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Introduction Générale

Introduction générale

Ce travail de these s’inscrit dans le cadre de la formation professionnelle continue. Apres
avoir intégré, en 1995, un laboratoire de spectroscopie des biomolécules en tant que
technicien, |’opportunité m’a été donnée, en 2005, de reprendre des études afin de développer
mes compétences. Ce parcours m’a conduit a [’obtention, en 2008, d’un Master a finalité
recherche dans la spécialité « Biomolécules et Thérapies expérimentales ». Suite a mon
arrivée, en 2009, au Laboratoire CSPBAT (Chimie, Structure, Propriétés de Biomatériaux et
d’Agents Thérapeutiques), j'ai entamé une reconversion thématique dans le domaine de la
synthese et la fonctionnalisation de nanoparticules qui a conduit a cette these intitulée «
Acides Nucléiques : Etude des Interactions avec des Biomacromolécules et des
Nanoparticules - Vectorisation » sous la direction du Pr. L. Motte et la codirection du Dr. Y.

Lalatonne.

La découverte de 1’acide désoxyribonucléique (ADN) remonte a la fin du 19¢me siecle avec

@ Les travaux

notamment les premiers travaux effectués par J.F. Miescher et R. Altman.
poursuivis tout au long de la premiere partie du 20eme siecle par des chercheurs comme A.
Kossel P. Levene et E. Chargaff ont conduit a la caractérisation de la structure primaire des
acides nucléiques.” Malgré la simplicité apparente de la double hélice, les acides nucléiques
sont extrémement complexes d’un point de vue conformationnel et peuvent s’adapter
structurellement a des modifications locales de 1’environnement cellulaire. C’est seulement a
partir des années 1950 que la structure secondaire des acides nucléiques a commencé a étre
¢lucidée par diffractométrie de rayons X sur des fibres d’ADN suites aux clichés de R.E.
Franklin exploités par M. Wilkins, J.D. Watson et F.H.C. Crick.”’ Depuis, 1’étude de la
structure des acides nucléiques par cristallographie ainsi que par différentes techniques

spectroscopiques (RMN, IR, UV...) a permis de faire avancer notre compréhension sur la

régulation de I’expression des genes et sur la maniére d’intervenir dans ces processus.

Depuis la découverte il y a une quarantaine d’année qu’un oligonucléotide antisens pouvait
inhiber la réplication virale @ #, le concept de I'utilisation d’un acide nucléique synthétique a
des fins thérapeutiques n’a cessé de susciter enthousiasme et créativité. Des efforts constants

dans ce domaine ont permis le développement clinique d’oligonucléotides de plus en plus
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sophistiqués ce qui a conduit a I’autorisation par la « Food and Drug Administration » (FDA)
de l'utilisation du Vitravene (1998), du Macugen (2004) et plus récemment du Kynamro
(2013), 3 oligonucléotides synthétiques. Cependant, malgré ces résultats encourageants, les
acides nucléiques ne sont pas encore enticrement reconnus comme des agents thérapeutiques
efficaces et se heurtent a plusieurs obstacles majeurs tels que la spécificité d’action, le mode
d’administration ou encore les risques d’effets secondaires. Ainsi leur faible efficacité a
pouvoir circuler dans I’organisme et a atteindre leur cible sans avoir subi de dégradation est
encore un frein majeur au développement clinique de I’ADN médicament.

Pour répondre a ces enjeux de nombreux vecteurs ont été mis au point afin de permettre a un
acide nucléique d’atteindre sa cible cellulaire tout en ayant conservé son intégrité. Un vecteur
optimal doit pouvoir remplir ce role avec une grande efficacité et une toxicité intrinseque la
plus faible possible. A I’heure actuelle, hormis les vecteurs viraux, la plupart des vecteurs
synthétiques ne sont pas encore capable de transporter efficacement leur charge a travers les

multiples barriéres de ’organisme.”

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a 1’étude, par spectroscopie optique, des
interactions que peuvent avoir des acides nucléiques entre eux ou avec des surfaces de
différentes natures telles que des protéines ou des nanoparticules inorganiques. L’étude des
interactions électrostatiques entre un acide nucléique et une particule d’oxyde de fer nous a
conduits au développement d’un nano-vecteur pouvant transporter un oligonucléotide a

I’intérieur de cellules en culture.

Apres quelques rappels sur la structure des acides nucléiques, nous aborderons dans le
premier chapitre, différentes stratégies permettant d’utiliser un oligonucléotide dans une
approche thérapeutique. Nous verrons ainsi comment les stratégies antisens, antigene, les
acides ribonucléiques interférents (ARNi), les aptameres, les oligonucléotides leurres ou
encore CpG peuvent intervenir dans le développement de nouveaux médicaments. Nous
décrirons ensuite brievement quelques-unes des méthodes physiques mises au point pour
transporter ces acides nucléiques au sein de cellules en culture ou d’un organisme vivant.
Enfin nous aborderons dans une derniere partie la conception et ’utilisation des vecteurs
synthétiques et plus particuliecrement 1’apport des nanoparticules a cceur inorganique a la
vectorisation des acides nucléiques.

Le second chapitre, qui reprend un travail commencé dans un précédent laboratoire de

rattachement, est consacré dans sa premiere partie a 1’étude structurale de 1’auto-association
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de DsrA, un petit ARN non-codant (ARNnc). Cet ARN, en association avec la protéine Hfq,
une protéine de structure torique d’environ 7 nm de diametre, est impliqué dans des
mécanismes de réponse au stress chez la bactérie E. Coli. La deuxieme partie du chapitre
décrit les interactions entre Hfq et une double hélice d’ADN.

Dans le troisieme chapitre nous décrivons la complexation d’un oligonucléotide leurre a la
surface d’une nanoparticule d’oxyde de fer de 10 nm de diametre. Aprés avoir mis au point un
protocole de complexation basé sur les interactions électrostatiques entre la particule et
I’acide nucléique, nous avons testé ce vecteur sur des cellules en culture et étudié 1’action de
I’oligonucléotide leurre sur sa cible cellulaire.

Le dernier chapitre s’inscrit dans la continuité de 1’étude précédente avec comme objectif la
généralisation de la méthode de complexation mise au point en associant sur une méme nano-
plateforme un oligonucléotide phosphorothioate ayant des propriétés chimiques différentes et

un peptide cationique constitué de 15 arginines.
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Les acides nucléiques constituent en tant que support de [’information génétique une cible et
un outil intéressant dans le traitement de certaines pathologies. La maitrise de la synthese des
oligonucléotides a conduit au développement de nombreuses stratégies permettant de
transporter un acide nucléique exogene vers des zones visées spécifiquement. Apres une breéve
description structurale des acides nucléiques, nous présenterons dans ce chapitre certaines

des stratégies élaborées dans le but de modifier |’expression d’un gene.

I. LES ACIDES NUCLEIQUES

A TD’état naturel, il existe deux grandes catégories d’acides nucléiques: les acides
désoxyribonucléiques (ADN) et les acides ribonucléiques (ARN). Le génome est porté par
I’ADN des chromosomes situés dans le noyau des cellules eucaryotes. Un géne est constitué
d’une région « codante » et de régions « régulatrices ». La région codante est celle qui est
transcrite en ARN dans le noyau de la cellule par I’intermédiaire d’une enzyme, ’ARN
polymérase. Apres avoir subi des étapes de maturation, I’ARN messager (ARNm) migre vers
le cytoplasme ou il est traduit en protéines grace aux ribosomes. La transcription des genes et
par conséquent la production de protéines sont régulées au sein des organismes vivants par
des protéines de liaison a I’ADN que ’on appelle des facteurs de transcription. Les facteurs
de transcription se fixent aux régions régulatrices des geénes qu’ils contrdlent en activant ou

réprimant leur transcription. La structure d’un brin d’ADN est schématisée Figure 1.

N
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M
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Figure 1: Schéma d’un brin d’ADN.



Chap 1. Acides Nucléiques et Vectorisation : Etat de |’Art

Le squelette des acides nucléiques est composé de sucres, désoxyribose pour I’ADN et ribose
pour ’ARN, reliés entre eux par un pont phosphodiester au niveau des carbones 3’ et 5° de
deux motifs consécutifs. Sur chaque sucre est attachée une base azotée par I’intermédiaire
d’une liaison N-osidique (Figure I). Le motif composé d’une base azotée et d’un sucre est
appelé un nucléoside. Lorsque le nucléoside est 1i€ a un ou plusieurs phosphates on parle alors
d’un nucléotide. Les bases azotées des acides nucléiques sont classifiées en deux catégories :
les bases pyrimidiques (pyrimidines), cytosine, thymine et uracile, constituées d’un
hétérocycle a 6 atomes et les bases puriques (purines), adénine et guanine, constituées de deux
noyaux hétérocycles accolés. La complémentarité des bases, possibilité de former des liaisons
hydrogene entre elles, permet I’association (hybridation) de deux brins d’ADN : une adénine
étant appariée a une thymine et une guanine a une cytosine (Figure 2). C’est 1’ordre
d’enchainement des bases azotées, appelé la séquence nucléotidique ou encore la structure

primaire, qui détermine 1’information génétique.
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A: adénine G: guanine
T: thymine C: cytosine

Figure 2: Schéma d’appariement de type Watson-Crick.

D’un point de vue de la structure primaire, I’ARN differe de I’ADN de par la nature du sucre
puisque le désoxyribose est remplacé par un ribose. De plus les thymines présentes dans
I’ ADN sont absentes dans I’ARN ou elles sont substituées par 1’uracile (Figure 3). D un point

de vue fonctionnel, les ARN ont longtemps été considérés comme de simples intermédiaires
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entre I’information génétique portée par ’ADN dans le noyau et la synthése protéique qui a
lieu dans le cytoplasme. C’est le cas des ARN codants comme les ARNm mais aussi d’ARN
non-codants tels que les ARN ribosomiques ou les ARN de transfert. Dans les années 1980 le
role catalytique des ARN a été révélé et depuis de nombreux ARN non-codants ont été
découverts, chacun ayant des fonctions bien précises, ce qui a ouvert la porte au concept de

Pinterférence ARN a la fin des années 1990.
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A: adénine U: uracile

Figure 3: Particularités des ARN.

Le plus souvent, I’ADN se présente sous la forme d’une double hélice constituée par deux
brins enroulés I’un autour de ’autre et associés deux a deux par des liaisons hydrogene entre
les bases. Cette double hélice possede une structure tridimensionnelle particuliere organisée
autour de 1’axe de I’hélice. Dans une double hélice, les bases sont empilées au centre de la
structure alors que la chaine phosphodiester chargée négativement est présentée a la
périphérie de I’hélice. On distingue principalement deux grandes familles d’hélice : 1’hélice
de type B observée pour la plupart des ADN et I’hélice de type A que 1’on rencontre dans les
ARN (Figure 4). 11 existe d’autres types d’hélices plus minoritaires dont I’ADN de type Z qui
ne seront pas abordés dans ce manuscrit. La structure macroscopique de la double hélice est
fortement influencée par la conformation adoptée par les sucres. Dans une hélice de type B les
sucres adoptent une conformation majoritaire C2’-endo encore appelée Sud (S) alors que dans
une hélice de type A ils sont de type C3’-endo ou encore Nord (N) (Figure 4). 1l existe un
équilibre conformationnel entre ces deux formes ; le conformere majoritaire étant influencé
par le substituant en C2’ mais aussi par différentes conditions expérimentales telles que le
taux d’hydratation ou la présence de certains sels métalliques. Ainsi dans un ADN, la forme

majoritaire est la forme S mais le désoxyribose étant relativement flexible il peut aussi
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adopter une forme N totale ou partielle lorsque I’humidité relative diminue. Par contre dans
les ARN, la présence du groupement hydroxyle en C2’ va bloquer la conformation en C3’-
endo. Les contraintes spécifiques amenées par la conformation des sucres ont des
conséquences sur la morphologie de la double hélice et sur son accessibilité modifiant ainsi sa
capacité a former des liaisons hydrogenes avec des petites molécules ou des protéines (Figure

4).

O3z’

C2’-endo C3’-endo
S N

Figure 4: Différents types d’hélice et conformations des sucres.
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L.1. Oligonucléotides Antisens et Antigene

Un oligonucléotide est un court fragment d’acide nucléique constitué de quelques dizaines de
nucléotides. De par sa nature, il peut s’hybrider avec I’ADN génomique ou un ARN messager
de séquence complémentaire. La découverte, en 1978 par Zamecnik et Stephenson qu’un
oligonucléotide pouvait inhiber la réplication du virus du sarcome de Rous a ouvert la voie a
de nombreux travaux sur les oligonucléotides antisens.”?

Les oligonucléotides antisens sont congus pour s’apparier de maniére spécifique avec un ARN
messager. L appariement va induire une inhibition de I’ARNm soit par un blocage physique
de la traduction soit par action de la ribonucléase H (RNase H) une enzyme présente chez la
majorité des organismes vivants (Figure 5). La premicre voie d’inhibition fait suite a la
formation d’une structure hybride, en double hélice, entre I’oligonucléotide et I’ARNm qui
provoque un encombrement stérique empéchant ainsi la fixation du ribosome sur ’ARNm et
la traduction de ce brin en protéine. La deuxiéme voie d’inhibition implique ’action de la
RNase H, qui a la particularité de dégrader les ARN lorsque ceux-ci sont engagés dans une
double hélice hybride ADN-ARN. Suite a 1’action de I’enzyme, I’ARNm est dégradé¢ et ne
peut étre traduit en protéine ; I’oligonucléotide antisens est alors libéré et peut continuer a

jouer son role d’inhibiteur en se fixant a nouveau sur un autre ARNm.

Transcription

NOYAU

Oligonucléotide
antisens

Figure 5: Mode de fonctionnement des oligonucléotides antigéne et antisens.

(*La RNase H est observée dans le cytoplasme et dans le noyau)

[ 10
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Le premier oligonucléotide antisens dont I’utilisation a été approuvée par la FDA (US Food
and Drug Administration) en 1998 est le Fomivirsen commercialis€ sous le nom de
Vitravene™ par la société Isis Pharmaceuticals. Cet oligonucléotide composé de 21
nucléotides (5’-GCG TTT GCT CTT CTT CTT GCG-3’) fait partie de la premiére génération
des agents antisens et a subi des modifications au niveau du squelette phosphodiester pour
pouvoir résister a la dégradation par les nucléases. Il s’agit d’un oligonucléotide
phosphorothioate dont I'un des oxygeénes, non engagé dans le pont phosphodiester, est
remplacé par un atome de soufre (Figure 6). 1l est formulé sous la forme d’une solution saline
injectable. Il a été autorisé par la FDA dans le cadre du traitement local de rétinites a
cytomégalovirus chez des patients atteint du syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA)

qui ne répondent pas ou qui sont intolérants aux autres traitements.

Liaison
phosphodiester

]

Liaison
phosphorothioate

2

Figure 6: Squelette Phosphodiester/Phosphorothioate.

Récemment, le 29 janvier 2013, la méme société, en collaboration avec Genzyme une filiale
du groupe Sanofi, a obtenu I’approbation de la FDA pour un autre agent antisens, le
mipomersen, sous le nom commercial d¢ KYNAMRO™. Comme pour le Fomivirsen il s’agit
d’une formulation saline injectable dont le principe actif, le mipomersen, est un
oligonucléotide composé de 20 nucléotides (5’-GC*C* U*C*A GTC* TGC* TTC* GC*A
C*C* -37) avec un squelette phosphorothioate. De plus, toutes les cytosines ainsi que 1’uracile
sont méthylées en position C5 et les sucres des 5 premiers et cinq derniers nucléotides sont
modifiés en C2’ par un groupement 2’-O-(2-méthoxyéthyle) (Figure 7). Cet oligonucléotide

modifi¢ va pouvoir former un duplex (une structure en double hélice) avec ’ARNm de
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I’apolipoprotéine B une protéine cible dans le traitement de I’hypercholestérolémie familiale
homozygote. L’ hypercholestérolémie familiale homozygote est une maladie génétique rare
caractérisée par I’incapacité de 1’organisme a éliminer le cholestérol LDL, « Low Density
Lipoprotein » ou «mauvais » cholestérol, ce qui entraine son accumulation a des
concentrations anormalement élevées dans le sang. Aux Etats-Unis, cette maladie est une
indication orpheline qui touche environ un patient sur un million. Pour les patients qui en sont
atteints, les infarctus du myocarde et les déces surviennent souvent avant 30 ans. Le
mipomersen est un antisens de 2°™ génération pour lequel des modifications chimiques de
I’oligonucléotide ont été apportées par rapport au phosphorothioate de 1% génération. La
méthylation des cytosines a été introduite afin de diminuer les effets immunitaires
indésirables comme on peut le voir pour des oligonucléotides contenants le motif

dinucléotidique CpG (cf paragraphe 1.4).7%

De plus, la modification du sucre, qui consiste a
remplacer ’hydrogéne en C2’ du désoxyribose par un groupement 2’-O-(2-méthoxyéthyle),
induit une conformation C3’-endo du sucre et un passage de I’hélice en forme A, permettant
ainsi d’augmenter la stabilité du duplex formé et donc I’affinité de I’oligonucléotide antisens

pour ’ARNm cible.?

f M Uracile méthylée = Thymine

e 0 0o M

CH, Cytosine méthylée

2'-0-méthoxyéthyle

Figure 7: Modification des sucres 2’-O-(2-méthoxyéthyle).

