AACTG—
5.5 ————GCGGGGGGTTTCAGGTTGAGGATTT—
4.5 ———GTCTGTTTCTAAA-TCCAAAGTGTTG—
5.8 —-==== AATAAAGGAAA-GGAGTAGAGCAAAG
4.6 —-——-GGGGCTCCGTTAA-GCGATCTAATGG—
4.30 —-——-GGGGGACCGGCAA-GCTATATTTCAA—
4.9 —-——-GCTGAAGAGCGTTGCT-CCCTCTTAC-
5.9 ———-GCCGATGTAGTGACGGCAGTAGTTA—
4.11 ————TGTGAGGCGGTGTGCGCCATGATTA—
5.20  —-==== CTGAGGGTGTGCCGGGTGGTCTTAG—
5.16 ———GTCGGTGTCGGACGGCA-CGATACAA—
5.10 ———GTGGGAGGCAAAGAGGG-TCTCAGTG—
5.21 —-———-CCGGAGGCGGAAGGGG-TCCGACCAG-

Figure 21 : Alignement ClustalW des séquences issus du CE-SELEX IL-8. Les
séquences clonées a partir des fractions 3.3.3F1.4 et 3.3.3F'1.5 (notées
respectivement 4.x et 5.x) sont alignées a la recherche d’identités entre les

séquences.

Nous nous sommes ensuite intéressés aux structures pour voir si des
similarités peuvent étre observées entre les séquences. Des prédictions de
structures ont été effectuées par Mfold et par QGRS Mapper (section Introduction-
11.2.1). Les prédictions Mfold montrent que la plupart de séquences isolées par CE-
SELEX sont capables d’adopter une structuration forte par la formation de tige-
boucles (Figure 22A). Nous observons la présence de 2 séquences (5.4 et 5.5)
pouvant adopter une structure en G-quadruplex (Figure 22B), ce scaffold
(échafaudage) est rencontré dans un certain nombre d’aptaméres dont I'aptamére

anti-thrombine.
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4.11 -7,19kCal | | 4.13 -5.96kCal | | 4.19 -6,65kCal
| Librairie -3,07kCal
| 421 -7,09kCal | | 5.6 -6,23kCal | | 5.7 -7,6kCal |
B Aptamere thrombine
GCCTTAACTGTAGTACTGGTGAAATTGCTGCCATTGGTTGGTGTGGTTGG
GGTTGGTGTGGTTGG score 20
54
TGGGCACTATTTATATCAACAAGGCCGGGCATACCTGGATGGCTCAATGTCGTTGGTGGCCC
GGCCGGGCATACCTGGATGG score 16
55
TGGGCACTATTTATATCAACGCGGGGGGTTTCAGGTTGAGGATTTAATGTCGTTGGTGGCCC
GGGGGGTTTCAGGTTGAGG score 18

Figure 22 : Prédictions de structures des séquences clonées apres CE-SELEX
contre I'IL-8. Les structures secondaires de quelques-unes des séquences clonées
ont été prédites par le programme Mfold (A) et par QGRS Mapper (B). Le score

QGRS Mapper est comparé a celui de I'aptamere thrombine.

2.1.3 Tests d’affinités

Nous avons procedé a des tests d’affinité par radioliaison en Filter-Binding
pour les séquences 5.4 et 5.5 mais aucune liaison spécifique n’a pu étre démontrée.
De méme, linjection en électrophorése capillaire de ces séquences en présence

d’IL-8 n’a pas permis de voir I'apparition de pics

N’ayant pas pu déterminer le temps de migration de I'lL-8 en électrophorese
capillaire, nous avons sélectionné les séquences sortant a des temps différents du
pic de la librairie naive en présence de la cible ; les séquences dont la mobilité
électrophorétique est modifiee. La liaison de ces aptameres a la protéine IL-8 n’a pas

pu étre prouvee.
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2.2 Filter-Binding SELEX contre I'IL-8

2.2.1 Sélection

Nous avons effectué 11 cycles de SELEX contre I'lL-8 par partitionnement sur
filtre de nitrocellulose. Au cours de ce processus, la concentration de la cible a été
progressivement réduite pour augmenter la compétition entre les séquences et
enrichir les sous-librairies en séquences de haute affinité. La librairie étant marquée
a la fluorescéine en 5’, nous avons pu quantifier les séquences éluées du filtre aprés
chaque partitionnement. (Figure 23). Nous avons ainsi observé que le nombre de
séquences sélectionnées au cycle 5 était de 50% supérieur a celui du cycle 4 alors
gue la quantité de cible a été dans un méme temps réduit de 90%. Lors du cycle 6,
nous observons 350% daugmentation du nombre de séquences éluées
comparativement au cycle précédent pour une méme quantité de cible traduisant un
enrichissement. Au cours des cycles suivants, le nombre de séquences
sélectionnées va diminuant sans variation de la quantité de cible. Ce phénomene est
parfois observé et traduit I'enrichissement des sous-librairies en séquences ne
possédant pas la plus forte affinité. Ceci peut s’expliquer par les différences

d’efficacité de réplication existant entre les séquences.
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Figure 23 : Suivi de I'enrichissement au cours du SELEX contre IL-8. Les
séquences éluées aprés le partitionnement sont dosées par mesure

spectrofluorimétrie de la fluoresceéine.
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2.2.2 Interaction de la sous-librairie du cycle 6 avec la cible IL-8
La sous-librairie du cycle 6 a été testée pour son affinité pour la cible par mesure
d’anisotropie de fluorescence. Nous n’avons pas observé de modification de
polarisation de la fluorescence (données non montrées) en fonction de la
concentration d’'IL-8. Cependant, I'intensité de fluorescence émise par les séquences
marquées S’-fluorescéine de la sous-librairie diminue avec la concentration
croissante d’IL-8, pouvant indiquer une interaction entre les deux partenaires et un

quenching de la fluorescence di a la liaison (Figure 24).
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Figure 24 : Interactions de la sous-librairie du cycle 6 avec I'lL-8. L’intensité de

fluorescence de la fluorescéine est mesurée pour différentes concentrations d’IL-8.

2.2.3 Séquencage haut débit
Sur les 11 cycles envoyés a séquencer contre I'lL-8, seuls 9 ont donné des

résultats en séquencgage (Figure 18).

L’analyse des séquences surreprésentées dans chaque cycle montre que les
meilleures occurrences sont quasi exclusivement composées de séguences courtes
avec des parties dégénérées sur seulement 6 a 10 nucléotides. Ce sont ces mémes
séquences qui présentent un enrichissement au cours de l'avancé du SELEX.
L’analyse de [l'occurrence moyenne des séquences de taille attendue (25
nucléotides) ne montre aucune évolution avec une occurrence moyenne de 1 du
cycle 1 au cycle 11 de SELEX. Il n'y a donc pas eu d’enrichissement notable de

séquences a la taille de la librairie de départ.
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Nous avons cherché a déterminer quelle proportion des séquences est de
taille attendue, c'est-a-dire voisine des 25 nucléotides dégénérés de la Librairie 5
(Figure 25). La proportion de sous-librairie pour chaque longueur de région
dégénérée a été déterminée. On constate I'apparition de séquences courtes en
proportion non-négligeable des le cycle 3. A partir du cycle 5, la majorité des
séquences sont de la taille souhaitée mais la forte présence de séquences courtes
est a nouveau observée a partir du cycle 8. Puis leur enrichissement entraine la
diminution drastique de la proportion de séquences de taille attendue. Seulement
23% des séquences identifiées au cycle 11 possédent une partie dégénérée de 25
nucléotides.
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Figure 25 : Evolution de la taille des séquences SELEX IL-8. Pour chaque cycle
de SELEX IL-8, la taille de la partie dégénérée des séquences de la sous-librairie est
déterminée. La proportion de séquences deégénérées pour chaque taille est

représentée dans chacun des 9 cycles analysés.

Bien que les séquences de taille attendue soient majoritaires jusqu’au cycle 1,
nous avons constaté que les meilleures occurrences sont occupées par des

séquences courtes.
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Nous n’avons pas pu réaliser d’'analyse MEME sur les séquences des sous-

librairies. Cependant des recherches de séquences par les techniques utilisées en

haut-débit ne se basant pas sur lI'enrichissement semblent pertinentes (sections
Introduction-10.1.4 et 10.1.5).

2.3 Comparaison des séquences obtenues par les deux approches CE-
SELEX et Filter-Binding SELEX

Nous avons cherché a déterminer si des séquences ont pu étre sélectionnées
par les deux approches de SELEX utilisées. Ceci voudrait dire que ces séquences
présentent une spécificité. Chacune des séquences clonées lors du CE-SELEX ont
donc été recherchées dans les sous-librairies générées par le séguencage haut-
débit. Seule une séquence a pu étre retrouvée dans les deux SELEX, il s’agit de la
séquence nommée 5.4 en CE-SELEX. Elle est présente en faible nombre de copies
dans 4 cycles de Filter-Binding SELEX : 2 fois au cycle 4, une fois au cycle 6, 4 fois

au cycle 7 et une fois au cycle 11.

3 Sélection d’Aptameres Ciblant la Mucine16 :

Des Cell-SELEX ont été appligués pour générer des aptaméres contre des
biomarqueurs déja connus (Hicke et al. 2001) mais également pour identifier de
nouveaux marqueurs cellulaires (Daniels et al. 2003; Blank et al. 2001). Nous avons
procéder a une sélection sur cellules afin de sélectionner des aptameres contre la
Mucinel6é dans son état natif, a la surface des cellules NIH:OVCAR3 qui la

surexpriment.
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3.1 Test d’expression de la Mucinel6 sur les lignées cellulaires

NIH:OVCARS3 et SK-OV-3

La premiére étape du long processus de Cell-SELEX a été de vérifier la

présence de la protéine Mucinel6é a la surface de nos cellules de sélection
(NIH:OVCARD3) et leur absence sur les cellules pour la sélection négative (SK-OV-3).
Nous avons pour cela réalisé un immunomarquage par I'anticorps Vk-8 développé
par le Docteur Beatrice Yin (Memorial Sloan Kettering, New York, USA) (Lloyd et al.
1997) (Figure 26).

Conformément a nos attentes, les cellules NIH:OVCAR3 présentent un fort
marquage a leur surface traduisant le fort taux d’expression de la protéine CA 125
dans cette lignée cellulaire alors que les cellules SK-OV-3 ne présentent aucun
marquage avec cet anticorps. Les lignées de sélection et de contre-sélection ont

ainsi été validées.

NIH:OVCAR3 SK-OV-3

Fluorescence
Alexad88

Contraste de
phase

Figure 26 : Immunomarquage des cellules de sélection NIH:OVCAR3 et de
contre-sélection SK-OV-3 par I’anticorps anti-Mucinel6 Vk8. Le marquage par
I'anticorps Vk-8 sur les cellules cultivées en 2D est révélé par un anticorps

secondaire couplé a I'Alexa488.
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3.2 Création d'une lignée cellulaire NIH:OVCAR3 Down Mucinel6
(Muc16Sh-GFP)

La réussite de ce Cell-SELEX et l'obtention d’aptaméres spécifiques des

cellules NIH:OVCARS3 ne permet pas d’affirmer la liaison a la protéine Mucinel6. En
effet, cette spécificité signifierait que ces aptaméres sont capables de reconnaitre
une molécule a la fois présente sur les cellules de sélection et absente de la surface
des cellules de contre-sélection (SK-OV-3). Ce qui peut étre le cas d’une multitude

de molécules.

Pour valider la reconnaissance spécifique des aptaméres sélectionnés envers
la Mucinel6, nous avons donc établi la lignée NIH:OVCAR3 DownMucl6 qui
exprime de facon stable un shRNA dirigé contre la Mucinel6. Des aptameres
capables de se lier aux cellules NIH:OVCAR3 et pas ou peu aux mémes cellules
DownMuc1l6 cibleraient nécessairement la Mucinel6 ou une protéine associée dont
la présence est conditionnée par la Mucinel6. Dans les deux cas, les aptaméres
seraient susceptibles d’étre utilisés pour marquer ou cibler les cellules épithéliales

canceéreuses ovariennes surexprimant la Mucinel16.

Une lignée cellulaire NIH:OVCAR3 KnockDown Mucl6 ont été réalisées par
I'équipe de Docteur Piché par la transfection et I'expression du scFv (single-chain
Fragment variable) de l'anticorps Vk-8 (Thériault et al. 2011). Cependant nous
n’avons pas eu l'autorisation d’utiliser ces cellules. Nous avons donc entrepris de les
produire au laboratoire par une approche shRNA. Des cellules épithéliales de la
cornée (HCLE) knockdown Muc16 ont été précédemment produites par I'approche
shRNA dans le laboratoire d’llene K. Gipson (Blalock et al. 2007). Nous avons repris
les séquences de ces shRNA et les avons transfectées par le biais d’'un vecteur
lentiviral dans les cellules NIH:OVCARS.

Trois vecteurs lentiviraux servant a I'expression de trois différents shRNA anti-
Mucinel6 ont été préparés. Chacun d’eux contient une cassette d’expression

constitutive de la GFP afin d’identifier les cellules efficacement infectées.
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3.2.1 Contréle du taux d’expression

Aprés infection, le taux d’extinction de la Mucine16 a été observé par
immunomarquage avec l'anticorps Vk-8 et par observation de I'expression du géne
rapporteur GFP. Les premiéres acquisitions ont mis en évidence une hétérogénéité
de I'expression du gene rapporteur GFP et de la Mucinel6 au sein de la population
cellulaire NIH:OVCARS3 Mucl16Sh infectée (Figure 27).

Figure 27 : Marquage immunofluorescent de la Mucinel6 sur les cellules
NIH:OVCARS3 infectées. L’anticorps Vk-8 est révélé par l'utilisation d’un anticorps
secondaire couplé a I'Alexa555. Les cellules exprimant le vecteur lentiviral sont

vertes d0 a I'expression de la GFP.

L’intensité de fluorescence de la GFP et donc son efficacité d’expression
semble corrélée a lintensité de l'immunomarquage par Vk-8. Les cellules qui
expriment fortement la GFP ne sont pas marquées par I'anticorps anti-Mucinel®6,
démontrant la quasi extinction de I'expression membranaire de cette protéine sur les

cellules GFP positives.

3.2.2 Dilution limite

Notre intérét est de créer une population de cellules homogene quant a
'extinction de la Mucine16. Afin de ne conserver que les cellules dont le taux
d’extinction est élevé, nous avons effectué un tri des cellules GFP par FACS puis
une dilution limite de ces cellules sur plague 96 puits a raison de 1 cellule par puits

au maximum.
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Parmi les clones ainsi créés, ceux dont I'expression de la GFP était la plus

forte ont été conservés. L’extinction de I'expression de la Mucine16 a enfin été testée

par immunofluorescence avec l'anticorps Vk-8 (Figure 28). Les deux populations

clonales infectées par la construction shRNA présentées ne montrent aucun

marquage visible par I'anticorps Vk-8. La diminution de I'expression de la Mucine16

est importante dans les lignées clonales NIH:OVCAR3 Shl CE6 et NIH:OVCAR3
Shl CES.

DAPI Ac VK-8

NIH:0VCAR3

NIH:0VCAR3 Sh1 CE6

NIH:0VCAR3 Sh1 CE8

Figure 28 : Controle de I’expression de la Mucinel6 par immunofluorescence
sur les clones shRNA. La coloration DAPI permet de visualiser les noyaux
cellulaires et donc détecter la présence des cellules. Le marquage par I'anticorps Vk-
8 anti-Mucine16 révélé par un anticorps secondaire couplé a I'Alexa555 permet de
rendre compte de la présence de la protéine a la surface des cellules.

3.2.3 Utilisations des cellules NIH:OVCAR3 Down Muc16

Les shRNAs choisis sont décrits comme ayant un taux d’extinction de l'ordre
de 90% a 95% sur les cellules épithéliales de la cornée. Les lignées NIH:OVCAR3
Mucl6Sh-GFP créées ne peuvent donc pas étre utilisées pour la contre-sélection
lors du Cell-SELEX, la présence résiduelle de la Mucinel6 sur les cellules de contre-

sélection conduirait a la perte des séquences les plus affines.

Ces lignées cellulaires vont donc servir lors de la détermination de la spécificité des

aptameéres sélectionnés pour la protéine Mucinel6. Si les aptaméres sont
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spécifiques de cette protéine, nous devrions voir une forte différence de capacité de
liaison des aptameres entre les deux lignées NIH:OVCARS3 native et NIH:OVCAR3
Mucl6Sh-GFP.

3.3 Sélection

Le Cell-SELEX a été pratiqué selon le protocole développé au sein de I'équipe
de Weihong Tan. La sélection s’est faite sur cellules vivantes et adhérentes en
flasque de culture. Des contre-sélections ont été opérées sur la lignée cellulaire SK-
OV-3 lors de certains cycles de SELEX avant l'incubation des séquences avec les
cellules NIH:OVCAR3. Ce sont donc les séquences non retenues sur SK-OV-3 qui

sont mises en interaction avec NIH:OVCARS3.

3.3.1 Lalibrairie :
La librairie 5 utilisée a été construite au laboratoire afin de répondre a un

certain nombre de critéres :

- Une partie dégénérée de 25 nucléotides de long pour une diversité de 10"
molécules, soit 6 représentants de chaque séquence dans les 10 nanomoles (6.10*
molécules) utilisées pour la premiére interaction. Ainsi, nous pensons explorer un

maximum de la diversité de la banque.
- Pas de complémentarité et donc pas de structuration entre les 2 extrémités fixes.

- Pas d’hybridation possible entre une extrémité et la séquence complémentaire de

I'autre (pour limité la création d’amplicons non-souhaités en PCR).

- Pas de préstructuration par complémentarité ou G-quartet au sein de chaque

extrémité fixe.

- Des températures d’hybridations d’environ 65°C pour chaque extrémité fixe et sa

séquence complémentaire.
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Les températures d’hybridation en PCR ont été testées pour cette librairie sur

une gamme allant de 54 a 64°C. La température d’hybridation choisie est de 63°C,
elle permet un bon rendement d’amplification sans entrainer I'apparition rapide de

produits de taille non souhaitée.

3.3.2 Purification des ADNsb sur colonne streptavidine :

Afin de gagner du temps sur la réalisation des SELEX et de s’affranchir de la
purification sur gel de polyacrylamide, nous avons opté pour la génération de
produits PCR a partir d’amorces « anti-sens » biotinylées et la purification de ' ADNsb

« sens » par déshybridation alcaline sur colonne streptavidine.

Cette méthode n’ayant jamais été utilisée auparavant au laboratoire, nous
avons cherché a déterminer la nature des produits purifiés et de calculer le

rendement de purification.

Nous avons d’abord réalisé une PCR a partir d’'une librairie marquée en 5’ a la
fluorescéine en utilisant une amorce « sens » 5’ fluorescéine et une amorce « anti-
sens » 5’ biotinylée (35 tubes de 50 yL avec un total de 850 pmoles de chaque
amorce). Les produits PCR sont mis a incuber avec une quantité de billes permettant
de fixer 5 nmoles de biotine sur roue-tournante durant 1 heure. Puis la solution est
déposée dans une colonne vide, la fraction non-retenue est récupérée, deux lavages
sont effectués puis une solution de soude 0,2 M est déposée et laissée a incuber 5
minutes dans la colonne afin de déshybrider les brins « sens ». La solution d’élution
sodique est récupérée et immédiatement tamponnée a pH neutre. Deux élutions
supplémentaires sont effectuées. Les échantillons sont enfin déposés sur gel de
polyacrylamide natif (Figure 29A) afin de déterminer la nature des séquences

contenues dans chaque fraction (ADNdb ou ADNsb).

Le gel est d’abord observé sans coloration par un agent intercalant afin
d’observer le marquage fluorescéine. Les produits PCR déposés (pistes 1 et 2) nous
permettent de déterminer la migration de '’ADNdb. Nous n’observons pas d’ADNsb
ou ADNdb marqué a la fluorescéine dans la fraction non-retenue (piste 3) ce qui
signifie qu’une trés grande majorité des séquences ADNdb ont été efficacement

fixées a la colonne. Le premier lavage (piste 4) n’entraine pas le décrochage de
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séquences simple ou double-brin. Enfin, la premiéere élution (piste 5) contient des
séquences d’ADNsb marquées fluorescéine (ADNsb « sens»). Les 2 élutions
suivantes (pistes 6 et 7) ne permettent pas de récupérer d’ADNsb « sens ». Une
seule étape d’élution suffit a récupérer la quasi-totalité des séquences ADNsb

« sens »,

Aprés coloration par un agent intercalant, nous observons la trés faible
présence d’ADNdb dans les fractions non-retenue (3) et de lavage (4). Une seconde
bande migrant Iégérement plus vite que le produit marqué a la fluorescéine est
observée ( ») que ce soit pour 'ADNdb (1 et 2) ou I'ADNsb (5). Cette bande
correspond a des produits PCR et des ADNsb « sens » ayant été généres a partir
d’amorces « sens » non marquées a la fluorescéine. Ceci démontre que l'efficacité

de marquage des oligonucléotides n’est pas de 100%.

Nous étant assuré de la nature ADNsb « sens » des produits élués, nous
avons cherché a déterminer le rendement de purification par mesure des intensités
de fluorescence émise par la fluorescéine et par mesure des absorbances des bases
azotées (Figure 29B). Nous avons construit des courbes étalons en utilisant une
gamme de concentration d’amorce « sens » marquée 5’-fluorescéine ( 4. Les
intensités de fluorescence et I'absorbance du produit PCR (m) et de I'éluat d’ADNsb
(») dilués 10 fois sont mesurées. Les résultats d’absorbance ne sont pas directement
interprétables puisque le nombre de bases azotées de chacun des composés
considérés est différent. Il faut appliquer un facteur correcteur correspondant au

rapport entre les nombres de bases de ’ADNdb ou de '’ADNsb et 'amorce « sens ».

Les calculs effectués a partir des deux types de mesure donnent des résultats
similaires avec une quantité totale de produit PCR de 700 pmoles avant purification
et 250 pmoles d’ADNsb « sens » élué. Soit un rendement de purification de 35%. Ce
rendement correspond a ce qui a ensuite pu étre décrit dans la littérature avec un
rendement de 50% sans précipitation éthanolique (Svobodova et al. 2012). Sachant
que la précipitation éthanolique d’ADNsb conduit a la perte d’environ 30% des
produits, nos résultats sont tout a fait en accord avec la publication.
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Figure 29 : Rendement de purification d’ADNsb sur colonne de streptavidine.
Nous avons déposé sur gel de polyacrylamide natif (A) des échantillons
correspondants au produit PCR (pistes 1 et 2), a la fraction non-retenue (3), au
premier lavage (4) et aux 3 élutions d’ADNsb successives (5, 6 et 7) pour déterminer
la nature des séquences. Des quantifications ont été effectuées par dosage

spectrofluorimétrique et d’absorbance sur un précipitat de produits PCR (g) et I'éluat

() (B).

3.3.3 Conditions de stringence utilisées en SELEX

Afin de sélectionner les aptameres les plus affins pour les cellules
NIH:OVCAR3, nous avons fait évoluer les conditions de stringence tout au long des
20 cycles de Cell-SELEX (Figure 30). Ainsi, nous avons réduit la quantité de cible
par la diminution du nombre de cellules en présence lors de l'interaction en jouant a
la fois sur le taux de confluence et sur la taille des flasques. Nous avons également

doublé les durées d’interaction et de lavages a partir du cycle 9.

A partir du cycle 13, la taille des flasques a été divisée par 3 lors de la

sélection sur les cellules NIH:OVCARS3. La réduction du nombre de cellules, alors
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que les volumes opérationnels d’interaction et de lavage sont conservés, permet de
réduire la concentration en cible (Mucinel6) et donc augmente la compétition pour la
liaison. Dans un méme temps, le nombre de cellules pour la contre-sélection a été
conservé de maniere a augmenter [l'efficacité de cette étape. Une méthode
couramment utilisée pour augmenter la sélection d’aptameéres affins est de réduire le
nombre de séquences en présence. Nous n’avons pas utilisé ce procédé. La
réduction a 200 pmoles a partir du cycle 2 est le fait de la grande difficulté de générer
plus d’ADNsb purifié aprés PCR. Lors des 3 derniers cycles, la quantité de
séquences est inférieure a 200 pmoles de par la présence de séquences de taille
plus grande qui conduisent a une surestimation du nombre de molécules comme
détaillé en section 1I-3.3.4.4. La température a laquelle s’effectue la sélection a été
diminuée de 20°C a 4°C pour diminuer la possibilité de conserver des séquences

non-spécifiques par phénoméne d’endocytose passive.

n° cycle Sélection Contre-sélection Quantité de | Température de Temps (en minutes) Volume (en mL)
SELEX NIH:OVCAR3 SK-OV-3 Séquence sélection interaction/Lav1/Lav2 interaction/Lavl/Lav2
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Figure 30 : Conditions de stringence du Cell-SELEX. Les conditions d’interaction,

de lavage (Lav1/Lav2) et les volumes d’élution ont été modifiées au cours du SELEX.