Ces résultats sont trés encourageants puisqu’il s’agit du premier médicament antisens
systémique contrairement au Vitravene qui était injecté localement. Il faut toutefois noter
qu’en raison du risque d’hépatotoxicité, Kynamro n’est disponible que dans le cadre d’un
programme restreint faisant partie d’une stratégie d’évaluation et d’atténuation des risques
(Risk Evaluation Mitigation Strategy), appelée KYNAMRO REMS. Le traitement est

restreint aux patients présentant un diagnostic clinique ou biologique compatible avec une
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hypercholestérolémie familiale homozygote et n’a pas ¢été évalué pour d’autre type
d’hypercholestérolémie. De plus, les patients doivent effectuer un dosage de leurs enzymes
hépatiques avant de commencer le traitement et régulierement par la suite. L’agence
européenne du médicament (European Medicines Agency, EMA) a d’ailleurs renouvelé en
mars 2013 son refus de commercialisation du médicament sur le sol européen. Les raisons de
la toxicité hépatique de cet oligonucléotide chez certains patients sont surement multiples
mais une raison invocable est liée a la nature de la modification du lien internucléotidique.
Les phosphorothioates ont été introduits par ce qu’ils sont plus résistants aux nucléases que
les groupements phosphates. Cependant la dégradation a quand méme lieu, bien que plus

lente, et les monomeres qui sont relargués portent un groupement phosphorothioate libre qui

lui est potentiellement toxique par libération d’un radical soufre S:.%

Bien que des résultats encourageants soient sortis des études cliniques et précliniques et que
des progres significatifs aient été obtenus dans le développement d’oligonucléotides antisens
de plus en plus sophistiqués, ils ne sont pas encore entiecrement reconnus comme des agents
thérapeutiques efficaces. Plusieurs obstacles majeurs tels que la spécificité, le mode
d’administration ou encore la diminution des effets secondaires doivent étre levés avant
d’envisager une utilisation étendue des oligonucléotides comme médicament. De plus, le
nombre de copie, de méme que le taux de renouvellement et de production d’'un ARNm au
sein d’une cellule, vont varier en fonction du type de genes et de cellules concernés. Du fait
de la diversité des genes et des types cellulaires, il existe peu de données générales.
Cependant on estime que le nombre de copie d’un ARNm est compris entre 10 et 10000 par
cellule. Ainsi il a ét€ montré que dans des fibroblastes en culture, il y a environ 2000 a 3000
copies de PARNm codant pour la B-actine dans une seule cellule.” On voit bien que selon
I’ARNm cibl¢, il faudra plus ou moins d’oligonucléotide pour une méme efficacité et que cela
aura un impact sur les effets secondaires en fonction de la concentration requise pour bloquer
la traduction. Pour pallier a ce dernier obstacle une autre stratégie dite « antigéne » peut-étre
mise en place. Dans cette approche, on utilise un oligonucléotide simple brin qui cette fois va
aller cibler directement le géne responsable d’un disfonctionnement. L’oligonucléotide
antigene va former une triple hélice, en interagissant de facon spécifique avec une séquence
d’ADN double brin dans la région promotrice du géne, bloquant ainsi sa transcription (Figure
5).%? Le nombre de copies d’un géne dans une cellule étant, la plupart du temps, trés limité

par rapport au nombre d’ARNm, on congoit aisément I’avantage apporté par cette stratégie.
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I.2. ARN interférents : siRNA, miRNA, shRNA

Le phénomeéne d’interférence ARN (ARNi) a été découvert a la fin des années 1990, suite a
des travaux effectués sur un ver de 1’embranchement des nématodes, Caenorhabditis
elegans!” C’est ainsi que depuis quelques années un nouveau monde de petits ARN non
codants a été mis au jour. En particulier les micro-ARN (miRNA) et les petits ARN
interférents (small interfering RNA, siRNA) qui interviennent dans la régulation post-
transcriptionnelle des genes et permettent de réprimer la synthese protéique. Etant donné
I’implication des protéines dans de nombreuses maladies, on peut envisager 1’utilisation
thérapeutique des ARNi dans des applications telles que les maladies génétiques, les maladies
auto-immunes, le cancer ou encore les maladies virales. L’un des intéréts majeurs des ARN
interférents est qu’ils utilisent une machinerie naturelle de la cellule qui est fonctionnelle dans
toutes les cellules de tous les mammiferes. De plus, c’est un mécanisme extrémement
spécifique puisqu’il est fondé¢ sur la complémentarité des bases des acides nucléiques.
L’interférence ARN est un mécanisme de régulation présent dans la plupart des cellules des
eucaryotes qui utilise des courtes séquences d’ARN appariées en double brin afin de controler
I’activité d’un géne. Un schéma récapitulatif des mécanismes d’interférence ARN est présenté
Figure 8.

Les micro-ARN sont des substrats endogénes pour le mécanisme d’interférence ARN. Ils sont
produits dans le noyau a partir de génes qui leurs sont propres. Ils sont initialement exprimés
sous la forme d’un long transcrit primaire le pri-miRNA constitué¢ d’environ 500 a 3000
bases. Ces ARN présentent des motifs intra-chaines partiellement complémentaires qui leurs
permettent d’adopter localement une structure secondaire en forme d’épingle a cheveux
(hairpin). Ils sont ainsi pris en charge par un complexe protéique, Drosha/DGCRS, qui
effectue une série de coupures de fagon a ne conserver que la partie hairpin.(u) L’ARN ainsi
obtenu, le pre-miRNA, constitué d’environ une centaine de nucléotides, est alors pris en
charge par une exportine et transporté dans le cytoplasme. Arrivé dans le cytoplasme une
seconde ribonucléase, Dicer, va éliminer la boucle de I’hairpin, réduire encore quelques
séquences non appariées et un simple brin qui est appelé le miRNA mature, d’environ 20 a 25
nucléotides, va étre libéré.”? Cet ARN s’associe alors & un nouveau complexe protéique
RISC (RNA Induced Silencing Complex) et se dirige vers I’ARNm cible.”*'# L appariement
méme imparfait entre le miRNA et PARN messager va conduire a la répression de la

traduction et ainsi bloquer la synthese protéique.
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Figure 8: Mode de fonctionnement des ARN interférents.

Le mécanisme de régulation des genes par les siRNA est en partie semblable a celui des
miRNA. Cependant chez les mammifeéres il n’a pas été observé de siRNA endogenes. Ils sont
donc introduits artificiellement dans la cellule en utilisant différentes stratégies. A I’image des
miRNA, les siRNA sont de courtes séquences d’ARN, 20-25 nucléotides, appariées en double
brin. L’un des brins est appelé le brin guide alors que 1’autre est appelé le brin passager. Une

fois arrivés dans le cytoplasme ils sont pris en charge dans le complexe RISC ou le brin
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passager est dégradé par ’intermédiaire de la protéine Argonaute-2. Le brin guide va alors
s’associer a I’ARNm cible de fagon entiérement complémentaire ; contrairement aux miRNA
ou bien souvent la complémentarité n’est que partielle. L’ARNm ciblé par le brin guide est
ensuite dégradé par la protéine Argonaute-2 et le complexe RISC peut ainsi venir se fixer sur
un autre ARNm cible et continuer son travail de destruction pendant plusieurs jours.
L’introduction, dans une cellule, d’un siRNA spécifique va donc conduire a la répression de
la traduction de I’ARN messager cible et ainsi bloquer la synthése protéique.

La forte potentialité thérapeutique des ARN interférents a conduit au lancement de nombreux
essais cliniques visant le traitement de diverses maladies allant de la dégénérescence
maculaire a la fievre hémorragique en passant par les tumeurs solides ou

I’hypercholestérolémie.™

I.3. Les aptameres
Les aptameres, du latin « aptus » qui signifie « apte, correspondre » et du grec « meros » qui
signifie « partie, élément », sont des acides nucléiques mono- ou bicaténaires possédant une
structure primaire et tridimensionnelle permettant de se lier spécifiquement a une cible avec
une trés grande affinité. Découverts dans les années 1990 “? leur intérét n’a cessé de croitre
suite au développement de méthodes de sélection in vitro couplées aux techniques
d’amplifications. Pour une séquence d’acide nucléique formée de I’enchainement de 30
nucléotides, on peut engendrer 4% (environ 10'%) séquences différentes a partir des 4 unités
nucléotidiques constituant I’ADN ou I’ARN. La structure tridimensionnelle - la forme - de ces
oligonucléotides va €tre gouvernée en grande partie par leur s€quence primaire et 1’on aura
ainsi une bibliothéque d’oligonucléotides présentant une population de formes susceptibles de
s’associer a une cible via des interactions électrostatiques, hydrophobes, de van der Waals,
des liaisons hydrogénes... En présentant a une cible prédéfinie une cohorte d’oligonucléotides
suffisamment riche on peut ainsi espérer qu’une des séquences - une des formes - présente de

maniére opportuniste des interactions fortes avec la cible d’intérét."”

IIs peuvent se lier a des
cibles tres diverses telles que des protéines, des acides nucléiques, des vitamines, des cellules

ou méme des tissus (Figure 9).
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Structure du complexe entre 'alpha Structure du complexe entre ’ARN TAR
thrombine humaine et un aptameére de HIV et un aptamére
PDBID: 3QLP PDB ID: 2RN1
Russo Krauss | & al, Nucleic Acids Res, Van Melckebeke H & al, Proc Natl Acad
2011, 39, 7858-67. Sci USA, 2008, 105, 9210-15.

Structure du complexe entre un peptide Structure d’un aptameére de VEGF
issu de la protéine du prion et un PDB ID: 2M53
aptamere Marusic M & al, Nucleic Acids Res, 2013
PDB ID: 2RSK
Mashima T & al, Nucleic Acids Res, 2013,
41, 1355-62.

Structure du complexe entre NF-kB(p50)2 Structure du complexe entre la biotine et
et un aptamére un aptamére
PDBID: 100A PDB ID: 1F27

Huang DB & al, Proc Natl Acad Sci USA, Nix J & al, J Mol Biol, 2000, 296, 1235-44.

2003, 100, 9268-73

Figure 9: Quelques structures de complexes Aptameére/cible.

L’une des technologies les plus employées pour la sélection d’un aptamere est la technique
« SELEX » - pour Systematic Evolution of Ligands by EXponential Enrichment.’® La

premiére étape consiste a choisir une bibliothéque d’oligonucléotides contenant jusqu’a 10"
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séquences. Ces oligonucléotides sont alors mis en contact avec une cible prédéfinie pour
laquelle certaines séquences auront une affinité plus ou moins forte. Parmi les complexes
constitués, on sélectionne ceux dont la liaison est suffisamment forte ; le plus souvent en
éliminant les oligonucléotides qui ne sont pas suffisamment liés a la cible dans les conditions
de I’expérience. Les candidats ainsi obtenus sont amplifiés par PCR (Polymerase Chain
Reaction) et réinjectés dans le systeme afin de réitérer le processus de sélection en imposant
des critéres de sélection, i.e. I’affinité du ligand pour sa cible, plus strictes. Au terme du
processus de sélection amplification, les séquences sélectionnées sont alors clonées et
séquencées puis synthétisées a grande échelle par voie chimique.

Les aptameres sont capable de se lier a leur cible avec une affinité comparable a celle des
complexes antigene/anticorps (Kq de I’ordre du nM) et peuvent ainsi inhiber des fonctions
protéiques au sein d’une cellule. Ils ont ’avantage d’étre hautement spécifiques, de taille
relativement petite et d’étre faiblement immunogéniques. Dé&s leur apparition, diverses
tentatives ont été menées en vue d’applications cliniques pour des maladies telles que le
cancer, le sida, la dégénérescence maculaire, les problemes de coagulation ou le diabete. De
nombreux essais cliniques sont actuellement en cours visant a évaluer des aptaméres.(w ) Le
premier aptamere a visée thérapeutique a été approuvé par la FDA en 2004 contre la
dégénérescence maculaire liée a 1’age. Il s’agit du pegaptanib sodium commercialisé sous le
nom de Macugen® par la société Pfizer. Cet oligoribonucléotide (ARN) composé de 28
nucléotides (5’-CGG AAU CAG UGA AUG CUU AUA CAU CCG T-3’) est un agent anti-
angiogénique qui cible le facteur de croissance endothélial vasculaire VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) régulant la perméabilité vasculaire. La cible du Pegaptanib est la
protéine VEGF¢s, le plus abondant des isomorphes de VEGF qui régule la perméabilité
vasculaire. VEGFes est un homodimere dont chaque unité est composée de 165 acides
aminés. L’aptamere anti-VEGF se lie au domaine de liaison a I’héparine de sa cible
empéchant ainsi VEGF de se lier a son récepteur et inhibant ainsi ses fonctions. Afin
d’accroitre son temps de demi-vie dans la circulation sanguine et de le protéger contre les
nucléases (exonucléases et ribonucléases), cet aptamere a subi de nombreuses modifications
(Figure 10). La substitution du groupement 2°-OH des riboses par un atome de fluor dans les
résidus pyrimidiques permet d’augmenter considérablement la résistance envers les nucléases.
C’est pour cela que lors du processus de sélection, ’aptamere ARN a été isolé sous cette
forme modifiée. De méme, la substitution du groupement 2’-OH des résidus puriques par un
groupement 2’-O-méthyle permet une meilleure résistance contre les nucléases. Le processus

de sélection a permis d’isoler, dans une deuxieme étape, un aptamere dans lequel tous les
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groupements 2°-OH des résidus puriques ont été substitués, excepté les adénines en position 4
et 5, sans que cela entraine une perte d’affinit¢ pour VEGF. La protection contre les
exonucléases a été assurée en 3’- par I’ajout d’une désoxythymidine en position inversée
(liaison phosphodiester 3°-3’) et en 5’- par un polyéthylene glycol (PEG) de 40 kDa. La
présence du polyéthyléne glycol permet surtout d’accroitre le temps de résidence de
I’aptameére dans le sang de manicre trés significative. L’ensemble des modifications apportées
lors de la syntheése de cet aptamere d’ARN ont permis d’obtenir une demi-vie d’environ une
dizaine de jours alors que pour un aptamere d’ARN non modifié cette valeur est de I’ordre de

quelques minutes a quelques heures.?%-?
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Figure 10: Description du Pegaptanib.
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I.4. Oligonucléotides leurres, Oligonucléotides CpG

La stratégie leurre consiste a « saturer » une cellule avec un oligonucléotide dit « leurre » dont
la séquence nucléotidique est trés proche de celle reconnue par le site de liaison a I’ADN d’un
facteur de transcription qui gouverne la transcription d’un géne que 1’on souhaite cibler. La
molécule leurre se lie alors sélectivement au facteur de transcription avec une trés grande
affinité¢ ’empéchant de se lier a sa cible génomique et conduisant ainsi a I’inhibition ou a
I’activation de la transcription selon la fonction exercée habituellement par le facteur de
transcription. De facon a augmenter leur durée de vie dans le sérum ainsi que pour favoriser
leur internalisation dans les cellules, les oligonucléotides leurres sont souvent modifiés
chimiquement.”” L’un des problémes rencontrés dans I’utilisation de cette stratégie est que
bien souvent un facteur de transcription contrdle la transcription de plusieurs genes ce qui
réduit les approches thérapeutiques envisageables par cette stratégie. Nous verrons cependant
au chapitre 3, pour le ciblage de la protéine STAT3, que dans certains cas leur utilisation peut
s’aveérer pertinente.

Les oligonucléotides dits « CpG » (CpG-ODN) sont de courtes séquences d’ADN contenant
le dinucléotide 5°-CG-3’ constitué¢ d’une cytosine et d’une guanine. Ces motifs CpG sont
hautement représentés dans ’ADN bactérien alors qu’ils sont treés peu présents dans ’ADN
des mammiféres chez qui les cytosines sont méthylées en C5. Par conséquent 1’introduction
d’une telle séquence chez un mammifére entraine une activation du systéme immunitaire via
une protéine transmembranaire spécifique : le récepteur TLR9 (Toll-like Receptor 9).# 11
existe différentes classes d’oligonucléotides CpG qui selon la nature de la séquence
nucléotidique (présence ou non d’un palindrome) ou du lien internucléosidique
(phosphodiester ou phosphorothioate) vont orienter la réponse immunitaire dans une direction
ou une autre.”>2% Cette capacité immunostimulante des CpG-ODN ouvre naturellement la
voie a de nombreux champs d’application comme le traitement des allergies, des cancers ou

. . . . 27.29
encore leur utilisation comme adjuvants dans les vaccins.?”?”

De par leur potentialité a interagir avec des cibles multiples et ainsi influencer de nombreux
processus cellulaires, les oligonucléotides sont a n’en pas douter des molécules d’avenir dans
le traitement de nombreuses maladies. Cependant, malgré un fort potentiel thérapeutique,
I’utilisation des acides nucléiques dans des essais cliniques se heurte encore au
développement de transporteurs efficaces n’induisant pas d’effets déléteres rédhibitoires sur

I’organisme.
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I1. LE TRANSPORT DES ACIDES NUCLEIQUES (VECTORISATION)

Comme nous 1’avons vu dans la premicre partie de ce chapitre, les oligonucléotides sont de
plus en plus reconnus comme ayant un fort potentiel thérapeutique contre une large variété de
maladies. Cependant leur faible efficacité a pouvoir circuler dans 1’organisme et a atteindre
leur cible sans avoir subi de dégradation est encore un frein majeur au développement
clinique de I’ADN médicament. En effet cette macromolécule polyanionique doit franchir de
multiples obstacles avant d’atteindre sa cible intracellulaire. Tout d’abord les oligonucléotides
doivent échapper a la dégradation par les nucléases présentes dans le sérum ou encore a
I’élimination rénale ou par les cellules du systeme réticulo-endothélial (rate, foie...). De plus
en fonction du mode d’administration et de I’emplacement de la cible cellulaire, ces
macromolécules vont devoir traverser 1’endothélium vasculaire et voyager a travers la matrice
extracellulaire avant d’étre internalisées dans les cellules et relarguées dans le cytoplasme.
Afin de surmonter I’ensemble de ces obstacles, de multiples stratégies ont été développées.®”
) Ainsi pour augmenter la stabilité métabolique des oligonucléotides, de nombreuses
modifications chimiques ont été introduites.”>*” Dans certains cas ces modifications vont
pouvoir faciliter la pénétration des oligonucléotides dans les cellules ; comme c’est le cas
pour certains « phosphorothioates » qui ont été testés cliniquement sans aucun systeme de
vectorisation.®® Cependant afin de palier a une clairance systémique importante, de fortes
doses doivent étre injectées pour observer une efficacité thérapeutique, ceci au dépend d’une
potentielle toxicité. De plus, ce mode de distribution ne permet pas le ciblage de tissus
spécifiques ce qui augmente le risque d’effets secondaires importants. C’est pour cela que le
développement de systemes de vectorisation appropriés est un enjeu important dans
I’avénement de ’ADN médicament. Au cours des années, de nombreuses méthodes ont été
mises au point pour le transport des acides nucléiques. Elles sont généralement classées en
trois catégories qui reposent sur trois types d’approches. A I’heure actuelle aucune de ces
techniques ne peut prétendre a étre généralisée a I’ensemble des applications que ce soit in
vivo ou in vitro. Quelques-unes de ces techniques sont présentées dans la suite de ce chapitre.
Les méthodes dites physiques telles que la micro-injection, la sonoporation, 1’optofection
(laserfection), I’électroporation ou encore la biolistique font appel a une instrumentation
spécifique. Chacune de ces techniques engendre la formation temporaire de pores dans la
membrane plasmique ce qui permet aux acides nucléiques de pénétrer dans le cytoplasme ou
dans le noyau.

Les méthodes chimiques les plus utilisées aujourd’hui font appel a des molécules lipidiques,

des polymeres ainsi que des nanoparticules de différentes compositions. L’internalisation des
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complexes formés avec I’ADN se fait soit par fusion avec la membrane plasmique soit par
différentes voies d’endocytose non spécifiques.