3.3.4 Suivi du Cell-SELEX :
Au cours d’'un Cell-SELEX, il est compliqué de déterminer si I'enrichissement

est effectif au cours du processus. Des techniques ont été développées afin d’avoir
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un apergu de I'enrichissement en séquences affines (section Introduction-8) telles
que des mesures d’affinité moyenne de la sous-librairie de séquences par FACS
dans le cas de Cell-SELEX mais cela nécessite un travail de mise au point et
I'obtention de séquences ADNsb de chaque sous-librairie en grande quantité. Il est
également possible d’observer I'enrichissement en séquences de maniére indirecte
par I'observation de la diminution de la diversité des sous-librairies au cours du
SELEX (section Introduction-8). Enfin, la quantification des séquences éluées de la
cible a chaque cycle et la comparaison qui s’en suit entre permet de déterminer si

I'affinité moyenne de la sous-librairie va en augmentant ou en diminuant.

3.3.4.1 Nombre de cycles de PCR

La comparaison du nombre de cycles de PCR en cascade (section III-5)
nécessaire a l'obtention de la quantité souhaitée de produits double-brin entre
chaque cycle de sélection permet de se rendre compte de I'évolution de la quantité
d’ADN élué des cellules a chaque cycle (Figure 31). Plus le nombre de séquences
éluées sera élevée, plus il y aura de brins matrice en début de PCR et plus vite I'on

obtiendra la quantité souhaitée d’ADNdDb.

25

B amplification

B pré-amplification
20 I p p
O_

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Figure 31 : Evolution du nombre de cycles de PCR en cascade au cours du
Cell-SELEX. Le nombre de cycles de pré-amplification et d’amplification nécessaire
a la production d’environ 700 pmoles d’ADNdb est représenté en fonction du cycle
de Cell-SELEX considéré.
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On observe que le nombre de cycles de PCR nécessaires lors de la PCR en
cascade est peu variable entre les cycles 5 et 17, la quantité de séquences en début
de PCR semble quasiment la méme alors que dans un méme temps la stringence a
été augmentée (Figure 30).0n observe une diminution du nombre de cycles de PCR

nécessaires a 'amplification des 700 pmoles d’ADNdb a partir du cycle 17.

3.3.4.2 Quantité de séquences éluées
Les séquences d’ADNsb utilisées lors du SELEX étant marquées 5’-
fluorescéine, nous avons procédé a des mesures de fluorescence de toutes les

fractions obtenues lors de la mise en interaction avec la cible (Figure 32).

70000 = CS5
m CS7
60000
Cs8
CS9
50000
Cs10
40000 - - 11
CS13
30000 H CS14b
mCS15
20000 m CS16b
m CS17
10000 = Cs1s
W CS19
0 .
Extrait ovc W2 ovc W1 ovc NR ovc pool m €S20

Figure 32 : Dosage spectrofluorimétrique des fractions de Cell-SELEX. Les
solutions de liaison avant interaction (pool), les fractions non retenues (NR), les
lavages (W1 et W2) ainsi que l'extrait ont été exposés a des mesures de
fluorescence a 515 nm de la fluorescéine couplée aux séquences ADNsb. La plupart
des 20 cycles de Cell-SELEX sont représentés (CS5 a CS20).

Nous avons pu observer une augmentation de la proportion de séquences
liant les cellules NIH:OVCAR3 au cours des cycles. La diminution croissante de la
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fluorescence observée dans les pools a partir du cycle 17 s’explique par I'apparition

de la bande haute correspondant a des séquences a deux parties dégénérées. En

effet, le dosage de 'ADNsb pour la mise en interaction a été faite par mesure de

'absorbance a 260 et 280 nm. Etant donnée la longueur accrue de ces séquences,

la mesure d’absorbance conduit a une surévaluation de la quantité d’ADNsb vis-a-vis

de la quantité de fluorochrome et donc de molécules. Nous avions donc moins de

200 pmoles d’ADNSsb lors de la mise en interaction sur les cellules lors des derniers
cycles de SELEX.

La trés forte fluorescence mesurée dans I'extrait du cycle 16 par rapport aux
autres cycles ne trouve pas d’explication logique d’'un point de vue expérimental. La
purification d’ADNsb a l'issue du cycle 15 ayant permis d’obtenir plus de 400 pmoles
de sous-librairie, nous avons pu procéder a un second cycle 16 qui a donné des
résultats similaires avec une quantité de fluorescence trés accrue dans les extraits

cellulaires.

3.3.4.3 Suivi de I'’enrichissement en FACS

Afin de voir de maniéere plus directe I'évolution de l'affinité des séquences
sélectionnées pour les cellules NIH:OVCAR3 au cours du SELEX, nous avons
entrepris de déterminer la capacité des pools obtenus a pouvoir se lier aux cellules.
Nos séquences étant marquées a la Fluorescéine en 5’, nous avons utilisé le surplus
d’ADNsb purifié aux cycles 4, 11, 14, 15, 16 et 17 (CS4 a CS17) pour une expérience
en cytométrie de flux (Figure 33). La librairie naive FL5 (Fluoresceine-Librairie5) a
été utilisée comme contrble. Les résultats présentés ci-aprés montrent un léger
marquage de la principale population de cellules pour les séquences issues des
cycles 14 et 15. Cependant, la validité de ces résultats et la présence d’une
population entre les valeurs de fluorescence 12 a 300 seront discutés dans la section
[1-3.7.2 concernant la mise au point de marquage par des aptameéres nucléiques en
FACS.
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Figure 33 : Suivi de I’évolution de I'affinité moyenne des sous-librairies pour
les cellules NIH:OVCARS. La librairie naive (FL5) et les sous-librairies des cycles 4-
11-14-15-16 et 17 ont été incubées 10 minutes avec 500 000 cellules NIH:OVCAR3

a une concentration de 250 nM.

3.3.4.4 Arrétdu SELEX

Le Cell-SELEX contre les cellules NIH:OVCARS a été stoppé apres 20 cycles.
A partir du cycle 17, une bande discréte correspondant a environ deux fois la taille
des séquences originelles de la banque est apparue (Figure 34). Le profil observé
sur gel d’agarose est différent de celui obtenu lors de la suramplification d’une
librairie naive comme illustré sur les pistes du cycle contrdle en 'absence de cellules
(CSX). La suramplification de la librairie naive entraine I'apparition d’'un smear de
séquences de tailles supérieure a la taille souhaitée. La bande « haute » générée a
partir du cycle 17 est discréte (CS17 10+12). La proportion de la bande « haute »
augmente entre les cycles 17 et 20 par rapport aux séquences de méme taille que la
librairie. Au cycle 20, nous amplifions plus de matériel de la bande « haute » que de
matériel a la taille souhaitée. Le dépbt sur gel des produits ADNsb purifiés a partir du
cycle 17 démontre la présence de la bande « haute »fluorescente (données non
montrées), ceci indique qu’au moins un des brins de cette bande « haute » n’est pas
biotinylé et est généré a partir de I'amorce 5’-Fluorescéine. La méthode de
purification de 'ADNsb que nous utilisons ne permet pas de purifier sélectivement les

séquences de la taille souhaitée et d’éliminer la bande « haute ». Il aurait donc fallu
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plus de volume de PCR pour générer les 700 pmoles d’ADNdb de taille souhaitée et
procéder a une étape supplémentaire de purification sur gel qui aurait diminué le
rendement. Nous avons donc choisi d’arréter le processus de sélection pour passer a
la phase de caractérisation et d’analyse des séquences sélectionnées. On constate
que I'amplification des séquences contre-sélectionnées sur les cellules SK-OV-3 voit
une proportion beaucoup plus faible de séquences « hautes » par rapport aux
séquences sélectionnées sur les NIH:OVCAR3 d’'un méme cycle (CS20), ceci a été
€également observé pour les sous-librairies sélectionnées et contre-sélectionnées
pour les cycles 17, 18 et 19. Pris ensemble, ces résultats quant a I'enrichissement
sur ces 4 derniers cycles de séquences « hautes » sur les cellules NIH:OVCAR3 et
leur plus faible proportion sur les cellules SK-OV-3 menent & penser que ces
séquences « hautes » sont spécifiquement sélectionnés et enrichies sur les cellules
NIH:OVCAR3. On remarque également que la suramplification des sous-librairies
contenant cette bande « haute » conduit a la génération de produits de taille

supérieure et qui semble des multiples de la bande de taille attendue.

Figure 34 : Apparition d’une bande « haute » a partir du cycle 17. Les profils
d’amplification des sous-librairies issues des cycles 17 et 20 de Cell-SELEX (CS17 et

CS20) et d’un cycle contrble sans cellules (CSX) sont comparés.
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3.4 Clonage
Nous avons cloné puis séquencé les séquences sélectionnées des cycles 14 a
20 et les séquences contre-sélectionnées lors du cycle 20 d’aprés la méthodologie

décrite section Méthodologie-6.1(Figure 16).

Une analyse par alignement multiple de séquences par le programme Clustal
Omega a permis de mettre en évidence des motifs partagés par plusieurs séquences
clonées. Nous avons ainsi pu identifier 8 motifs auxquels ont été attribués des
couleurs (mauve, orange, rose, vert, bleu, azur, dragée et or). Le nombre de
séquences contenant chaque motif est trés variable sur les cycles considérés, allant
de 3 & 64 séquences pour les motifs dragée et orange respectivement (Figure 35).
De méme, on observe que certains motifs sont trés variables (le vert par exemple) et
sont partagés par un grand nombre de séquences différentes alors que le motif
mauve qui est fortement représenté n’est composé que de deux séquences variant
seulement d’'une base. Nous nous sommes ensuite intéressés a I'évolution de ces

motifs au cours des derniers cycles de SELEX (Figure 36).
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—AEITTOCCARCTTCTAATETTEOIC -
~AEITTOCCARCTTCTAATET TEOGC -
~AEITTOCCARCTTCTARTET TEOIC -
~AEITTOCCARCTTCTAATET TEOGC -
~AEETTOCCARCTTCTAATET TEOEC -
AEITTOCCARCTTCTAATET TEOGC -
~AEITTOCCARCTTCTAATET TEOGC -
~AEITTOCCARCTTCTAATET TEOGC -
~AEITTOCCARCTTCTAATET TEOGC -
~AEITTOCCARCTTCTAATET TEOGC -
~AEITTOCCARCTTCTAATET TEOGC -
~AEITTOCCARCTTCTAATET TEOGC -
~AEITTOCCARCTTCTAATET TEOGC -
~AEITTOCCARCTTCTAATET TEOGC -
AEITTOCCARCTTCTAATET TEOGC -
AEITTOCCARCTTCTRAATETTEOEC -
AEITTOCCARCTTCTAATET TEOGC -
- AEETTOCCARCTTCTRAATET TEOEC -
=== s e = AEATTOCCARCTTCTART GO TR0 -

——mmmmm oo T CITCTA
AGRAFTATARBATASTCOBCACTTR-

= === -FCACARCTCTATTTAATCACTCTACG- -~ - - ==
== -CRCACTCATTCOCATACTCTCTCCT - - - -
- = 3CRCT TCECCTCEEATAR

Figure 35 :

séquences

Analyse Clustal Omega des séquences du Cell-SELEX clonées. Les

clonées a partir des sous-librairies des cycles 14 a 20 sont comparées

par Clustal Omega, des motifs sont identifiés et un code couleur leur est attribué.
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Figure 36 : Evolution de la présence des motifs d’aprés les données de
clonage. Les 5 motifs majoritaires définis par une couleur ont été identifiés parmi les
séquences clonées. Leur représentativité en pourcentage de séquences a été
calculée et reportée en fonction du cycle de Cell-SELEX. La représentativité des
motifs dans la sous-librairie contre-sélectionnée sur les cellules SK-OV-3 au cycle 20

est caractérisée par un symbole.

Outre les séquences représentées dans le Clustal Omega (Figures 35), des
séquences plus longues ont été clonées correspondant a la bande haute
(Figure 34). Ces séquences sont toutes composées d’'un méme enchainement de
régions et possedent deux parties dégénérées (Figure 37). L’analyse de la
séquence comprise entre ces deux régions dégénérées permet de formuler une
hypothése pour l'apparition de la bande haute (Figure 37A). Si I'on prend le brin
«sens » (+) d'une séquence depuis son extrémité 5, on observe d’abord une
séquence correspondant a un aptamére complet avec les deux zones d’hybridation
des amorces complétes et une partie dégénérée entre elles. Puis une séquence de
guelques nucléotides (classiquement 3 a 5) riche en A (A), suivi des 6 derniers
nucléotides de I'amorce « sens » puis de nouveau une séquence dégéneérée et

'extrémité 3’ de la banque (Figure 37B).

Lors de 'amplification PCR des ADNsb extraits de la cible, I'activité terminale
transférase de la Tag ADN polymérase aboutie au rajout de plusieurs bases en 3’ du

brin « sens » (majoritairement des adénosines(A),). La nouvelle séquence résultante
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~

en 3 du brin « sens» (+) est similaire a une partie de la région de la librairie
d’amorcage en 5' et est donc capable de s’hybrider avec I'extrémité 3’ d’'un brin
« anti-sens » (-) sur la séquence TTATCC. L’extension par la polymérase lors de la
PCR conduit a la formation d’une séquence plus grande comprenant deux régions
dégénérées et donnant une bande haute sur gel. La présence de bases guanosine et
thymine dans les séquences (A), traduit la diversité d’insertion de I'activité terminale

transférase (Figure 37B).

ADNsb extrait (+)5” (N25) TTCGCAGGTTACAGGACA 3’
l PCR cyclen
Activité terminale transférase
ADNdb (+) 5" (N25) TTCGCAGGTTACAGGACA (A),, 3’
37 (N25) AAGCGTCCAATGTCCTGT 5’ (-)

l PCR cycle n+1

(+) 57 (N25) TTCGCAGGTTACAGGACAA (N25) TTCGCAGGTTACAGGACA 3’
37 (N25) AAGCGTCCAATGTCCTGT 5’ (-)

l PCR cycle n+2

(+) 57 (N25) TTCGCAGGTTACAGGACA (B) (N25) TTCGCAGGTTACAGGACA 3’
37 (N25) AAGCGTCCAATGTCCTGT (T) . (N25) AAGCGTCCAATGTCCTGT 5 (-)

l

Apparition ADNdb bande haute

B 18H-02-01

(mauve) TTCGCAGGTTACAGGACAAAA (mauve) TTCGCAGGTTACAGGACA
19H-01-09

(mauve) TTCGCAGGTTACAGGACAAATAA (mauve) TTCGCAGGATCCAGGACA
20H-12-06

(orang) TTCGCAGGTTACAGGACAGAA (mauve) TTCGCAGGATCCAGGACA

Figure 37 : Hypothése de génération de la bande haute. Mécanisme proposé
pour la génération de la bande haute en PCR (A) et exemples de séquences

correspondant a la bande haute clonée (B).

Comme nous l'avons vu dans la section Résultats-3.3.4.4, les séquences
longues sont préférentiellement sélectionnées sur les cellules NIH:OVCAR3 a partir
du cycle 17. Dans I'hypothése ou chacune des parties dégénérées correspond a des

séquences aptamériques capables de se lier a la cible, le Kd de cette séquence

127



128

RESULTATS

Sélection d’Aptaméres Ciblant la Mucine16

double est augmenté par rapport aux séquences simples entrainant sa sélection
préférentielle. En effet, il a été prouvé qu'une construction combinant deux
aptameéres augmente l'affinité pour la cible par rapport a chaque séquence prise

indépendamment (Mahlknecht et al. 2013).

3.5 Séquencage haut-débit

3.5.1 Occurrence moyenne des séquences

La premiere donnée extraite est la diminution de la complexité des sous-
librairies au cours du SELEX avec I'émergence de séquences surreprésentées : on
observe qu'au cours du Cell-SELEX, l'occurrence moyenne des séquences
augmente au cours de I'avancement des cycles, ce qui montre un enrichissement
certain (Figure 38). La diminution du nombre de cycles de PCR en cascade
nécessaire a I'obtention des 700 pmoles d’ADNdb (section Résultats-3.3.4.1) pourrait
ainsi s’expliquer par la forte diminution de complexité du cycle 17 et I'enrichissement

en quelques séquences surreprésentées.

20 - m SK-OV-3

occurrence moyenne

0~ M NIH:OVCAR3

Figure 38 : Evolution de I'occurrence moyenne des séquences au cours du
Cell-SELEX. Les occurrences moyennes des séquences ont été calculées pour les

sous-librairies sélectionnées (rouge) et contre-sélectionnées (bleu).

3.5.2 Taille des régions dégénérées

L’étude de la taille des régions dégénérées montre que les séquences dont la
partie dégénérée mesure 25 nucléotides, conformément a la librairie 5, représentent
de 92 a 99% des séquences. Toutefois ce traitement a été fait en excluant les

séquences de la bande haute qui ont fait I'objet d’une purification et dont la
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représentativité au sein des sous-librairies ne peut pas étre directement comparée

aux autres séquences.

100 -
98 -
9% -
94 -
92 -
%0 -
88 -
86 -
84 -

82 -
80 -

%
25nts NIH:OVCAR-3 14 ‘écsclug occur %
516  oceur o
cS17 occur %
m 25nts SK-OV-3

Figure 39: Représentativité des séquences dont la taille de la région
dégénérée est égale a 25 nucléotides dans le Cell-SELEX. La proportion des

séquences de la taille de la librairie a été déterminée pour chaque sous-librairie de
sélection (vert) et de contre-sélection (bleu).

3.5.3 Recherche visuelle de motifs

Ce travail effectué, nous avons procédé a une analyse visuelle des séquences
possédant les plus grandes occurrences au sein de chaque pool a la recherche de
motifs partagés (section Méthodologie-7.1). Les motifs déja connus a partir des
données de clonage sont recherchés en priorité puis de nouveaux motifs dans les
séquences restantes sont identifiés. Nous observons a partir du cycle 6 que la
plupart des séquences ainsi obtenues possedent un motif identifiable (Figure 40).
Nous avons pu compter 9 familles de motifs differentes auxquelles ont été attribué le
code couleur (mauve, orange, bleu, vert, rose, dragée, rouge, or et azur). Le motif

rouge est le seul qui ne compte pas de représentant dans les données de clonage.
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CS2 : 0,025% = 20séquences sur 80 088 séquences CS7 : 0,025% = 17séquences sur 69 884 séquences
GCCTCGGATAACGGATTAGGTTCCCAACTTCTAATGTTGCGCTTCGCAGGTTACAGGACA 4 GCCTCGGATAACGGATTGAGAAACCAGACTGGAGAGACTGTCTTCGCAGGTTACAGGACA 19379
GCCTCGGATAACGGATTGAGAAACCAGACTGGA ACTGTCTTCGC, AGGACA 4 GCCTCGGATAAC T GGACTGCAGAGACCACGCTCCGTTCGCAGGTTACAGGACA 10027
GCCTCGGATAACGGATTAAAATGGACTTTTGAATCATGTCTCTTCGC AGGACA 2 GCCTCGGATAACGGATTACGAAACCAGACTGTAGAGACTGTCTTCGCAGGTTACAGGACA 5515
GCCTCGGATAACGGATTAAAGCTTCAAAAACGGATGGTTCGATTCGCAGGTTACAGGACA 2 GCCTCGGATAACGGATTTAGACTGGAGAGACTTTCCCG TCGCAGGTTACAGGACA 2196
GCCTCGGATAACGGATTAACGCGCACTCGTGACTTGAACGGCTTCGCAGGTTACAGGACA 2 GCCTCGGATAAC TT GGACTGCAGAGACCGCGCTCTGTTCGCAGGTTACAGGACA 1417
GCCTCGGATAAC AGGACGTAAATTCTCCTGATCGGATTCGCAGGTTACAGGACA 2 GCCTCGGATAACGGATTTAGACTGATGAGACTTTCCCGGATATTCGC. AGGACA 709
GCCTCGGATAACGGATTAATTATGCAAAGAAACCGAAACCTGTTCGCAGGTTACAGGACA 2 GCCTCGGATAACGGATTGACTGAAGAGTAGTAGGTGGCCGTATTCGCAGGTTACAGGACA 540
GCCTCGGATAACGGATTACACGTGTTCGACCTGTTTCTGAG-TTCGCAGGTTACAGGACA 2 GCCTCGGATAAGGGATTGAGAAACCAGACTGGAGAGACTGTCTTCGCAGGTTACAGGACA 220
GCCTCGGATAACGGATTACAGTTTTTTGATATTTTGAATGACTTCGCAGGTTACAGGACA 2 GCCTCGGATAACGGATT TTCGCAGGTTACAGGACA 186
GCCTCGGATAACGGATTACGCAATTCTTTGAAATA-—————-' TTCGCAGGTTACAGGACA 2 GCCTCGGAAAACGGATTGAGAAACCAGACTGGAGAGACTGTCTTCGCAGGTTACAGGACA 149
GCCTCGGATAACGGATTAGACTACTACGGATGGATTGATAATTTCGCAGGTTACAGGACA 2 GCCTCGGATAACGGATTAAGAAACCAGACTGGAGAGACTGTCTTCGCAGGTTACAGGACA 149
GCCTCGGATAACGGATTAGAGCGAGACGACATTGTTCTGGGCTTCGCAGGTTACAGGACA 2 GCCTCGGATAACGGATTGAGAAACCAGACTGGAGAGACTGTCTTCGCAGGTTACAGGACA 136
GCCTCGGATAAC! CACGA ACTTCGC: 'TACAGGACA 2 GCCTCGAATAACGGATTGAGAAACCAGACTGGAGA TGTCTTCGC: AGGACA 130
GCCTCGGATAACGGATTAGCGCAAAAGAGAGCTCGTGATTCTTTCGCAGGTTACAGGACA 2 GCCTCGGATAACGGATTGGAAACAAGTCTGCCATAATTACTGTTCGCAGGTTACAGGACA 111
GCCTCGGATAACGGATTATAGATCGTTGAAGGCGAGCATCCATTCGCAGGTTACAGGACA 2 GCCTCGGATAACGGATT AA AGTAGGTGGCCGTTTTCGCAGGTTACAGGACA 106
GCCTCGGATAACGGATTATCGAACTATGTACTT TGCTTCGC AGGACA 2 GCCTCGGATAA( T 'GGACTGCAGAGACCACGCTCCGTTCGCAGGTTACAGGACA 98
GCCTCGGATAACGGATTATTGCTACGGCACTCGAAGCTTTG-TTCGCAGGTTACAGGACA 2 GCCTCGGATAACG TGGTCATGTATAAGCCCTATCTCCCCTTCGCAGGTTACAGGACA 89
GCCTCGGATAACGGATTCCCATATCAAACGGGAGT GAATTCG TACAGGACA 2 GCCTCGGATAACGGATTGTAACTAAGTTTACCCAAATCGCTGTTCGCAGGTTACAGGACA 89
GCCTCGGATAACGGATTCGGGAGCACGA ACAACGCTTCGC: AGGACA 2 GCCTGGGATAACGGATTGAGAAACCAGACTGGAGAGACTGTCTTCGCAGGTTACAGGACA 87
GCCTCGGATAACGGATTCGGGC! TACTTCGC: AGGACA 2 GCCTCGGATAACGGATT TTCGCAGGTTACAGGACA 80
GCCTCGGATAACGGATTCGTGTTAGCCTACTGTACGACTTGGTTCGCAGGTTACAGGACA 2 GCCTCGGATAACGGATTGTAATCAAGTTTGACCCTAATGCTGTTCGCAGGTTACAGGACA 78