Enfin, une des approches les plus utilisées dans le cadre de la thérapie génique est celle des
vecteurs viraux. Cette méthode, dite « biologique », ne sera pas abordée dans ce manuscrit car
plus éloignées des techniques physiques et chimiques utilisées durant cette these. Elle utilise
les capacités naturelles des virus (retrovirus, lentivirus, adenovirus, virus adeno-associ¢s...) a
faire pénétrer leur matériel génétique au sein des cellules de 1’hote.?” Bien que cette
technique ait suscitée de grands espoirs, 1’utilisation de vecteurs viraux est relativement
complexe a mettre en ceuvre et pose encore des problemes de sécurité liés a la nature méme

des vecteurs.®”

I1.1. Electroporation et techniques mécaniques

Electroporation

L’électroporation est une technique simple et rapide qui permet d’obtenir de forts taux de
transfection sur des cellules en culture. Les cellules sont placées dans un électroporateur en
présence d’un tampon spécifique dans lequel on va ajouter I’ADN et ainsi envoyer des
impulsions électriques. Le champ électrique crée alors une différence de potentiel a travers la
membrane qui va induire la formation temporaire de pores pouvant laisser entrer I’ADN dans
le cytoplasme avant que les cellules ne retournent a des conditions de croissance normale.
Cette technique peut-étre tres utile pour des cellules difficilement transfectables ; cependant
elle n’est pas simple a mettre en ceuvre. Lorsque le champ électrique appliqué est trop faible
aucune déstabilisation de la membrane n’apparait et par conséquent I’ADN n’est pas délivré
dans la cellule. Au contraire si le champ est trop intense des dommages irréversibles de la
membrane sont observés provoquant une lyse cellulaire. Ainsi un équilibre fin doit étre trouvé
pour chaque type de cellule entre un bon rendement d’internalisation et une mortalité
cellulaire tolérable. De plus, s’il est relativement facile de mettre en ceuvre cette technique sur
des cellules en culture, son application sur un étre humain I’est beaucoup moins, méme si des
protocoles d’électroporation in vivo ont été mis au point pour des injections d’ADN en

(38)

intracardiaque sur des rats ou en intramusculaire chez des patients atteints par le virus de

I’immunodéficience humaine (VIH) ¢*

en utilisant des systemes d’¢lectrodes. Ces protocoles
nécessitent néanmoins un acte chirurgical préliminaire de facon a pouvoir implanter les

¢lectrodes au niveau du muscle ou de 1’organe ciblé.
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Laserfection/optoinjection

L’optoinjection consiste a créer un trou d’environ 1 a 5 um dans la membrane plasmique par
focalisation d’un faisceau laser (< 1 pm de diamétre) sur une cellule unique. Les acides
nucléiques ou toute autre molécule présents dans le milieu de culture peuvent alors diffuser

dans la cellule perméabilisée par le faisceau laser (Figure 11).

A Optoinjection

o
[Pt

Transient hole (8

Cell death

Figure 11: 3 modes de transfection assistée par Laser. (D’aprés K. Rhodes et al “0)

Une technique apparentée est 1’optoporation qui consiste a focaliser le laser sur le substrat de
culture ce qui permet d’étendre la zone de perméabilisation des cellules au dépend de la survie
des cellules proches du centre du faisceau. Depuis la découverte de ce phénomene a la fin des
années 80 Y la technique a évoluée et I’on parle aujourd’hui de laserfection.*” Cette
derniere méthode permet en défocalisant légerement le faisceau de perméabiliser plusieurs
cellules a la fois. De plus les lasers utilisés étant moins énergétiques la mortalité cellulaire
diminue. Les améliorations apportées, ont donc permis d’augmenter le nombre de cellules

transfectées et de diminuer la mortalité.
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Cette technique, qui permet d’obtenir de bon taux de transfection lorsqu’elle est utilisée in
vitro, reste quand méme limitée pour une application in vivo en raison de la mortalité
cellulaire qu’elle engendre au point de focalisation du laser et surtout peu envisageable pour
des zones difficiles d’acces ou largement étendues. De plus, comme pour 1’¢électroporation, il

faut amener ’ADN a proximité de la cible soit par injection soit a I’aide d’un vecteur.

Sonoporation

A la fin des années 80, Fechheimer & al ont montré que I’on pouvait transfecter un plasmide
dans des cellules de mammifére en utilisant la sonication.*” La méthodologie a ensuite été
confirmée et améliorée dans les années 90 avec I’introduction d’agents de contraste
développés pour I’imagerie par ultrasons; c’est alors que le terme de sonoporation est

43-44 te - . e
@49 Les agents de contrastes utilisés étaient des microbulles constitués dun ceeur

apparu.
gazeux (air, perfluorocarbures) et d’une coquille de nature protéique (albumine) ou lipidique
(acide palmitique). Par la suite de nombreux types de microbulles ont été mis au point ;
certaines microbulles étant constituées d’une coquille contenant des nanoparticules
magnétiques.m) L’approche pratique est similaire a celle des deux précédentes techniques.
L’ADN est amené a proximité de la cible (injection, vecteurs) en présence de microbulles et
la cible est soumise a une vague d’ultrasons. Le mécanisme exact de transfection assistée par
ultrasons est encore incertain mais il semble que [Doscillation (alternance rapide
expansion/contraction de la microbulle) et/ou I’implosion des microbulles a proximité des
cellules entraine une perméabilisation temporaire de la membrane permettant I’entrée de

grosses molécules telles que les acides nucléiques (Figure 12).(46%)

US wave

MB with Q E::’ng !
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bound DNA . .‘Q‘%
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of target tissue

Figure 12: Transfection assistée par ultrasons. (D’aprés O. Zolochevska et al “6))
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Bombardement par des particules (Biolistique)

Cette technique a été développée initialement par Sanford et Klein pour la transformation
génétique des plantes (production d’organismes génétiquement modifiés (OGM)).*>? Elle
consiste a projeter a tres grande vitesse sur des cellules, des particules préalablement
fonctionnalisées par des fragments d’ADN (i.e. un plasmide contenant un géne d’intérét). Le
plus souvent, les particules utilisées ont une taille de 1I’ordre du micron et sont composées de
métaux tels que I’or ou le tungsténe méme si ce dernier n’est plus beaucoup employ¢ du fait
de sa toxicité.®” Lorsqu’elles sont propulsées, a I’aide d’un canon (ou pistolet) 3 ADN,
certaines de ces particules vont traverser les parois cellulaires jusqu’au noyau ou le plasmide
pourra alors étre intégré dans I’ADN génomique (Figure 13). Divers systemes ont été
développés et améliorés au cours du temps utilisant le méme principe a savoir : les particules
(« microcarrier ») sont tout d’abord fonctionnalisées par des molécules d’acides nucléiques
ensuite elles sont déposées sur un support (« macrocarrier ») puis « décollées » de ce support
et projetées a grande vitesse sur les cellules par I’intermédiaire d’une décharge électrique ou
le plus souvent par 1’action d’un flux d’hélium sous pression. Il est possible d’optimiser le
protocole en fonction des cellules a transformer en faisant varier divers parametres tels que la
taille des particules (0.6 a 1.6 um habituellement) ou/et 1’accélération de la particule

(variations de la pression du flux d’hélium ou de la tension de la décharge électrique).®> >

Figure 13: Bombardement par des particules (Systéme « Helios Gene Gun » Bio-rad).
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Cette technique développée avec succes pour la transformation génétique des plantes est aussi
employée pour le transport d’acides nucléiques dans des cellules animales in vitro et in vivo
avec un taux de réussite comparable a 1’électroporation.®% %

Toutefois, I’un des principaux inconvénients de cette technique, outre la mortalité cellulaire
induite par une trop grande énergie cinétique des particules, est la difficulté de 1’étendre a
I’échelle d’un animal ou d’un étre humain. A I’instar de I’¢électroporation, la biolistique n’est
a I’heure actuelle envisageable que localement a la surface du corps dans le cadre d’un vaccin
a ADN ou sur certains organes par I’intermédiaire d’un acte chirurgical.

Il est a noter que le bombardement par des particules a aussi été utilisé pour délivrer une large
gamme de molécules et notamment des protéines a I’aide de microparticules de différentes
natures. %" Cette derniere application peut sembler prometteuse dans le cadre de la

vaccination en combinaison avec des acides nucléiques (CpG par exemple) et peut donc €tre

une alternative a I’injection par aiguille.

I1.2. Vecteurs synthétiques cationiques de nature lipidique ou polymérique
Historiquement, le transport des acides nucléiques par des vecteurs synthétiques est basé sur
la complexation de la molécule polyanionique qu’est I’ADN avec des lipides cationiques (on
parle alors de lipoplexe) ou des polyméres cationiques (on parle alors de polyplexe).®” ) Les
complexes ainsi formés, souvent des particules de taille submicronique, visent a protéger les
acides nucléiques contre les nucléases, réduire leur vitesse d’élimination par 1’organisme et
faciliter leur internalisation dans les cellules. Par la suite des approches plus complexes ont
été mises au point avec notamment, le développement de nano-systemes comportant un lien
covalent hydrolysable entre le vecteur et ’acide nucléique.(32)

Les complexes formés avec des vecteurs lipidiques ou polymériques vont pouvoir pénétrer
dans les cellules en utilisant des mécanismes naturels tels celui de 1’endocytose. Cependant
les mécanismes d’entrée restent controversés et d’autres voies possibles telles que la fusion
direct avec la membrane plasmique sont décrites pour les vecteurs lipidiques. Le ciblage
d’une population cellulaire en ajoutant un ligand spécifique a la particule peut donc étre une
approche intéressante pour délivrer un acide nucléique. Pour cela, le développement de nano-
systemes multifonctionnels permettant une protection maximale de 1’acide nucléique, un
adressage sélectif vers des cellules cibles ainsi qu’une internalisation efficace est un enjeu
important dans I’avénement de I’ADN médicament.

L’endocytose est un processus cellulaire qui permet le transfert de molécules ou de particules

e la matrice extracellulaire vers le cytoplasme par ’intermédiaire de vésicules crées par
de 1 t t 1ul | 1 I’int d d |
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repliement (invagination) de la membrane plasmique. Il existe différents mécanismes
d’endocytose (phagocytose, endocytose a récepteurs, macropinocytose...) et I’internalisation
des complexes se fera en fonction de leurs propriétés physicochimiques et de la nature des

cellules cibles (Figure 14A).(67)

A Phagocytosis B Clathrin-mediated € Caveolae-mediated D Macropinocytosis E Other clathrin- and
endocytosis (CME) endocytosis (CvME) cavoelae- independent
endocytosis
. U
Legend: =Z__ Actin .~~~ Opsonin \___~ Clathrin lattice Caveolin dimer © Dynamin

Figure 14: Différentes voies d’endocytose. (D’aprés H. Hillaireau et al. 7))

La phagocytose s’observe principalement avec les phagocytes, des cellules spécialisées du
systeme immunitaire (macrophages, monocytes, neutrophiles, cellules dendritiques) et peut se
décomposer en trois étapes. On observe tout d’abord une phase d’opsonisation caractérisée
par la fixation, spécifique ou non, d’opsonines a la surface de la particule. Cette étape a lieu
dans la circulation sanguine tres rapidement apres I’introduction des particules. Les opsonines
sont des molécules de nature protéique ayant une action similaire a des anticorps. Elles se
lient a des récepteurs spécifiques portés par les phagocytes et facilitent ainsi la reconnaissance
des particules qui sont ensuite ingérées par les phagocytes. Il a été rapporté que différents
paramétres influencent le taux d’internalisation.”” Par exemple, plus les particules ont une
taille importante, typiquement au-dela de 200-250 nm, et plus le taux d’internalisation va étre
élevé. De méme des propriétés physicochimiques de la particule telles que la charge de
surface, ou encore 1’hydrophobicité vont directement influencer 1’adsorption des opsonines et
les interactions avec la membrane plasmique. Ainsi, en regle générale, des particules
hautement chargées (négativement ou positivement) ou/et possédant une surface hydrophobe
subiront plus fortement 1’opsonisation que des particules neutres et hydrophiles. Au contraire
on considere qu’une petite taille, 50 a 100 nm, une faible charge ainsi que la présence d’un
revétement hydrophile tel que des chaines PEG (Poly Ethyléne Glycol) sont des facteurs qui

permettent & une particule d’échapper a 1’opsonisation, on parle alors de furtivité.®”
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En dehors du phénomene de phagocytose qui concerne les cellules spécialisées du systeme
immunitaire 1’internalisation des vecteurs peut se faire par différentes voies d’endocytose :
endocytose clathrine-dépendante, endocytose cavéoline-dépendante, macropinocytose...
(Figure 14B-E)."” A I’exclusion de la macropinocytose, les vésicules formées dans ces voies
d’endocytoses sont plus petites (diametre < 150 nm) que celles formées lors de la phagocytose
(diametre > 200 nm). Contrairement a la phagocytose, il est difficile de définir un
comportement type des particules vis-a-vis d’une voie spécifique d’endocytose. Il existe de

nombreuses variations en fonction de la nature des particules et du type cellulaire.

Les vecteurs de nature lipidique

L’utilisation de lipides cationiques pour le transport des acides nucléiques a été décrite pour la
premiére fois par Felgner et al en 1987.%Y Dés lors la technique n’a eu de cesse d’étre
améliorée. 7 Les lipides cationiques généralement utilisés (DOTMA, DOTAP, DTAB,
DOSPA, DOGS...), sont constitués de deux chaines alkyles hydrophobes (insaturées ou non)
reliées a une téte polaire (chargée positivement) par I’intermédiaire d’un « espaceur ». Les
vecteurs lipidiques sont le plus souvent préparés a partir d’un lipide cationique et de un ou
plusieurs lipides neutres (DOPE, DOPC, Cholestérol...). Ces derniers, aussi appelés co-
lipides, vont contribuer a moduler les propriétés physicochimiques du vecteur et ainsi
optimiser sa capacité de transfection vis-a-vis des cellules ciblées.”?”? En fonction du mode

opératoire et des lipides utilis€s, diverses structures peuvent étre obtenues ; certaines de ces

structures sont présentées sur la Figure 15.

Figure 15: A Micelle. B-D. Liposomes de 1°, 2°™ et 3™ génération.

D’apres http://www.cnrs.fr/cw/dossiers/dosnano/decouv/vecto/vecto.htm

La structure dite en micelle (Figure 15A), apparentée a une sphere pleine, est formée en

solution aqueuse a partir de lipides dont la partie hydrophobe est dirigée vers le centre de la
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structure alors que les tétes polaires hydrophiles sont exposées a sa périphérie. 1l est aussi
possible de former des vésicules lipidiques telles que le liposome présenté Figure 15B. Un
liposome est une vésicule lipidique assimilable & une sphere creuse constituée a sa périphérie
d’une double couche lipidique et en son cceur d’une cavité renfermant une solution aqueuse
pouvant contenir des molécules hydrophiles. Pour améliorer la furtivité des liposomes de 1
génération (Figure 15B), des chaines PEG ont été ajoutées a la périphérie des vésicules
(Figure 15C), on parle alors de vecteurs de pome génération. Par la suite des ligands
permettant le ciblage ont été greffés aboutissant a ce que ’on appelle la 3™ génération de
liposomes cationiques (Figure 15D). Cette classification, 1%¢, 2°™ et 3°™ génération est
d’ailleurs universellement employée pour tous les vecteurs synthétiques quelle que soit leur

nature.

Conceptuellement, deux approches ont été¢ développées pour I’utilisation de vecteurs a base de
lipides cationiques. L’acide nucléique, molécule hydrophile polyanionique, est soit complexé
a la surface d’une micelle via les tétes polaires cationiques (Figure 15A) soit encapsulé dans
un liposome cationique (Figure 15B-D). Dans la réalité, de nombreuses études structurales
montrent que les schémas présentés Figure 15 ne sont que purement conceptuels. La
formation du lipoplexe, suite aux interactions électrostatiques entre les groupements
phosphates de I’acide nucléique et les tétes polaires des lipides cationiques, va engendrer de
nombreux réarrangements structuraux conduisant a des organisations supramoléculaires
encore incompleétement caractérisées.””*? Généralement deux grands types de réarrangement
sont décrits : une structure multi-lamellaire dans laquelle I’ADN est « pris en sandwich »
entre deux bicouches lipidiques (Figure 16A) et une structure dite en nid d’abeille ou encore
spaghetti-like dans laquelle des tubules lipidiques sont empilés les uns sur les autres en
systeme hexagonal et ou I’ADN est soit complexé entre les tubules soit complexé dans le
canal central de chaque tubule (Figure 16B,C). De plus, il a été observé que différents
facteurs, ne serait-ce que la température ou 1’age de la préparation, pouvaient induire la
transition d’une phase lamellaire & une phase hexagonale (Figure 16D).”% %% 1’étude et la
compréhension de ces restructurations sont d’une grande importance pour I’avenir de ces
vecteurs car de nombreux travaux ont démontré un lien direct entre 1’organisation
supramoléculaire du vecteur et son efficacité de transfection vis a vis d’un type cellulaire

donné (78, 82-84)
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Figure 16: Réarrangements structuraux des lipoplexes. (D’aprés ***?)

A Structure multi-lamellaire, B Structure hexagonale,
C Structure hexagonale inverse, D Transition de phase.

Les vecteurs de nature polymérique

Comme nous I’avons décrit précédemment, les techniques utilisant des lipides ou des
polymeres cationiques pour le transport des acides nucléiques sont conceptuellement assez
proches. Leur utilisation a d’ailleurs été introduite la méme année respectivement par Felgner
© ot Wu . Dans leur article, Wu et Wu ® décrivent la synthése et Iutilisation d’un
vecteur cationique élaboré a partir de poly-L-lysine. Ce transporteur était assez « avant-
gardiste » puisqu’il permettait I’internalisation d’un plasmide dans des hépatocytes, de
maniere spécifique, via le ciblage d’un récepteur porté uniquement par ces cellules. Pour ce
faire, la poly-L-lysine est couplée avec une glycoprotéine spécifique du récepteur cible. De
méme qu’avec des lipides, les interactions électrostatiques entre ’ADN polyanionique et le
vecteur polycationique conduisent a la formation d’un complexe hydrosoluble (le polyplexe).
Les résultats obtenus ont montré que le plasmide transporté était bien exprimé spécifiquement
dans les cellules porteuses du récepteur contrairement aux cellules témoins ne portant pas ce

récepteur. De plus, les auteurs ont montré que les polyplexes n’étaient pas internalisés dans
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les cellules cibles lorsqu’ils étaient en compétition avec la glycoprotéine en exces, validant
ainsi leur hypothése d’internalisation via une voie d’endocytose récepteur-dépendante.