CSS 0,025% = 8séquences sur 35 483 séquences CSll : 0,025% = l6séquences sur 67 404 séquences
GCCTCGGATAACGGATTTGCGGACTGCAGAGACCACGCTCCGTTCGCAGGTTACAGGACA 12 GCCTCGGATAACGGATTTAGACTGGAGAGACTTTCCCGGATATTCGC. TACAGGACA 10887
GCCTCGGATAAC! TTAGACTGGAGAGACTTTCCC TCGC AGGACA 9 GCCTCGGATAACGGATTTGCGGACTGCAGAGACCACGCTCCGTTCGCAGGTTACAGGACA 6882
GCCTCGGATAACGGATTAGGTTCCCAACTACTAATGTTGCGCTTCGCAGGTTACAGGACA 7 GCCTCGGATAACGGATTGAGAAACCAGACTGGAGAGACTGTCTTCGCAGGTTACAGGACA 6542
GCCTCGGATAACGGATTAGGTTCCCAACTTCTAATGTTGCGCTTCGCAGGTTACAGGACA 7 GCCTCGGATAACGGATTTAGACTGATGAGACTTTCCCGGATATTCGCAGGTTACAGGACA 5070
GCCTCGGATAACGGATTTAGACTGATGAGACTTTCCC GC AGGACA 7 GCCTCGGATAACGGATTACGAAACCAGACTGTAGAGACTGTCTTCGCAGGTTACAGGACA 2632
GCCTCGGATAACGGATTGAGAAACCAGACTGGAGAGACTGTCTTCGCAGGTTACAGGACA 6 GCCTCGGATAACGGATTGACTGAAGAGTAGTAGGTGGCCGTATTCGCAGGTTACAGGACA 675
GCCTCGGATAACGGATTAAGACTGTATTAACCCTCTTGGTAGTTCGCAGGTTACAGGACA 2 GCCTCGGATAACGGATTTGCGGACTGCAGAGACCGCGCTCTGTTCGCAGGTTACAGGACA 444
GCCTCGGATAACGGATTACGAAACCAGACTGTAGAGACTGTCTTCGCAGGTTACAGGACA 2 GCCTCGGATAACGGATTACTGTATAAACCCTCATATCGGCC-TTCGCAGGTTACAGGACA 206
GCCTCGGATAACGGATTATC! CARAG -TTCGCAGGTTACAGGACA 2 GCCTCGGATAACGGATT TTCGCAGGTTACAGGACA 184
GCCTCGGATAACGGATTCCCTGCCACAAATACCGCTTCCCAGTTCGCAGGTTACAGGACA 2 GCCTCGGATAACGGATTGGTCATGTATAAGCCCTATCTCCCCTTCGCAGGTTACAGGACA 171
GCCTCGGATAACGGATTCGCAGGTTACAGGACA 2 GCCTCGGATAACGGATTGGAAACAAGTCTGCCATAATTACTGTTCGCAGGTTACAGGACA 149
GCCTCGGATAACGGATTC ACAGC TTCGCi 'TACAGGACA 2 GCCTCGGATAAC TTAGGTTCCCAACTTCTAATGTTGCGCTTCGC: AGGACA 148
GCCTCGGATAACGGATTGACAAGATCAGCATTGGTGGGGAGGTTCGCAGGTTACAGGACA 2 GCCTCGGATAACGGATTGTATTAGCCCTCATATAAGCGCCCCTTCGCAGGTTACAGGACA 130
GCCTCGGATAACGGATTGACAGTAAGATTTAGAAACTCATGGTTCGCAGGTTACAGGACA 2 GCCTCGGATAACGGATTGTAACTAAGTTTACCCAAATCGCTGTTCGCAGGTTACAGGACA 111
GCCTCGGATAAC CCTCTTTATATCGATCATCACCCTTCGCAGGTTACAGGACA 2 GCCTCGGATAACGGATTGTAATGTATTAGCCCTATCATCCCCTTCGCAGGTTACAGGACA 111
GCCTCGGATAACGG: AAATGGATTTCACTGGCGCCTTCGCAGGTTACAGGACA 2 GCCTCGGATAACGGATT AR AGTAGGTGGCCGTTTTCGCAGGTTACAGGACA 108
GCCTCGGATAACGGATTGGTAACGAATACGCGAACGCCCTCCTTCGCAGGTTACAGGACA 2 GCCTCGGATAACGGATTGGAATCAAGTTTAACCCAAATGCTGTTCGCAGGTTACAGGACA 108
GCCTCGGATAAC T TCTAACGAGTACGTGTTCGC: AGGACA 2 GCCTCGGATAACGGATT TTCGCAGGTTACAGGACA 100
GCCTCGGATAACGGATTTGCATTGTCCAAATCACGATCGTGGTTCGCAGGTTACAGGACA 2 GCCTCGGATAAC TGACCTCCTGTATTAGCCCTATTTCCTTCGCAGGTTACAGGACA 95

GCCTCGGATAACGGATTGTAATCAAGTTTGACCCTAATGCTGTTCGCAGGTTACAGGACA 94

GCCTCGAATAAC TTAGACTGGA ACTTTCCCGGATATTCGC. AGGACA 86

CS6 : 0,025% = 48séquences sur 194 010 séquences CSZO : 0,025% = 12séquences sur 51 342 séquences

GCCTCGGATAACGGATTGAGAAACCAGACTGGAGAGACTGTCTTCGCAGGTTACAGGACA 217 GCCTCGGATAAC! 'TAGGTTCCCAACTACTAATGTTGCGCTTCGC AGGACA 27485
GCCTCGGATAACGGATTTGCGGACTGCAGAGACCACGCTCCGTTCGCAGGTTACAGGACA 149 GCCTCGGATAACGGATTAGGTTCCCAACTTCTAATGTTGCGCTTCGCAGGTTACAGGACA 5769
GCCTCGGATAACGGATTACGAAACCAGACTGTAGAGACTGTCTTCGCAGGTTACAGGACA 55 GCCTCGGATAACGGATTTAGACTGATGAGACTTTCCCGGATATTCGCAGGTTACAGGACA 3669
GCCTCGGATAAC T GGACTGCAGAGACCGCGCTCTGTTCGCAGGTTACAGGACA 46 GCCTCGGATAACK 'TTAGACTGGAGAGACTTTCCCGGATATTCGC: AGGACA 2361
GCCTCGGATAACGGATTTAGACTGGAGAGACTTTCCC TCGC AGGACA 33 GCCTCGGATAACGGATTAGGCTCCCAACTACTAATGTTGCGCTTCGCAGGTTACAGGACA 1282
GCCTCGGATAACGGATTTAGACTGATGAGACTTTCCCGGATATTCGCAGGTTACAGGACA 26 GCCTCGGATAACGGATTATC CALLG! ~-TTCGCAGGTTACAGGACA 1085
GCCTCGGATAACGGATT TTCGCAGGTTACAGGACA 19 GCCTCGGATAAC! TTAGGTTCCCAACTACTAATGTTGCGCTTCGC. TACAGGACAAAACGG
GCCTCGGATAACGGATTGTAATCAAGTTTGACCCTAATGCTGTTCGCAGGTTACAGGACA 15 ATTAGGTTCCCAACTTCTAATGTTGCGC 1084
GCCTCGGATAACGGATTAGGTTCCCAACTTCTAATGTTGCGCTTCGCAGGTTACAGGACA 13 GCCTCGGATAACGGATTGAGAAACCAGACTGGAGAGACTGTCTTCGCAGGTTACAGGACA 459
GCCTCGGATAACGGATTGTAACTAAGTTTACCCAAATCGCTGTTCGCAGGTTACAGGACA 12 GCCTCGGATAACGGATTAGA TGAAAl GTTCGCAGGTTACAGGACA 385
GCCTCGGATAACGGATTCGCAGGTTACAGGACA 11 GCCTCGGATAAC 'TAGGTTCCCAACTACTAATGTTGCGCTTCGC AGGACAATAACG
GCCTCGGATAACGGATTGGTTCGCAGGTTACAGGACA 11 GATTAGGTTCCCAACTTCTAATGTTGCG 374
GCCTCGGATAACGGATTAGGTTCCCAACTACTAATGTTGCGCTTCGCAGGTTACAGGACA 10 GCCTCGGATAACGGATTTGCGGACTGCAGAGACCACGCTCCGTTCGCAGGTTACAGGACA 364
GCCTCGGATAACGGATTGGAAACAAGTCTGCCATAATTACTGTTCGC TTACAGGACA 10 GCCTCGGATAACGGATTACGAAACCAGACTGTAGAGACTGTCTTCGCAGGTTACAGGACA 295
GCCTCGGATAACGGATTTAGACTGATGAGACTTTCCC TCGC AGGACA 9 GCCTCGGATAAC TTAGGTTCCCAACTTCTAATGTTGCGCTTCGC. 'AGGACAAAACGG
GCCTCGGATAACGGATTGGTCATGTATAAGCCCTATCTCCCCTTCGCAGGTTACAGGACA 9 ATTAGGTTCCCAACTTCTAATGTTGCGC 256
GCCTCGGATAACGGATTTAGACTGGAGAGACTTTCCCGGATATTCGCAGGTTACAGGACA 8 GCCTCGGATAAGGGATTAGGTTCCCAACTACTAATGTTGCGCTTCGCAGGTTACAGGACA 187
GCCTCGGATAACGGATTGGAACCTAGTT CCCGATTGCTGTTCGC AGGACA 8 GCCTCGGATAAC! TAGGCTCCCAACTTCTAATGTTGCGCTTCGC: AGGACA 160
GCCTCGGATAACGGATTGGAAGCAAGTTTACCCCATCGCTG-TTCGCAGGTTACAGGACA 7 GCCTCGGATAACGGATTTATC! CRAAG TTCGCAGGTTACAGGACA 159
GCCTCGGATAACGGATTGGAATCAAGTTTAACCCAAATGCTGTTCGCAGGTTACAGGACA 7 GCCTCGAATAACGGATTAGGTTCCCAACTACTAATGTTGCGCTTCGCAGGTTACAGGACA 131
GCCTCGGATAACGGATTACTGTATAAACCCTCATATCGGCC-TTCGCAGGTTACAGGACA 6 GCCTCGGATAAC TTAGGTTCCCAACTACTAATGTTGCGCTTCGC: AGGACAAATAAC
GCCTCGGATAACGGATTGACTGAAGA CGTATTCGC: AGGACA 6 GGATTAGGTTCCCAACTTCTAATGTTGCG 131
GCCTCGGATAACGGATTGGACAGTATTAGCCCTATCGCCCC-TTCGCAGGTTACAGGACA 6 GCCTCGGAAAACGGATTAGGTTCCCAACTACTAATGTTGCGCTTCGCAGGTTACAGGACA 128
GCCTCGGATAACGGATTGGGGTTCGCAGGTTACAGGACA 6 GCCTCGGATAACGGATTCCTGAGCCAAATGATGGCTAGGCGCTTCGCAGGTTACAGGACA 121

Figure 40 : Recherche visuelle de motifs dans les sous-librairies. Les séquences
ont été classées par occurrence décroissante dans chaque sous-librairie et des
motifs ont été recherchés visuellement.

Dés le cycle 2 de Cell-SELEX (CS2) nous observons que les deux séquences
étant représentées plus de 2 fois comportent les deux motifs majeurs (mauve et

orange).

Nous avons procédé a I'analyse des séquences dont I'occurrence représente

plus de 0,025% du nombre total de séquences de la sous-librairie. Par exemple pour
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la sous-librairie du cycle 7 qui compte 69 884 séquences, toutes les séquences dont

'occurrence est supérieure a 0,025% de 69 884 (soit une occurrence de 17) ont été

analysées visuellement. Pour les sous-librairies des 6 premiers cycles, toutes les
séquences représentées plus de 2 fois ont été considérées.

On observe un fort enrichissement dans les occurrences entre les cycles 5 et
7 : la séquence de meilleure occurrence représente 0,034% du total des séquences

au cycle 5 contre 0,11% au cycle 6 puis 27,77% au cycle 7.

De maniere intéressante, nous observons au cycle 6 deux séquences dont la
partie dégénérée ne comprenant que quelques résidus guanosine. Ce type de
séquence constitue I'essentiel des séquences obtenus lors de l'analyse des sous-
librairies issues du SELEX IL-8. Au cycle 20, on peut observé 4 séquences

correspondant a la bande haute.

3.5.4 Recherche de motifs par MEME

Ce premier traitement manuel et visuel des séguences ne nous permet pas
d’explorer la population de séquences faiblement représentées. Or, I'idée selon
laguelle les aptameres les plus affins ne constituent pas forcément les séquences les
plus abondantes en termes d’occurrence semble partagée par bon nombre de
laboratoires. Aussi, nous avons souhaité explorer la totalité des séquences, y
compris celles présentant de faibles occurrences a la recherche de motifs. Nous
avons utilisé pour cela les outils d’analyse de motifs MEMEsuite. Cependant, les
temps d’analyse étant trés longs lorsque le nombre de séquences a comparer
excede les 4 000 entrées, nous avons adopté la stratégie décrite dans la section
Méthodologie-7.2 pour réduire la complexité des sous-librairies tout en conservant un

maximum de leur diversité.

Les résultats de l'analyse MEME permettent de retrouver les motifs déja
identifiés et n’ont pas permis d’en retrouver de supplémentaires (Figure 41). De plus,
dans la plupart des sous-librairies, MEME a dissocié en plusieurs motifs les
séquences qui d’apres I'analyse manuelle appartiennent a un seul et méme motif.
Enfin, bien que la présence d’'un motif soit identifiée par I'analyse visuelle au sein
d’'une sous-librairie, il arrive que I'outil MEME ne présente pas de consensus associé.
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Le motif Mauve est composé dune faible variété de séquences
surreprésentées. Cependant notre approche de traitement des séquences ne permet
pas d’obtenir un consensus trés discret. Pour traiter la grande quantité de séquences
de chaque sous-librairie en respectant le nombre maximal de séquences qui peuvent
étre traitées par MEME (4 000 séquences), nous avons did éliminer toutes les
séquences présentent qu’une seule fois puis accorder une occurrence de 1 a chaque
séquence présente en plusieurs copies (section Méthodologie-7.2). Ceci semble
avoir un effet négatif sur la définition de consensus comprenant un faible
polymorphisme de séquences. Alors que les séquences M1 et M2 (ne variant que
d’'une base) représentent a elles seules prés de 70% des séquences de la sous-
librairie du cycle 19, le consensus issu de MEME tient compte de 195 séquences

parmi lesquelles M1 et M2 ne représentent que 2 variants (Figure 41).

E-value 1.1e-3936
Cs10
Sites 733
E-value 4.9e-3779
bleu Cs13
- Sites 765
E-value 2.6e-3363
Cs14
Sites 703
E-value 6.2e-880
Cs13 .
Sites 135
orange
E-value 1.5e-892
Cs14
Sites 144
E-value 1.4e-1940
vert Cs14
Sites 548
E-value 1.5e-1220
CS18
Sites 220
mauve
E-value 1.2e-1144
CS19
Sites 195

Figure 41 : Résultats de recherche de motif par MEME. Quelques exemples de
motifs consensus obtenus par MEME sur différents cycles de Cell-SELEX de pour

différents motifs sont représentés.
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3.5.5 Evolution des populations de motifs
Nous avons cherché a déterminer les dynamiques d’évolution des motifs au
cours du SELEX. La démarche initialement prévue était de se baser sur les motifs
identifiés par MEME afin d’effectuer une recherche inverse des séquences
correspondant aux consensi par l'outil de recherche MAST. Cependant devant la
difficulté a identifier le consensus le plus pertinent parmi la multitude de consensi
MEME générés par motif, nous avons choisi de nous baser sur les résultats de
'analyse manuelle pour étudier I'évolution moléculaire. Ces résultats ne tiennent
donc pas compte de toutes les séquences, seulement celles dont 'occurrence est

supérieure a 0,025% du total des séquences de la sous-librairie (Figure 42).

L’enrichissement étant faible dans les premiers cycles, peu de séquences
répondent au critere des 0,025%. La quasi-totalité des séquences sont donc définies
comme indéterminées puisque non-traitées (tracé noir). Comme vu dans la section
Résultats-3.5.3, le fort enrichissement entre les cycles 6 et 7 entraine une forte
augmentation des séquences traitées parmi lesquelles plus de 95% correspondent
au motif Orange (Figure 42A). Seuls les motifs Orange, Mauve et Rose vont
dépasser la barre des 5% de représentativité totale dans une sous-librairie au cours
du Cell-SELEX.

L’émergence du motif Mauve a compter du cycle 11 s’accompagne d’une
décroissance du motif Orange. De plus, la comparaison du taux de représentativité
de ces deux motifs entre les séquences sélectionnées sur les NIH:OVCAR3 et celles
liées sur les SK-OV-3 nous méne a penser que le motif mauve est un candidat
semblant plus particulierement cibler les cellules NIH:OVCAR3. En effet, lors de
I'étape de contre-sélection, ce sont majoritairement des séquences Orange qui se
lient au SK-OV-3 alors qu’elles sont sous-représentées vis-a-vis des séquences

Mauve avant incubation.

Pour la plupart des motifs mis a part le Mauve, on observe une plus forte
représentativité dans la sous-librairie issue de la contre-sélection pour un cycle
donné en fin de SELEX. Tous ces motifs semblent donc lier les cellules SK-OV-3

exceptees les séquences Mauve.
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Figure 42 : Evolution de la représentativité des motifs aprés I’analyse visuelle
des séquences surreprésentées. Les motifs ont été recherchés dans chaque
séquence surreprésentée (dont I'occurrence représente plus de 0,025% de la sous-
librairie). Les représentativités des 5 motifs principaux (A) et des 4 motifs mineurs (B)

sont calculées en fonction du nombre de séquences total de la sous-librairie.

3.5.6 Evolution des séquences au sein des populations de motifs
Nous avons étudié la dynamique des séquences individuelles au sein des 6
principaux motifs en recherchant 'occurrence des séquences individuelles majeures

de chaque motif. Ces séquences ont été nommees en leur attribuant la premiere



lettre de leur motif couleur suivi de leur ordre d’apparition (toutes les séquences du
motif Orange sont donc nommées Ox ou x est leur ordre d’apparition). Le but de

cette recherche est d’identifier le candidat le plus prometteur du motif, celui qui sera

testé en priorité

Sur les 6 motifs dont les évolutions des séquences majeures ont été
déterminées (mauve, orange, vert, bleu, rose et dragée), nous constatons que dans
3 cas sur 6, toutes les différentes séquences du motif évoluent en paralléle comme
observé pour le motif bleu (Figure 43). Dans ce cas, nous avons sélectionné la
séquence dont la représentativité est la plus importante au sein du motif (B2 ici,

courbe rouge).
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pour son affinité envers les cellules NIH:OVCARS3.

Bl CCCTGTATTAACCCTATTTCTCTCC B6 GTACAGTATTAACCCTATGTCTAGC
B2 ACTGTATAAACCCTCATATCGGCC B7 GTATTAGCCCTCATATAAGCGCCCC
B3  GACCTCCTGTATTAGCCCTATTTCC B8  GACTGTATAAACCCTCACATAACGC
B3' CAATCCCTGTATAAACCCTATTTCC ~ B10 GAGTCATGTATTAACCCTTATACCC
B4  GGTCATGTATAAGCCCTATCTCCCC — B11l GTAATGTATTAACCCTATCTATTCC
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Figure 43 : Evolution de la représentativité des séquences du motif Bleu. Les
séquences les plus fréquentes a l'intérieur du motif Bleu (Bx) sont représentées en

A. Les évolutions de chacune de ces séguences au sein des sous-librairies sont

135



136

RESULTATS
Sélection d’Aptaméres Ciblant la Mucine16
représentées en B par le pourcentage de représentativité dans chaque sous-librairie

sélectionnée (trait plein) et contre-sélectionnée (trait pointill€).

Pour les motifs Orange et Mauve, nous avons observé des évolutions croisées
entre les séquences d’'un méme motif (Figure 44). Le motif Mauve ne comprend que
4 séquences majoritaires identifiees (Figure 44A). La surreprésentation de ce motif

n’apparait qu’au cycle 11 avec I'enrichissement de la séquence M2 (Figure 44B).

A 70 B
M1 AGGTTCCCAACTACTAATGTTGCGC 60
M2 AGGTTCCCAACTTCTAATGTTGCGC .
motif mauve

M3 CCTGAGCCAAATGATG GCGC 50
M4 AACCATCTTGACCTTCTATGTTCCG e M1

40 M2
01 TAGACTGATGAGACTTTCCCGGATA —t—M3
02 TAGACTGGAGAGACTTTCCCGGATA M4

03 = m=— M1 SK-OV-3

04 = 4= M2 SK-OV-3
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Figure 44 : Evolution de la représentativité des séquences des motifs Mauve et
Orange. Les séquences les plus fréquentes a l'intérieur des motifs Mauve (Mx) et
Orange (Ox) sont représentées en A. Les évolutions de chacune de ces séquences
au sein des sous-librairies sont représentées en B et C par le pourcentage de

représentativité dans chaque sous-librairie.



RESULTATS

Sélection d’Aptameéres Ciblant la Mucinel6

La séquence M1 ne differe que d’'une base de la séquence M2, mais son
apparition et son enrichissement rapide entraine un arrét de I'enrichissement en M2
et méme son déclin au sein des sous-librairies. La séquence M1 présente donc un
avantage compétitif vis-a-vis de la séquence M2. De plus elle continue a s’enrichir
pendant la phase accrue de contre-sélection a partir du cycle 15 contrairement aux
autres séquences, y compris au sein des autres motifs. Parmi ces séquences du
motif Mauve majoritaire en fin de Cell-SELEX, nous avons choisi de pratiquer des
tests de liaison sur les cellules NIH:OVCARS3 avec les séquences M1 et M3, ainsi
gu’avec une séquence longue correspondant a la bande haute comprenant une

séquence M1 et une séquence M2 (séquence M1-M2).

Concernant le motif Orange (Figure 44A), alors que les séquences 03, O4 et
O5 sont I'essentiel des séquences du motif dans les 9 premiers cycles de SELEX,
leur représentativité s’effondre a compter du cycle 10 au profit des séquences O1 et
02 (Figure 44C). Il est a noter que le cycle 9 a fait 'objet d’'une contre-sélection et a
pu contribuer a ce changement de population. La séquence O2 a été choisie car elle
présente un avantage compétitif vis-a-vis de O3, O4 et O5et quelle est

surreprésentée vis-a-vis de O1.

La séquence O8 a également été choisie pour les tests d'affinité car elle

constitue le meilleur représentant du motif Rouge.

Le motif Vert est trés diversifié et ne se fixe jamais sur quelques séquences
surreprésentées qui prendraient largement le dessus sur les autres (Figure 45A et
45B). Toutes les séquences de la population évoluent en méme temps aussi bien
dans leur émergence que dans leur disparition (Figure 45C). Elles atteignent un

maximum de représentativité dans la sous-librairie générée a I'issue du cycle 15.

La contre-sélection systématique a partir du cycle 15 conduit a I'extinction de
la représentativité du motif vert au sein des sous-librairies sélectionnées et a son
enrichissement dans les séquences contre-sélectionnées. Ce qui tend a démontrer
qgue le motif vert reconnait une cible aussi bien présente sur les cellules
NIH:OVCAR3 que sur les cellules SK-OV-3. La séquence V5 possede la

représentativité majeure du motif Vert, cependant I'extinction du motif suite aux

137



138

RESULTATS
Sélection d’Aptaméres Ciblant la Mucine16

contre-sélections systématique n’en font pas un bon candidat. Aucune séquence du

motif n’a été utilisée dans les tests de liaison aux cellules.

A B

V1l CATAAAAAGTGTATCACCTGTACGCT
V2 GGAATCAAGTTTAACCCAAATGCTG
V2' GGAAACAAGTCTGCCATAATTACTG
V3 GTAACTAAGTCTGGCCAAATTACTG
V4 GTAATCAAGTTTGACCCTAATGCTG
V5 GTAACTAAGTTTACCCAAATCGCTG
V8 GACAGAAGTGTAGTAGGGTTTGGTA
ve' AA AGTAGGTGGCCGTT

e motif Vert
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Figure 45 : Evolution de la représentativité des sequences du motif vert. Les
séquences les plus fréquentes a l'intérieur du motif vert (Vx) sont représentées en A.
Le motif MEME généré a partir des séquences de la sous-librairie du cycle 14 (B).
Les évolutions de chacune de ces séquences au sein des sous-librairies sont
représentées en C par le pourcentage de représentativité dans chaque sous-librairie
sélectionnée (échelle de gauche) et contre-sélectionnée sur les cellules SK-OV-3

(échelle de droite).

Les séquences retenues pour des tests de liaison sont donc les séquences M1,
M1-M2, M3, 02, 08, B2 et R1 (motif Rose).
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3.6 Comparaison des résultats de clonage et de séquencage haut-
débit

3.6.1 Représentativité des séquences et évolution des populations

Nous avons recherché les séquences majoritaires des différents motifs
identifiées en haut-débit dans les données de clonage. Pour les deux motifs
principaux Orange et Mauve, la plupart des séquences majeures ont été observees
en clonage (01, 02, O3, 04, 05 et 06 ; M1, M2, M3 et M4). Les séquences R1, R2
et R2’ du motif Rose sont également présentes. Seule la séquence B5 a été clonée
parmi le motif Bleu. Aucun variant majoritaire du motif Vert n’a été observé, ce qui est

cohérent avec la forte diversité observée dans ce motif.

Bien que les données ne puissent étre comparées que sur les cycles 14 a 20,
les évolutions de motifs entre les données de clonage et de séquencage haut débit
sont divergentes sur certains points (Figures 36 et 42A) :

- Les deux motifs majoritaires Orange et Mauve sont bien surreprésentés
dans les deux approches. Les autres motifs sont présents en clonage alors
leur représentativité trés faible en haut-débit laisse penser qu’il aurait été
probable de ne pas les observer sur les quelques clones séquences.

- Le clonage montre un enrichissement en motif Orange sur les cycles 17 a
19 au détriment des autres motifs, alors que le haut-débit montre au
contraire un fort enrichissement en motif Mauve notamment au détriment

du motif Orange sur ces mémes cycles.

3.6.2 Diversité de motifs
Seulement un motif a pu étre identifié dans les séquences surreprésentées en
séquencage haut-débit qui n’avait pas été détecté en clonage classique (motif

Rouge).
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3.7 Tests d’affinités sur cellules

3.7.1 Marquage radioactif sur cellules platées
Afin de tester l'affinité des séquences obtenues, nous avons marqué les
ADNsb en 5 au *P puis effectué une interaction sur cellules avec une gamme de

concentrations d’ADNsb de 25 pM a 5 nM (5 femtomoles a 1 picomole).