Nous avons vu précédemment que les vecteurs cationiques aprés s’étre liés a la membrane
cellulaire externe via des interactions ¢lectrostatiques ou/et par reconnaissance d’un récepteur
membranaire vont pénétrer dans les cellules par différentes voies d’endocytose. Ce
mécanisme peut conduire a la formation de vésicules intra-cytoplasmiques appelées
endosomes. Ces vésicules sont constituées d’une enveloppe externe de lipides et d’un cceur
aqueux contenant entre autre les acides nucléiques complexés aux vecteurs. Suite a de
nombreux phénomenes de fusion, les endosomes précoces vont évoluer en endosomes tardifs
puis en lysosomes secondaires. Ces transformations successives sont la conséquence de la
fusion des lysosomes primaires, vésicules riches en hydrolases provenant du réseau trans-
golgien, avec les endosomes. Cette évolution est accompagnée d’une acidification progressive
du contenu endosomal consécutive a l’intervention des pompes a protons intégrées a la
membrane des vésicules. Le milieu acide va permettre d’augmenter I’activité des nombreuses
hydrolases présentes dans le lysosome conduisant ainsi 2 la digestion de son contenu.®”
Parmi ces enzymes figurent la désoxyribonucléase II, une endonucléase dont 1’action va étre
de couper un brin d’ADN au milieu de la chaine en libérant des nucléotides.®” On voit donc
que la voie lysosomale peut étre un frein important a la vectorisation est qu’il est nécessaire

de trouver un moyen pouvant favoriser une sortie rapide de 1’endosome (Figure 17).
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Figure 17: Parcours d’un polyplexe a travers la voie lysosomale.
(D’apreés D. Meneksedag-Erol et al ®7))
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En dehors des poly-L-lysines, de nombreux polymeres cationiques tels que le poly(éthylene-
imine) (PEI), le chitosan ou encore le pullulan modifié, ont été employé pour transporter des
acides nucléiques.(88'9 % Outre leur fort pouvoir complexant vis-a-vis des acides nucléiques,
certains polymeres cationiques possedent aussi la particularité de se protoner/déprotoner dans
la gamme des pH physiologiques, on parle ainsi d’éponge a protons. Cette propriété leur est
conférée par le nombre important de groupements amines dont ils sont composés. Ce
phénomeéne est particulierement observé pour le PEI qui est I’un des polyméres ayant une
densité¢ de fonctions amines des plus élevée puisqu’il en posséde une tous les trois atomes
constituant sa chaine. Cette dernic¢re particularité a d’ailleurs motivée son utilisation dans le
transport des acides nucléiques pour s’assurer d’un relargage effectif de 1’acide nucléique
dans le cytoplasme.®® L hypothése émise par Behr et son équipe est que le grand nombre de
fonctions amines présentes sur le PEI permet de tamponner le milieu endosomal et ainsi de
protéger 1’acide nucléique de la dégradation par les nucléases. La présence du PEIL en
induisant un afflux supplémentaire de protons nécessaire a I’acidification des vésicules,
entraine une perturbation de 1’équilibre osmotique entre le cytoplasme et la vésicule. La
diffusion passive des ions CI" consécutive a I’accumulation de protons conduit alors a une
entrée d’eau provoquant le gonflement puis la rupture des vésicules permettant ainsi la
libération des complexes dans le cytoplasme. Cette hypothese reprise par de nombreux

(67,9192) £ @3 @9 et des

auteurs tayée expérimentalement ©’, n’est cependant pas admise par tous
incertitudes demeurent sur le mécanisme exact de libération des complexes dans le
cytoplasme. Ce phénoméne d’éponge a protons a aussi été décrit pour des dendrimeres de
poly(amido-amine) (PAMAM)®? Les dendriméres sont des constructions polymériques
arborescentes organisées autour d’un cceur et présentant une symétrie centrale, un peu a
I’image d’un chou-fleur. Dans le cadre de la vectorisation des acides nucléiques, les
dendriméres utilisés sont de nature cationique a 1’image du poly(propyléne imine) (PPI) ® ou
du PAMAM, le plus fréquemment rencontré aujourd’hui et dont I’emploi a été¢ décrit pour la
1" fois en 1996 par Kukowska-Latallo ®”. Par la suite de nombreuses constructions 2 base de

PAMAM ont été utilisées pour transférer un acide nucléique.(y 7-99)

Les vecteurs hybrides lipides-polymeéres
Afin de conjuguer les propriétés des lipides avec celles des polymeres, une nouvelle
génération de transporteur a naturellement vu le jour.”%" 1 s’agit de nanoparticules

hybrides lipides-polymeres construites selon le schéma présenté a la Figure 18.
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Figure 18: Schéma de nanoparticules hybrides Lipides-Polymeéres.

(D’apreés K. Hadinoto et al (100) )

Ces particules sont élaborées a partir d’un coeur polymérique dans lequel les molécules a visée
thérapeutiques sont encapsulées. Cette structure est recouverte d’une coquille lipidique
permettant d’augmenter la biocompatibilité du polymere et dotée a sa périphérie de lipides
fonctionnalisés par des chaines PEG afin de prolonger la durée de vie de la particule dans la
circulation sanguine. Généralement ces particules sont synthétisées en une ou deux étapes :
soit les complexes polymériques (polymere + molécule a visée thérapeutique) sont ajoutés a
des vésicules lipidiques préformées soit polymere, molécule d’intérét et lipides sont associés
en utilisant une méthode « one-pot ». Ces particules ont montré leur potentialité dans le
transport de siRNA méme si pour I’instant peu d’essais ont été reportés.(102'104)

Ainsi, 'un des grands avantages des vecteurs synthétiques, par rapport aux méthodes
physiques, est qu’ils permettent d’envisager une administration systémique des acides
nucléiques. Cependant, alors que les vecteurs viraux ont démontré leur efficience a délivrer
des acides nucléiques dans les cellules de mammiferes, la plupart des vecteurs synthétiques ne
sont pas encore capable de transporter efficacement leur charge a travers les multiples
barriéres de I’organisme.”? On peut néanmoins espérer, raisonnablement, que nombre de ces

difficultés puissent étre surmontées un jour grace aux progres rapides des nanotechnologies et

au développement de nano-plateformes multifonctionnelles.
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II1. INTERET BIOMEDICAL DES NANOPARTICULES A CEUR INORGANIQUE
II1.1. Nanoparticules a cceur inorganique et vectorisation
Les nanoparticules a cceur inorganique utilisées dans le cadre du transport des acides

nucléiques sont constituées, le plus souvent, d’un noyau de silice "7 q>or @110 oy

(112-116) (105, 109, 112)

d’oxyde de fer recouvert par une couche de nature polymérique et/ou
lipidique %% % 119 1 yn des atouts majeurs de ces vecteurs leur est conféré par ce ceeur
inorganique rigide, structurellement stable et organisé, sur lequel on va pouvoir « accrocher »
de maniere relativement aisée, certes un acide nucléique, mais aussi des molécules pouvant
remplir diverses fonctions : protection, furtivité, ciblage, imagerie... On obtient ainsi des
nano-plateformes polyvalentes. Généralement la fixation de ces molécules se fait par
I’intermédiaire de fonctions pouvant créer des liaisons plus ou moins fortes avec la surface de
la particule. Pour ce faire des groupements fonctionnels tels que les amines, les acides
carboxyliques, les alcools, les thiols, les phosphonates ou les phosphates, sont couramment

utilisés, comme illustré Figure 19 dans le cas d’une particule d’oxyde de fer.
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Figure 19: Fonctionnalisation par différents groupements chimiques.
(D’apreés C. Boyer et al (H17))
Les molécules employées pour complexer les acides nucléiques a la surface de la particule
sont souvent les mémes que celles qui sont adoptées dans le cadre de la vectorisation par des
nanoparticules organiques a savoir des molécules cationiques (PEI, DOPC, DOPE) permettant

d’assurer d’une part la stabilité colloidale du vecteur et d’autre part la complexation de 1’acide
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nucléique via des liaisons électrostatiques.’® 1% 10 112 117) iy nombreux polymeres ont été
testés, mais a I’heure actuelle la plupart des systemes a base de nanoparticules cationiques qui
sont commercialisés pour le transport des acides nucléiques exploitent les propriétés du PEI :
PolyMAG (Chemicell, Berlin) PolyMag (Oz Biosciences, Marseille), SEI ou UEI (Ocean
NanoTech San Diego). Outre son role d’éponge a proton, qui facilite la sortie de I’endosome,
il a été¢ montré que le PEI pouvait protéger I’ADN de la dégradation par la désoxyribonucléase
de type I (DNase 1).”?® De nombreuses combinaisons ont été développées pour obtenir un
vecteur «idéal » et il est difficile d’en faire une liste exhaustive ou de présenter un schéma
général. Il existe cependant des « recettes » que ’on retrouve fréquemment. L’une de ces
méthodes met en jeu un procédé multicouche qui est basé sur le dépot, a la périphérie du ceeur
inorganique, de molécules ayant des charges opposées.(us'm ) Ainsi, comme illustré Figure
20, il est possible de fonctionnaliser une nanoparticule en déposant alternativement une
couche de molécules chargées négativement sur une couche de molécules chargées

positivement, la stabilité de I’édifice étant alors assurée par les interactions électrostatiques.
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Figure 20: Fonctionnalisation couche par couche. (D’apres (H8-119))
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En appliquant ce méme principe, Berti et al. ont montré qu’il est possible d’ajouter une
couche de PEG afin d’améliorer en parallele la stabilité colloidale et la furtivit¢ du
complexe.(uo) Pour cela ils sont partis de nanoparticules commerciales fonctionnalisées par du
PEI (Ocean Nanotech, Springdale, AK, USA) sur lesquelles ils ont ajouté simultanément un
oligonucléotide en simple brin (18 bases) et un polyéthyléne glycol d’environ 5 kDa (#130
unités) conjugué a un bloc peptidique constitué de 10 acides glutamiques. Malgré la
compétition, vis-a-vis de la complexation avec le PEI, entre les charges négatives des chaines
latérales de I’acide glutamique et celles de I’acide nucléique, ils ont obtenu un bon rendement
de complexation de I’ADN et une amélioration considérable de la stabilité colloidale. En
2010, il a été montré qu’il est possible d’augmenter I’expression d’un géne, transporté par une
nanoparticule, par ajout d’un peptide cationique (« cell-penetrating peptide ») complexé a la
surface de la particule via des interactions électrostatiques.”*” La encore, ’acide nucléique
(un plasmide) est complexé sur des nanoparticules commerciales, un coeur d’oxyde de fer
fonctionnalisées par du PEI (PolyMag, Chemicell, Berlin), par simple incubation a
température ambiante pendant 15 minutes ; le peptide est ensuite ajouté, la solution passée au
vortex pendant 30 secondes puis suit une période d’incubation de 30 minutes. Dans ces deux

articles 120120

, 11 a été montré que I’on pouvait optimiser la stabilité colloidale des complexes
ainsi que I’internalisation et I’expression de 1’acide nucléique en affinant les ratios entre les
divers constituants du systéme. En résumé, on voit donc qu’avec ce mode de conception
« couche par couche », relativement simple a mettre en ceuvre, il est possible d’inclure a la
périphérie de la nano-plateforme des molécules permettant d’échapper au systéme réticulo-
endothélial, d’accéder a divers mode d’imagerie mais aussi au ciblage de zones spécifiques
(organe, cellule, organelles...) en ajoutant par exemple une molécule fluorescente un PEG ou

un peptide.

I11.2. Nanoparticules a cceur inorganique et ciblage
Le mode d’administration d’un médicament se fait généralement par voie orale ou par
injection intraveineuse. La propagation de la molécule thérapeutique dans 1’organisme
s’effectue ensuite par voie systémique. Cette méthode a pour résultat de délivrer des quantités
variables de médicament dans la majorité des organes et tissus et dans de nombreux cas seule
une petite quantité de la molécule administrée va atteindre sa cible. Une voie intéressante pour
augmenter ’efficacit¢é d’un médicament va étre de favoriser son ciblage vers une zone
spécifique de I’organisme afin d’y envoyer la dose idéale de molécule thérapeutique. Ceci

permet également d’atténuer les effets secondaires hors cible. Cette approche peut étre
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développée dans le cadre de nombreuses pathologies telles que les maladies cardiovasculaires
ou le diabéte mais un champ d’application particuliérement pertinent est celui de I’oncologie.
D’autant plus pertinent, que dans certains cancers, le cancer du poumon par exemple, on
observe une grande variabilité clinique entre les patients.”*” Par conséquent, pour augmenter
I’efficacité d’un traitement, il est nécessaire de le personnaliser. On voit donc bien I’intérét de

N

concevoir des médicaments faciles a fabriquer, avec des cibles pertinentes et les
nanoparticules a cceur inorganique se prétent tout a fait au développement d’une telle
stratégie.

Il y a presque 30 ans, Matsumura et Maeda ont démontré que pour certaines macromolécules,
un phénomene de ciblage dit « passif », conduit a leur accumulation dans les tumeurs.”*” Ce
mécanisme désigné par la suite comme 1’effet EPR (Enhanced Permeability and Retention)
est 1i¢ a ’existence d’une perméabilité vasculaire accrue au niveau des zones tumorales. Dans
les zones «saines » les macromolécules suffisamment grosses (10-500 nm) ne vont pas
pouvoir traverser aisément 1’endothélium vasculaire et si elles échappent au systéme réticulo-
endothélial (c’est le cas des macromolécules peu hydrophobes et peu chargées), elles vont
alors circuler dans 1’organisme pendant des temps assez long et ainsi pouvoir se concentrer

dans les tumeurs (Figure 21 ).(124)
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Figure 21: Effet EPR. (D’aprés R. Dinarvand et al )
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Ce mécanisme intéressant conduit généralement a une augmentation de 1’accumulation des
macromolécules de 20 a 30%, en comparaison avec des molécules thérapeutiques de plus
petite taille. Cependant méme si cet effet n’est pas négligeable, il reste encore insuffisant pour
améliorer de facon significative 1’efficacit¢ des macromolécules et dans un cadre
thérapeutiques les nano-systemes doivent étre conjugués a des molécules permettant soit
d’augmenter 1’effet EPR soit d’envisager un ciblage dit « actif ».(% 129

Au sein des molécules susceptibles de remplir cette mission, les peptides sont des candidats
intéressants puisqu’ils entrent naturellement en jeu dans de nombreux processus de
reconnaissance cellulaire. Parmi les peptides utilisés pour le ciblage de tumeurs il existe ceux
comportant le motif RGD (R = arginine, G = glycine, D = acide aspartique). Ce motif est
reconnu par les intégrines a,f3, des glycoprotéines ayant un rdle dans la migration et
I’adhésion cellulaire lors de la croissance tumorale. Ces molécules sont surexprimées a la
surface des cellules tumorales et des cellules endothéliales nouvellement crées lors de la
vascularisation de la tumeur. Les intégrines représentent donc une cible de choix pour le
développement de nano-systemes a visée diagnostique ou ayant une action anti-
cancéreuse. 7139 Certains auteurs ont aussi combiné plusieurs modes de ciblages, effet EPR,
peptide RGD et ciblage magnétique a 1’aide d’un aimant placé a proximité de la tumeur en

utilisant les différentes propriétés d’une nano—plateforme.(lzg )

I est aussi possible de greffer,
sur une méme plateforme, plusieurs peptides ayant des propriétés complémentaires. Ainsi Pan
et al. ont utilisé un peptide RGD et un peptide TAT pour délivrer de la doxorubicine, un agent
anticancéreux intercalant de I’ADN, dans le noyau de cellules tumorales dans un modele
murin.” Les peptides TAT sont des séquences peptidiques dérivées de la protéine TAT
(« Trans-Activator of Transcription) qui est impliquée dans ’activation de la transcription du
virus HIV. 1l a été montré que la composition de ce type de peptide facilite I’entrée dans le
cytoplasme (Cell Penetrating Peptide) puis dans le noyau des cellules (Nuclear Localization
Sequence).(m'l”) La conjugaison de ces deux peptides a ainsi permis de cibler efficacement
le noyau de cellules tumorales et d’obtenir au bout de 17 jours une inhibition de 98% de la
croissance tumorale.*”

Ces dernieres années, diverses molécules — peptides, aptameres, vitamines — ont été
conjuguées a des nanoparticules pour le ciblage de nombreux récepteurs connus pour étre
surexprimés dans différents type de cancer : EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor),
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), uPAR (urokinase Plasminogen Activator
Receptor), GRPR (Gastrin-Releasing Peptide Receptor), TfR (Transferrin Receptor), FR

(Folate Receptor) sigma-2, neuropiline-1, somatostatine ..."?* 713 Cependant a I’heure
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actuelle, les thérapies ciblées se heurtent encore a la découverte de ligands pouvant se lier a
leur cible avec une grande spécificité et une bonne affinité. Dans une étude récente, menée sur
8 lignées cellulaires de cancer du poumon, des chercheurs ont pu identifier 11 peptides ayant
une forte affinité pour ces cellules.””” Pour cela ils ont utilisé la technique du « Phage
display », qui, un peu a I’image de la technologie SELEX pour les aptameres, permet a partir
de librairies aléatoires de sélectionner un peptide ayant une forte affinité pour une cible
donnée, dans ce cas la membrane plasmique de cellules cancéreuses. La tétramérisation de ces
peptides a permis d’obtenir, pour certains, une affinit€¢ pour les cellules de 1’ordre du
picomolaire avec une spécificité vis-a-vis de cellules cancéreuses pouvant étre jusqu’a 400
fois supérieure a celle observée pour des cellules bronchiales « saines ». La généralisation de
cette technique, en multipliant les librairies et les lignées cellulaires, permettra certainement

d’obtenir des peptides ciblant des cellules avec une trés grande spécificité.

ITL.3. Utilisation des propriétés physiques des nanoparticules a ceeur inorganique
La théranostique, contraction de thérapie et diagnostic, est un nouveau paradigme apparu en
nano-médecine il y a une dizaine d’années.”**** Des nanoparticules congues a 1’origine dans
un but thérapeutique pour I’administration ciblée de médicament ou I’imagerie sont
maintenant utilisées simultanément comme outil de diagnostic et de traitement de la maladie.
Ce nouveau concept s’applique particulierement aux nanoparticules a cceur inorganique dont
les propriétés physiques peuvent étre utilisées en imagerie. Ainsi les nanoparticules d’oxyde
de fer sont utilisées cliniquement en imagerie par résonance magnétique (IRM) alors que le
potentiel des nanoparticules d’or a ét¢ démontré en imagerie optique ou tomographie axiale

assistée par ordinateur (Computed Tomography (CT), ou encore « Scanner »).(13%

Le scanner est une technique d’imagerie médicale basée sur 1’absorption des rayons X.
L’image est produite par traitement informatique des données acquises pour différentes
coupes et selon différents angles. Cette technique permet d’obtenir une trés bonne
visualisation du squelette en raison du contraste entre les zones osseuses tres denses et les
tissus environnants beaucoup plus perméables aux rayons X. Il est cependant plus difficile de
différencier sur une image différents tissus mous ayant des propriétés d’absorption similaires.
Dans ce cas, pour améliorer la qualité des images, on fait actuellement appel a un agent de
contraste 10dé. L’1ode a été choisi pour son fort coefficient d’absorption des rayons X, mais la
période d’élimination des petites molécules iodées étant assez rapide, il n’est pas possible

d’avoir acces a des temps d’observation treés long. De plus ces agents iodés peuvent présenter



Chap 1. Acides Nucléiques et Vectorisation : Etat de |’Art

une certaine toxicité rénale et déclencher des réactions allergiques violentes (choc
anaphylactique) chez certains patients en raison des doses importantes et répétées nécessaires
a ’obtention d’un bon contraste. Pour ces raisons, on observe un intérét croissant dans le
développement d’agent de contrastes alternatifs ¢élaborés a partir d’éléments chimiques
possédant un masse atomique élevée (Or, Bismuth, Ytterbium) ; ces éléments étant connus

136-137) A - - P
X.B36137) Ainsi de nombreuses études ont

pour avoir une absorption élevée des rayonnements
été menées reportant 1’utilisation de nanoparticules d’or possédant des aptitudes a I’imagerie

X supérieures 4 celles des molécules iodées utilisées a I’heure actuelle (Figure 22).37-14)

Figure 22: Images 3D (microCT) d’un foie de souris 2h aprés l’injection d’une solution
saline, d’un agent de contraste iodé (eXIA™ 160, 800 mg d’iode/kg) et de nanoparticules
d’or (HEPA-AuNPs, 250 mg Au/kg). (D’apreés H. Lusic et al 137))

Ces bons résultats sont liés aux propriétés particulieres des nanoparticules utilisées. Tout
d’abord, I’or, de par son numéro atomique élevé, posseéde un coefficient massique
d’atténuation des rayons X plus de 2.5 fois supérieur a celui de 1’iode ce qui lui confére un
pouvoir contrastant plus important.(136’ 139-140) e plus, les nanoparticules, lorsqu’elles sont
revétues d’une couche de PEG, vont pouvoir circuler beaucoup plus longtemps dans
I’organisme que les petites molécules iodées. ™ Ainsi Kim & al ont montré dans une
étude que leurs particules ont un temps de circulation dans le sang supérieur a 4 heures alors
que la molécule iodée utilisée a titre de comparaison a un temps de circulation inférieur a 10
minutes.”*” Enfin Pun des avantages des nanoparticules est qu’elles vont pouvoir
s’accumuler dans les tumeurs par ciblage passif via I’effet EPR augmentant ainsi le contraste

. o . 136, 137, 140, 141
dans des zones tumorales et permettant d’envisager une détection précoce.?% 137 140 141)
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Dans le traitement des cancers, une autre propriété intéressante des nanoparticules d’or est
qu’elles peuvent exalter localement les effets de la radiothérapie permettant ainsi d’adapter
spécifiquement la dose de rayonnement a la tumeur tout en diminuant les effets
secondaires."*""** Daprés Hainfeld, I’absorption de rayons X par une particule d’or entraine
la libération d’électrons de différentes énergies ayant un pouvoir de pénétration allant de
quelques nanometres a quelques microns.”*” En complémentarité de 1’action des rayons X,
les électrons ainsi libérés vont entrainer des phénomenes d’ionisations, la création de radicaux
libres et provoquer des dommages irréversibles aux cellules cancéreuses. D’autres synergies
utilisant les propriétés physiques des nanoparticules d’or ont été¢ développées. J. West et N.
Halas ont ouvert la voie de la thérapie photothermique en synthétisant des nanoparticules de
type cceur-coquille pouvant absorber dans le proche infrarouge.(143'144) Les propriétés optiques
de leurs particules, constituées d’un cceur de silice recouvert par une coquille d’or, peuvent
étre modulées en jouant sur le diametre du coeur et I’épaisseur de la coquille de fagon a
absorber la lumiére dans le proche infrarouge. Lorsque des nanoparticules d’or sont excitées a
une longueur d’onde proche de leur maximum d’absorption, les électrons du métal vont étre
amenés a un niveau €énergétique plus élevé. Le retour des électrons a un niveau énergétique
plus bas va conduire a la production de chaleur via des phénomenes non radiatifs.
L’augmentation de la température des nanoparticules ainsi générée va alors entrainer la mort
des cellules dans lesquelles elles ont été internalisées. Ce phénomene est appelé hyperthermie.
Le ciblage d’une zone tumorale par de telles nanoparticules permet donc d’envisager la
destruction des cellules cancéreuses consécutivement a 1’irradiation par une longueur d’onde
appropriée, ici dans le proche infrarouge. Cette fenétre optique est particulicrement
intéressante pour des applications biomédicales étant donné la plus faible absorption des

molécules biologiques dans cette gamme de longueur d’onde. ™ ¥ Ces

particules sont
actuellement développées par la société Nanospectra Biosciences et un essai clinique est en
cours dans le cadre du traitement du cancer du poumon. Cette propriété des nanoparticules
d’or a €t¢ mise a profit par Hainfeld et son équipe en combinaison avec un traitement par
radiothérapie.”**¥ Leurs résultats démontrent une réelle synergie entre 1’hyperthermie et la
radiothérapie permettant d’envisager une réduction des doses de rayons X pour une efficacité

thérapeutique augmentée.”m

L’hyperthermie peut étre également provoquée a 1’aide de nanoparticules magnétiques
constituées par des oxydes de fer tels que la maghémite ou la magnétite. Dans ce cas le

phénomene physique responsable de 1’échauffement des particules n’est pas provoqué par un



Chap 1. Acides Nucléiques et Vectorisation : Etat de |’Art

rayonnement dans le proche infrarouge mais par un champ magnétique alternatif.”**** Dans
une étude clinique réalisée entre 2005 et 2009 sur 66 patients atteints par un glioblastome,
Maier-Hauff & al ont démontré que la conjugaison de la thermothérapie et de la radiothérapie
permettait de prolonger de 6 mois, valeur moyenne obtenue en comparaison avec la seule
radiothérapie, la durée de vie des patients atteints et ce en appliquant des doses réduites de

rayons X

Méme si les protocoles actuels nécessitent encore d’étre adaptés, les progres actuels dans la
conception des nanoparticules permettent d’envisager des  nano-plateformes
multifonctionnelles congues pour le ciblage, la vectorisation, 1’imagerie multimodale ou

encore le traitement des cancers par radiothérapie et/ou hyperthermie.(149 -150)

Une des particularités physiques des nanoparticules de maghémite utilisées dans le laboratoire
est liée a leurs propriétés magnétiques. De par leur taille, les nanoparticules d’oxyde de fer
telles la maghémite (y-Fe,O3) ou la magnétite (FesO4) ont un comportement
superparamagnétique et vont pouvoir s’aimanter en présence du champ magnétique généré
par un aimant permanent. Cette propriété a naturellement ét€é mise a profit pour le
développement de nano-vecteurs pouvant étre guidés a ’aide d’un aimant. Comme nous
I’avons vu précédemment dans ce chapitre, la mise au point d’un systéme sir et efficace pour
le transport des acides nucléiques fait toujours 1’objet d’intenses recherches. Un des
principaux obstacles est d’amener 1’acide nucléique en suffisamment grande quantité¢ au
niveau des cellules/tissus cibles. La magnétofection, basée sur 1’utilisation de nanoparticules
magnétiques pouvant transporter des acides nucléiques sous I’influence d’un gradient de
champ magnétique, permet de combiner les avantages des méthodes physiques et des vecteurs
synthétiques.”” Dans la majorité des applications, 1’association de la nanoparticule
magnétique avec 1’acide nucléique, ou le vecteur génique (polyplexe, lipoplexe, virus), se fait
par I'intermédiaire d’interactions électrostatiques ou hydrophobes.”""*? Les complexes
formés sont attirées a la périphérie des cellules/tissus a 1’aide d’un aimant permanent et les
nanoparticules sont internalisées par I'intermédiaire des mécanismes naturels que sont

I’endocytose la phagocytose ou encore la macropinocytose (Figure 23).
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Figure 23: Schéma de principe de la magnétofection

Suite a la commercialisation de nanoparticules soit polyvalentes, pour le transport de tous
types d’acides nucléiques, soit plus spécialisées, pour le transport de siRNA ou de vecteurs
viraux, la magnétofection a fait preuve de son efficacité in vitro pour de nombreuses lignées
cellulaires ce qui en fait un bon outil en biologie.””’*” De méme in vivo il existe de
nombreuses publications reportant 1’utilisation de nanoparticules magnétiques pour délivrer
des acides nucléiques.”? L’application de la magnétofection in vivo est cependant limitée a
des zones superficielles ou peu profondes, quelques dizaines de mm, par le fait qu’il est
actuellement tres difficile de générer un gradient de champ permettant de cibler une zone

précise a I’intérieur d’un organisme a I’aide d’un aimant permanent (Figure 24A).%
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Figure 24: Ciblage magnétique in vivo. (D’aprés B. Shapiro et a

Une solution pour atteindre les zones profondes de 1’organisme peut alors étre d’implanter
chirurgicalement un aimant lorsque cela est possible. Cependant 1’idéal serait de pouvoir créer
un piege magnétique en combinant spatialement des aimants autour d’un patient afin d’attirer
les nanoparticules dans une zone ciblée. Malheureusement il semblerait que ce montage soit
théoriquement impossible a réaliser & I’aide de champs magnétiques statiques.”*” Selon B.
Shapiro une fagon de contourner cette loi serait de faire varier le champ magnétique
spatialement et temporellement de fagcon a induire un controéle dynamique du ferrofluide
injecté (Figure 24B).®? Les travaux qu’il méne avec son équipe sont dirigés dans ce sens

mais ne sont encore qu’a la phase de modélisation et de nombreuses étapes doivent franchies

avant I’utilisation clinique de tels systémes.
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Nous avons vu dans ce chapitre que durant ces dernieres décennies, les multiples travaux
portant sur [’étude de la structure des acides nucléiques, conjugués au développement
spectaculaire des connaissances dans le domaine de la biologie moléculaire de la cellule, ont
permis d’envisager, a moyen terme, [’utilisation thérapeutique des oligonucléotides. L une
des dernieres barrieres a laquelle se heurte [’emploi d’oligonucléotide en tant que
médicament est le développement de vecteurs efficaces pouvant transporter leur charge a
travers les multiples barrieres de [’organisme. Afin de surmonter cette difficulté, ['une des
approches actuelles est le développement de nano-plateformes multifonctionnelles permettant,
certes, la vectorisation d’un oligonucléotide, mais aussi de remplir d’autres fonctions telles
que le ciblage ou ['imagerie multimodale. Les nanoparticules d’oxyde de fer, déja utilisées en
IRM, sont une des voies possibles permettant de répondre a cette problématique. Au-dela de
leur potentiel thérapeutique, de telles particules sont aussi un formidable outil pour la
recherche en biologie moléculaire. Une partie de ce travail de thése a donc été consacrée a
[’élaboration et la caractérisation d’'un nanovecteur a base de maghémite, pouvant délivrer
des oligonucléotides dans des cellules en culture. Pour autant, méme si beaucoup de
mécanismes cellulaires impliquant les acides nucléiques ont été élucidés, il reste néanmoins
de nombreuses énigmes dont la résolution nécessite encore des études structurales in vitro.
Nous verrons ainsi dans le chapitre 2 comment la spectroscopie optique peut faire avancer

[’état des connaissances sur les interactions entres acides nucléiques et protéines.
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Ce chapitre est consacré a [’étude des interactions entre DsrA, un petit ARN non-codant
présent chez la bactérie E. Coli, et la protéine Hfq constituée de 6 monomeres assemblés en
une structure nanométrique d’environ 7 nm de diamétre et 2.5 nm d’épaisseur. En réponse a
un stress thermique subi par la bactérie, DsrA va interagir avec sa cible ARNm par
I’intermédiaire de la protéine Hfq. Des incertitudes demeurent d’une part sur la structure
secondaire adoptée par DsrA, en particulier concernant la deuxiéme tige-boucle et d’autre
part sur les sites d’interactions entre la protéine Hfq et sa cible. Dans ce chapitre, nous nous
intéressons a ces deux problématiques par une étude par spectroscopie d’absorption UV et
infrarouge. Apres un point rapide sur l’état de [’art, nous présenterons les résultats de nos
investigations sur la structure de DsrA puis une étude des interactions de Hfg avec une
double hélice d’ADN. Ce travail a été réalisé en collaboration avec I’équipe de Véronique

Arluison du laboratoire Jean Perrin CNRS-FRE 3132.

I. INTRODUCTION : L’ARN NON-CODANT DSRA ET LA PROTEINE HFQ

Les petits ARNs non-codants (ncRNA ou sRNA) sont largement répandus au sein de tous les
organismes vivants. Ils ont une taille qui varie entre 50 et 200 nucléotides et ne possedent pas
de cadre ouvert de lecture pour le ribosome ; ils ne sont donc pas traduits en protéines. On
considére que chez ’homme, plus de 95% de I’ADN est non-codant engendrant I’existence de
centaines de ces ARNs non-codants. Chez les bactéries, méme si la partie non-codante du
génome est beaucoup plus réduite, 25% environ, les ncRNAs sont tout de méme présents en
nombre important.” Ainsi chez E. Coli plus de 70 ARNs non-codant ont été découverts.”
Les ncRNAs jouent un role important dans la régulation post-transcriptionnelle de
I’expression des genes. Certains vont interagir directement avec des protéines modifiant ainsi
leur activité alors que d’autres, la majorité, vont s’apparier avec une spécificité plus ou moins
importante avec des ARNm modulant ainsi leur traduction. L’appariement entre ces deux
types d’ARN a lieu, dans la plupart des cas, au niveau de la région 5’non traduite (5’-UTR) de
I’ARNm. Généralement les mécanismes d’action des ncRNAs sont de deux types. Dans un
cas, 1’association du ncRNA avec sa cible bloque I’approche du ribosome au niveau de son
site de liaison a I’ARNm (Ribosome Binding Site = RBS) ce qui a comme conséquence de
réprimer sa traduction (régulation négative). Dans ’autre cas, au contraire, 1’association du
ncRNA avec ’ARNm va rendre la séquence RBS accessible et entrainer I’activation de la

traduction de I’ARN messager (régulation positive).”?
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I.1 La protéine Hfq
La protéine Hfq a été découverte dans la bactérie Escherichia Coli en tant que « facteur de
I’hote » nécessaire a la réplication de I’ARN du phage Qg (Host factor q).%? Par la suite, des
travaux ont montré qu’il existe en fait une famille de protéines Hfq présentes dans de
nombreuses souches bactériennes. Généralement ces protéines sont thermostables et comptent
entre 70 et 110 acides aminés par monomere se stabilisant sous la forme de structures
quaternaires de type homohexamere ou homoheptamere. Chez E. Coli, la souche que nous
avons utilisée pour cette étude, Hfq est constituée de 6 monomeres identiques caractérisés par
une hélice a du coté N-terminal suivie par 5 brins B formant un feuillet courbé. Chaque
monomere d’un poids moléculaire de 11,4 kDa est constitué¢ de 102 acides aminés. Les 6
monomeres s’assemblent en une structure torique d’environ 7 nm de diamétre et 2.5 nm
d’épaisseur. L hexameére cyclique se forme par interaction entre le brin 4 d’un monomére et

le brin B5 du monomere suivant (Figure 1).

Figure 1: Structure hexamérique de Hfq

Au-dela de son role dans la réplication du phage Qg, cette protéine joue un rdle régulateur
dans I’expression des génes a un niveau post transcriptionnel en modulant la stabilité des
ARNm. La protéine Hfq a en fait un role pléiotropique et elle est nécessaire a ’action de
nombreux petits ARNs régulateurs non traduits. Ainsi Hfq en interaction avec d’autres
protéines est impliquée dans de nombreux mécanismes de réponse au stress et il a été observé
que des mutations de Hfq provoquent de multiples changements phénotypiques dans la
cellule. Si on sait aujourd’hui que Hfq intervient dans beaucoup de mécanismes, ses sites
d’interactions avec les ARNs restent encore méconnus puisqu’'une seule structure
cristallographique d’un complexe Hfg-ARN a été résolue a ce jour. Il s’agit de la protéine Hfq
de S.aureus liée a un hepta-oligoribonucléotide riche en uracile.”’ D’autres études montrent
que Hfq a une préférence pour les ARNs riches en adénine et qu’elle se lie au niveau des

queues de poly(A).
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Si 80 & 90% de Hfq est présent dans le cytoplasme en association avec les ribosomes, le reste
est présent dans le nucléoide. L’ensemble des protéines associées au nucléoide joue un role
dans la régulation de la transcription des genes. Dans le nucléoide, des protéines telles que

(6)

Hfq se lient de préférence a des zones d’ADN courbé."™ Il a ét€ montré par ailleurs que la

présence, dans la séquence, d’adénines consécutives facilite la condensation de I’ADN par la

. . . 7,
formation de courbure au niveau du brin.”

I.2 L’ARN non-codant DsrA
I1 existe de nombreuses preuves démontrant que 1’expression des ncRNAs est induite par des
conditions de stress et DsrA est un composant clé dans la machinerie de réponse a un stress
thermique.> ¥ Cet ARN constitué d’environ 85 nucléotides a une demi-vie de 4 minutes entre
37 et 42°C. Cette demi-vie passe a environ 23 minutes lorsque la température s’abaisse a
25°C.® DsrA agit chez E. Coli au niveau de deux ARNs messagers RpoS et H-NS en
induisant ou inhibant leur traduction.*® Le gene rpoS code pour une des 7 sous-unités de
I’ARN polymérase. 1l s’agit de la sous-unité ¢° impliquée dans la mise en place de la phase
stationnaire de croissance et la résistance aux stress. Ce géne est connu pour étre régulé par au
moins 3 ncRNAs : RprA, DsrA et OxyS. RprA et DsrA régulent positivement la traduction de

rpoS alors qu’OxyS agit négativement.”

L’interaction de DsrA avec I’ARN messager de
RpoS est assez spécifique. Le site de liaison sur RpoS est situé¢ dans la région 5’-UTR environ
70 a 80 nucléotides en amont du site d’initiation de la traduction dans une zone structurée en
double hélice contenant le RBS."? L’appariement entre ces deux brins d’ARN se fait sur une
longueur d’environ 23 nucléotides dans une zone située entre les nucléotides 8 et 32 de DsrA

(Figure 2).
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Figure 2 : Modéle d’appariement entre DsrA et RpoS (D’aprés N. Majdalani et al o),
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Le plus souvent la complémentarité entre les ncRNAs et leur cible ARNm est assez réduite ce
qui a comme conséquences d’entrainer une spécificité d’interaction peu élevée ainsi qu’une
stabilit¢ des complexes relativement faible. Chez les bactéries, pour palier a ces
inconvénients, 1’appariement se fait souvent par I’intermédiaire de la protéine Hfq.? L’un des
roles de Hfq serait de se lier simultanément a DsrA et RpoS afin de favoriser 1’ouverture de la

tige de RpoS puis I’appariement avec DsrA (Figure 3)."”

- ' ]

Traduction

' Libeération
— )
ko

RBS AUG

Figure 3 : Modéle de régulation de la traduction de RpoS par DsrA et Hfq.

La fixation de DsrA, en présence de Hfq, sur I’un des brins de RpoS entraine la libération du
brin complémentaire contenant le RBS ; le ribosome peut alors s’y fixer et la traduction de
RpoS débuter. Le site de fixation de Hfq a I’ARNm serait situé¢ au niveau des nucléotides 106
a 112 de RpoS.(IZ) Pour ce qui est du site de fixation de Hfq sur DsrA certains auteurs

privilégient la région allant des nucléotides 26 a 32 @2 alors que d’autres soulignent

I’importance des deux derniéres tige-boucles (Figure 4)." 13)
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Figure 4 : 3 différents modéles structuraux pour DsrA (D’aprés K. Rolle et al ).

Surlignée en bleu la séquence A22 utilisée dans cette étude.
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Historiquement la structure secondaire de DsrA a ¢té prédite par I'utilisation de programmes
bioinformatiques. Par la suite, des techniques de biologie moléculaire (RNase footprinting)
ont permis d’améliorer la connaissance de la structure secondaire. Il existe a I’heure actuelle
trois modeles de repliement. DsrA serait formé de trois tiges boucles séparées par des régions
non appariées. La structure des deux tiges-boucles situées aux extrémités 5’ (TB1) et 3° (TB3)
semble faire consensus pour tous les auteurs, cependant les modeles different pour la longueur
et la structure de la deuxieéme tige-boucle (TB2) ainsi que par la présence d’une partie centrale
en simple brin plus ou moins longue (Figure 4). L’incertitude structurale concernant la
deuxieme tige-boucle nous a amené a nous intéresser a la structure de DsrA et plus
particulierement a une partie de ce domaine située entre les nucléotides 35 et 56 (Figure 4 en
bleu). Cette séquence de 22 nucléotides posséde la particularité¢ d’étre partiellement auto-
complémentaire. En effet les 14 derniers nucléotides sont entierement auto-complémentaires
au sens Watson-Crick alors que les 8 premiers font intervenir deux appariements bancals

(Wobble G.U).