En comparant la liaison des séquences issues de la sous-librairie du cycle 16
(CS16) avec une librairie naive sur les cellules NIH:OVCAR3, nous constatons un
phénoméne de saturation pour les plus fortes concentrations en sous-librairie 16
contrairement & la librairie naive (Figure 46A). Les cellules semblent fixer plus de

séquences de la librairie que de séquences issues du SELEX.

Il semble, que les séquences du cycle 16 soient capables de lier de maniere
spécifiqgue des cibles a la surface des cellules et que le nombre de ces cibles est
limitant dans les conditions utilisées. Les séquences de la librairie étant beaucoup
plus diversifiées, certaines sont probablement capables de reconnaitre de maniére
peu spécifiqgue un grand nombre de cibles a la surface des cellules et de donner un

signal plus important qui n’arrive pas a saturation.
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Figure 46 : Tests de radio-liaison sur cellules platées. Des cellules

et NIH:OVCAR3 sous exprimant la Mucinel6 (NIH:OVCAR3 Mucl6Sh-GFP) platées
ont été incubées avec une gamme de concentration de différentes populations de
séquences (librairie naive et sous-librairie 16), un candidat aptamére (aptO2) et une
séquence contrdle. Aprés lavages, les cellules sont raclées et la radioactivité

résultante est comptée (cpm extrait).

Afin de limiter la liaison du contr6le négatif sur nos cellules, nous avons
cherché a réduire la diversité de ce contrdle. Pour cela, nous avons choisi de ne plus
utiliser une librairie naive mais une séquence unique. En effet, si la librairie peut
reconnaitre un trés grand nombre de cibles de maniére peu spécifique du fait de sa
diversité, une séquence unique contrdole ne devrait présenter qu’une faible liaison

aux cellules.

Notre premier choix a été d’utiliser comme contréle négatif la séquence Apt5.5
gue nous avions identifiée lors du CE-SELEX contre l'interleukine-8. Les tests de
liaison ont montré le méme type de courbes de saturation sur les cellules que pour
les séquences sélectionnées (données non illustrées). Le calcul de prédiction de

structure de la séquence Apt5.5 montre qu’elle est potentiellement capable de se
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structurer pour former une plateforme G-Quadruplex (section Résultats-2.1.2 Figure
22B). De par cette caractéristique et le fait que cette séquence soit issue d'un

SELEX, il n’est pas improbable qu’elle puisse lier un motif a la surface des cellules.

Notre second choix a été dutiliser comme contréle la séquence
complémentaire a 'aptamére M1 (1Mtpa) afin de pouvoir également l'utiliser dans
des expériences d’inhibition de I'interaction de la séquence M1 avec les cellules. Les
résultats de liaison montrent que la séquence 1Mtpa donne également une courbe
de saturation que ce soit sur les cellules NIH:OVCAR3 ou NIH:OVCAR3 Mucl6Sh-
GFP (Figure 46B) et n'est donc pas un controle satisfaisant. La séquence 1Mtpa
étant le reverse complémentaire de I'aptamére M1, elle présente les mémes
possibilités d’appariement intramoléculaire. Elle est donc capable de se structurer de
la méme maniere que I'aptameére M1. Il est possible que la liaison de la séquence

1Mtpa aux cellules soit facilitée par cette structuration.

Devant les difficultés rencontrées, nous avons donc choisi d’utiliser une
séquence unique comme contréle négatif de liaison, non issue d’'un SELEX et sans

structuration prédictible.

La séquence contrdle Rdml a été obtenu en randomisant l'ordre des

nucléotides présents dans le candidat aptamére M1.

Le candidat aptamére O2 semble présenter une bonne affinité pour les
cellules platées, de I'ordre du haut picomolaire pour les lignées cellulaires testées
(Figure 46C). Cependant il ne semble pas présenter de spécificité pour les cellules
NIH:OVCARS3, ni vis-a-vis des cellules NIH:OVCAR3 Mucl16Sh-GFP (Figure 46C), ni
vis-a-vis de la lignée de contre-sélection SK-OV-3 ou les lignées non ovariennes ZR-
75-1 et B16-F10 (Figure 47). Cependant les séquences contrdles 1Mtpa et Apt5.5 ne
montrant qu’une affinité légérement moins bonne, nous ne pouvons donc pas
considérer ces résultats de liaison comme fiables et envisager la présence d’un biais
dans cette manipulation. Un contrdle positif est nécessaire afin de pouvoir attester de

la fiabilité de ces mesures.

Les difficultés rencontrées pour déterminer la spécificité de liaison par
radiomarquage sur cellules platées nous ont conduites a changer de méthode pour

tester 'affinité de nos séquences en utlisant la cytométrie de flux.
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Figure 47 . Spécificité de marquage par le candidat aptamere O2. L’affinité de
liaison aux cellules du candidat aptamére O2 a été testée sur la lignée de contre-
sélection SK-OV-3, la lignée cancéreuse épithéliale mammaire et la lignée

de mélanome murin B16-F10.

3.7.2 Marquage fluorescent sur cellules en suspension

La seconde approche utilisée pour déterminer la spécificité des séquences
sélectionnées a été le marquage des cellules par les candidats aptaméres couplés a
un marqueur fluorescent suivi de I'analyse par cytométrie de flux. Les publications
faisant état de Cell-SELEX utilisent trés régulierement la cytométrie de flux pour
déterminer la spécificité et I'affinité de leurs aptaméres (Kang et al. 2012; Ara et al.
2012; Liang et al. 2012; Ninomiya et al. 2013; Kunii et al. 2011; Wang et al. 2003;
Chen et al. 2008; Shangguan et al. 2008; Sefah et al. 2010; Bayrac et al. 2011; Kim
et al. 2013). Cette approche nécessite de dissocier les cellules avant de mesurer leur
fluorescence. Pour cela nous disposons de deux approches, une enzymatique et

I'autre non-enzymatique.

L’approche enzymatique consiste en la digestion trypsique non-spécifique des
protéines d’adhérence sur la surface cellulaire. Ceci peut entrainer la disparition des
aptatopes protéiques reconnus par les aptameres. Les études utilisant la digestion
trypsique comme moyen de dissociation cellulaire nécessitent donc souvent la
réexpression durant une a deux heures des marqueurs de surface avant la mise en

interaction avec les candidats aptameres. Or, pendant ce laps de temps seules les
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protéines en cours de maturation dans les cellules au moment de la trypsinisation
seront exprimées. Etant donné la trés grande taille de notre cible Mucinel6, nous
avons considéré que cette approche enzymatique n’était pas appropriée, puisque le
temps de réexpression ne serait vraisemblablement pas suffisant pour réexprimer

notre protéine d’intérét en grande quantité.

Nous avons donc opté pour une approche non-enzymatique en décrochant les
cellules du fond de la flasque de culture par incubation dans une solution a 100 mM
EDTA (acide éthyléne diamine tétra acétique). L’'EDTA chélate les ions divalents qui
sont nécessaires a I'établissement d’interactions ioniques entre le revétement de la
flasque et les protéines de surface des cellules ou entre les cellules, provoquant leur
mise en suspension. Ce traitement permet de ne pas affecter les protéines de
surface et donc de conserver tous les aptatopes dans leur état natif (Ninomiya et al.
2013; Shangguan et al. 2008; Sefah et al. 2010; Liu et al. 2012).

Les premiers résultats montrent des comportements différents selon le

fluorophore utilisé :

- Avec le marquage Fluorescéine (FAM) (Figure 48A), nous observons le
déplacement d’'une sous-population de cellules NIH:OVCAR3 marquée
que ce soit par la librairie 5 naive, le candidat aptamére M1 ou la séquence
contrdle RdmL1.

- Avec le marquage Cyanine5 (Figure 48B), nous observons que toute la
population de cellules NIH:OVCAR3 est déplacée vers des intensités de
fluorescence plus fortes en présence de seéquences marquées a la
Cyanine5 (librairie, candidat ou contrdle). Il est a noter que les profils
obtenus pour la librairie selon les deux types de marquage est trés
différent ; La Cyanine5 entrainant un fort marquage de toute la population.
Les profils des séquences uniques (candidats et contrdle) sont similaires
entre les deux types de marquage, méme si le marquage Cyanine5

entraine un décalage de toute la population.

Le marquage Cyanine5 semble apporter un biais et il a déja été reporté dans la
littérature la possibilité d’'un marquage des mitochondries par ce fluorophore lorsqu’il
est couplé a un oligonucléotide (Lorenz et al. 2011). Nous avons choisi de ne plus

utiliser de séquences couplées directement a la Cyanine5 pour nos futures
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investigations hormis sur les cellules NIH:OVCAR3 Mucl6Sh-GFP qui ne permettent

pas d’utiliser de marqueur ayant un spectre d’émission dans la gamme de la GFP.

100 10! 102 103 104 100 101 102 103 104
FL1-H FL4-H

Figure 49 : Comparaison des marquages par des séquences 5-FAM et 5'-
Cyanineb. Les profils de fluorescence obtenus avec la Librairie 5 (tracés bleus), la
séquence contrdle Rdm1 (tracés oranges) et les candidats (tracés verts) Fam-M1 (A)

et Cy5-02 (B) sont comparés aux cellules non marquées (tracé noir).

Avec les concentrations de 250 nM utilisées pour les marquages, nous avons
constaté la présence d’'une sous-population de cellules marquées par les séquences
(Librairie, candidat et contrdle). A cette concentration, l'intensité de marquage de la
librairie ne peut pas étre différenciée de celle obtenue avec le candidat aptamere M1
(Figure 48A). Nous avons effectué une gamme de concentration d’ADNsb pour
marquer les cellules NIH:OVCAR3 par la librairie et le candidat M1 (Figure 49). Ceci
afin de déterminer si un marquage plus précoce par le candidat est visible a des

concentrations plus faibles.

Nous constatons que pour toute la sous-population sensible au marquage,
l'intensité du marquage évolue de maniére progressive pour finalement se détacher
du pic de la population non-marquée. Sur la gamme de concentrations utilisée (de 1
a 250 nM), aucune n’a permis d’observer une différence entre la liaison de la librairie
et du candidat. Si ce n’est que la librairie marque plus intensément la sous-
population a fortes concentrations. Etant donné la tres grande similarité de profils, il
semble que les sous-populations marquées par les deux types d’ADNsb soit une

méme et unique sous-population cellulaire.
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Figure 50 : Marquage progressif d’une sous-population cellulaire NIH:OVCARS3.

Nous avons marqué une méme quantité de cellules NIH:OVCAR3 par une gamme

allant de 1 nM a 250 nM de librairie5 ou du candidat aptamere

marqués a la

fluorescéine. Le contrble correspond a lintensité de fluorescence détectée sur les
cellules NIH:OVCARS3 seules.
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Figure 51 : Marquage des cellules NIH:OVCAR3 Mucl6Sh-GFP par le candidat
aptameére O2. La séquence O2 est marquée a la Cyanineb en 5’ et est observée
dans le canal FL4-H. L’expression de la GFP dans les cellules NIH:OVCARS3
Mucl6Sh-GFP est contrélée dans le canal FL1-H.

Le candidat aptamére O2 marqué a la Cyanine5 a été testé pour sa liaison sur
les cellules NIH:OVCAR3 Mucl16Sh-GFP (Figure 51).La barre « M1 » du canal FL4-
H correspond a la zone contenant 2% des cellules les plus marquées du contrdle
sans aptamere. Toutes les cellules de la population sont déplacées vers des
intensités de fluorescence plus fortes en présence de I'aptamére Cy5-O2. Les
résultats montrent deux populations de cellules : une population GFP (+) et une
population non GFP (-). Si l'on corréle I'expression de la GFP au marquage
Cyanine5, la culture de cellules NIH:OVCAR3 Mucl6Sh-GFP présente une

population GFP positive dont 83% fixe une faible quantité du candidat aptamere O2
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(+) et une seconde population de cellules GFP négative fixant majoritairement (a
84%) le candidat aptamére O2 en grande quantité (++). L’'observation de deux
populations de cellules quant a l'expression de la GFP semble indiquer une
hétérogénéité de profils d’expression du ShRNA Muc16 comme observé dans la
section Résultats-2.2.1. Le candidat aptamere O2 est capable de se fixer a toutes les
cellules mais plus particulierement aux cellules GFP négatives. Cette observation
porte a croire que I'aptamére O2 est affin et spécifique de la protéine Mucine16 ou

d’'une molécule associée a sa présence.

Cependant, nous avons formulé une autre hypothese expliquant ce marquage
particulier a la suite de tests que nous avons pratiqué sur ces cellules quant aux
capacités de reconnaissance de I'aptamére apres traitement trypsique des cellules.
Cette approche de traitement enzymatique est fréequemment observée lorsqu’une
liaison est caractérisée sur les cellules. Le traitement des cellules a la trypsine ou a
la protéinase K permet de dégrader de maniére non spécifique les protéines
présentent a la surface cellulaire. Si la liaison est toujours observée aprés ce
traitement, c’est que la cible de lI'aptamére n’est probablement pas de nature
protéique (Kang et al. 2012; Chen et al. 2008; Sefah et al. 2010; Bayrac et al. 2011;
Liu et al. 2012; Jiménez et al. 2012; Shangguan et al. 2006). Nous avons décroché
les cellules NIH:OVCAR3 Mucl6Sh-GFP par la méthode non-enzymatique EDTA
puis les avons ou non soumises a un traitement trypsique (Figure 52). La premiére
observation du profil GFP (FL1-H Figure 52A) permet de constater que la proportion
de population non-GFP est variable d’'une expérience a l'autre. Le traitement
trypsique entraine une forte diminution de cette population non-GFP, passant de
30% avant traitement a 4% apres traitement. Lorsque I'on incube ces cellules avec
de I'lodure de Propidium (PI), on constate que 100% des cellules non-GFP (GFP-)
sont marquées au Pl (Pl+). Le marquage PI est classiquement utilisé pour marquer
les cellules perméables ou mortes, dont le compartiment nucléaire est directement
accessible depuis le milieu extracellulaire (le Pl étant un intercalant de I'’ADN). Il
semble donc que le décrochage non-enzymatique entraine la perméabilisation d’une
sous-population de cellules dont le compartiment nucléaire est accessible et que le
traitement trypsique permet de réduire la proportion de cette sous-population.

Probablement en dégradant complétement ces cellules.
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Figure 52 : Etude de la sous-population marquée. Les cellules NIH:OVCAR3
Mucl6Sh-GFP ont été incubées décrochée de maniére non-enzymatique a 'EDTA
suivi ou non d’un traitement a la trypsine (A). Le marquage au lodure de Propidium

(P1) permet de mettre en évidence une sous-population de cellules perméables (B).

Afin de limiter la proportion de cette sous-population perméable de cellules,
nous avons désormais effectué un traitement systématique a la trypsine pour
décrocher les cellules avant leur passage en FACS. Les cellules sont ensuite laissés
en culture en suspension durant 1h45 afin de réexprimer une partie des protéines de
surface. Les tests de liaison effectués apres décrochage enzymatique montrent la
guasi absence de population fortement marquée, donnant du crédit a notre
hypothése (Figure 53). Les marquages avec les différents candidats ne permet pas
de mettre en évidence de facon de fort déplacement des intensités de marquage par
rapport a la séquence controle Rdm1. Cependant un léger déplacement est observé
avec la séquence B2. Le traitement trypsique trop drastique des cellules a pu avoir
pour effet d’éliminer la totalité des aptatopes et empécher toute fixation spécifique.
Le temps de réexpression relativement court ne permettant pas aux méga-protéines
comprenant un grand nombre de modifications post-traductionnelles comme la

Mucine16 d’étre réexprimées en grande quantité.
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Figure 53:

trypsique forte) par les candidats aptameéres marqués a la fluorescéine en 5’.
Le profil obtenu avec la séquence FamRdm1 contréle sert d’étalon pour comparer le
déplacement provoqué par les candidats aptameres sélectionnés. La zone « M1 »
correspond aux 2% de cellules ayant des intensités de fluorescence les plus fortes
sur les cellules contréle sans aptamere. Les pourcentages indiqués correspondent

au pourcentage de cellules dans la zone « M1 » aprés incubation avec la séquence

marquée a la fluorescéine.
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Nous avons alors adapté notre protocole en rendant les cellules faiblement
adhérentes par une digestion trypsique a J-1 puis une Iégére digestion a J=0 suivie
de 3 h de réexpression en suspension (Figure 54). Les résultats de liaison obtenus
sont sensiblement les mémes, la séquence B2 entrainant un léger décalage des
intensités vers des valeurs plus fortes. La séquence O2 marque légerement les

cellules.
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Figure 54 : Comparaison du marquage des cellules NIH:OVCAR3 (digestion
meénageée) par les candidats aptameéres marqués a la fluorescéine en 5. Le profil
obtenu avec la séquence Fam- contréle sert d’étalon pour comparer le
déplacement provoqué par les candidats aptaméres sélectionnés. Les valeurs
indiquées sont les intensités moyennes de fluorescence pour chaque population
marquée. Les cellules contrble n'ont pas été mises en présence de séquences

marqueées.
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Le traitement plus doux n’a pas permis d’observer un marquage franc. Les
conditions nécessaires a I'élimination de la sous-population perméable entrainent la
raréfaction des cibles. Comme chaque séquence n’est couplée qu'a un seul
fluorophore en 5, il est nécessaire d’en fixer une grande quantité pour I'observer.
Nous avons finalement opté pour l'utilisation d’un systéme d’amplification de signal
(Berezovski et al. 2008). Nous avons utilisé des candidats biotinylés et une
construction fluorescente comprenant de la streptavidine est rajoutée une fois les
aptameres fixés a leur cible. Cette approche semble se généraliser dans les Cell-
SELEX et présente plusieurs avantages : elle permet I'amplification du signal, le
choix du fluorophore aprés PCR et l'utilisation des ADNsb biotinylés pour d’autres

applications.

La construction d’amplification utilisée est composée de streptavidines,
couplées a de la Phyco-Erythrine, elle-méme marquée a la Cyanine5.5. La Phyco-
Erythrine et la Cy5.5 émettent toutes deux de la fluorescence dans le rouge. Les
séquences ont été biotinylées soit en 5’, soit en 3’ avec une unité de triéthylene-
glycol comme espaceur (Figure 55). Les résultats montrent un déplacement franc
des intensités de fluorescence des cellules avant (tracé noir) et apres (tracé rouge)
incubation avec la construction. En revanche, les intensités sont les mémes pour
toutes les cellules incubées avec la construction. Aucune différence notable n’est
observée entre la séquence contréle Rdm1 et les candidats B2 et O2. L’amplification
n‘a pas permis d’augmenter les légers décalages obtenus avec le couplage
fluorescéine. Ceci ne signifie pas pour autant que les candidats ne sont pas capables
de reconnaitre une cible a la surface cellulaire. Il est possible que la liaison de cette
construction volumineuse (>200 kDa) entraine la dissociation du complexe
candidat/cible, de méme le couplage a la biotine peut empécher la bonne
structuration du candidat, enfin s’il y a internalisation du complexe (malgré les

conditions d’interaction a 4°C), la construction ne pourra pas rencontrer la biotine.

L’utilisation de cette construction comme moyen d’amplification semble un bon
moyen pour palier la faible variation d’intensité parfois observée avec les séquences
directement couplées (Sefah et al. 2010; Bayrac et al. 2011; Liu et al. 2012; Jiménez
et al. 2012; Zhang et al. 2012). Cependant un article met en garde sur l'utilisation de
streptavidine sur des cellules vivantes. La streptavidine étant capable d’interaction

avec des molécules extra-membranaires (Paul et al. 2009).
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Figure 55: Comparaison du marquage des cellules NIH:OVCAR3 (digestion
ménagée) par les candidats aptameres avec marquage secondaire. Toutes les
séquences sont biotinylées soit directement en 5’ (5'Biot) soit en 3’ avec un espaceur
triéthyléne glycol (3’Biot). La concentration d’aptamére utilisée est de 250 nM pour
chaque échantillon. Le marquage secondaire se fait par incubation dans un second

temps avec de la Streptavidine-PhycoErythrine-Cyanine5.5 (Strept-PE-Cy5.5). Le
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profil obtenu avec la séquence -3’Biot sert d’étalon pour comparer le

déplacement provoqué par les candidats aptaméres sélectionnés.

La problématique pour tester nos candidats contre la Mucinel6 comporte plusieurs

aspects :

- Le traitement trypsique nécessaire a I'élimination des cellules perméables
entraine certainement la perte d’aptatopes. Pour vérifier cela, il serait utile
de tester la liaison de I'aptameére Mucine1 décrit sur nos cellules aprés
traitement.

- Pour les mémes raisons, il serait intéressant de pouvoir discriminer les
cellules perméables afin de les exclure de I'analyse et éliminer tout le
signal indésirable produit par l'accrochage des ADNsb a lintérieur du
compartiment nucléaire. Des tests préliminaires ont été effectués,
I'utilisation des marqueurs habituels de cellules mortes tels que le Pl est a
proscrire. Tous les marqueurs intercalant '’ADN sont capables d’établir des
interactions avec les séquences candidates. Des marqueurs de viabilité
sont préférables.

- Une facon de réduire la proportion de cellules perméables peut étre la
diminution de la concentration en MgCl; lors de l'interaction. Nous utilisons
actuellement 5 mM MgCl,, une concentration pouvant entrainer I'apparition

de cellules mortes (Avci-Adali et al. 2010).

Comme indiqué dans I'introduction (section 1-7.4.5), les travaux de Paul et al. ont
démontré qu'un Cell-SELEX pouvait échouer dans la sélection d’aptameéres
spécifiques des cellules cibles de par [lutilisation de billes recouvertes de
streptavidine pour la purification de 'ADNSsb. lls décrivent le décrochage d’une partie
de la streptavidine de son support lors de I'élution puis la fixation de cette
streptavidine contaminante aux cellules lors de l'incubation. La streptavidine étant
une cible « propice » a lisolement d’aptameéres (8 SELEX ont donné des aptaméres
de haute affinité anti-streptavidine), la population de séquences a évoluée au cours
du Cell-SELEX vers des séquences affines pour cette protéine. Si nous avions eu
connaissance de ces travaux plus tot, nous aurions pu prendre des précautions afin
de tenter d’éliminer la streptavidine avant l'incubation avec les cellules. Cependant,

le fait d’effectuer la contre-sélection sur les cellules SK-OV-3 avant I'étape de
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sélection a pu permettre a ce que la streptavidine se fixe a ces cellules entrainant par
la méme I'élimination de séquences anti-streptavidine avant I'étape de sélection sur
les NIH:OVCAR-3. |l serait alors intéressant de tester I'affinité de nos séquences
issues du Cell-SELEX pour la streptavidine afin de s’assurer que I'évolution a bien
éte dirigée par la présence des cellules. Bien que ce biais soit bien argumenté, des
Cell-SELEX ont pu étre mené a bien et permettre l'identification d’aptaméres affins et
spécifiques pour les cellules en utilisant la purification d’ADNsb sur colonne
streptavidine (Kang et al. 2012; Shangguan et al. 2008; Liu et al. 2012; Shangguan
et al. 2006; Kim et al. 2013).

4 SELEX GFP sur Billes Magnétiques :

Cette partie reprend d’anciens résultats obtenus dans I'équipe et les combine
a l'analyse haut-débit pratiquée au cours de cette thése. Elle illustre la difficulté a
prouver l'affinité des candidats aptaméres et la disparité des résultats obtenus en

clonage et en séquencage haut-débit.

Bien que des séquences enrichies aient pu étre identifiées dans chaque
SELEX effectué, leur affinité pour la cible n'a pas pu étre mesurée de fagon
indiscutable. Les témoins négatifs utilisés n'ont pas montré d’affinité suffisamment
basse pour étre considérés en tant que tels. L’absence de témoin négatif probant

remet en question les mesures d’affinités effectuées sur les candidats aptaméres.

Nous avions déja rencontré des difficultés au laboratoire dans la validation
d’aptameéres sélectionnés. Un SELEX sur billes magnétiques contre la GFP avait été
pratiqgué et un fort enrichissement en séquences avait été obtenu (Figure 56). Des
tests de liaison des candidats identifiés par clonage classique et d’'un aptamére
témoin (anti-VEGF) avaient été réalisés en utilisant des séquences radio-marquées
et un partitionnement sur filtre. Ces mesures avaient permis d’observer une liaison
plus spécifique de I'aptamere Gfp-3 par rapport aux candidats Gfp-1 et Gfp-2 et au
témoin VEa5 (Figure 57). Nous avons cependant choisi de ne pas publier ces

résultats a cause d’'un manque de reproductibilité de la manipulation.
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Rou.

I-1 ggtattgagggtcgcatc CCCACGAACTGTGAATGCGGTGATTAGATGCTCCGTTGGT gatggctctaactctcctct
I-2 ggtattgagggtcgcatc GGGCGGCAACTGTTTGGGTATAATTGTTGGTATGG gatggctctaactctcctct

I-3 ggtattgagggtcgcatc GGGCGTAAGGTGGACAGATTATCGTACAGGGTA gatggctctaactctcctct
I-4

I-5

I-6

ggtattgagggtcgcatc CAGCCCATTCTACCATCACGACCCTCGTTCCG gatggctctaactctcctct
ggtattgagggtcgcatc ACCCCCGGATCGGCCGTTCCCCTGATATG gatggctctaactctcctct

Gfp-1 - ggtattgagggtcgcatc CCACAAGGACGGTTCGCCCTGGCT gatggctctaactctcctet
Round 10
II-1 ggtattgagggtcgcatc TAAATCGGGGCGGGGCGGGTTTATATTGTCTTCTGGACTT gatggctctaactctcctcet
Gfp-2 I1-2 ggtattgagggtcgcatc TAAATCGGGGCGGGGCGGGTTTATATTGTCTTCTGGACTT gatggctctaactctecctcet
II-3 ggtattgagggtcgcatc TAAATCGGGGCGGGGCGGGTTTATATTGTCTTCTGGACTT gatggctctaactctcctcet
II1-4 ggtattgagggtcgcatc CCACAAGGACGGTTCGCCCTGGCT gatggctctaactctcctct
Gfpl 9 11-5 ggtattgagggtcgcatc CCACAAGGACGGTTCGCCCTGGCT gatggctctaactctcctet
II-6 ggtattgagggtcgcatc CCACAAGGACGGTTCGCCCTGGCT gatggctctaactctcctcet
Round 1 — _ —
III-1 dtattgadqggqtcgcatc TGQH ”:H“TGTATTC GGGGGETTGGECAGGGGTCCCCG gatggctctaactctectet
Gfp-3 III-2 dtattgadqggqtcgcatc TEEGGEGEATGTATTCTGGGGGETTGCGECOGGEGGTCCCCG gatggctctaactctectet
III-3 dgtattgadgdqtcgcatc TGGGGEGGATGTATTCTGCGGGGC I'TIGGECOGGGGTCCCCG gatggctctaactctecctcet
III-4 gdtattgadgdtcgcatc TNGEAGGAGEATGTATTCIGGGGGC TTIGGEACAGEGEAGTCCCCG gatggctctaactctcectcet

Gfp-2 III-5 ggtattgagggtcgcatc TAAATCGGGGCGGGGCGGGTTTATATTGTCTTCTGGACTT gatggctctaactctcctcet
III-6 ggtattgagggtcgcatc TAAATCGGGGCGGGGCGGGTTTATATTGTCTTCTGGACTT gatggctctaactctcctcet
III-7 ggtattgagggtcgcatc GGGAAAGGGAGAGTTTGAGCATGGTGTGGTTGCTGGATGT gatggctctaactctcctct
Gfp-1 III-8 ggtattgagggtcgcatc CCACAAGGACGGTTCGCCCTGGCT gatggctctaactctcctcet

Figure 56 : Séquences issues du SELEX contre la GFP. Des séquences des
cycles 4, 10 et 15 ont été clonées et séquenceées. Une structure en G-quadruplex est
prédite d’apres le logiciel QGRS Mapper dans la séquence Gfp-3 en impliquant les

nucléotides encadrés.
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Figure 57 : Mesure d’affinité sur filtre des candidats aptaméres radiomarqués.
Les données sont présentées en pourcentage de candidat lié pour chaque

concentration en GFP. Le contréle VEa5 est un aptameére anti-VEGF.

Les sous-librairies obtenues lors de ce SELEX GFP ont été séquenceées en
haut-débit en méme temps que les nouveaux SELEX (Figure 58). Nous avons
comparé les résultats avec ceux obtenus auparavant par clonage classique (Figure

56). Nous constatons un fort enrichissement par les deux approches avec une
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prédominance des séquences Gfp-1 et Gfp-3 déja identifiées par clonage.
Cependant, la séquence Gfp-2 n’est présente que dans 3 des 14 sous-librairies GFP
(cycles 11, 12 et 14) ou elle représente respectivement 0,0005%, 0,004% et 0,002%
des séquences totales; soit au mieux une séquence sur 25 000. Cette
représentativité¢ tres basse au sein des sous-librairies est tres loin de la
représentativité en clonage qui était de 50% au cycle 10 et 25% au cycle 15. La
séquence Gfp-2 a été identifiée comme faisant partie d’'un motif identifié ( ) en
haut-débit. Cependant, méme au sein de cette famille, Gfp-2 est l'un des

représentants les moins abondants (0,07% du motif au cycle 14).

Il est étonnant de constater de si grandes différences de représentativité pour
une méme séquence entre les données de clonage classique et de séquencage
haut-débit. Un exemple existe dans la littérature ou les données a la fois de clonage
et de séquencage haut-débit sont disponibles (Schitze et al. 2011). Dans cette
étude, les représentativités observées en clonage et en séquengage lllumina n’ont
pas été discutée. Il existe pourtant des différences significatives entre les données
obtenues par les deux approches. Lors de ce SELEX anti-streptavidine, la séquence
majoritaire issue du clonage représente 25% des séquences identifiées au cycle 10
(6 clones sur 24). En recherchant la représentativité de cette méme séquence dans
les données supplémentaires de séquencage haut-débit, nous constatons qu’elle ne
représente que 0,6% de la méme sous-librairie du cycle 10. Si I'on se fie a sa
représentativité de 0,6% en haut-débit, cette séquence aurait d0 étre observée une
fois sur 16 667 en clonage, et non 6 fois sur 24 clones. Ceci semble mettre en

évidence un puissant biais de clonage.

Il est frequemment évoqué dans la littérature que les meilleurs ligands en
termes d’affinités ne sont pas nécessairement les plus abondants en clonage. C'est
pourquoi des technologies de criblages d’affinité rapides telles que 'HAPIscreen ont
eteé développées (Dausse et al. 2011). Il serait intéressant de déterminer s'’il en est
de méme pour les données de séquencage haut-débit, les plus abondants ne seront-

ils toujours pas les meilleurs ligands ?
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A
TAAATCGGGGCGGGGCGGG-TTTATATTGTCTTCTGGACTT Gfp-2
TGGGGGGGATGTATTCTGGGGGGTTGGGCCGGGGTCCCCG Apt2/Gfp-3
CCACAAGGACGGTTCGCCCTGGCT Apt4/Gfp-1
GGGCAGGCGGCAGGGAATTGGTCCAGGTGGTCGGGGGGCT N1
GGGTGCCCTTGGTCATGCCGAGTACCGAATAAGGGACCTC N2
GGGGCGGACTGACTTGGGATCTTGGGTGGACGTGGGCT N3
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Figure 58 : Evolution de la représentativité des séquences issues du SELEX
GFP. Les séguences possédant les meilleures occurrences (A) ont été recherchées

dans chaque sous-librairie (B).

5 Utilisation de ’'Aptamere Décrit Anti-Mucinel :

Les sphéroides multicellulaires sont décrits pour la premiere fois dans les
années 1970 par Sutherland et al. (Sutherland et al. 1971). Ces assemblages 3D ont
lavantage d’étre plus que de simples cellules en culture monocouches ou en
suspension, car ils vont pouvoir représenter une synergie et une complexité proche

des tissus, en particulier des tissus tumoraux (Sutherland 1988). En effet, 3 états
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cellulaires sont retrouvés dans un sphéroide : des cellules prolifératives sur les
couches externes, des cellules quiescentes au centre du sphéroide et
éventuellement des cellules mortes en son cceur. La présence d'un gradient de
nutriment et d’'oxygéne, qui implique une hypoxie a l'intérieur du sphéroide entraine
pour certains types cellulaires une nécrose correspondant a un environnement
tumoral non vascularisé (Friedrich et al. 2007). La plupart des types cellulaires
cultivés en 3D vont sécréter les composants permettant de former une matrice
extracellulaire qui peut étre un facteur important pour I'accessibilité par les molécules
de ciblage (Marrero et al. 2009; Nederman et al. 1984; Santini et al. 2000)

comparativement au modele 2D (Lobjois et al. 2009).

Un grand nombre de types cellulaires tumoraux peuvent étre cultivés sous forme
sphéroide (Dongari-Bagtzoglou & Kashleva 2006; Marrero et al. 2009; Wasungu et
al. 2009). Il est également possible de co-cultiver plusieurs types cellulaires afin de
parvenir & un assemblage cellulaire plus proche de la réalité¢ (Kelm et al. 2003;
Marrero & Heller 2012; Nakamura et al. 1999; Wang et al. 2005).

Les utilisations de ce modele sont diverses et peuvent permettre la
compréhension du comportement tumoral (Truchet et al. 2008; Valcéarcel et al. 2008).
Leur utilisation en tant que modele pour le criblage de molécules thérapeutiques
représente une grande part des travaux menés sur les sphéroides (Friedrich et al.
2009; Mehta et al. 2012; Pampaloni et al. 2007; Shin et al. 2013). Ainsi, I'étude de
l'effet de médicaments anti-tumoraux réalisée sur sphéroides (Chitcholtan et al.
2012; Dufau et al. 2012; Mellor et al. 2005; Pickl & Ries 2009; Prados et al. 2008)
montre la pertinence du modele pour I'évaluation de I'efficacité de ces molécules (Li
et al. 2008). L’analyse de [l'efficacité se fait également en 3D (Fehlauer et al. 2006;
Gibot et al. 2013; Khaitan & Chandna 2006; Monazzam et al. 2007). Finalement les
techniques d’administration de médicaments sont testées sur sphéroides pour
pouvoir déterminer la capacité de pénétration des transporteurs (Bandekar et al.
2012; Goodman et al. 2007; Kim et al. 2010).

Les aptameéres sont décrits comme ayant un potentiel pénétrant plus important
au sein des tissus que leurs homologues protéiques anticorps de par leur plus petite
taille (section Introduction-3). Nous avons souhaité comparer un anticorps et un

aptamere dirigés contre une méme cible pour leur capacité a marquer les cellules par
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un agent fluorescent. Nous avons utilisé un aptamére identifié par 'équipe de Sotiris

Missailidis contre la protéine membranaire Mucinel et un anticorps analogue M4H2.

L’aptameére Mucine1 nommé S2.2 est un aptamére ADN issu d’'une sélection sur
colonne chromatographique contre un peptide synthétique de la Mucinel (Ferreira et
al. 2006). Son Kd est de 40 nM d’aprés I'étude en SPR effectuée lors de son
identification. Il a déja servi a imager des cellules MCF-7 (cancer du sein) qui
surexpriment la Mucine1 en culture 2D. L’étude a portée sur les capacités de
marquage de cellules MCF-7 cultivées en sphéroides 3D par Il'anticorps et

'aptameére.
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Visualization of cancer cells requires distinguishing malignant from normal cells by objective criteria with high
specificity. For several years, tumor markers expressed on the surface of cancer cells have been characterized as
cancer signatures, and their labeling with specific imaging probes has revolutionized cancer diagnosis. This
specific labeling is also an important tool in surgery tumor ablation. The present study considers the tumor
labeling potential of an aptamer that specifically recognizes the epithelial cancer biomarker mucinl (MUC1).
This anti-MUCI1 aptamer was investigated in vitro in a three-dimensional (3D) environment and compared to an
anti-MUCT antibody for its capacity to visualize cancer cells. Multicellular spheroids of breast cancer MCF-7
cells were used as tumor models and anti-MUCI1 fluorescent aptamer and antibody were visualized by fluo-
rescence imaging. Results showed that the antibodies interacted only with cells located on the surface of the
spheroid, whereas the anti-MUC]1 aptamers were able to penetrate inside these 3D tumor models and thereafter
internalized into the cancer cells. Due to their lack of immunogenicity and their facility to be chemically
modified, aptamers may replace advantageously the use of antibodies in diagnosis based on imaging setup
thanks to their specific detection of cancer cells without invasive surgical procedures or during clinical in-

traoperative intervention.

Introduction

MONG THE CANCER BIOMARKERS that have already been

identified, most of them are surface antigens over-
expressed in cancer cells. These surface biomarkers are ideal
targets for imaging because of their direct accessibility. The use
of imaging probes directed against specific biomarkers ex-
pressed on the surface of cancer cells has allowed specific vi-
sualization of tumor cells that has helped guide surgeons during
clinical intraoperative intervention. The prostate-specific
membrane antigen, the carcinoembryonic antigen (CEA) and
some mucin-type glycosated proteins such as mucinl (MUC1)
in epithelial breast cancers or MUCI16 in epithelial ovarian
cancers have already been identified for targeting tumor cells
(Cibiel et al., 2012). MUC is currently one of the major cancer
biomarkers. It is highly expressed by the majority of cancers
cells and, in particular, by primary and metastatic breast cancers
(Da Pieve et al., 2009). Recently, a targeted active immuno-
therapy protocol was designed by the Transgene Company to
treat MUC1 expressing solid tumor using a recombinant vac-
cinia virus and some antibodies against MUC1 have been de-
veloped to visualize cancer cells or to target metastatic cancers
(Horm and Schroeder, 2013).

For many years, antibodies were considered as the most
specific probes for tumor imaging due to their high affinity
and their good specificity for surface receptors (Gao et al.,
2004; Cohen and Margel, 2012; Kaur et al., 2012). Through
extensive studies, their usefulness during intraoperative sur-
gery has been demonstrated (Kaushal et al., 2008; McElroy
et al., 2008; Terwisscha van Scheltinga et al., 2011).

Despite their specificity and affinity towards their targets,
antibodies present two major restrictions for in vivo tumor
imaging: (1) their immunogenicity and (2) the difficulty to
obtain the chemical modifications needed for their fluores-
cent labeling. During the last 20 years, antibody fragments
(scFv), peptides and aptamers have been developed as al-
ternative approaches to overcome these limitations. But for
scFv and peptides, their stability remains a major problem for
their use in in vivo studies (Worn and Pluckthun 2001; Jin
et al., 2013).

Nucleic acid aptamers are nowadays considered as
nucleic-antibody analogues and have emerged as new tar-
geting probes with excellent potential for theranostic appli-
cations (Cerchia and de Franciscis, 2010; Ruigrok et al.,
2011; Zhu et al., 2012). They are classically generated by the
SELEX method from synthetic single-stranded DNA or RNA
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libraries and are selected for their ability to bind their target
antigens with strong affinity and specificity (Mayer, 2009).
Because of their small size (<30kDa) and their properties as
nucleic acids, aptamer synthesis is very well controlled, and a
lot of chemical modifications can be introduced in order to
get better stabilization, to reduce renal clearance or to con-
jugate different agents such as imaging dyes. Moreover, their
production is at low cost and reproducible, decreasing batch-
to-batch variability. An increasing number of labeled apta-
mers, conjugated to fluorescent molecules, have been
developed in order to validate their use in tumor-specific
imaging for diagnosis and potentially for intraoperative sur-
gery (Charlton et al., 1997; Gao et al., 2004; Shi et al., 2011;
Cibiel et al., 2012; Kim et al., 2012; Bellard et al., 2013).

The anti-MUCT aptamer is very well described and shows
a high affinity (0.135nM) and good specificity for its target
(Ferreira et al., 2006; Baouendi et al., 2012). This aptamer
has been shown to successfully recognize and bind to native
MUCI at the surface of the MCF-7 breast cancer cell line in
cell culture (Yu et al., 2011; Hu et al., 2012; Wu et al., 2012;
Cai et al., 2013) and in tumor-bearing mouse (Da Pieve et al.,
2009; Orava et al., 2010; Kurosaki et al., 2012). However, no
direct comparison between MUC1 aptamer and anti-MUC1
antibody has been reported.

To better understand the potential of fluorescent aptamers
versus fluorescent antibodies, the present study evaluates the
use of a fluorophore-labeled anti-MUC]1 aptamer as an im-
aging agent using spheroid assemblies as model tumors.
Spheroids as three-dimensional (3D) in vitro models provide
arelevant alternative to both complex in vivo whole organism
approaches and two-dimensional (2D) culture with its limi-
tations. Obviously, tissue-specific architecture and organi-
zation as well as mechanical and biochemical cues are absent
from classical monolayer culturing techniques. Developing
3D cell culture models not only reduces the gap between
in vitro cell culture and in vivo tissues, but also complies with
the ethical principles of animal research (Gibot and Rols,
2013). Therefore, 3D models appear appropriate for evalu-
ating the labeling and penetration efficiency of aptamers.

We showed, using a 3D model spheroid of MCF-7 cells,
that MUCT aptamer is a good alternative probe to anti-MUC1
antibody in imaging studies. Coupled with fluorophores, both
aptamers and antibodies were able to label cancer cells in the
spheroid. Whereas antibodies interact with MUC1 target only
at the surface of the spheroid, aptamers were able to penetrate
deeply in the core of these 3D tumor models.

We clearly demonstrated the accessibility of inner cells in
the spheroid to MUCI aptamers and an efficient internali-
zation in all cells of the spheroids.

Finally, we propose that aptamers may advantageously
replace antibodies in diagnostic imaging, where they could
specifically detect cancer cells without invasive surgical
procedures, or in clinical intraoperative intervention, where
they would guide surgeons in removing tumors.

Materials and Methods
Aptamer sequences, products, and reagents

The Cy3-5’-labeled-mucinl DNA aptamer (Cy3-MUCI1
aptamer) was purchased from Sigma-Aldrich [5-GGGAG
ACAAGAATAAACGCTCAAGCAGTTGATCCTTTGGA
TACCCTGGTTCGACAGGAGGCTCACAACAGGC-3%)
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(dissociation constant, K4: 0.135 nM) (Da Pieve et al., 2009)].
An irrelevant Cy3 labeled aptamer was used as control for
specificity of labeling (Cy3-control aptamer) (5-ATGAGA
TCTGAGTATAGTGTCCCGCAACCTTACACGAATGA
CGATTCTAGCGCGGCTGAT-3"). The mouse monoclonal
immunoglobin G (IgG) anti-MUCI1 antibody (clone M4H2)
was purchased from Abcam (K4 < 1.1078 M). The rabbit anti-
mouse IgG Fab2 Alexa555 and Alexa488-labeled secondary
antibodies and calcein-acetoxymethyl ester (calcein-AM)
were purchased from Molecular Probes (Life Technologies).
Ethidium bromide (BET), p-glucose, magnesium chloride
(MgCl,), N-ethylmaleimide (NEM) and bovine serum albu-
min (BSA) were purchased from Sigma-Aldrich. Washing
buffer was prepared by adding 5mM MgCl, and 4.5 g/L
glucose into Dulbecco’s phosphate buffer saline (DPBS)
without calcium and magnesium (Gibco-Invitrogen). The
binding buffer was prepared by adding 20 mg/mL BSA to the
washing buffer.

Primary antibody direct labeling

Ten micrograms of M4H2 antibodies were directly labeled
in 10-pL reaction volume with the Thermo-Scientific Dy-
Light 488 Amine-Reactive Dye (Thermo-Fischer Scientific)
for 1 hour at room temperature. Volume was adjusted to
50 pLL prior to unbound dye removal on an Illustra MicroSpin
G-50 column (GE Healthcare Life Science). The stoichiom-
etry of labeling was determined spectrophotometrically at
pH 8.5. The protein-bound dye concentrations were calcu-
lated using the following extinction coefficient: €493 nm=
70,000 cm ' M™! for Alexad8s. Antibody concentration after
labeling was calculated using €280 nm=210,000cm™" M
with a previous correction from the absorption of the dye at
this wavelength. The degree of labeling was 2.7 moles dye
per mole of antibody.

Cell lines

The cell lines of human origin used in this study, human
breast adenocarcinoma (MCF-7) were purchased from
American Type Culture Collection. MCF-7 cells were grown
and maintained in culture with Eagle’s minimum essential
medium (Gibco-Invitrogen) with 10% heat inactivated fetal
bovine serum (Gibco), penicillin/streptomycin (100 units/
mL; Gibco-Invitrogen), L-glutamine (0.58 mg/mL; Eurobio)
and human insulin (0.01 mg/mL; Sigma). Cells were main-
tained at 37°C in a 5% CO, atmosphere. All experiments on
plated cells were performed along the exponential growth
phase. N-ethylmaleimide (NEM) was used at 5SmM during
30 minutes to block endocytosis.

Preparation of spheroids and labeling with aptamer
or antibody

MCEF-7 cells (2 104) were plated out in 96-well ultralow
attachment plates (Corning Costar Sigma). After 5 days,
spheroids were removed from the plate, placed in a 24-well
plate and were rinsed twice in washing buffer (Gibot et al.,
2013). For antibody labeling, 500 pL of binding solution with
13nM M4H2 MUCI antibody were incubated with spher-
oids at room temperature for 30 minutes, washed twice with
washing buffer then incubated with the rabbit anti-mouse
secondary Alexa555 or Alexa488 antibody (1/2,000) for 30
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minutes. Finally, spheroids were washed three times prior
mounting in 1-mm-thick Cover Well™ imaging chamber
(Grace Bio-Labs). For living and dead cells staining, spher-
oids were washed twice and then incubated with 1 pg calcein-
AM and 10 pg BET for 30 minutes in 1 mL Dulbecco’s PBS
at 37°C. For labeling with aptamer, spheroids were washed
twice, incubated in 500 pL binding solution with 1 uM (72 nt:
0.02 pg/mL) folded (as described above) Cy3-MUCI apta-
mer or Cy3-control aptamer for 5 minutes at room tempera-
ture, washed twice again, and mounted in a I-mm-thick
imaging chamber. Amounts of aptamers and antibodies used
to obtain comparative fluorescence intensities were deter-
mined on 2D cell culture, where no hindrance to the access to
MUCI was present regardless of the ligand (Supplementary
Fig. S1; Supplementary figures available online at www
Jiebertpub.com/nat).

Spheroids fluorescence macroscopy imaging

Fluorescence imaging was carried out on a fluorescence
Macroscope (Leica Microsystems SA) with a 1x objec-
tive, equipped with a Cool Snap HQ camera (Roper Sci-
entific, Photometrics). Spheroids were imaged at X2 and
x4 magnification, by fluorescence using appropriate filters
(Alexa488: excitation filter, BP: 480/40 nm, emission fil-
ter, BP 527/30 nm (L5 set) ; Alexa555 and Cy3: excitation
filter, BP: 560/40nm, emission filter, BP: 630/75nm
(EtmCH/TR set, Chroma Technology Corp.). Images were
acquired and stored with Metavue software (Molecular
Devices). Image analysis was performed off line using the
Image J software (freely available from U.S. National In-
stitutes of Health).

Spheroids two-photon microscopy imaging

Two-photon microscopy was carried out with a 7MP up-
right microscope (Carl Zeiss S.A.S.). A Ti-Sapphire femto-
second laser, Chameleon Ultra 2 (Coherent Inc.was used as a
laser source at 720 nm. For Alexa-555 and Cy3 observations,
the emitted signal was directed into a non-descanned detector
(barrier filter 565-610nm). During experiments, all of the

images were acquired using an X20/0.95 NA immersion lens.
Z-stacks were acquired on the TileScan mode 2 x 2 with x0.7
magnification and between 125 and 168 z-planes were taken,
spaced 2um apart. Each plane consists of an image of
1214 pm by 1214 um (xy resolution: 0.59 pum/pixel). Image
analysis and multidimensional rendering was performed with
Imaris Software (Bitplane AG).

Spheroids confocal microscopy imaging

Confocal microscopy was carried out on inverted LSM710
microscope (Carl Zeiss S.A.S.) equipped with the 40x Zeiss
objective (1.3 numerical aperture, oil immersion). Dy-
light488 and Cy3 were visualized using a 488-nm (emission
filter: 497-578 nm) and 561-nm laser (emission filter: 565—
641 nm) respectively. Eight-bit images were recorded with
Zeiss LSM710 software (EMBL). The laser scan was unidi-
rectional. Z-stacks were acquired with x0.8 and X3 magni-
fications spaced 2 um apart and 1 pm apart respectively and
between 34 and 51 z-planes were acquired. Each x0.8
magnification plane consists of an image of 265um by
265 pm (xy resolution: 0.26 um/pixel) and each X3 magni-
fication plane consists of an image of 70.7 um by 70.7 um
(xy resolution: 0.09 um/pixel).

Results

Both aptamer and antibody are effective to detect
MUC1 on MCF-7 spheroids

To show whether aptamers may be used as specific and
sensitive imaging probes for tumor detection, we analyzed
the signal intensity for the MUCI target expressed in MCF-7
spheroids when detected with Cy3-MUCI1 aptamer (MW
22.4kDa, K4=0.135nM) relative to a specific anti-MUCI1
antibody (M4H2) (K4< 1078 nM). Cy3-MUCI1 aptamer and
anti-MUCI antibody (revealed by an Alexa 555 secondary
antibody) were incubated with spheroids and the labeling was
analyzed by fluorescence macroscopy (Fig. 1). Cy3-MUCI
aptamer showed a diffuse signal spread all over the spheroid
mass with a bell shaped distribution on the spheroid. This is
the typical signature of a volumetric distribution of the tagged

FIG. 1.