II ETUDE DE L’AUTO-ASSOCIATION DE DSRA PAR SPECTROSCOPIE UV ET
FTIR

Dans cette étude, nous avons utilisé les spectroscopies d’absorption dans I’infrarouge et
I’ultraviolet pour obtenir des données structurales susceptibles de faire avancer la
connaissance sur DsrA. L’absorption des acides nucléiques a 260 nm dans 1’ultra-violet (UV)
est due a des transitions électroniques entre les orbitales moléculaires m—n* des bases
puriques et pyrimidiques. D’une maniere générale, un acide nucléique aura donc une
absorption différente lorsqu’il est sous une forme structurée que lorsqu’il est sous une forme
dénaturée en simples brins. Ainsi, une augmentation de 1’absorption, liée a un changement de
la configuration €lectronique des bases, est observée lors de la dénaturation d’une structure en
double hélice. Une facon simple de rompre cette structure est d’apporter de 1’énergie sous
forme de chaleur en utilisant une cellule thermostatée. L’apport de chaleur va alors entrainer
une rupture des liaisons hydrogenes entre les bases. Dans certaines conditions, ce processus
sera réversible et le refroidissement de la solution s’accompagnera d’une reformation de la
structure. Alors que la dénaturation (fusion) de la structure induit un effet hyperchrome, la
structuration en double-hélice (hybridation) provoque un effet hypochrome. Dénaturation et
hybridation peuvent ainsi &étre suivies par spectroscopie UV et cette technique permet
d’obtenir des informations thermodynamiques sur la stabilité¢ de la structure. Pour cela, on

enregistre les variations de la densité optique, a une longueur d’onde donnée (# 260 nm), en
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fonction de la température de I’échantillon. Les variations de 1’absorption en fonction de la
température de 1’échantillon sont représentées Figure 5 pour une expérience type avec un

ADN.
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0.130 H

0.125 4
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Figure 5 : Courbe de fusion d’un ADN type.

La plupart du temps la courbe observée, appelée courbe de fusion, est une sigmoide dont le
point d’inflexion permet de définir la température de fusion (T, = Temperature of melting) de
la structure étudiée. Cette valeur représente la température a laquelle la moitié de la structure
a été dénaturée. Dans des conditions expérimentales données, elle varie en fonction du
nombre et du type de paires de bases dont les liaisons hydrogenes ont été rompues. La
température de fusion pourra aussi varier en fonction des conditions de salinité de
I’échantillon ainsi qu’en fonction de la concentration de la molécule étudiée. Typiquement
pour une structure intramoléculaire (formée par repliement de 1’acide nucléique sur lui-méme)
la température de fusion sera indépendante de la concentration en acide nucléique alors que
pour une structure intermoléculaire (formée par association de plusieurs brins) elle variera en
fonction de cette concentration.”™ Ainsi pour I’étude d’ARNs susceptibles de former des
structures intramoléculaires (tige-boucle) ou intermoléculaires (duplexe), il sera tres utile
d’enregistrer des courbes de fusion a des concentrations différentes en ARN, toutes choses

étant égales par ailleurs.

La courbe de dénaturation-hybridation de DsrA, enregistrée dans les conditions générales de

I’expérience UV décrites en annexe (Annexe I ; 1. Expériences UV), est présentée Figure 6.
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Figure 6 : Courbes de dénaturation-hybridation de DsrA.
[DsrA] = 0,07 uM, 10 mM cacodylate de sodium
Cette courbe est tres complexe et il est quasiment impossible de déterminer le nombre de
structures ainsi que leur point de fusion. Une des raisons invocables est qu’il existe plusieurs
structures de stabilité proche et que les fusions se superposent. Il est a noter que la courbe de
la premiere dénaturation (d1) est différente des deux autres. L’explication de ce phénomene
peut étre liée aux conditions de formation initiale de la structure observée lors de la premiere
dénaturation, méme si I’aspect cinétique n’est pas a écarter en premicre approche. Tres
probablement, une structure s’est formée a concentration élevée en ARN (1,4uM en brin)
dans la solution mére alors que dans les conditions de I’expérience UV (0,07uM en brin),
cette structure est défavorisée et ne se reforme pas ou mal. Une autre expérience de
dénaturation-hybridation (données non présentées) menée avec le méme échantillon 1 mois
apres et a une vitesse deux fois plus lente (0,08°C/minute) donne un résultat en tout point
similaire aux courbes d’hybridation (h) et de deuxiéme dénaturation (d2) de la Figure 6
confirmant ainsi que ’aspect cinétique n’est pas prépondérant dans la formation de la

structure observée lors de la premiere fusion.

Compte tenu de la difficulté a obtenir des courbes de fusion aisément interprétables nous
avons décidé de travailler sur la séquence 5’AAGUGCUUCUUGCUUAAGCAAG3’,
séquence qui correspond au deuxieéme domaine de DsrA situé entre la premiere et la derniere
tige-boucle. Cette séquence restreinte nommée A22, est subdivisée elle-méme en deux autres
sous séquences de 14 et 8 nucléotides, Cl14 (S’CUUGCUUAAGCAAG3’) et A8
(5’AAGUGCUU3’). La démarche est d’étudier par spectroscopie UV et IR, les structures de
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facon progressive au fur et a mesure que la longueur de la séquence augmente afin de
remonter a une structure possible pour DsrA. Les différents oligonucléotides utilisés sont
décrits en annexe (Annexe I ; I1. Oligonucléotides et protéine Hfq).

Le Tableau 1 reporte pour chaque oligonucléotide, la séquence et les structures possibles.

Structure Structures intermoléculaires
intramoléculaire
a b c
A8 acu u® 5-AAGUGCUU-3 5"/|”|\iueiii'3
P N 3-UU 5
UahA A, 2 088884805 GU
3 5-CUUGCUUAAGCAAG-3
C14 AACECI/“*? AR AR R AN
UUCGUchy 3-GAACGAAUUCGUUC-5
A 3
A GCAAG 5 AAGUGCUUCUUGCUUAAGCAAG-3'
| I | EERRRENERnnNnNng
UUCGU ] CUUCGUGAAsv 3-GAACGAAUUCGUUCUUCGUGAA-
A22
A 35 u
AR RYYGY v
U CGUUCUUCGUGAAGAACG A
U 53 A

Tableau 1 : Structures possibles pour les séquences A8, C14 et A22.

De par sa séquence primaire, il est possible d’envisager 3 structures pour la sequence A8 : une
structure intramoléculaire en tige-boucle (Tableau 1a) et un duplexe intermoléculaire avec ou
sans boucle interne (Tableau 1b et c). La structure tige-boucle est énergétiquement peu
favorable étant donné la composition et la longueur de la tige.

L’oligonucléotide C14, de par sa séquence primaire peut également présenter deux structures
secondaires : une structure intramoléculaire en tige-boucle (Tableau la) et un duplexe
intermoléculaire (Tableau 1b). Etant donné la composition en bases et la longueur de la tige,
la structure intramoléculaire de C14 devrait cette fois étre plus stable que pour A8.

Enfin, 1’oligonucléotide A22 présente lui aussi deux structures potentielles : une structure
intramoléculaire en tige-boucle (Tableau la) et un duplexe intermoléculaire (Tableau 1b).
Une multimérisation de ces deux structures peut méme étre envisagée au regard de la

composition des extrémités pendantes.
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I1.1 Séquence A8
Afin de déterminer si la structure de la séquence A8 est intra ou intermoléculaire, nous avons
fait varier la concentration en ARN. Les expériences de fusion ont été menées dans les
conditions standards (Annexe I, 1. Expériences UV) avec des concentrations en brin de 0.5, 1,
2, 4 et 6 uM. La courbe de premiere dénaturation (d1) est représentée, aprés normalisation

pour chaque concentration, Figure 7.

0.8 4

— 5uM
— 1M
2 M
— 4 M
6 pM

Absorbance Normalisée (257 nm)

0 10 20 30 40 50

Temperature °C

Figure 7 : Premiere dénaturation (d1) pour la séquence AS.
Conditions standards avec des concentrations en brin de 0.5, 1, 2, 4 et 6 uM.

Les données expérimentales recueillies a partir des courbes de fusions sont résumées dans le

Tableau 2.

[A8]
0.5 uM 1uM 2 uM 4 uM 6 uM
Tn °C 19 21 23 24 25
% Hyp d1 10 10 10 11 11
% Hyp d2 8 8 9 10 10

Tableau 2 : Effet de la concentration en ARN.
Valeurs calculées des points de fusion (T,,) et de [’hyperchromisme (% Hyp) pour la premiere
et deuxieme dénaturation (dl et d2) dans des conditions standards.

Une augmentation de la concentration en oligonucléotide entraine un accroissement de la
température de fusion. La variation de T,, mesurée entre les deux concentrations extrémes est
de 6°C. Cette variation va donc dans le sens d’une structure intermoléculaire stabilisée par
une concentration élevée en ARN.

L’hyperchromisme calculé a partir des données expérimentales est environ de 10% pour

toutes les concentrations lors de la premiere fusion (d1). Toutefois une légere diminution de
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I’hyperchromisme est observée lors de la deuxieme fusion (d2) pour les expériences a plus
basse concentration en acide nucléique. Cette différence peut €tre expliquée en tenant compte
des conditions expérimentales. L’échantillon est préparé a partir d’une solution meére
relativement concentrée, 0.6 mM, ce qui favorise les interactions intermoléculaires. Lorsque
la structure se forme en solution plus diluée (1uM, d2), I’équilibre simples brins <> duplexe
est Iégerement déplacé en faveur des simples brins et I’hyperchromisme diminue.

Au vu des résultats présentés ci-dessus, il est possible de conclure que dans ces conditions, la
séquence A8 adopte une structure intermoléculaire en duplexe (Tableau 1b et Ic). 11 est
toutefois impossible de déterminer a partir de ces données si le duplexe possede ou non une

boucle interne.

Afin de confirmer ce résultat, le spectre infrarouge de la séquence A8 a été comparé a ceux de

différentes séquences d’ARN (Figure 8).
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Figure 8 : Appariement des bases.
A. Spectres IRTF enregistrés dans DO dans la région 1750-1500 cm™ de la séquence A8 (a),
Poly rU (b), Poly rG. Poly rC (c), Poly rU.Poly rA (d) et poly rC (e).
B. Modeles d’appariements Watson-Crick adénine-uracile (f), guanine-cytosine (g) et modele
d’appariement de type wobble guanine-uracile (h).
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La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) est une technique appropriée a
I’étude des acides nucléiques et des protéines qui permet de mettre en évidence leurs
interactions. Cette technique a permis d’obtenir des bandes marqueurs spécifiques du type
d’appariement des bases, de la conformation des sucres et des phosphates ainsi que de
I’orientation relative des brins entre eux (Annexe II, 1. Etude des acides nucléiques et des

protéines par spectroscopie infrarouge).(15)

Le Poly(rC), Figure 8A.e, présente une bande d’absorption des C2=02 de la cytosine a 1527
et 1656 cm™. Dans le cas d’un appariement de type Watson-Crick comme celui de la
sequence caractéristique Poly(rG).Poly(rC) (Figure 8A.c), la bande d’absorption des C2=02
est déplacée vers 1648 cm™ et I’intensité de la bande a 1527 cm™ diminue considérablement.
Des effets similaires sont observés sur le spectre de la séquence A8, Figure 8A.a, ce qui
suggere que les cytosines sont engagées dans un appariement de type Watson-Crick et élimine
le modele intramoléculaire (Tableau 1a). Ces résultats sont confortés par le fait que lorsque la
séquence A8 est portée a 85°C, ce qui permet de dissocier 1’appariement, on observe une
augmentation de D’intensité de la bande & 1527 cm™ sur le spectre IRTF (données non

présentées).

Le Poly(rG).Poly(rC) est également caractérisé par une bande 2 1564 cm™ qui met en jeux les
C=N du cycle de la guanine. L’intensité de cette bande augmente lorsque ce groupement n’est
pas engagé dans un appariement mais ceci s’accompagne d’une augmentation de I’intensité de
la bande 2 1579 cm™ avec une prédominance de cette derniere. Une inversion du rapport
d’intensité entre les bandes d’absorption de la guanine & 1579 et 1564 cm™ est observée sur le
spectre de la sequence A8 ce qui suggere qu’une partie des guanines sont engagées dans un

appariement qui n’est pas de type Watson-Crick.

Le spectre de la séquence A8 présente une bande 2 1658 cm™ caractéristique d’un C4=04
d’uracile libre comme dans le Poly(rU) ™ (Figure 8A.b) ce qui peut laisser supposer la
formation d’un duplexe contenant un appariement de type wobble entre guanine et uracile
(Tableau 1b, Figure 8B.h) mais aussi la formation d’un duplexe imparfait, avec une boucle

interne, dans lequel les paires GU ne sont pas associées (Tableau Ic).

La région 800-750 cm™ est caractéristique des vibrations d’élongations des doubles liaisons

hors du plan des bases. Les spectres des séquences A22, C14 et A8 ainsi qu’un récapitulatif



Chap 2. Interactions Acides Nucléiques et Protéines : Deux Etudes Structurales

des bandes d’absorption attendues dans cette région pour des bases engagées ou non dans un

appariement de type Watson-Crick sont présentés respectivement Figure 9 et Tableau 3.
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Figure 9 : Spectres IRTF enregistrés dans D0 dans la région 800-750 cm™.
A 5°C des séquences A22 (a), A8 (b), C14 (c) et a 95°C des séquences A8 (d) et A22 (e).

Adénine Cytosine Guanine Uracile
Libre Liée (W-C) Libre Liée (W-C) Libre Liée (W-C) Libre Liée (W-C)
798 794 787 784 785 781 770 772

Tableau 3 : Attribution des bandes caractéristiques des bases libres et associées.
Observations dans D;0 dans la région 800-750 em™ sur les spectres IRTF de Poly(rA),
Poly(rA).Poly(rU), Poly(rC), Poly(rC).Poly(rG), GmP a 95°C et Poly(rU,).

On remarque sur le spectre de la séquence A8, lorsque I’ARN est auto-associé, I’absence de la
bande de la guanine libre 2 785 cm™ et la présence d’une absorption vers 778 cm™ (Figure 9b
et d, Tableau 3). Etant donné la structure primaire de cet ARN et sachant que les guanines
sont appariées, il est tout a fait raisonnable de proposer que cette bande, 2 778 cm™, soit

caractéristique d’une guanine engagée dans une liaison hydrogéne avec I’uracile au sein d’un
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appariement de type wobble (Figure 8B.h). L ensemble des résultats présentés ci-dessus est
d’ailleurs tout a fait en accord avec ce modele d’appariement. En effet, on dénote sur le
spectre de la séquence A8, des C4=04 d’uracile libres (1658 cm™) et des bandes
caractéristiques de I’absorption des guanines qui sont modifiées par rapport a un appariement
Watson-Crick classique. Ainsi, I’augmentation de I’intensité de la bande a 1564 cm™ est tout
a fait en accord avec un N2H de la guanine non engagé dans une liaison hydrogene alors que
dans le méme temps le NIH 2 1579 cm™ est engagé avec le C2=02 de I'uracile. En
conséquence, dans nos conditions expérimentales, la structure la plus probable pour la
séquence A8 est le duplexe intermoléculaire contenant deux appariements de type wobble

(Tableau 1b et Figure B.8h).

I1.2 Séquence C14
Dans une démarche similaire a celle adoptée pour la s€équence A8, nous avons enregistré les
courbes de fusion de la séquence C14 a des concentrations croissantes dans des conditions de
salinité standards (Annexe I, 1. Expériences UV). La premiere dénaturation (d1) est

représentée, apres normalisation pour chaque concentration, sur la Figure 10.
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Figure 10 : Premiére dénaturation (d1) pour la séquence C14.

Conditions standards avec des concentrations en brin de 0.5, 1, 2, 4 et 6 uM.

Contrairement a A8, on observe une courbe bi-phasique pour la fusion a 0.5 uM en ARN, ce
qui laisse supposer deux structures différentes dans la solution. Le caractere bi-phasique
semble décroitre au fur et a mesure que la concentration en ARN augmente. Les données

expérimentales recueillies a partir des courbes de fusions sont résumées Tableau 5.
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[C14]
0.5 uM 1uM 2 uM 4 uM 6 UM
Tt Tmz Tn T2 Ton Tmz Tou Tme Tan Tme
Th °Cdl 44 61 44 61 47 60 ? 59 ? 58
Th °Cd2 44 61 45 61 45 59 ? 58 ? 58

Tableau 5 : Effet de la concentration en ARN.

Valeurs calculées des points de fusion (T,,) et de I’hyperchromisme (% Hyp) pour les
premiere et deuxieme dénaturations (d1 et d2) dans des conditions standards a des
concentrations en brin de 0.5, 1, 2, 4 et 6 uM.

Jusqu’a une concentration de 2 puM, la dérivée donne deux maxima séparés (données non
montrées). Au-dela, la courbe de la dérivée demeure dissymétrique mais il devient tres
difficile de déterminer deux points de fusion. On note Ty,; la température de fusion la plus
basse et Ty, la plus élevée. Il semble que la structure ayant le point de fusion le plus bas
(Tm;) soit stabilisée par I’augmentation de la concentration en ARN. La valeur de Ty,
augmentant, les deux parties de la courbe de fusion viennent se superposer; il devient alors

impossible de les distinguer. La température de fusion située vers 60°C (Tm;) semble elle peu

sensible aux variations de la concentration en brin.

Afin d’essayer de séparer les deux valeurs de Ty, nous avons décidé de diminuer les
concentrations en NaCl et KCl par rapport aux conditions standards, avec une concentration
en ARN de 1uM. Les données expérimentales recueillies a partir des courbes de fusions sont

résumées dans le Tableau 5.

[KCI] ; [NaCl]

0;0 0;10 50; 10 100 ; 10 140 ; 10

Tt T2 Ton Tm2z Tonr Tme Tan Tz T T
Th °Cdl 40 59 40 59 42 61 43 62 45 61
Th °C d2 - 58 - 59 ? 61 44 61 45 61

Tableau 5 : Effet de la concentration en NaCl et KCI.
Valeurs calculées des points de fusion (T,,) pour les premiere et deuxiéme dénaturations (d1
et d2) dans des conditions variables en KCI et NaCl.

Les expériences présentées ci-apres Figure 11 ont été réalisées avec un tampon cacodylate de

sodium a 10 mM et des concentrations variables en KCI et NaCl.
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Figure 11 : Courbes de dénaturation-hybridation de la séquence C14.
En présence de 10 mM NaCl et 10 mM cacodylate de sodium (a) et10 mM NaCl, 10 mM
cacodylate de sodium et 100 mM KCI (b).
A basse salinité, la premiere fusion (d1) differe de la deuxieme (d2). En effet, pour une
concentration en KCI inférieure a 50 mM, les courbes de la deuxieéme dénaturation sont
monophasiques et 1’on ne détecte qu’un seul point de fusion (Figure 11a). Au-dela de 50 mM
KCl, on retrouve des courbes bi-phasiques aussi bien pour la premiére fusion qu’a la seconde

(Figure 11b).

On déduit de ces expériences que la structure formée a plus haute concentration dans la
solution mere (0,2 mM) ne se reforme pas dans des conditions de basse salinité (Figure 11a)
alors que pour une salinité plus élevée cette structure se stabilise (Figure 11b).

Les résultats présentés ci-dessus pour la séquence C14 suggerent que la température de fusion
la plus basse correspond a une structure sensible a la concentration en sel et en ARN alors que
la plus élevée semble beaucoup moins réagir aux variations de concentrations. Au vu de ces
informations, il est possible de conclure que, dans ces conditions, C14 adopte une structure
intermoléculaire en duplexe (Tableau la) qui a une température de fusion vers 40°C (Tm;)
ainsi qu’une structure intramoléculaire plus stable en tige-boucle (Tableau 1b) avec une

valeur de Ty, vers 60°C (Tmy,), cette derniere structure étant majoritaire.

Les spectres IRTF des séquences C14 et A8 sont présentés sur la Figure 12 en bleu et en

rouge respectivement.
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1760 " 1680 2 1600

Figure 12 : Spectres IRTF enregistrés dans D;0 dans la région 1750-1500 em™.
A8 spectre rouge ; C14 spectre bleu.

Sur le spectre du C14 (Figure 12 en bleu) on remarque une bande située 2 1646 cm™
caractéristique d’un C2=02 de cytosine engagé dans une liaison Watson-Crick.”™ Les
carbonyles des uraciles, attendus a 1690 cm’ pour le C2=02 et 1671 cm’! pour le C4=04 ),
ainsi que celui de la guanine sont superposés a 1682 cm™. 11 est a noter que le C6=06 des

guanines attendu vers 1690 cm” dans un Poly rG.Poly rC

montre une tres grande
variabilité de fréquence en fonction de I’empilement des bases dans la séquence. On remarque
aussi sur le spectre du Cl4, D’absence des deux bandes précédemment attribuées a
I’appariement G.U situées & 1658 et 1564 cm™.

Dans le cas d’une structure intramoléculaire (Tableau Ia) on s’attend a avoir 50% des
adénines non appariées. Ceci aurait pour conséquence une augmentation importante de
I’intensité de la bande liée au N6D située vers 1629 cm™. Ce phénoméne n’est pas observé sur
le spectre. De plus la bande caractéristique de 1’adénine située dans la zone des vibrations des
bases hors du plan montre une composante unique 2 794 cm’' ce qui ne serait pas le cas si
50% des adénines étaient non appariées (Figure 9c et Tableau 3).

Ces résultats montrent que dans nos conditions expérimentales la séquence C14 adopte

majoritairement une structure intermoléculaire telle que celle représentée sur Tableau 1b.



Chap 2. Interactions Acides Nucléiques et Protéines : Deux Etudes Structurales

I1.3 Séquence A22

La premiere courbe de dénaturation (d1) est représentée, apres normalisation, pour différentes

concentrations en ARN sur la Figure 13.
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Figure 13 : Premiére dénaturation (d1) pour la séquence A22.

Conditions standards avec des concentrations en brin de 0.5, 1, 2, 4 et 6 uM.

On note Ty, la valeur de la température de fusion la plus basse, Ty la valeur intermédiaire et

T3 la plus élevée. Les données expérimentales recueillies a partir de ces courbes de fusions

sont résumées dans le Tableau 6.

[A22]

0.5 utM 1 uM 2 uM 4 uM

Tml Tm2 Tm3 Tml Tm2 Tm3 Tml Tm2 Tm3 Tml Tm2

6 uM
Tm3 Tml Tm2 Tm3

di 41 - 62 41 - 62 42 ? 62 43 47 62 44 48 62
d2 40 - 61 42 - 62 44 - 62 44 47 62 46 62
Hdl 18 18 17.5 17 17
Hd2 10 11 13 14 14

Tableau 6 : Effet de la concentration en ARN.

Valeurs calculées des points de fusion (T,,) et du % d’hyperchromisme (H) pour les premiere

et deuxieme dénaturations (dl et d2) dans des conditions standards a des concentrations en

brinde 0.5, 1, 2, 4 et 6 uM.
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A basse concentration on observe une courbe bi-phasique. Lorsque la concentration augmente
les dérivées montrent trois points de fusion lors de la premiere dénaturation (Tableau 6). Lors
de la deuxieme fusion (d2), la présence de trois T}, semble moins nette. Le point de fusion le
plus élevé (Tn3) situé vers 62°C semble peu sensible aux variations de concentration. La, ou
les, premieres transitions semblent quant a elles sensibles aux variations de la concentration.
Une forte différence d’hyperchromisme est observée entre la premiere fusion et la seconde a
basse concentration en ARN. Cet écart diminue au fur et a mesure que la concentration en
acide nucléique augmente. Ce phénomene est semblable a celui observé avec le C14. De la
méme facon, on peut supposer que la structure formée a haute concentration en
oligonucléotide dans la solution mere (0,2 mM) ne se reforme pas a plus basse concentration.
Comme pour la séquence C14, nous avons décidé de diminuer les concentrations en NaCl et
KCl afin de séparer Tm; de Tmy,. Les expériences présentées ci-apres ont €té réalisées avec un
tampon cacodylate de sodium a 10 mM. La concentration en ARN était de 1uM. Différentes
concentrations en KCIl et NaCl ont été utilisées. Les courbes de fusion présentées sur la

Figure 14 montrent bien la présence de trois Ty, a basse salinité.

(a) (b)

0.24 - 0.23 4 Tm
0.22 l
0.22
0.21 4

0.20 A

Absorbance (257 nm)
Absorbance (257 nm)

—— dénaturation —— dénaturationi
—— hy bridation 018 —h\ibndatlon
denaturation2 —_— dénaturation2

— 71 T 1 T 1 T 1 T T T~ T T 1 T T T 1 T 7 7 T T T T I T I T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 a0 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Temperature °C Temperature °C

Figure 14 : Courbes de dénaturation-hybridation de la séquence A22.
En présence de 10 mM NaCl et 10 mM cacodylate de sodium (a) etl0 mM NaCl, 10 mM
cacodylate de sodium et 100 mM KCI (b).

Les données expérimentales recueillies a partir de ces courbes de fusions sont résumées dans

le Tableau 7.



Chap 2. Interactions Acides Nucléiques et Protéines : Deux Etudes Structurales

[KCI] ; [NaCl]

0;0 0;10 50;10 100 ; 10 140 ; 10
Toi Twe Tws T Tz Tws T Twe Tws Twr Twe Tz T T T
di 21 35 55 24 35 55 7 37 60 ?7 41 62 7 41 62
d2 20 - 55 24 - 55 - 36 60 - 41 62 - 42 62
Hdl 16 17 17 17 18
Hd2 11 11 11 12 12

Tableau 7 : Effet de la concentration en NaCl et KCI.

Valeurs calculées des points de fusion (T,,) et du % d’hyperchromisme (H) pour les premieres
et deuxiemes dénaturations (dlI et d2) a des conditions variables en KCI et NaCl.
Quelle que soit la concentration saline, on observe toujours un écart d’hyperchromisme a peu
pres constant entre la premiere fusion et la deuxieme. Encore une fois cela va dans le sens
d’une structure formée a haute concentration dans la solution stock qui ne se reforme pas dans
les conditions de 1’expérience de fusion. Il semble que la structure dont le point de fusion est
le plus bas en absence de sel (Tm;) soit fortement influencée par I’augmentation de la salinité
alors que les deux autres le sont plus modérément. La structure la moins influencée par les
conditions de formation est celle dont le point de fusion est le plus haut (Tm3). Au vu de la
séquence A22, on peut proposer que la structure intramoléculaire en tige-boucle soit la plus
stable (Tableau 1a) et que les deux structures les moins stables (Tm; et Tm,) correspondent

aux structures intermoléculaires (Tableau 1b).
Les spectres IR des séquences A22, Cl4 et A8 sont représentés sur la Figure 15

respectivement en noir, en bleu et en rouge.

1760 1680 1600 1520

Figure 15 : Spectres IRTF enregistrés dans D,0 dans la région 1750-1500 cm™.
A8 spectre rouge ; C14 spectre bleu et A22 spectre noir.
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On peut remarquer que le spectre de la séquence A22 correspond a la superposition des
spectres des séquences A8 et Cl14. En effet si I'on additionne, a I’aide du logiciel de
traitement des spectres Spectrum, le spectre de la séquence A8 avec celui de la séquence C14
on retrouve toutes les bandes du spectre de la s€équence A22 (données non présentées). On
retrouve ainsi dans le spectre de la séquence A22, Figure 15 en noir, les bandes
caractéristiques de I’appariement G.U (1658 et 1564 cm™') présentes dans le spectre de la
séquence A8, Figure 15 en rouge. Il en est de méme pour les bandes caractéristiques des
vibrations des bases hors du plan comme on peut le voir sur la Figure 9a (comparer avec
Figure 9b et 9c).

Les conditions de concentration ¢élevée de [D’infrarouge favorisent les structures
intermoléculaires au dépend de celles qui sont intramoléculaires. Pour les séquences A8 et
A22, ces conditions permettent la formation des paires de base de type wobble, comme
I’appariement G.U qui peut exister dans ces deux structures. On peut donc envisager pour la
séquence A22, a la concentration utilisée pour I’analyse infrarouge, la structure présentée

Figure 16.
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Figure 16 : Structure Intermoléculaire proposée en infrarouge pour la séquence A22.
Les paires de bases de type wobble sont entourées en bleu.
Dans des conditions ou I’appariement G.U ne se fait pas, alors la « multimérisation » est

beaucoup moins favorable et on retrouve alors la structure intermoléculaire a deux brins.

I1.4 Un modele pour DsrA
Selon les conditions de salinité ou de concentration en ARN, la séquence primaire des brins
A8, C14 et A22 s’organise en différentes formes structurales qui peuvent coexister ou non en
fonction du mode de préparation de 1’échantillon. Des équilibres entre ces différentes formes

sont bien sur tout a fait envisageables.

Les différentes formes structurales que nous proposons dans les conditions de 1’analyse UV

sont résumées Figures 17.
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Figure 17:Structures proposées pour les séquences A8, C14 et A22 en UV.

(a) séquence A8 140 mM KCI, 10 mM NaCl, 10 mM cacodylate de sodium, 1uM brin,
dénaturationl, (b) et (c) sequence C14 10 mM cacodylate de sodium, 1 uM brin,
dénaturationl et 2 respectivement, (d) et (e) séquence A22 10 mM cacodylate de sodium, 1
uM brin, dénaturationl et 2 respectivement.

Ainsi pour la séquence A8, nous proposons un duplexe intermoléculaire contenant ou non une
boucle interne (Figure 17a, Tableau 1b-c). Pour la séquence Cl14, la forme présente
majoritairement en solution est selon nous la structure en tige-boucle (Figures 17b-c, Tableau
Ia). Dans les conditions de I’UV, la séquence A22 est présente sous deux formes, une
structure en tige-boucle dimérisée ou sous forme de monomere (Figures 17e, Tableau 1a-b).
On voit ainsi qu’a la concentration des expériences UV (1 uM brin) la forme favorisée est la

tige-boucle pour les séquences C14 et A22.
Dans les conditions de I’infrarouge, environ 20 mM brin en ARN, le nombre de formes
possible est beaucoup plus limité qu’en UV puisque I’on observe une seule forme structurale

pour chaque séquence. Les formes majoritaires observées sont les structures intermoléculaires

en duplexe (Figure 18).
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Figure 18: Formes structurales majoritaires observées en infrarouge pour les séquences
A8, C14 et A22.
Les paires de bases de type wobble sont entourées en rouge et bleu.
L’étude des séquences A8, Cl4 et A22 avait pour objectif d’obtenir des informations
structurales afin de proposer un modele de repliement pour DsrA, en particulier dans la région

de la deuxieme tige-boucle. Le programme de repliement des ARNs, RNAfold (16)

, permet
d’obtenir plusieurs repliements possibles de la séquence DsrA. A « basse » température on
obtient un repliement tres proche du modele I de la Figure 3. A plus haute température, le
modele I n’est plus énergétiquement favorable et la structure la plus stable est représentée

Figure 19.
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Figure 19 : Modéles DsrA obtenus par RNAfold "9,
(a) a « basse » température, (b) a plus haute température, (c) pour comparaison modele
proposé pour la séquence A22 dans les conditions de I’UV.
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Ainsi les résultats des expériences UV sur la séquence A22 sont tout a fait compatibles avec

le repliement proposé par le programme RNAfold.

Le modele structural de la séquence A22 dans les conditions de I’infrarouge, Figure 18, nous
améne 4 envisager une dimérisation de DsrA. Lorsque I’on utilise le programme RNAfold %
avec deux brins DsrA, 1a encore, selon la température imposée lors du calcul de minimisation

de I’énergie, plusieurs structures possibles sont obtenues, Figure 20.
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Figure 20 : Modéles de dimérisation de DsrA obtenus par RNAfold %,
(a) a « basse » température, (b) a plus haute température.

Les appariements proposés pour le dimere de DsrA, Figure 20, sont en total accord avec les
propositions de structure faites dans les paragraphes précédents. Ainsi le dimere a « basse »
température, Figure 20a, est constitué entre autre de la structure en tige-boucle proposée pour
la séquence C14, en orange sur la Figure 20a, ainsi que de la structure intermoléculaire
impliquant deux appariements de type wobble proposée pour la séquence A8. Le motif
représenté en orange et bleu sur la Figure 20a est en fait le modele de la séquence A22
proposé dans les conditions de I’'UV. De méme on remarque que le duplexe intermoléculaire
avec les extrémités 5° pendantes que I’on voit sur la Figure 20b est entierement compatible
avec les propositions issues des résultats infrarouge.

Nous nous sommes limités avec le programme RNAfold a un dimere de DsrA mais on aurait
pu aussi envisager des structures plus complexes avec 3, 4 ou 10 monomeres de DsrA. Ainsi
il est tout a fait possible d’étendre a DsrA le modele de polymérisation décrit en infrarouge
pour la séquence A22, Figure 18. Des travaux effectués par 1’équipe de Véronique Arluison,
en utilisant des techniques comme la microscopie en transmission ou la microscopie a force

. .. . o . 17-1
atomique, ont ainsi montré une polymérisation assez complexe de DsrA .79
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L’ensemble de ces résultats montre que le domaine central DsrA est variable et que selon les
conditions du milieu, plusieurs structures stables d’un point de vue thermodynamique sont
envisageables. Une étude structurale par RMN permettrait de vérifier ces hypotheses bien que

la variabilité de la partie centrale risque de perturber 1’analyse des résultats.

III. ETUDE PAR SPECTROSCOPIE FTIR DE L’ INTERACTION DE HFQ AVEC UN
ADN DOUBLE BRIN

La régulation de RpoS par DsrA s’établit par I’intermédiaire de la protéine Hfq mais les sites
d’interactions aussi bien sur les ARNs que sur la protéine sont assez mal connus. Ainsi, dans
une deuxieme étape, les interactions potentielles de Hfq avec un ADN double brin dA;,.dT»

ont été étudiées par spectrométrie IRTF.

I11.1. Spectre Infra Rouge du complexe dA-dT»-Hfq
La spectroscopie IRTF nous a permis d’obtenir des informations sur la structure du complexe
formé entre Hfq et une double hélice d’ADN, dA;y-dT»o.
La Figure 21 présente le spectre enregistré en solution dans D,0O du complexe dA,,-dT»-Hfq
préparé avec un rapport ADN/protéine de 7 paires de bases A-T par hexamere de protéine

(Annexe I, 11. Oligonucléotides et protéine Hfq et III. Expériences infrarouge).

Absorbance (A1)

T T T T T T T T T
1720 1700 1680 1660 1640 1620 1600 1380 1360 1540

T T T T T T T T T T
1720 1700 1680 1660 1640 1620 1600 1380 1360 1540

(em™)

Figure 21 : Spectre IRTF du complexe dAy-dT»y-Hfq
Haut : spectre enregistré en solution dans D,0 (en rouge) ainsi que les différentes
contributions obtenues par déconvolution. Bas : dérivée quatrieme du spectre.
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Le domaine spectral de 1720 4 1535 cm™ rend compte d’une part des bandes d’absorption de
I’acide nucléique attribuables aux vibrations des doubles liaisons des bases dans leurs plans et
d’autre part, celles attribuées aux vibrations Amide I de la protéine (Annexe II, 1. Etude des
acides nucléiques et des protéines par spectroscopie infrarouge). Dans cette région, les
absorptions attribuées aux acides nucléiques sont sensibles a I’appariement des bases ainsi
qu’aux interactions dues a leur empilement. Celles attribuées aux vibrations de la protéine
(essentiellement une vibration d’¢longation du carbonyle des groupements peptidiques
CONH) sont sensibles a 1’établissement d’une liaison hydrogéne sur ce carbonyle et sont donc
caractéristiques de la structure secondaire adoptée par la protéine (hélice o, feuillet 3 parallele
ou antiparalléle...). Une procédure de décomposition du massif en composantes a été utilisée,
et les différentes contributions sont également présentées. Dans la partie inférieure de la
Figure 21 est représentée la courbe dérivée quatrieme du spectre. Les positions des maxima
de cette courbe donnent une bonne estimation des positions des bandes utilisées par la suite

pour les calculs d’ajustement des composantes.

Les attributions des différentes contributions trouvées sont données dans le Tableau 8.

Thymine Feuillet Coude Thymine Hélice T cycle Adénine g
Feuillet Feuillet

C2=02 B B C4=04 o B agg
pelote B.
ADN ¥ 1696 1662 1640 1624
Complexe 1698 1683 1674 1661 1651 1641 1626 1609
Hfq @” 1683 1670 1659 1641 1636 1609

Tableau 8 : bandes d’absorption IR de ’acide nucléique et de la protéine dans le complexe
dA,p-dT>-Hfq avec pour comparaison les valeurs pour le duplexe dA;y.dT»y seul et la
protéine Hfq seule.

Les attributions des spectres du complexe dAp-dT,p-Hfq ont été effectuées par comparaison
avec ceux de double-hélices de polynucléotides pouvant adopter différentes géométries, a

savoir le d(A-T), en conformation soit de type famille B soit de type famille A, et le rA,-dT,

en conformation hétéronome.

Trois bandes sont dues aux vibrations des thymines (élongation du C2=02 2 1698 cm’',
élongation du C4=04 a 1661 cm™ et vibration du cycle 2 1641 cm™). La bande située a 1626

-1 . ;N . . o / \ , .
cm , est attribuée a une vibration du cycle de I’adénine couplée a une déformation du
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groupement ND,.?? Les autres bandes correspondent a des vibrations Amide I de portions de
la protéine adoptant diverses conformations : feuillets B antiparalleles 2 1683 cm™, coudes B a
1674 cm'l, hélices o a 1651 cm'l, pelote statistique a 1641 cm'l, structures [3 associées a 1626
et 1609 cm™.?” Afin d’obtenir des informations concernant la structure de ’ADN dans le
complexe, nous avons soustrait du spectre du complexe le spectre de la protéine obtenu dans
les mémes conditions. Ceci a été effectué pour les spectres enregistrés en solution dans D,0 et

dans H,O. Les résultats obtenus sont discutés ci-dessous.