Imaging human breast adenocarcinoma (MCF-7) spheroids with mucinl (MUC1)-specific labeling: Fluorescence

macroscopy analysis of Cy3-MUCI aptamer (A) and MUCI antibody revealed with an Alexa555 secondary antibody (C)
showed that both probes labeled MCF-7 spheroids. No detectable staining was observed with either the irrelevant Cy3-
control aptamer (B) or the Alexa555 secondary antibody (D). Spheroids were incubated with 1 uM of aptamers for 5
minutes or with 13nM of MUCI antibody for 30 minutes. Scale bars =200um (C); 600pum (B); 1200um (A and D).
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FIG. 2. Specific labeling by MUC1 aptamer on MCF-7 spheroids. Z-confocal projections of MCF-7 spheroids labeled
with the Cy3-MUCI1 aptamer (A), an irrelevant Cy3-control aptamer (B), and a live—dead cell staining with calcein-
acetoxymethyl ester and ethidium bromide (C) were performed. The Cy3-MUCI aptamer exhibits a diffuse labeling all over
the spheroid with some focused points (A). The same focused points were observed with an irrelevant Cy3-control aptamer
but without diffuse labeling (B). Focused points are due to dead cells as shown by the staining with ethidium bromide (C).

Spheroids were incubated with 1 pM of aptamers for 5 minutes. Scale bars =200um.

aptamer accumulated essentially inside the spheroid (Fig 1A).
This detection is illustrative of the specificity of our probe as
shown by the nonsignificant weak signal observed in the case
of the Cy3-control aptamer that was randomly designed (Fig.
1B). The chemical modification associated to the covalent
tagging of the fluorophore is not affecting the selectivity ob-
tained by SELEX. Anti-MUCI antibody showed a fluorescent
signal restricted to the cells that were localized at the periphery
of the spheroid (Fig 1C). No labeling was obtained when the
secondary Alexa555 antibody was used alone (Fig. 1D) or
when no probe was used (Supplementary Fig. S2D).

Image analysis of the labeling by MUC1 aptamer and
MUCI antibody showed that the global fluorescence asso-
ciated with the spheroid was within the same range for the
two probes. The fluorescent yield was indeed 2.5 times higher
for the antibody (see Supplementary Data). This comparison
was possible because the excitation and the emission of the
two fluorophore (Cy3 and Alexa 555) were practically in the
same wavelength range. The same results were obtained with
all spheroids that were analyzed (Supplementary Fig. 2A, C).
To conclude, aptamers were at least as effective as antibodies
to image the spheroid.

MUCT aptamer is specific to detect MUC1
on MCF-7 spheroids

To assess the specificity of labeling with Cy3-MUCI ap-
tamer, we compared the labeling of spheroids with the Cy3-
MUCI1 aptamer (Fig. 2A) and the irrelevant Cy3-control
aptamer (Fig. 2B) using fluorescence microscopy. Only a
weak nonspecific labeling was observed inside spheroid with
discrete localizations (Fig. 2B) compared to the homoge-
neous pattern obtained with Cy3-MUCI aptamer (Fig. 2A). It
clearly indicated that the specific aptamer labeling had two
origins: a nonspecific trapping and a specific interaction
with MUCT target. Dead or necrotic cells were present in the
center of spheroids (Wenning and Murphy, 1999), and
we hypothesized that the nonspecific labeling observed was
due to interaction with genomic DNA released from dead
cells. This hypothesis was based on experiments realized on
fixed MCF-7 cells, which clearly showed a nuclear labeling
with any aptamer (Supplementary Fig. S3). The proportion of
living cells and free genomic DNA in our spheroids were
checked by using calcein-AM and BET (Fig. 2C). These
results confirmed that living cells did not show any BET

FIG. 3. A same z-plane confocal exploration shows a penetrating labeling with MUC1-aptamer and a peripheral MUCI-
antibody labeling in MCF-7 spheroid. The same spheroid was labeled simultaneously with Cy3-MUCI aptamer (A) and
anti-MUCI antibody revealed with an Alexa488 secondary antibody (B). The merge image (C) showed colabeling in
periphery and a unique aptamer labeling inside the spheroid. Spheroids were incubated with 1 uM of aptamers for 5 minutes
or with 13nM of MUCI antibody for 30 minutes. Scale bars=200pum.
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staining and that the focused spots corresponded to nonspe-
cific labeling. Therefore, the diffuse labeling observed all
over the spheroid (Fig. 2A) was due to the specific detection
of MUCI by the Cy3-MUCI aptamer.

MUC1 aptamer penetrates inside MCF-7 spheroids

Internal labeling of spheroids by MUC1 aptamers was
further investigated by confocal microscopy. Spheroids were
simultaneously incubated with Cy3-MUCI1 aptamer (Fig.
3A) and anti-MUCI1 antibody revealed with an Alexa488
secondary antibody (Fig. 3B). Confocal microscopy allowed
a deeper definition inside the spheroid than did fluorescence
macroscopy. On the central z-plane image, most of the sur-
face was labeled with Cy3-MUCI1 aptamer (Fig. 3A). By
contrast, anti-MUC1 antibody only showed a defined labeling
of cells located on the periphery of spheroids. No evidence of
internal labeling was detected with anti-MUCI1 antibody
(Fig. 3B).

The colocalization of the aptamer and the antibody showed
that the cells located at the surface of the spheroid were la-
beled by the two probes (Fig. 3C). We checked a possible
binding competition for the membrane MUCI antigen be-
tween aptamer and antibody and verified that the Alexa488

fluorescence signal was not affected by the cells’ absorption
in spheroid. Indeed, due to the different wavelength ranges of
fluorophores, higher scattering and absorption may contrib-
ute to the decrease of the emitted signal of fluorescence from
the cells located inside the spheroid. Therefore, we replaced
the labeling of the secondary antibody by Alexa555, which
had similar excitation/emission wavelengths to Cy3. Cy3-
MUCI1 aptamer and anti-MUCI1 antibody revealed by
Alexa555 secondary antibody were added on separated
spheroids (Fig. 4A, B). The orthogonal cross sections showed
that the labeling obtained with Cy3-MUC|1 aptamer and anti-
MUCI antibody revealed by Alexa555 secondary antibody
were similar to previous experiments using Alexa488 (Fig.
3B). Analysis with Cy3-MUCI aptamer labeling showed the
uniform and deep labeling of cells inside the spheroid (Fig.
4C). On the other hand, anti-MUC1 antibody again showed
exclusively peripheral cell labeling and was not able to bind
cells inside the spheroid (Fig. 4D). The comparison between
Fig. 4C and 4D on the z-plane cross section clearly confirmed
that aptamer had a deeper penetration inside spheroids than
antibody, exhibiting a more homogeneous labeling on 3D
tumor models.

In all previous experiments, the anti-MUC] antibody was
revealed with a labeled secondary antibody. To verify that the

FIG. 4. Z-confocal projections and orthogonal cross sections exploration of spheroid penetrating skills of MUC1-aptamer
and MUCI-antibody: z-confocal projection images with Cy3-MUCI1 aptamer (A) and anti-MUCI1 antibody revealed with
Alexa555 secondary antibody (B). The orthogonal cross-sections reveal a good penetration of the Cy3-MUC 1 aptamer (C)
and an exclusive peripheral labeling of the anti-MUCT1 antibody (D). Spheroids were incubated with 1 uM of aptamers for 5
minutes or with 13nM of MUCI antibody for 30 minutes. Scale bars =200um.
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FIG. 5. Penetration depth and cellular localization of Cy3-MUCI1 aptamer and primary labeled Dylight 488-MUC1
antibody on MCF-7 spheroids. Images corresponded to the overlay of bright field images and fluorescence signals. (A, B)
The Cy3-MUCI aptamer penetrated between the spheroid cells and was internalized. Anti-MUCI antibody was directly
labeled with Dylight 488. (C) Anti-MUC1 antibody did not penetrate inside the spheroid and was not internalized by cells.
Spheroids were incubated with 1 pM of aptamers during 5 minutes or with 13 nM of MUCI antibody for 30 minutes. Scale

bars =50pum.

poor penetration of anti-MUCT antibody in the spheroid was not
due to a limited accessibility of the secondary antibody, we
directly labeled the anti-MUCI antibody with Dylight 488.
MCF-7 spheroids were incubated with Cy3-MUCI1 aptamer
(Fig. 5A, B) or Dylight 488 anti-MUCI1 antibody (Fig. 5C) and
then imaged by overlay of phase contrast and fluorescence
confocal microscopy. The data confirmed that the antibody only
labeled the cells located on the periphery of the spheroid (Fig.
5C) and the absence of internal spheroid labeling. This might be
due to the inaccessibility of the primary antibody to its mem-
brane target inside the spheroid. We propose that this is linked to
the presence of the extracellular matrix network that prevents
the access for large molecules such as antibodies while leaving a
free diffusion to the smaller aptamers.

Aptamers are internalized into the cells of spheroids

Spheroid cells were almost entirely labeled by the Cy3-
MUCI aptamer (Fig. 5A) and the enlargement showed la-
beling of intracellular vesicles (Fig. 5B), as previously
reported (Chang et al., 2011). Moreover, in our conditions,
antibody was not internalized into cells and only surfaces of
detected cells were labeled. These results demonstrated that
in this spheroid model, aptamers, besides their deeper pene-
tration, were internalized inside cell vesicles. To confirm this
result, MCF-7 cells were treated with NEM, an inhibitor of
endocytosis (Sandvig et al., 2000), before incubation with
MUCIT aptamer (Supplementary Fig. S4). Cells treated with
NEM lacked the internal labeling observed without NEM
incubation.

Discussion

In this study, we used MCF-7 spheroids as a tumor model
to explore the ability of MUC1 aptamer to detect cancer cells
and therefore be used as an imaging probe for diagnostic and
intraoperative detection of cancer cells. Our major findings
showed that aptamers could advantageously replace anti-
bodies. They possess desirable attributes for molecular im-
aging because they penetrate deeply inside the core of the
spheroid, whereas anti-MUC]1 antibody only interacts with
the cells located on the surface of the spheroid.

Spheroids are 3D cell culture models that have shown their
importance in the behavior of biological system culture es-
pecially in cancer research. For example, many studies have
demonstrated elevated levels of drug resistance in spheroids
compared with cell monolayers (Hoffman, 1993). The
spheroid model appears to be the best current system for an
ex vivo model of tumors.

The use of molecular probes that specifically discriminate
cancer cells from healthy ones is a powerful tool and repre-
sents a considerable progress in tumor diagnosis, as it allows
tumors to be precisely circumscribed during intraoperative
intervention. Antibodies that recognize a specific biomarker
like CEA or epithelial growth factor receptor (EGFR) were
used to visualize cancer cells during surgery (Terwisscha van
Scheltinga et al., 2011). Up to now, antibodies were con-
sidered as the most specific probes for tumor imaging due to
their high affinity and specificity (Gao et al., 2004; Cohen and
Margel, 2012; Kaur et al., 2012). However, antibodies pres-
ent two major restrictions for in vivo tumor imaging: (1) their
immunogenicity, and (2) the difficulty to obtain the chemical
modifications needed for fluorescent labeling but also for
in vivo stability (Worn and Pluckthun, 2001; Jin et al., 2013).
Nucleic acid aptamers have emerged as new targeting probes
with excellent potential for imaging applications (Cerchia
and de Franciscis, 2010; Ruigrok et al., 2011; Zhu et al.,
2012). They considerably decrease side effects because of
their lack of immunogenicity, and they can easily be chem-
ically modified with, for example, the addition of fluorescent
conjugates that allow the specific detection of the target for
diagnosis or during surgery.

Here we compared the well-characterized MUC]1 aptamer
with anti-MUCI antibody by different fluorescence imaging
approaches using spheroids. In our model, cells were detected
by MUCI aptamer all over the spheroid mass, whereas anti-
MUCI1 antibody showed a labeling limited to the periphery of
the spheroid. In vivo, enhanced permeability and retention
effect (EPR effect) is an important property of solid tumors
and clearly increases the penetration of macromolecules (or
nanoparticles, liposomes) inside tumors (Maeda, 2001). The
leaky vasculature associated with EPR effect of these tumors
enhances the spread of macromolecules inside the tumors.
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Our results showed that aptamers were more efficient to
spread into spheroids than antibodies. The diffuse signal
obtained from the aptamers demonstrated their capacity to
uniformly infiltrate the tumor mass.

Fluorescence imaging gave convincing results concerning
the penetration capacity of aptamers versus antibodies in our
spheroid model. As described in the literature (Shigdar et al.,
2013), the labeling with antibodies was restricted to the ex-
ternal layer of the spheroid, but their images did not allow an
estimation of the depth of aptamer penetration inside the
spheroid. Biphotonic microscopy led us to obtain more pre-
cise images on this aspect. Z-plane cross sections permitted
us to investigate the penetration depth of both aptamers and
antibodies inside the spheroid. These observations clearly
demonstrated the poor penetration capacity of antibodies and
their accumulation on the external layer of the spheroid. The
fact that the detection was done with a secondary antibody
was addressed and the apparent limited penetration of the
primary antibody was also observed when it was directly
conjugated with Dylight 488, since only external spheroid
layers are labeled. Thus, the information confirmed that the
antibody penetration was limited to a few micrometers in
depth. In contrast, aptamers showed a continuous labeling
across the spheroid.

The observation that antibodies do not penetrate into tumor
spheroids was already well-documented (Wenning and
Murphy, 1999; Graff and Wittrup, 2003; Thurber and
Wittrup, 2008; Shigdar et al., 2013). This limited diffusion
was also observed for antibody fragments like scFv (Su-
therland et al., 1987) and was mainly explained by the
presence of tight junction complexes between adjacent cells
that represent a significant barrier to penetration by these
proteins. It appears from our results that nucleic acids may
bypass these barriers to access the center of the spheroid
(Thurber et al., 2007).

This property suggests that aptamers could not only be
useful for imaging, but also as delivery tools. Recently, ap-
tamers coupled with toxin (Chu et al., 2006), small interfering
RNA (McNamara et al., 2006; Dassie et al., 2009), micro
RNA (Dai et al., 2012; Liu et al., 2012) or functionalized
nanoparticles (Farokhzad et al., 2006; Yu et al., 2011; Chen
etal., 2012) have been shown to be effective in drug-targeting
to cancer cells in vitro and in vivo (Kanwar et al., 2011; Wang
and Li, 2011; Li et al., 2013).

Interestingly, the intracellular labeling showed that apta-
mers were rapidly internalized by intracellular vesicles. We
have shown that this labeling was specific for MUC1 aptamer
and that an irrelevant aptamer detected only the few dead
cells present in spheroids. The same vesicular labeling with
anti-MUCI1 aptamer conjugated nanoparticles as carrier for
doxorubicine was shown to colocalize with late endosomes/
lysosomes and to deliver the chemotherapeutic drugs inside
the cytoplasm (Chang et al., 2011). This rapid and efficient
degradation of the probe in the endocytosis pathway repre-
sents a strong possibility to deliver amphipathic drugs inside
tumor cells. Recently, results with CD133 aptamer have
shown that these probes remain sufficiently long within the
tumor mass to efficiently deliver chemotherapeutic drugs
(Shigdar et al., 2013).

Using a high resolution imaging approach, our work
clearly supports the advantage of small targeting probes like
aptamers to efficiently penetrate inside solid tumors.

Conclusion

Cy3-MUCI1 aptamer was able to label cancer cells in a
tumor spheroid model. Furthermore, the aptamer penetrated
deep into the tumor mass, where it was efficiently internal-
ized inside cell vesicles once the biomarker was detected.
This was in contrast to anti-MUCI antibody, which was
confined to the outside of the spheroid.

The small size, the easy chemical modifications and the
lack of immunogenicity of aptamers are transforming these
molecules as powerful tools that can effectively substitute for
antibodies in tumor detection for diagnostics as well as in-
traoperative image-guided surgery. It is now needed to con-
firm our results with in vivo experiments and to further
explore the potential of aptamers as probes to deliver drugs
deep inside solid tumors and as theranostic tools.
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Supplementary Data

Fluorescence Analysis

The intensity of the fluorescence detected on spheroids is
represented by the equation:

If:kxnxl()xsxd)

Where

I; is the intensity of fluorescence,

k the constant of the apparatus,

n the number of the molecules detected,
Iy the intensity of the fluorophore,

¢ the molar extinction coefficient, and

® is the quantum yield of the fluorophore.

As we are using a fluorescent macroscope, Iy is dependent on
the size of the spheroid.

I; is highly similar for Cy3MUCI1 aptamer and Alexa555-
MUCT1 antibody (Fig.1). As in each case the product of kX I is
equivalent (same imaging system), we got for ex®: 0.10x
150,000 = 15,000 with the antibody, and 0.04 x 15,0000 = 6,000
for the aptamer.

Supplementary Materials and Methods: Plated Cells
Microscopy

Twenty-four hours prior to labeling, cells were seeded at a
density of 30% in a two-chamber Lab-tek 2 coverglass sys-

tem (Nunc) in culture growth medium. Before incubation
with aptamers or antibodies, chambers were washed twice
with 2mL washing buffer after culture medium removal.
Aptamers at 2 M were diluted in 250 uL washing buffer
without glucose and denaturated at 95°C for 5 minutes, fol-
ded at room temperature for 10 minutes, and 250 pLL washing
buffer with 4 % bovine serum albumin and 9 g/LL glucose
were added to obtain 500 pL. of 1 uM aptamer binding solu-
tion. After two 5-minute washes, the 5-minute aptamer in-
cubation is completed. For antibody labeling, cells were
blocked for 1 hour in washing buffer supplemented with 10%
fetal bovine serum. After three 10-minute washes, cells were
incubated with 13nM M4H2 primary antibody in 500 pL
binding buffer for 30 minutes. Three 10-minute washes were
performed before the 1-hour incubation with the Alexa488
secondary antibody (1/2,000). For both aptamer and antibody
labeling, two washes were done before the chamber was
placed on the stage of an inverted digitized microscope
(Leica DMIRB). Cells were observed with a Leica 40x, 1.3
numerical aperture (NA) objective. The wavelengths were
selected by using the Leica N1 filter block for the Alexa488-
coupled antibody and the Leica mCherry filter block for the
cyanine3-conjugated aptamer. Images were recorded with
the Metamorph software (Molecular Devices) equipped with
a Photometrics cooled CoolSNAP HQ2 CCD camera (Roper
Scientific).



SUPPLEMENTARY FIG. S1. Imaging MCF-7 (human breast adenocarcinoma) living cells with MUCI specific la-
beling: Cy3-MUCI1 aptamer and MUCI antibody revealed with an Alexa488 secondary antibody imaging by phase contrast
and by fluorescence microscopy. Plated cells were incubated with 1 uM of aptamers during 5 minutes or with 13 nM of
MUCI antibody during 30 minutes. Fluorescence intensities were normalized on fluorescence images.



SUPPLEMENTARY FIG. S2. Fluorescence macroscopy imaging of MCF-7 spheroids with mucinl (MUC1)-specific
labeling: Cy3-MUCI aptamer (A, B) and MUCI antibody revealed with an Alexa488 secondary antibody (C) both labeled
MCF-7 spheroids. No detectable staining was observed in the control without aptamer or antibody (D). Spheroids were
incubated with 1 pM of aptamers for 5 minutes or with 13 nM of MUCI antibody for 30 minutes. Scale bars=200um.



SUPPLEMENTARY FIG. S3. Imaging MCF-7 fixed cells with Cy3-MUCI and an irrelevant Cy3-control aptamer. A
nuclear labeling is observed with any aptamer. Plated cells were incubated with 1 M of aptamers for 5 minutes.



SUPPLEMENTARY FIG. S4. MCF-7 living cells treated with or without N-ethylmaleimide (NEM) before incubation
with Cy3-MUCI aptamer or Cy3-control aptamer. No specific internalization of Cy-3 MUC]1 aptamer was observed with
the inhibitor of endocytosis. Plated cells were incubated with 1 pM of aptamers for 5 minutes.
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1 Lignées Cellulaires :
La lignée cellulaire NIH:OVCARS3 provient de 'ATCC, la lignée SK-OV-3 nous a

eté fournie par I'équipe du Pr Querleu (Institut Claudius Régaud — Toulouse), les
lignées B16-F10 et ZR-75-1 par I'équipe du Dr Muller (IPBS — Toulouse).

2 CE-SELEXIL-8:

225 pmoles de librairie2 marquée a la fluorescéine en &
(5’FamTGGGCACTATTTATATCAAC-25N-AATGTCGTTGGTGGCCC) ont été chauffées 5
minutes a 95°C dans 9 uL de tampon de liaison (50 mM Tris Acétate pH 8,2 ; 5 mM
MgCl,), placé 4 minutes dans la glace puis a température ambiante pendant 20
minutes. 1 uL d’IL-8 a 10 pM a été rajouté pour linteraction de 20 minutes a
température ambiante). L’appareil utilisé est un PA800 Beckman-Coulter équipé d’'un
détecteur UV barette de diode et d’'un détecteur LIF monté avec un capillaire de silice
de 75 pm de diametre interne, 80 cm de longueur totale et 70 cm au détecteur
(Polymicro, USA). La migration se fait a 30 kV dans du tampon de migration Tris-
Acétate 50 mM a pH 8,2. Le volume des échantillons a injecter est de 10 uL. Chaque
injection dure 13 secondes sous une pression de 2 psi. Une petite quantité de
l'interaction est injectée puis des fractions sont collectées. 1 yL d’IL-8 a 10 uM est
rajouté a 9 uL de la fraction collectée d’intérét puis linteraction est laissée 20
minutes a température ambiante avant injection. Ceci a été répété lors d’un troisieme
cycle de non-SELEX. Les séquences de la fraction 3.3E1.3 contenant les pics de
complexe de la troisieme interaction ont été amplifiees 25 cycles par PCR dans 5
tubes de 50 pL ensemencés au 1/10°™. Une amorce « anti-sens » contenant deux
terminateurs TEG et une extrémité 5 polythymidine (5'TTTTTTTTTTTTITTTT-TEG-
TEG-GGGCCACCAACGACATT) a eté utilisée pour générer des brins « antisens » plus
longs que les brins « sens ». Les produits PCR ont été dénaturés par chauffage dans
une solution de formamide puis déposés sur gel SDS-PAGE 15% dénaturant (8 M
urée), la bande «sens » découpée et 'ADNsb purifi¢ a l'aide d’'un kit DNA Gel
Extraction (Millipore). Les séquences ADNsb « sens » marquées ont été foldées puis
injectées et leur temps de migration contrélé. Puis une concentration finale de 100

nM d'IL-8 a été mise a interagir avec les séquences pendant 20 minutes a
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température ambiante avant injection du mélange. Les séquences du pic collecté ont
été clonées d’aprés le protocole de clonage décrit en section Méthodologie-6.1 et

envoyées a séquencer.

3 Sélection d’Aptameres par Filter-Binding SELEX :

Le tampon d’interaction utilisé est composé de Na2HPO4/KH2PO4 9 mM pH 8;
40 mM NacCl ; 2,7 mM KCI; 1 mM MgCI2. 25 pmoles de librairie2 marquée a la
fluorescéine en 5’ préparée dans le tampon de liaison a été préstructurée comme
défini précédemment. Un filtre de nitrocellulose 0,45 pum HAWPO01300 (Millipore) a
été traité par incubation 40 minutes dans une solution de KOH 0,5 N puis rincé a
l'eau MilliQ et placé dans un tampon phosphate 0,5 M pH 8 puis rincé avec du
tampon de liaison. La librairie est incubée 15 minutes en présence de morceaux de
filtres traités pour la contre-sélection. Le surnageant est ensuite incubé 30 minutes a
température ambiante en présence de 200 nM d’'IL-8 dans un volume final de 500
ML. La solution d’interaction est filtrée puis 3 lavages avec 300 pyL de tampon de
liaison sont effectués. Le filtre est ensuite découpé, placé dans un eppendorf avec
100 pyL d’eau MilliQ et chauffé 5 minutes a 95°C. Le surnageant est prélevé puis
utilisé pour ensemencer 10 tubes PCR de 50 pL au 1/25°™ avec une amorce
« antisens » contenant deux terminateurs PEG et une queue polythymidine (voir
précédemment). 25 cycles sont effectués et le produit PCR contrélé sur gel
d’agarose 2%. Les ADNsb « sens » sont purifiés comme décrit précédemment en
section 1llI-2. 25 pmoles de sous-librairie sont utilisés a chaque cycle pour
l'interaction. Les concentrations d’IL-8 sont progressivement réduites : 200 nM au
cycle2, 50 nM aux cycles3 et 4, et 5 nM dans les cycles suivants. Le temps

d’interaction est réduit a 15 minutes a partir du cycle6.

4 Sélection d’Aptameres par Cell-SELEX :

Le tampon de lavage est du Dulbecco’s PBS (DPBS) a pH 7.4 avec 4,5 g/L de

D-Glucose et ajusté a 5 mM MgCI2. Le tampon de liaison a la méme composition



178 | METHODOLOGIE

gue le tampon de lavage avec l'addition de 1 mg/mL d’albumine sérique bovine
(BSA) et de 0,1 mg/mL d’ARNt de Torula. Lors du premier cycle de Cell-SELEX, 5
mL de DPBS; 5 mM MgCI2 contenant 2 nmoles de la librairie5
(5'FamCGCCTCGGATAACGGATT-25N-TTCGCAGGTTACAGGACA) naive ont été chauffées a
95°C pendant 10 minutes puis placées dans de la glace pendant 10 minutes. La
BSA, les ARNt et le D-Glucose sont alors ajoutés dans la solution d’interaction froide
avant son retour a température ambiante. La librairie structurée est incubée avec les
cellules NIH:OVCAR3 & 80% de confluence dans une flasque de culture de 75 cm?
pendant 30 minutes sous agitation lIégére et a température ambiante. La solution de
liaison est prélevée (fraction de séquences Non Retenues) et les cellules sont lavées
deux fois sous agitation Iégére et a température ambiante dans 5 mL de tampon de
lavage pendant 15 minutes puis 1 mL pendant 5 minutes. Les cellules sont grattées
a l'aide d’un cell scraper dans 500 pL de tampon de lavage, la solution est chauffée
10 minutes a 95°C, rapidement centrifugée puis le surnageant contenant les
séquences €luées est prélevé. Les concentrations en séquences dans les fractions
Non-Retenue, les 2 lavages et I'extrait sont évalués par spectrofluorimétrie. Un
échantillon d’ADN élué est amplifié en PCR suivant le protocole de PCR en cascade
décrit en section III-5 avec une amorce « sens » marquée a la fluorescéine en 5’ et
une amorce « antisens » biotinylée en 5. Les 2,5 mL de produits ADNdb sont mis a
incuber avec 150 pL de billes recouvertes de streptavidine (Pierce) pendant 2h sur
roue tournante a température ambiante. Les billes sont ensuite placées dans une
colonne de centrifugation 0,8 mL (Pierce). La colonne est rincée 2 fois par 500 pL de
DPBS. L’élution s’effectue par 200 uL de NaOH 0,2 M placés sur la colonne et
conservés 5 minutes avant d’étre poussés a la seringue. 3 élutions successives sont
ainsi réalisées. Chaque éluat est immédiatement tamponné par 50 pL de Tris-HCI 1
M pH 7,5. Les éluats sont ensuite mis a précipiter sur la nuit a -80°C apres ajout de
1/10°™ de volume de Na Acétate 3M ; 5 mM MgCI2 pH 5,2 puis de 3 volumes
d’éthanol 96%. Aprés 30 minutes de centrifugation a 9000 g, les précipités sont
repris dans 50 pL de DPBS et dosés au nanodrop. 200 pmol d’ADNsb seront
utilisées lors du cycle suivant de Cell-SELEX. La taille des flasques de culture, les
volumes et les temps d’incubation et de lavages ont été modifiés au cours des cycles
pour augmenter la spécificité des séquences d’aprés les données de la Figure 30.

Des contre-sélections sur les cellules SK-OV-3 ont également été effectuées a
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certains cycles avant I'incubation avec les cellules cibles comme indiqué en Figure
30.

5 PCR en Cascade:

Lors de SELEX, il est classiquement observé 'apparition de produits PCR de
taille supérieure a la taille attendue. Il semble impératif d’éviter au maximum
I'apparition de ces amplicons qui ne correspondent pas aux séquences originelles de
la librairie et donc aux séquences sélectionnées pour leur capacité de liaison a la

cible.

La génération de tels produits est corrélée a une trop grande concentration de
produits PCR dans le tube conduisant a I'’hybridation intermoléculaire de séquences
de la librairie. Ceci est en général observé a partir d’'une concentration supérieure a
20 ng/uL, c’est donc la concentration critique a éviter de dépasser (Tuerk & Gold
1990; Bell & DeMarini 1991). Or comme indiqué précédemment, il nous faut produire
une grande quantité de produits PCR a chaque cycle afin de purifier suffisamment
d’ADNsb pour procéder au cycle suivant de SELEX.

Afin de générer autant de produit PCR a partir d’'une faible concentration
d’ADNsb issus de la sélection, 'approche développée classiquement par I'équipe de
Weihong Tan consiste en la réalisation de deux PCR successives (pré-amplification
et amplification), la seconde utilisant une dilution de la premiére comme matrice.
Cette « double » PCR permet de réduire la concentration en produit PCR dans le
tube et donc de retarder I'apparition de produits non souhaités tout en permettant
'obtention d’un plus grand volume. Nous réalisons 5 PCR de pré-amplification avec
comme matrice les ADNsb sélectionnés et élués de la molécule cible puis utilisons
ces produits pour ensemencer au 1/10°™ 50 tubes dits d’amplification PCR (Figure
59).
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amplification
(50x5 L matrice)

pré-amplification
(5x5 a 5x25 uL matrice)

250 a 500 pL 5x50 pL
séquences (250 pL pré-amplifiés)
ADNsb extraites

50x50 pL
(2,5 mL PCR = 700 pmoles)

Figure 59: PCR en cascade. 25 a 125 pyL du volume de séquences extraites
servent a ensemencer les 250 puL de PCR de pré-amplification. Ces 250 pL servent

ensuite a ensemencer 2,5 mL de PCR d’amplification.

6 Identification des Séquences :

6.1 Clonage :

Afin de rentabiliser au maximum I'approche clonage, les séquences d’un cycle
ont été concatémerisées avant leur insertion dans le plasmide de clonage (Figure
60). Des PCR sur colonies ont permis d’identifier les clones présentant un
concatémere, les plus grands ont été sélectionnés pour le séquencage. Les amorces
utilisées pour I'obtention de produits PCR a cloner sont modifiées de maniére a
contenir un site de restriction BamHI en leur cceur. Les produits PCR sont ensuite
digérés par I'enzyme BamHI puis purifiés sur gel natif (élimination des extrémités
digérées). Les produits digérés et purifiés sont ensuite concatémeériseés puis clonés
dans un plasmide pBluescript ouvert au site BamHI. Des PCR sur colonies par
utilisation d’amorces encadrant le site de clonage permettent de déterminer avec
certitude la présence d'un insert et le nombre de séquences comprises dans le
concatémere. Grace a cette méthode, nous avons obtenu a titre d’exemple 34

séquences en 11 clones pour le cycle 15 du Cell-SELEX.
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l Clonage

PCR sur colonie
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Nombre de
séquences dans le
concatémeére

Figure 60 : Clonage BamHI des séquences par concatémeérisation. Des PCR
avec les amorces modifiées permettent d’incorporer un site BamHI de part et d’autre
de la séquence dégénérée. Apres digestion, les produits sont concatémérisés puis
clonés. Des PCR sur colonies permettent d’envoyer a séquencer les plasmides

contenant un maximum de séquences.

6.2 Séquencage haut-débit Illumina :

Pour rentabiliser I'approche lllumina, nous avons souhaité ne procéder qu’a un
seul run de séquengage regroupant I'ensemble des cycles de quatre SELEX
différents effectués au laboratoire. Pour cela, nous avons procédé au marquage des
séquences par un INDEX correspondant a un cycle afin de réattribuer les séquences

une fois poolées pour le run de séquencage (Figure 61).

Nous avons adapté le protocole Illumina afin de séquencer simultanément les
cycles de sélection et de contre-sélection de 4 SELEX réalisés. Soit un total de 63
cycles différents. Nous avons utilisé 63 amorces comprenant un index différent pour

préparer les séquences d’ADNdb pour le séquencgage lllumina.



182 | METHODOLOGIE

63 PCR avec 63 amorces comportant un index différent ont été nécessaires
pour séquencer 7 cycles contre I'lL-6, 11 cycles contre I'lL-8, les 20 cycles de
sélection et les 10 cycles de contre-sélection du Cell-SELEX ainsi que 15 cycles de

SELEX effectués auparavant dans le laboratoire contre la GFP.

Les produits PCR ont été purifiés, quantifiés et rassemblés en un mélange
équimolaire de chaque index pour le séquencage. Le séquencage a été réalisé sur
un appareil MiSeq en collaboration avec la plateforme Génome et Transcriptome
(GeT - Génopodle de Toulouse). Les sous-librairies ont été reconstituées via

'indexation par la plateforme de bio-informatique du Génopdle de Toulouse.
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20 cycles NIH:OVCAR3
N 11 cycles IL-8
10 contre-sélections SK-OV-3 15 cycles GFP 7 cycles IL-6 ¥
adaptateurs et
indexation des
sous-librairies
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des amplicons
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BioAnalyzer
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mélange équimolaire de
toutes les sous-librairies
Séquencage
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réattribution des
séquences a leur
sous-librairie

Figure 61: Préparation des sous-librairies, séquencage Illumina et

reconstitution des sous-librairies. Des PCR ont été réalisées sur chaque sous-
librairie pour incorporer les adaptateurs indexés. Les produits PCR double-brin ont
été purifies et dosés avant d’étre rassemblés dans un mélange équimolaire pour le
séquencage sur puce lllumina. Les 11 millions de séquences obtenues ont été
rassemblées par index afin de reconstituer les sous-librairies correspondant a

chacun des cycles de chacun des SELEX.
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On observe des disparités dans le nombre de séquences réattribuées pour
chaque sous-librairie (Figure 62). De plus, sur les 63 sous-librairies séquencées, 7
présentent moins de 1 000 séquences aprées reconstitution. Nous avons choisi par la
suite d’exclure ces cycles de nos analyses. Les disparités peuvent s’expliquer par
'approximation du dosage et de la purification effectuée avant le séquencage.
'absence de séquences

Cependant nous n’avons pas d’explication pour

correspondant a certaines sous-librairies.

Parde n?mbmde n?mbmde n?mbmde n?mbmde n?mbmde
SELEX séquences | séquences | séquences | séquences | séguences
NIH:OVCAR3 SK-OV-3 IL-8 IL-6 GFP

1 230 64203 0 76340
2 80088 0 88695 50161
3 60005 46898 35397 117208 107852
4 79459 100936 13501 88071
5 35483 54085 85125 82456
6 194010 92244 45370 118757 84836
7 69884 245217 37422 104167
8 51561 62728 82704
9 31 33355 52546 58009
10 136430 0 110182
11 67404 276340 186242
12 52929 271 54780
13 317677 77400
14 227090 152327
15 51980 69 61081
16 144983 69750

17 123021 57028

18 225724 372207

19 216699 18415

20 51342 29886

Figure 62 : Détails du nombre de séquences obtenues aprés le séquencage
lllumina contre chaque cible. Les séquences SK-OV-3 sont issues du séquencgage

des séquences contre-sélectionnées lors du Cell-SELEX.
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7/ Analyse des Séquences

Le traitement informatique et automatisé de séquences tel que la recherche de
motifs doit étre validé par une analyse manuelle afin de vérifier que les informations
obtenues de maniere automatisée correspondent a la réalité observée de maniére
directe. Le traitement initial des séquences est commun aux deux méthodes. Les
sous-librairies reconstituées sont traitées de maniere a ne conserver que les parties
dégénérées (Figure 63-2 et -3) en éliminant les adaptateurs lllumina et les parties
fixes des librairies. Puis les séquences dégénérées sont triées alphabétiquement et

I'occurrence de chacune est extraite (Figure 63-4).

7.1 Recherche automatisée de motifs par MEME

Nous avons utilisé le logiciel d’analyse de motifs MEME pour obtenir le motif
consensus sur un plus grand nombre de séquences. Nous nous sommes alors
heurtés a la problématique de la trés grande quantité de données pour effectuer des
alignements. En effet, ne disposant pas d’'une énorme capacité de calcul, nous nous
sommes efforcés a ne pas traiter plus de 4 000 séquences simultanément par
MEME. Le découpage systématique de chaque cycle en blocs de 4 000 séquences
ne semble pas une bonne option car elle empécherait 'émergence de motifs

faiblement représentés.

Les séquences représentées seulement une fois sont éliminées afin de diminuer la
complexité de I'analyse et permettre une analyse par le programme de recherche de
motifs MEME (Figure 63-5). Nous avons ensuite attribué une occurrence de 1 a
chaque séquence restante, c'est-a-dire initialement présente en plusieurs copies
(Figure 63-6). Ce traitement permet de réduire le nombre total de séquences a moins
de 4 000 pour la quasi-totalité des sous-librairies et de rechercher les motifs par
MEME en une analyse par cycle (Figure 63-7).

7.2 Recherche manuelle de motifs (faite sur le Cell-selex)

Les séquences obtenues sont classées par ordre décroissant d’occurrence
(Figure 63-8). Afin d’extraire des sous-librairies un nombre de séquences
analysables, toutes les séquences représentant une fraction plus grande que 0,025%
de la sous-librairie sont analysées. Des motifs sont ainsi identifiés a I'ceil et un code

couleur leur est attribué (Figure 63-9).
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1 Données brutes de séquencage lllumina

Vv

Reconstitution des sous-librairies (INDEX)

W

Elimination des parties fixes

v

Tri alphabétique des séquences et comptage

5 Elimination des séquences uniques
6 Elimination des données d’occurences
7 Recherche de motif par MEME

H|i WD

| 8 Classement par occurrence I

| 9 Recherche visuelle de motifs partagés I

comparaison

GCCTCGGATAACGGATTTAGACTGGAGAGACTTTCCCGGATATTCGCAGGTTACAGGACA
GCCTCGGATAACGGATTTAGACTGGAGAGACTTTCCCGGATATTCGCAGGTTACAGGACA
2 GCCTCGGATAACGGATTACGAAACCAGACTGTAGAGACTGTCTTCGCAGGTTACAGGACA
GCCTCGGATAACGGATTACGAAACCAGACTGTAGAGACTGTCTTCGCAGGTTACAGGACA
GCCTCGGATAACGGATTACGAAACCAGACTGTAGAGACTGTCTTCGCAGGTTACAGGACA
GCCTCGGATAACGGATTAGGTTCCCAACTACTAATGTTGCGCTTCGCAGGTTACAGGACA

A 4

ACGAAACCAGACTGTAGAGACTGTC 3
3-4 AGGTTCCCAACTACTAATGTTGCGC 1
TAGACTGGAGAGACTTTCCCGGATA 2

ACGAAACCAGACTGTAGAGACTGTC 3 ACGAAACCAGACTGTAGAGACTGTC 3
5 TAGACTGGAGAGACTTTCCCGGATA 2 8 TAGACTGGAGAGACTTTCCCGGATA 2
AGGTTCCCAACTACTAATGTTGCGC 1

¥

TAGACTGGAGAGACTTTCCCGGATA ACGAAACCAGACTGTAGAGACTGTC 3

9 TAGACTGGAGAGACTTTCCCGGATA 2
AGGTTCCCAACTACTAATGTTGCGC

Figure 63 : Traitement des données de séquencage haut-débit Illumina. Un

6 ACGAAACCAGACTGTAGAGACTGTC

[

traitement commun aux deux méthodes d’analyse a d’abord été appliqué (1-4) puis
des spécificités ont été introduites pour la recherche manuelle (encadré rouge) et la
recherche automatisée (encadré vert) de motifs (A). lllustration sur des séquences
issues du Cell-SELEX (B).
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8 Tests d’affinité :

Tous les tests d’affinité sur cellules ont été pratiqués dans le tampon de liaison

utilisé lors du Cell-SELEX (voir section Méthodologie-4).

8.1 Radiomarquage sur cellules platées :

Les cellules ont été mises en culture dans des plagues 24 puits (Nunc) et
utilisées a 80% de confluence. 8 pmoles de séquences ADNsb ont été marquées en
5’ par incubation avec de 'ATP gamma %P et de la T4 polynucléotide kinase. Les
oligonucléotides ont ensuite été purifiées sur colonne G25. Des gammes de
concentration allant de 25 pM a 5 nM d’ADNsb marqués ont été préparées et
structurés dans le tampon de liaison utilisé en Cell-SELEX, comme décrit
précédemment (section Méthodologie-4). Le glucose, la BSA et les ARNt de Torula
ont été rajoutés apres le chauffage a 95°C. Les cellules ont été mises a incuber avec
les ADNsb radiomarqués pendant 30 minutes sur glace et sous agitation dans un
volume de 200 pL. Le surnageant a été prélevé puis deux lavages de 5 minutes par
500 pL de tampon de lavage ont été effectués sur glace et sous agitation. Enfin, les
cellules ont été raclées dans 500 uL de tampon de lavage et la radioactivité de

chaque échantillon dosée.

8.2 Marquage fluorescent en Cytométrie de flux :

Plusieurs protocoles ont été utilisés pour la mise en suspension des cellules. Les
cellules sont utilisées lorsqu’elles atteignent 80% de confluence dans la flasque de

culture.

Méthode non-enzymatique : Les cellules ont été rincées une fois au DPBS sans

sels avant incubation avec une solution de DPBS sans sels a 0,1 M EDTA. Les
volumes utilisés ont été de 5 mL pour une T25 et de 15 mL pour une T75. La flasque
a été laissée 10 minutes en incubateur a 37°C puis les cellules prélevées et

centrifugées a 4 000 g pendant 5 minutes.

Méthode enzymatigue : Les cellules ont été rincées une fois au DPBS sans sels

avant incubation avec une solution de Trypsine-EDTA commerciale a 0,05%. Les
volumes utilisés ont été de 250 pL pour une T25 et de 750 pL pour une T75. La
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flasque a été laissée 5 minutes en incubateur a 37°C puis les cellules prélevées et
centrifugées a 4 000 g pendant 5 minutes. Pour une digestion douce visant a
conserver un maximum de marqueurs de surface, un décrochage enzymatique a été
pratiqué la veille de I'expérience et les cellules réensemencées a la méme
confluence. Une digestion de 1 minute est alors suffisante le jour de I'expérience
pour décrocher les cellules. Une étape de réexpression des marqueurs a parfois été
pratiquée en incubant les cellules décrochées de 1 a 3 h dans du milieu de culture

sous agitation a 37°C.

Pour le marquage des cellules, la solution de décrochage a été éliminée aprés
centrifugation puis les cellules resuspendues dans 2 mL de milieu de culture pour
comptage. Des lots de 250 000 cellules ont été répartis dans des eppendorfs de 1,5
mL correspondant a chaque condition analysée. A partir de cette étape tout a été
pratigué en chambre froide a 4°C. Les échantillons sont centrifugés a 1 000 ¢
pendant 1 minute, le milieu éliminé puis deux ringcages dans le tampon de liaison ont
été pratiqués. Les cellules ont été incubées 30 minutes en présence de 250 nM
d’ADNsb structurés sur roue tournante. Deux ringages ont été réalisés avec le
tampon de liaison puis les cellules ont été resuspendues dans 400 pL de tampon de

liaison pour passage au cytometre FACScalibur.
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Conclusion
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1 Purification des ADNsb a partir de Banques ADN :

Les résultats présentés en premiere partie apportent des données nouvelles
sur les séquences générées par 'utilisation d’amorces contenant des terminateurs de
polymérisation. Ce type d’amorce sert a I'obtention de produits PCR de brins de
longueur inégale, dans le but de purifier TADNsb correspondant a la librairie. lls ont
fait 'objet d’'une publication dans le journal PlosOne en 2011 (section Résultats-1.1).
Nous avons caractérisé un nouveau type de terminateur fort basé sur la présence de
contraintes au sein de la matrice. L'introduction de deux CNA contigus entraine 'arrét
de I'’élongation pour les deux ADN polymérases testées : Pfu et Taq. Des données
supplémentaires non publiées ont également été acquises quant au comportement
de ces deux polymérases lorsque les deux contraintes introduites par les 2 CNA sont
espacées dans la matrice. La Pfu aura tendance a stopper son élongation face a la
premiere contrainte alors que la Taq stoppera a la seconde. Ceci semble indiquer
une plus grande tolérance de la Taq face a la rigidité de la matrice ADN (section

Résultats-1.2).

Nous avons adopté la stratégie utilisant des terminateurs de polymeérisation
pour les SELEX contre IL-8. Le Cell-SELEX et le SELEX IL-6 ont été réalisés par
purification des ADNsb sur billes de streptavidine. Le rendement faible de cette
méthode de purification (environ 35%) conduit a produire une grande quantité
d’amplicons afin d’obtenir 200 pmoles d’ADNsb purifié. Afin de limiter la production
de produits PCR non désirés, la concentration en matrice doit rester aussi faible que
possible. Nous réalisons donc un faible nombre de cycles sur un grand volume dans

un protocole ici nommé de PCR en cascade (section Méthodologie-5).

2 SELEX contre IL-8:

Deux sélections ont été réalisées contre l'interleukine-8 : une en CE-SELEX et
I'autre en Filter-Binding SELEX. Concernant le SELEX en électrophorese capillaire, 3
cycles de non-SELEX ont été effectués, suivis d’'un cycle de SELEX classique avec

amplification des séquences (section Résultats-2.1). Les candidats séquencés n’ont
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pas permis d’identifier de motif enrichi dans la population. Cependant la plupart des
séquences analysées sont capables de structuration forte d’aprés I'analyse réalisée
avec Mfold. 2 des séquences semblent présenter une structuration de type G-
quadruplex. Les tests d’affinité pratiqués en CE ainsi qu’en Filter-Binding n’ont pas

permis d’attester de l'interaction de ces séquences avec la cible IL-8.

Le Filter-Binding SELEX qui a été effectué sur 11 cycles a permis de voir un
enrichissement en séquences liantes d’aprés la quantité de séquences extraites
apres le partitionnement (Figure 23). L’interaction de la sous-librairie du cycle 6 a
également révélé une diminution du rendement de fluorescence en présence de
concentrations croissantes en IL-8, semblant indiquer I'établissement d’interactions.
Les 11 sous-librairies ont été soumises a un séquencage haut-débit et aucun
enrichissement n’a pu étre observé, si ce n'est pour des séquences aux parties
dégénérées trés courtes (de 6 a 9 nts). Nous n’avons pas trouvé de corrélation entre

les séquences identifiées par I'approche CE-SELEX et Filter-Binding SELEX.

3 Cell-SELEX sur NIH:OVCAR3 :

Le but de ce Cell-SELEX est d’identifier des aptameéres spécifiques pour la
protéine extra-membranaire Mucinel6 (section Résultats-3). La lignée épithéliale
ovarienne cancéreuse NIH:OVCAR3 qui surexprime la Mucinel6 a été utilisée pour
la sélection et la lignée SK-OV-3, qui n’exprime pas la Mucinel6, pour la contre-
sélection. Une lignée NIH:OVCAR3 GFP et éteinte pour Mucl6 a été créée par une
stratégie ShRNA (NIH:OVCAR3 Mucl6Sh-GFP), elle sera utilisée pour tester la
spécificité des aptameres sélectionnés pour la cible Mucine16. Cette lignée n’a pas
servie a la contre-sélection car nous ne pouvons pas garantir son absence totale
d’expression de la Mucine16. Nous avons suivi I'enrichissement par quantification
des séquences extraites des cellules et par FACS. Apres 20 cycles de Cell-SELEX,
nous avons constaté la surabondance de séquences plus longues que la librairie
dans nos produits PCR, ceci nous a conduit a arréter la procédure de sélection et a
identifier les séquences. Une stratégie de clonage a été adoptée en parallele du
séquencage haut-débit des sous-librairies générées. Les séquences identifiées par

clonage sont également présentent en haut-débit méme si les taux de représentation
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difféerent. Les séquences plus longues se sont avérées étre constituées de deux
séquences dégénérées associées . Un enrichissement est clairement notable en
séquences pouvant étre regroupées en 9 familles de motifs. Les évolutions des
différents motifs au cours du processus de sélection ont été déterminées, puis les
évolutions de chacune des principales séquences a l'intérieur de chaque motif. Par
comparaison des représentativités entre les sous-librairies sélectionnées et contre-
sélectionnées, des séquences individuelles ont été choisies pour tester leur capacité
de liaison aux cellules. La difficulté rencontrée a attester de [laffinité de ces
séquences enrichies réside dans I'absence de contrdle négatif satisfaisant , aussi
bien en test de radio-liaison sur cellules platées qu'en FACS. Les investigations
menées en cytométrie de flux ont permis de mettre clairement en évidence la
présence d’'une population de cellules que I'on qualifiera de perméables, capables de
fixer n’importe quel ADNsb. Un traitement trypsique permet de réduire
significativement cette population de cellules. Cependant, il est possible qu'il entraine
également la perte d’aptatopes a la surface cellulaire et donc la fixation des
candidats aptameres. L’approche a privilégier semble désormais étre une mise en
suspension des cellules par traitement non enzymatique combiné a l'utilisation de
marqueur de perméabilité. Nous pourrons ainsi exclure la population perméable de

nos analyses sans affecter la présence des aptatopes.

Une publication fait état de la possibilité de sélectionner des aptameres ciblant la
streptavidine lors de Cell-SELEX si la technique de purification des ADNsb utilise des
billes recouvertes de streptavidine (Paul et al. 2009). Nous avons utilisé cette
technique lors de notre Cell-SELEX, aussi des tests de liaison a la streptavidine
devront étre pratiqués pour écarter cette éventualité. La convergence des séquences
de la librairie vers quelques familles de motifs semble étre le résultat d’'une sélection
efficace, cependant la capacité de liaison des candidats aptaméres testés

individuellement n’a pas pu étre attestée.

Au cours de cette thése, I'approche bio-informatique utilisée pour le traitement
des données issues du séquencage haut-débit est basique. La majorité des résultats
ont été obtenus par classement en occurrence décroissante des séquences a
l'intérieur de chaque sous-librairie, et par une recherche visuelle de motifs partagés.
L’utilisation de l'outii MEME n’a pas permis d’identifier de motifs supplémentaires.

Des approches plus sophistiquées existent dans la littérature et sont développées en
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section Introduction-10. Il s’agit de suivre le taux d’enrichissement de chaque
séquence d’un cycle au suivant pour identifier les plus forts enrichissements ou de
rechercher la présence de k-mers ou encore de procéder a I'analyse structurale des
librairies pour identifier des familles structurales. Il serait intéressant de développer
plus avant nos compétences en la matiere et de rechercher les candidats les plus

intéressants par chacune de ces approches.

Comme on peut le voir en figure 35, la plupart des motifs sont constitués de
séquences partageant une identité sur quelgues nucléotides et totalement différentes
sur le reste de la partie dégénérée. Ceci indique qu’une évolution a bien eu lieu pour
sélectionner les séquences possédant cette courte séquence de nucléotides au sein
d’'une population diverse. Aussi, nous ne doutons pas de la capacité de ces
séquences a remplir une fonction définie. Cependant il nous reste a déterminer
laquelle en testant en priorité la capacité a lier un composé a la surface des cellules
NIH:OVCARS.

4 SELEX contre la GFP:

Un SELEX sur billes magnétiques a été précédemment réalisé au sein de
I'équipe contre une GFP possédant un tag 6-histidine. 15 cycles avaient été réalisés
et les cycles 4, 10 et 15 clonés pour lidentification des séquences. Un
enrichissement a été constaté et 3 séquences majoritaires ont été testées pour leur
affinité en Filter-Binding. Le candidat aptamere Gfp-3 semblait posséder une
meilleure affinité que les deux autres séquences mais le manque de reproductibilité
des résultats de liaison ont conduit a la non-publication de ces travaux. La réalisation
d’'un séquengage haut-debit au cours de cette thése a permis de reprendre ce projet
en analysant les sous-librairies sélectionnées contre la GFP en méme temps que les
autres SELEX. Les candidats Gfp-1 et Gfp-3 identifiées par clonage sont également
surreprésentées en séquencage haut-débit. Le candidat Gfp-2 est en revanche trés
peu représenté d’aprés les résultats de séquencgage haut-débit. 1| comprend un motif
identifié mais est 'un de ses représentants les moins abondants (section Résultats-

4). Ceci porte a penser qu'il existe un puissant biais de clonage.
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5 Utilisation de ’Aptamere Décrit Anti-Mucinel :

Nous avons comparé le marquage fluorescent par un anticorps et un aptamere
ciblant tous deux la protéine extra-membranaire Mucinel (section Résultats-5). Ces
résultats sont présentés sous la forme d’'une publication du journal Nucleic Acid
Therapeutics parue en 2014. Le marquage a été effectué sur des sphéroides de
cellules MCF-7. L’anticorps montre un marquage exclusivement périphérique avec
une incapacité a pénétrer le sphéroide, méme sur les couches externes. En
revanche I'aptamére parvient, de par sa plus petite taille, & pénétrer profondément le
sphéroide et a marquer la totalité des cellules imagées. L'utilisation d’'une séquence
contrdle met encore une fois de plus en évidence la capture non-spécifique d’ADNsb

par une population de cellules perméables.

6 Discussions Générales :

6.1 Accrochage « non-spécifique » sur cellules :

Le Cell-SELEX a été effectué sur cellules adhérentes et la nécessité de leur
mise en suspension pour I'analyse en FACS peut induire soit le clivage des cibles a
la surface cellulaire (par trypsinisation) soit la perméabilisation d’'une grande
proportion de cellules et leur fort marquage (méthode non-enzymatique - EDTA)
(Figure 52). Une solution envisagée est de marquer les cellules par un marqueur de
viabilité aprés leur décrochage non-enzymatique. Ainsi nous pourrions exclure les
cellules perméables de I'analyse et éliminer le fort marquage « non-spécifique ».
Cependant nous n’avons pas de certitude sur la mortalité des cellules marquées
fortement par les oligonucléotides. Peut-étre sont-elles perméables transitoirement ?
Des explications restent a fournir sur cette population cellulaire fortement marquée
par n’'importe quel oligonucléotide dans nos conditions d’utilisation. Une autre
solution pourrait venir de [I'observation des résultats sur la lignée cellulaire
NIH:OVCAR3 ShMucl16-GFP : les cellules non GFP observées dans la population
sont permeéables (Figure 51) et sont marquées par tous les oligonucléotides de

maniére « non-speécifique ». L'exclusion des cellules GFP négatives de l'analyse
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réduit considérablement ce signal indésirable. Une solution pour la validation de nos
candidats pourrait donc étre d’utiliser une lignée NIH:OVCAR3 GFP en FACS et

d’éliminer les cellules non-GFP de 'analyse.

La forte capacité de fixation des oligonucléotides aux cellules perméables
pourrait expliquer les observations faites lors des tests de liaison sur cellules platées
avec des séquences radio-marquées. Nous avons observé un phénomeéne de
saturation avec les séquences témoins, ce qui ne correspond pas a un marquage
non-spécifique classique (Figure 46). L’hypothése formulée est que les séquences
utilisées en témoin quelles qu’elles soient ont pu rentrer dans les cellules perméables
et se fixer aux acides nucléiques présents. Lors des tests de marquage fluorescent
avec l'aptameére décrit anti-Mucine1 sur cellules platées, nous avions constaté qu’il
arrive qu’'un marquage nucléaire soit observé en plus du marquage membranaire,
notamment lorsque les cellules ont été fixées. Il est a noter que la fixation peut
parfois s’accompagner d’une perméabilisation et donc rendre le noyau accessible a

nos oligonucléotides, qui s’y accumulent.

Les intensités de marquage obtenues par une séquence témoin unique ou par
une librairie sont différentes. Nous avons constaté que le marquage est plus
important avec une librairie qu’avec une séquence unique (Figure 49). Ceci meéne a
penser que ce marquage se fait par hybridation sur des séquences définies au sein
des cellules perméables. Une séquence unique rencontrera nécessairement moins
de sites de liaison possibles qu'une librairie et entrainera un marquage moins
important. Nous avons cherché a limiter le signal créé par 'accumulation des témoins
dans les cellules perméables par l'utilisation de témoins a séquence unique plutot

gu’une librairie.

6.2 Quel avenir pour le SELEX d’aptameres ?

Une proportion importante des aptameéres publiés dans le cadre de leur
SELEX ne font pas I'objet de nouvelles publications a court terme portant sur leur
application. La plupart des laboratoires cherchant a utiliser des outils aptaméres se
basent sur des séquences déja largement validés ('aptameére anti-thrombine par
exemple). Pourquoi les laboratoires qui pratiquent le SELEX ne développent-ils pas
immeédiatement d’applications avec le nouvel outil de reconnaissance moléculaire

gu’ils ont identifié ? Ceci pourrait traduire la difficulté a maintenir I'interaction pour la
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plupart des aptameres vis-a-vis de leur cible aprés modification ou dans des

contextes biochimiques différents de ceux utilisés lors du SELEX.

La plupart des entreprises basées sur le développement d’aptameéres
pratiquent de la sélection automatisée en utilisant des cibles solubles et immobilisées
sur un support. Devant la grande quantité d’aptaméres présents dans leurs
catalogues (Figure 64), on peut se demander l'utilité de pratiquer des SELEX de
maniére non-automatisée dans les laboratoires de recherche. Surtout lorsque ce
SELEX se fait contre une cible soluble et identifiée. Cependant, la course a
'obtention d’aptaméres poussant ces entreprises a automatiser les processi de
sélection, la mise au point de conditions spécifiques a une cible ne semble pas une
priorité. Aussi des doutes existent sur l'efficacité des aptaméres issus de leurs
catalogues. La communication semble parfois prévaloir sur la qualité du produit

propose.

Cette thése démontre la difficulté et la quantité importante de travail
nécessaire a la réalisation des SELEX sans que cela aboutisse de maniere sdre a
l'identification d’aptameéres et a la caractérisation de leur interaction avec la cible. Les
laboratoires de recherche présentent un manque de compétitivité évident dans
I'identification d’aptameéres par rapport aux entreprises spécialisées. Leur capacité de
screening est largement déficitaire vis-a-vis de la sélection automatisée. Les
meilleurs laboratoires de recherche sur le sujet ont publié chacun une dizaine
d’aptameéres contre des cibles différentes quand dans un méme temps une
entreprise privée en a identifié parfois des centaines. Il y a peut-étre un paralléle a
faire avec la technologie anticorps une fois de plus : le temps ou les anticorps étaient
produits en laboratoire est désormais révolu, leur réalisation a été déléguée a des
entreprises. Il pourrait en étre de méme pour les aptameéres si I'expansion de leur

utilisation se poursuit.

L’avenir du SELEX dans les laboratoires publics pourrait alors se tourner vers
la pratiqgue du Cell-SELEX ; cette technique n’ayant jusqu’a présent pas été
automatisée. La principale limite étant la grande quantité de travail que cela

représente.

Cependant les méthodes de SELEX tendent a innover dans la capacité a

identifier des aptameéres en réduisant au maximum le nombre de cycles. Deux
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composantes sont principalement sujettes a favoriser la réduction des étapes pour

l'obtention d’'un SELEX plus efficace : un partitionnement plus résolutif et une

identification plus précoce des séquences enrichies.

Entreprise Nombre d’aptameéres au catalogue
SOMAlogic > 1800
AptaGen 412
OTCbiotech 85

CD genomics

366 dont les 85 d’OTCbiotech

AptamerSci. Inc.

204

BasePairBio

> 200 mais seulement 40 au catalogue

NOXXON Pharma

7 spiegelmeéres en phase clinique

NeoVentures

69 issus de la littérature scientifique

Figure 64 : Principales entreprises commercialisant des aptameres.

Les méthodes de partitionnement tres résolutives (électrophorese capillaire,

résonance plasmonique de surface ou systemes microfluidiques) permettent

d’accélérer I'enrichissement en séquences spécifiques en éliminant un maximum de

séquences non-spécifiqgues (Cho et al. 2011; Oh et al. 2011; Huang et al. 2010;
Ahmad et al. 2011; Qian et al. 2009; Mendonsa & Bowser 2004b; Mosing et al. 2005;

Misono & Kumar 2005; Khati et al. 2003). Parmi ces évolutions, seule la

microfluidigue semble adaptable a la réalisation de Cell-SELEX.

Le développement des systémes de séquencage haut-débit a permis en outre

d’accéder a un plus grand nombre de séquences pour I'analyse et de détecter les

enrichissements plus précocement (k-mers, analyse structurale ou approche

acyclique), réduisant le nombre de cycles a effectuer jusqu’a la réalisation de SELEX

acycligue en une seule interaction avec la cible (Thiel et al. 2012; Hoon et al. 2011,
Ditzler et al. 2012; Kupakuwana et al. 2011; Schutze et al. 2011).
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Une approche pertinente pourrait alors étre de combiner ces observations par
la réalisation de Cell-SELEX couplé a un séquencage haut-débit dans une sélection
acyclique. Lors de I'approche acyclique publiée, 56 000 représentants de chaque
séquence ont été incubés avec une cible unique (la thrombine). Sur les 1,7 millions
de séquences obtenues, 82% des séquences n’ont été observées qu’une seule fois
et 107 séquences avaient une occurrence supérieure a 11. La comparaison de ces
107 séquences a permis d’identifier 2 familles de motifs, une liant la thrombine et
lautre liant I'alpha-méthyl manoside présent dans la solution de concanavaline A
utilisée pour I'immobilisation. Ce dernier posséde la troisieme meilleure affinité (Kd =
500 nM) d’un aptamére connu contre une petite molécule. Le surco(t de séquencage
engendré par ce type d’approche est compensé par le temps de travail nécessaire a
I'identification des séquences dans un SELEX classique. Seulement quelques jours
sont nécessaires en utilisant trés peu de réactifs comparativement a la réalisation
d’'une dizaine de cycle de SELEX classique qui dure de plusieurs semaines a
plusieurs mois (Kupakuwana et al. 2011). En revanche, la caractérisation de
l'interaction et lidentification de la cible représenteront toujours une masse

considérable de travail.

6.3 Les acides nucléiques en tant que plateformes :

Une sélection contre I'lL-6 a également été effectuée au cours de cette thése par
Filter-Binding SELEX. Cependant I'analyse des sous-librairies générées au cours de
7 cycles de sélection n’a pas permis d’identifier d’enrichissement de séquence ou de
motif. Les résultats n’ont pas été présentés. Les deux Filter-Binding SELEX effectués
contre les deux interleukines IL-6 et IL-8 ont conduit a la méme observation. Les
potentiels isoélectriqgues de ces deux protéines ont des valeurs prédites de 6,2 et 9,1
respectivement. Le tampon utilisé pour les sélections en Filter-Binding est a pH 8. A
ce pH, I'lL-8 (pl 9,1) est globalement chargée négativement, ce qui pourrait expliquer
la difficulté a établir des interactions avec la librairie ADNsb de par sa nature
polyanionique. En revanche ceci ne constitue pas une explication a I'échec de la
sélection contre IL-6, qui est globalement chargée positivement a ce pH. Il est
fréquemment évoqué I'existence de « bonnes » et de « mauvaises » cibles pour un
SELEX. Une « mauvaise » cible ne pouvant pas générer d’aptameéres spécifiques. IL-

6 et IL-8 constituent des cibles d’intérét biologiques, le fait qu’il n’existe pas encore
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d’aptamére publié contre ces cibles pose la question de leur disposition a former des

interactions avec des ADNSsDb.

Les acides nucléiques sont des plateformes idéales pour I'évolution moléculaire
dirigée, mais leur nature initiale peut étre développée dans le but d’augmenter les
possibilités d’interaction. Aussi, I'avenir semble se tourner vers [utilisation de
librairies modifiees. Comme développé en introduction, ces modifications peuvent
viser & augmenter la stabilité des aptameéres dans les liquides physiologiques. Mais
le champ le plus important pourrait s’avérer étre I'apport de modifications apportant
de nouvelles propriétés physico-chimiques aux acides nucléiques. Ainsi, I'entreprise
leader dans la sélection d’aptaméres (SOMALogic) utilise des librairies ADN dont les
thymidines sont systématiquement remplacées par des désoxy-Uridines modifiées en
position 5 (N’empéchant pas la reconnaissance par les enzymes utilisées en SELEX)
par I'ajout de fonctions hydrophobes (Davies et al. 2012). Les acides nucléiques sont
par nature fortement chargés négativement et trés hydrophiles. L’adjonction de
constituants hydrophobes augmente les possibilités d’établir des interactions fortes.
Ceci peut s’avérer particulierement utile pour la liaison aux sites d’interaction naturels
des cibles ainsi que pour la structuration des aptaméres. La méme entreprise a
publié dans un brevet US les résultats de SELEX effectués contre 14 cibles a partir
de 4 librairies dont 3 contenant des modifications. Pour ces 14 cibles, les aptameres
les plus affins ont été systématiquement obtenus a partir d’'une librairie modifiée
(Zichi et al. 2011). Les séquences obtenus a partir de la librairie ADN posséedent pour
la plupart un Kd supérieur a 100 nM sans toutefois qu’ils soient précisés, ces cibles
pourraient donc étre considérées comme « mauvaises » s’ils s’étaient limités a une
librairie non-modifiée. Cette considération méne a penser qu’il peut ne pas y avoir de
« mauvaise » cible mais seulement de mauvaises combinaisons Librairie-cible. Il
serait donc envisageable d’effectuer des sélections efficaces contre IL-6 et IL-8 avec
des librairies d’acides nucléiques modifiés, possédant des propriétés physico-
chimiques étendues par rapport a la librairie ADN utilisée lors de cette thése.

Une autre approche intéressante et innovante a été d’utiliser un ligand naturel
de la cible greffé en position 5 de la desoxy-Uridine. La librairie modifiée a été utilisée
lors d’'un SELEX. L’aptamére composite sélectionné présente une affinité 23 fois plus
forte que la méme séquence non modifiée. La liaison de cette construction est un

million de fois plus forte par rapport a la liaison du ligand seul. Ce type de
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construction, une librairie greffée au ligand naturel, est appelé X-aptameére (He et al.
2012).

Cependant I'utilisation de tels composés in vivo souleve la question du devenir
de ces nucléotides modifiés covalemment au sein de I'organisme aprés dégradation

de 'aptameére.



CONCLUSION | 201

Les processi de SELEX ont sans cesse évolué pour pouvoir accéder a de
nouvelles cibles, augmenter les affinités, définir les paramétres cinétiques
d’interaction ou réduire la durée de leur réalisation. Cependant il semble impossible
de prédire qu'un SELEX aboutisse a l'identification d’aptaméres. |l n’existe pas de
statistiques sur la probabilité de succés d’'un SELEX mais il est certain que les
possibilités d’écueil sont nombreuses. Des forums émergent au sein de la
« communauté aptamere » mettant au jour les difficultés fréquemment rencontrées
dans la réalisation de la sélection ou de la validation des aptameres mais peu de
publications font état de ces problemes. Un plus grand partage des expertises et des
enseignements de chacun face a cette technique profiterait a toute la communauté et
les demandes dans ce sens sont de plus en plus nombreuses de la part des jeunes

chercheurs.



202 |



ANNEXES | 203

Annexes




204 | ANNEXES

PyroséquencageRoche454 :

La technologie 454 commercialisée par 454 Life Sciences (Roche Applied
Science) couple une méthode de PCR en émulsion et un pyroséquencage (Figure
65). Dans un premier temps les produits PCR sont ligués avec des adaptateurs a
chaque extrémité. Un des adaptateurs étant biotinylé, les fragments sont immobilisés
en dilution limite sur des billes portant de la streptavidine, de sorte a n’avoir qu'une
seule séquence par bille. Puis les billes sont placées dans une émulsion ou chaque
bille est isolée dans une goutte, qui sera le microréacteur de la PCR. Cette étape
d’amplification in vitro, trés performante, permet de générer jusqu’a 10’ fragments
par bille & partir d’'une seule séquence initiale (Figure 65A). Chaque bille est ensuite
isolée dans un puits d’'une plaque de trés haute densité (plusieurs centaines de
milliers de puits de 44 um de large) puis des microbilles portant deux enzymes, une
ATP sulfurylase et une luciférase sont introduites. Le pyroséquencage consiste en la
lecture directe des nucléotides incorporés (Figure 65B). Contrairement a une
méthode de séquencage normale, les nucléotides ne sont pas ajoutés tous
ensemble mais l'un aprés lautre. Si le nucléotide ajouté dans le milieu
réactionnel correspond a la base complémentaire du brin séquencé, I'ADN
polymérase l'incorpore dans le brin en cours de synthése (d’élongation), ce qui
entraine la libération d’un pyrophosphate inorganique (PPi). L’ATP sulfurylase utilise
alors ce PPi pour produire de I'ATP qui est utilisé par la luciférase pour transformer la
luciférine en oxyluciférine. Cette réaction s’accompagne d’'une émission de lumiére
qui est proportionnelle a la quantité de PPi libéré et donc au nombre de bases
incorporées simultanément. Si deux bases successives sont identiques, il y aura
deux fois plus de lumiere émise. Une Apyrase dégrade les nucléotides en surplus

avant I'ajout d’'un nouveau désoxyribonucléotide.


http://fr.wikipedia.org/wiki/Nucl%C3%A9otide
http://fr.wikipedia.org/wiki/Milieu_r%C3%A9actionnel
http://fr.wikipedia.org/wiki/Milieu_r%C3%A9actionnel
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Figure 65 : Méthode de pyroséquencage haut-débit Roche 454 technology. La
premiéere étape consiste en l'obtention de populations de séquences clonales par
PCR en émulsion (A). La séquence de chaque clone est ensuite lue (B). (Figure

adaptée de (La lettre du cancérologue-juin 2012 par M.H. Stern)).

Applied Biosystems SOLiD :

La troisieme approche abordée, nommée SOLID, est développée par Applied
Biosystems et utilise la PCR en émulsion comme pour la technologie 454. Apres
ligation des adaptateurs sur les produits PCR, les fragments sont capturés sur des
billes et amplifies par PCR en émulsion (cf Pyroséquencage Roche 454). Les
extrémités 3’ des séquences sont modifiées pour permettre leur fixation covalente
sur un support de verre ou les billes sont déposées (plusieurs dizaines de millions de
billes par lame de verre). Une fois immobilisées sur le support, les séquences sont
hybridées avec une amorce complémentaire sur une longueur n a l'un des
adaptateurs. Le séquengage commence alors mais sans utilisation d’ADN
polymérase, la technologie SOLID utilise un mélange d’oligonucléotides marqués et

une ligase pour déterminer la séquence du brin d’ADN. Chaque oligonucléotide est
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de formule 3° XX-NNN-YYY 5 et posséde un des 16 couples de dinucléotides
spécifiques pour les bases 1 et 2 (XX), est dégénéré sur les bases 3-5 (NNN) et 6-8
(YYY), et est marqué par un des quatre fluorochromes employés. Seules les bases
XX donnent une information sur la séquence d’ADN. 4 étapes sont nécessaires pour
explorer les 16 dinucléotides avec seulement 4 fluorochromes. Aprés hybridation de
'amorce de longueur n, le mélange d’oligonucléotides fluorescents (8-mers) est
hybridé et ceux qui sont complémentaires s’hybrident et se retrouvent accrochés a
'amorce par la ligase. Les bases 1 et 2 sont identifiées par analyse de la longueur
d’onde d’émission de fluorescence en chaque position de la lame de verre. Puis un
clivage chimique libére le fluorochrome ainsi que les bases 6 a 8 (YYY), laissant une
extrémité 5’ phosphate libre. Les étapes précédentes sont ensuite répétées a partir
de l'incubation avec les oligonucléotides et la séquence d’ADN est déterminée deux
a deux sur les positions 1-2, 6-7, 11-12, 16-17, etc... Puis 'ensemble est réinitialisé
en déshybridant 'amorce allongée et une nouvelle amorce de longueur n-lest
hybridée, permettant d’interroger les bases 1, 5-6, 10-11, 15-16, etc... L’opération est
ensuite répétée avec une amorce de longueur n-2, puis n-3 et n-4. La succession de
cing cycles complets d’hybridation et d’extension par ligation permet de générer des
données chevauchantes sur chaque nucléotide. L’interrogation de chaque base de la
séquence par deux dinucléotides différents permet de connaitre son identité (puisque
seulement quatre fluorochromes sont utilisés, une seule lecture ne suffit pas a

déterminer le dinucléotide) (Figure 66).
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Figure 66 : Méthode de séquencage haut-débit SOLID. Aprés une PCR en
émulsion, la technologie SOLID utilise la ligation et l'utilisation d’un encodage pour
identifier les séquences. (Figure adaptée de (La lettre du cancérologue-juin 2012 par
M.H. Stern)).
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Les aptameres ADN sont des séquences simple-brins capables de se lier
spécifiquement a une cible. lls constituent de nouveaux outils pour la détection et/ou
l'inhibition de molécules biologiques. Ce travail s’inscrit dans le cadre du diagnostic
et de la thérapie du cancer ovarien.

Les cibles sélectionnées dans ce contexte sont les interleukines humaines IL-6 et IL-
8 dans le but d’inhiber leurs effets angiogéniques, et le biomarqueur du cancer
épithélial ovarien Mucinel6 sous sa forme sécrétée (CA 125) et membranaire
(Mucinel6) dans le but de faire du diagnostic sanguin et cellulaire.

Sélections 1L-6 et 1L-8 : Des séquences ont été sélectionnées par Filter-Binding
SELEX.

Sélection Mucinel6 : Les cellules cancéreuses ovariennes présentent pour la plupart

la particularité de surexprimer les deux formes de cette protéine. Ce qui en fait le
candidat pour le ciblage des tumeurs. Des séquences ont été identifiees apres 20
cycles de Cell-SELEX.

D’autre part, nous avons comparée le marquage fluorescent de sphéroides MCF-7 par
un anticorps anti-Mucinel et un aptamere anti-Mucine1. L’aptameére montre une

pénétration plus profonde dans le sphéroide ainsi qu’une internalisation.

DNA Aptamers are single-stranded sequences able to specifically bind a
target molecule. They constitute new tools for the detection and/or the inhibition of
biological molecules. This work is in the field of ovarian cancer diagnostic and
therapy.

In this concept, selected targets are the human interleukins IL-6 and IL-8 for inhibiting
their angiogenic effect and the epithelial ovarian cancer biomarker Mucinel6 on its
secreted (CA 125) and membranal (Mucinel6) forms in the aim of doing blood and
cellular diagnostic.

IL-6 and IL-8 selections: Sequences have been selected by Filter-Binding SELEX.

Mucinel6 selection: Most of ovarian cancer cells overexpress the two forms of this

protein. That is why Mucinel6 is a candidate for tumor targeting. Sequences have
been identified after 20 cycles of Cell-SELEX.

In addition, we compared the fluorescent labeling of MCF-7 spheroids by an anti-
Mucinel antibody and its DNA aptamer analog. The aptamer exhibits a deeper

spheroid penetration and is internalized.
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