I11.2. Ouverture partielle de la double-hélice dans le complexe

La Figure 22 présente le spectre, en solution dans D,0, de I’ADN dans le complexe.
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Figure 22 : Spectre (D,0) de I’ADN dans le complexe obtenu par soustraction du spectre de Hfq.
Insert droit : région spectrale 810-750 cm™ : ouverture partielle de la double-hélice
Insert gauche : région spectrale 900-800 cm™ : conformation des sucres

Ce spectre a été obtenu par différence en soustrayant le spectre de la protéine de celui du
complexe a ’aide du logiciel de traitement de spectre (Spectrum). Deux régions d’intérét sont
montrées a plus grande échelle dans les inserts. L’insert de droite présente le domaine agrandi
entre 810 et 750 cm™. Le spectre de ’ADN dans le complexe, Figure 22b, est comparé avec
ceux du dAjp-dT,y enregistrés a 4°C, Figure 22a double-hélice, et a 80°C, Figure 22c

double-hélice dénaturée. Dans cette région, on attend une absorption de 1’adénine autour de

82
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795 cm™ et une absorption de la thymine autour de 770 cm™'. Ces absorptions se déplacent
lors de la fusion de la double-hélice, ce qui reflete la rupture des liaisons hydrogene A-T.
C’est ainsi que lors de I’¢élévation de la température, la bande de 1’adénine dans le spectre de
dAy-dT,o se déplace de 793 a 798 cm’! (dans un simple brin dA;s elle est observée a 798 cm”
" tandis que la bande de thymine se déplace de 770 24777 cm™ (dans le simple brin dT;s elle

est observée 2 777 cm’', Tableau 9) (comparer les courbes a et ¢ Figure 22).

dA;s dTs dA,p-d T, Attribution
simple brin simple brin double-hélice double-hélice =~ ADN dans le
dénaturée complexe
T=4°C T=80°C
798 798 798 A libre
793 793 A liée
777 777 777 T libre
770 770 T liée

Tableau 9 : mise en évidence de I’ouverture partielle de la double-hélice induite par Hfq

(nombres d’ondes IR en cm’! ).

Le spectre de I’ADN dans le complexe, Figure 22b, présente les deux « jeux » d’absorptions
ce qui reflete la coexistence d’adénines et de thymines libres avec des adénines et des
thymines appariées par liaison hydrogene. Ceci indique une ouverture partielle de la structure

en double-hélice lors de I’interaction avec Hfq.

I11.3. Conformation des thymidines
Dans les acides nucléiques contenant des paires de bases A-T, on observe dans la région
1290-1270 cm™ une absorption de la thymidine trés sensible a la géométrie de ce
nucléotide.*” La Figure 23 présente les spectres enregistrés en solution dans H,O de ’ADN
dans le complexe (Figure 23a), du dA,,-dT,g seul (Figure 23b) et d’un film hydraté de d(A-
T), enregistrés a 100% d’humidité relative (Figure 23c, conformation B) et 58% d’humidité

relative (Figure 23d, conformation A).
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1300

1200

(em?)

Figure 23 : Spectres dans la région des vibrations d’élongation antisymétrique des

groupements phosphates de :

a) dAzo.dT> dans le complexe (solution H,0) , b) dAo.dT (solution H,0) , c) d(A-T), forme

B (film 100% HR), d) d(A-T), forme A (film 58% HR)

D’autres spectres de référence ne sont pas montrés, mais les nombres d’ondes des bandes

d’intérét sont indiqués dans le Tableau 10.

dT avec sucres de type S

dT avec sucres de type N

dA29-d T, dans le complexe 1281
dA3-d Ty 1281
rA;5-dTis 1281
dT;s 1281
d(A-T), RH 100 % 1281

d(A-T), RH 58 %

1275

Tableau 10 : marqueurs de la conformation du sucre dans les désoxythymidines (cm™).
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La transition conformationnelle B—>A dans le d(A-T), induite par diminution de I’humidité
relative est reflétée par un déplacement de la bande de thymidine de 1281 a 1275 cm™. Ces
deux nombres d’onde correspondent aux positions trouvées pour des nucléotides avec des
thymines liées respectivement a des sucres en géométries de type S et N. Nous voyons que
I’absorption de la thymidine dans le spectre du complexe est située & 1281 cm™ (Figure 23a),
c'est-a-dire a la méme position que pour le dA,(-dT» libre et que pour les autres structures
possédant des thymidines avec des sucres de type S. L’absence de bande autour de 1275 cm™

nous permet d’exclure I’hypothése de thymidines avec des sucres de type N dans le complexe.

I11.4. Conformation des sucres : mise en évidence de changements structuraux
La spectroscopie IR nous permet de caractériser directement la géométrie des sucres dans les
acides nucléiques grace a des bandes marqueurs des différentes conformations situées dans le
domaine 900-800 cm™'. Une absorption située vers 840 cm™ indique 1’existence de sucres de
type S (par exemple dans le spectre de dA,-dT,, Figure 22d) alors qu’une absorption vers 865
cm” est caractéristique de sucres de type N.?
Le Tableau 11 rassemble les résultats concernant les conformations des sucres de 1’acide

nucléique dans le complexe avec Hfq.

Attribution de la géométrie des sucres

type N type S
dA;o-dTo 842 dA, dT
dA;y-d T, dans le complexe avec Hfq 865 dA 840 dA,dT
dA, 841 dA
dA7 dans le complexe avec Hfq 867 dA 838 dA
rA;5-dT;s 865 rA 838 dT
dT;s 836 dT

Tableau 11 : absorptions IR caractéristiques des conformations des sucres (nombres
d’ondes en cm’™ ).

Nous observons sur le spectre de ’ADN dans le complexe (Figure 22e) 1’émergence de
sucres de type N quand le dA,o-dT»o interagit avec Hfq (bande a 865 cm™). Dans les double-
hélices hétéronomes formées par un brin dT, et un brin rA,, les sucres du brin dT, sont dans

une géométrie de type S et ceux du brin rA, dans une géométrie de type N. Ainsi dans le
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spectre du rAs-dT;s (Figure 22f) deux bandes sont observées a 865 et 838 cm™ que I’on peut
attribuer respectivement aux sucres de type N du rA ;s et de type S du dTs.

Dans le cas du complexe dA;o-dT,o-Hfq, les deux conformations de sucres sont observées.
Cependant, ainsi qu’indiqué dans le paragraphe précédent, on ne trouve pas de thymidines
avec des sucres de type N.

Ces deux faits réunis nous permettent de proposer que l’interaction avec Hfq entraine une
transition partielle des sucres du brin dAyy qui passent d’une géométrie de type S vers une
géométrie de type N. Les sucres du brin dTy, quant a eux restent inchangés. Une telle
transition avait déja été observée (données non publiées) dans le cas d’un complexe formé
entre un simple brin dA; et la protéine Hfq (Tableau 11, lignes 3 et 4). Nous pouvons
¢galement remarquer qu’il a ¢été proposé, par RG Brennan et TM Link, qu’un
oligoribonucléotide rA;s en conformation de type N pourrait occuper de facon « quasi

parfaite » le site distal de qu_(4)

En résumé, cette ¢tude par spectroscopie IRTF a montré qu’une ouverture partielle de la
double-hélice d’ADN a lieu lors de I’interaction avec Hfq. La géométrie du brin dT,y n’est
pas affectée avec des sucres en conformation S. Au contraire la géométrie du brin dAj
change et les sucres adoptent une conformation de type N, semblable a celle observée dans les
ARN simple brins. Ces changements structuraux peuvent étre a [’origine de 1’affinité

inattendue de Hfq pour cette double-hélice d’ADN.

L’étude de [’auto-association de DsrA a été réalisée par spectroscopie UV et FTIR, en
étudiant les structures de séquences de plus en plus complexes (A8, Cl4 et A22). Deux
modeles d’appariement pour le dimere de DsrA sont proposés en fonction de la température.
Une perspective intéressante, serait d’étudier les interactions de la protéine Hfq avec [’ARN
non-codant DsrA.

Jusqu’a présent, peu de données structurales existent sur l’interaction de Hfq avec des ADNs.
Cette étude nous a permis de montrer que l’association de Hfg avec un duplexe dAp-dT, se
fait par ouverture partielle de la double-hélice en entrainant une transition S — N de la
conformation des sucres du brin purine. Ces résultats inattendus, décrivant [’interaction de
Hfq avec un duplexe d’ADN, nous incitent a étudier les interactions potentielles de cette
protéine avec d’autres séquences d’ADN. On sait par exemple qu’un monomere Hfq est

semblable, structurellement et fonctionnellement, aux protéines eucaryotes de type Sm et il a
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(23)

été montré que ces protéines sont impliquées dans la réplication de la télomérase.””” Il serait

donc intéressant de voir si les tetraplexes de guanine peuvent interagir avec Hfq.

Ce travail a donné lieu a 2 publications :
Geinguenaud & al, RNA Biol. 2009 ; 6 : 434-445.
Geinguenaud & al, Phys. Chem. Chem. Phys. 2011 ; 13 : 1222-1229.
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Chap 3. Ciblage de STAT3 par un Oligonucléotide Leurre

Ce chapitre porte sur [’élaboration et la caractérisation d’'un nanovecteur
superparamagnétique permettant de délivrer des oligonucléotides dans des cellules en
culture. Le but de ce projet est de mettre au point un vecteur capable de transporter un
oligonucléotide leurre ayant la potentialité d’interagir avec le facteur de transcription STAT3
(Signal Transducer and Activator of Transcription 3) une protéine impliquée dans le
développement de nombreux cancers. Ce vecteur a éte teste sur des cellules issues d’un
adénocarcinome du colon (SW480) en collaboration avec le groupe du Dr. Rémi Fagard de

[’Unité INSERM 978.

I. PRESENTATION DE STAT3 : INTERET DE CIBLER STAT3
I.1. Role physiologique de STAT3 et son implication dans I’oncogenése

La famille des protéines STATs « Signal Transducers and Activators of Transcription » est
composée, chez les mammiferes, de 7 membres : STATI1, STAT2, STAT3, STAT4, STATSa,
STATSb et STAT6. Ce sont des facteurs de transcription qui régulent la transcription des
genes en s’y fixant. Les STATSs participent a la régulation de nombreux processus cellulaires
tels que la différenciation, la croissance, la prolifération ou I’apoptose et remplissent ainsi
différentes fonctions biologiques en participant a ’embryogenéese, le développement de
I’organisme, I’induction de réponses inflammatoires et immunitaires.”~’

La présence d’une forme constitutivement active de STAT3 a été démontrée dans les cellules
et tissus de nombreuses tumeurs humaines alors que dans les cellules « saines » I’activation de
STATS3 est étroitement contrdlée et transitoire.® Ainsi, STATS3, sous sa forme activée, est
impliquée dans la régulation de geénes qui codent pour des protéines de la famille Bcl-2 (Bcl-
2, Bcl-XL, Mcl-1). De telles protéines par interactions avec des molécules pro-apototiques
vont induire une inhibition de I’apoptose a ’origine de la survie des cellules cancéreuses.
Plusieurs études ont aussi démontré que STAT3 régule la transcription de la survivine un
autre inhibiteur de l’apoptose.(w) Outre son implication dans la régulation de I’apoptose,
STATS3 est également impliquée dans les mécanismes de métastase et d’invasion cellulaire ce
qui en fait une cible attractive pour le développement de thérapie contre les cancers en dépit
de son implication dans de nombreux processus cellulaires et de son role critique dans
I’embryogenese. En tout état de cause, ainsi que le démontre le nombre croissant de
publications sur le sujet, Figure 1, le développement d’outils permettant 1’inhibition de
STATS3 et ainsi une meilleure connaissance du réle de STAT3 dans les cellules ne peut étre

que bénéfique a la compréhension globale des mécanismes régulant I’oncogenése.
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Figure 1 : Progression des publications sur « STAT3 » dans la base de données PubMed.

I.2. Structure et mode d’action de STAT3
La protéine STAT3, protéine de 92 kDa constituée de 770 acides aminés, est un facteur de
transcription, présent a 1’état latent dans le cytoplasme. Elle est constituée d’'un domaine de
liaison a ’ADN (DBD : DNA Binding Domain), d’un site de phosphorylation, d’'un domaine
SH2 (Src Homology 2) qui va permettre la phosphorylation et d’un domaine d’activation de la

transcription dans sa partie C-terminale, Figure 2% 1L 12)

- C-ter
Domaine SH2 98N L Wee
o ) \/\ LK A ADN

Domai‘ne de liaison
A ’ADN

Figure 2 : Structure tridimensionnelle d’un dimére de STAT3 lié a un ADN.
(D’aprés PBD ID : 1BGI et J. Bromberg et al @)
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STAT?3 peut étre activée dans le cytoplasme par phosphorylation de la tyrosine 705 au cours
d’un processus faisant intervenir les kinases de la famille JAK « Janus Kinase », elles mémes
stimulées par des récepteurs de cytokines tels que celui de interleukine 6 (IL-6) ® ¥, Figure
3, ou de Dinterféron gamma (IFNy) “®. En dehors des cytokines, d’autres voies d’activation
sont possibles qui font intervenir des facteurs de croissance comme EGF, VEGF, ou encore
des hormones telles que la leptine.”” * Une fois activée par phosphorylation, STAT3 va
former un homodimere qui va €tre pris en charge par des importines et subir une translocation
dans le noyau a I’intérieur duquel le dimere va se fixer, via le DBD, sur ’ADN génomique et

activer la transcription de geénes cibles, Figure 3 (16,17)

Cytoplasme

ST4 73

Expression du
Gene cible

Dimérisation
P
STAT3

P sTAT3 Translocation

Figure 3 : Modeéle d’induction de I’expression d’un géne par STAT3 activée par IL-6.

I.3. Stratégie d’inhibition de STAT3 : choix de I’oligonucléotide leurre
La stratégie leurre mise au point pour inhiber STAT3 consiste a introduire dans une cellule un
oligonucléotide, dit « leurre », contenant une séquence nucléotidique reconnue par la protéine.
Une fois dans le cytoplasme, cet oligonucléotide va pouvoir se lier spécifiquement a sa cible :
STAT3. Le mécanisme d’action a notamment ét¢ démontré par le groupe du Dr. R. Fagard,
Unité INSERM 978 : la présence dans la cellule d’une grande quantité d’oligonucléotide

leurre va entrainer la saturation des sites de liaison & ’ADN du facteur de transcription



Chap 3. Ciblage de STAT3 par un Oligonucléotide Leurre

conduisant au blocage de la translocation des dimeres de STAT3 vers le noyau, a leur

accumulation dans le cytoplasme et ainsi a I’inhibition de la transcription, Figure 4.

on du
sheNgible

XOOOKK ioure
leurre

Dimérisation

Figure 4 : Modéle d’inhibition de STAT3 par un oligonucléotide leurre.

La séquence consensus reconnue par le DBD n’est pas encore connue avec précision mais la
plupart des auteurs semblent s’accorder sur des séquences dites « de type GAS (Gamma
Interferon Activating Sequence) » comprenant les motifs centraux 5’-(TTCCN3;AA)-3’ ou 5°-
(TTCN4AA)-3’. Comme le montre la Figure 5, il existe de nombreuses variations de
séquence autour de ces motifs centraux et notre choix s’est porté sur une séquence déja
utilisée par plusieurs équipes.”’® 1819) Cette séquence, qui contient le motif central 5’-
(TTCCN3AA)-3°, a d’ailleurs été évaluée en essai clinique (phase 0) sur des tumeurs de la
téte et du cou.””

L’oligonucléotide (dODN) utilisé dans cette étude (Figure 5, Souissi et al 2012 %) est
constitué de 33 bases et peut se replier sur lui-méme pour former une structure
intramoléculaire en épingle a cheveux (hairpin). Il est protégé des exonucléases par un

groupement AmC6 en 5° et marqué en 3’ par un fluorophore (6-FAM = 6-

carboxyfluorescein).
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Figure 5 : Quelques oligonucléotides leurres utilisés pour le ciblage de STAT3.

II. CONCEPTION, SYNTHESE DU VECTEUR
I1.1. Conception et originalité du vecteur

Le développement de ’ADN « médicament » passe nécessairement par la mise au point de
vecteurs peu toxiques, efficaces et faciles a synthétiser a une échelle industrielle (Cf. Chapitre
1). Hormis les vecteurs viraux, la plupart des stratégies permettant le transport d’un acide
nucléique sont basées sur ’utilisation d’une molécule cationique qui va pouvoir former un
complexe avec le polyanion qu’est I’ADN. Cette approche mettant en jeux des interactions
ioniques d’énergie relativement faible va permettre 8 ’ADN d’étre libéré de maniere passive
dans la cellule. En ce qui concerne les nanoparticules inorganiques, et plus particulierement
les nanoparticules d’oxyde de fer, ’ADN est souvent complexé sur des surfaces
préalablement enrobées d’une couche d’un polymere cationique tel que le polyéthyleneimine
(PEI), le polyamidoamine (PAMAM) ou encore le chitosan.?*?” De maniere 2 protéger

I’ADN dans le milieu extracellulaire et pour améliorer I’efficacité de transfection de ces
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vecteurs, de nombreuses équipes ont ajouté 2 leur systtme une molécule lipidique.**** De

tels systemes se sont révélés tres efficaces et la société Oz Biosciences commercialise depuis
plusieurs années différentes nanoparticules d’oxyde de fer permettant la transfection in vitro
de nombreuses lignées cellulaires. Cependant 1’ajout sur la particule de molécules telles que
les polycations est une source de toxicité supplémentaire, comme cela a été démontré pour le
PEI ou la poly-Lysine.?>?” Au vu de la littérature existante, nous nous sommes donc donné
comme objectif de mettre au point une méthode simple permettant la complexation d’acides
nucléiques sur des nanoparticules d’oxyde de fer (maghémite, yFe,Os3) sans utiliser de
polymeres cationiques. Pour cela, nous avons décidé d’exploiter les propriétés acido-basiques
des nanoparticules d’oxydes métalliques synthétisées en milieu aqueux pour la complexation
de I’acide nucléique.

A la surface des nanoparticules d’oxydes métalliques, les ions sont sous-coordinés du fait de
I’interruption du réseau, et en solution aqueuse, ces ions compléetent leur coordinence par
protonation au contact de la solution. Ces groupements hydroxyles, résultant de la
chimisorption des molécules d’eau, sont amphotéres et conduisent a des sites chargés

positivement ou négativement suivant le pH de la solution, Figure 6.

H@H H H
H &/ H H \ o
2 ¢ e, W 0 S g
-0 — 0
MR Al i R I \ /° ®
. AN Yy Y ¥ %
pH<5 pPH#7 pH>9.5

Figure 6 : Charge de surface en fonction du pH.

A pH acide (<5) les groupements hydroxyles liés au métal vont se protoner (M—OH,")
conférant a la particule une charge positive alors qu’a pH basique (>9.5) ils vont se

déprotoner (M—Q) et ainsi rendre la particule négativement chargée (Figure 6).2%%%

Ainsi en considérant ces propriétés acido-basiques, il devrait €tre possible de complexer un
oligonucléotide chargé négativement directement sur une nanoparticule cationique sur le
méme principe qu’avec une particule recouverte de PEI Cette hypothése est confortée par le
fait que de nombreuses molécules comportant des groupements phosphates ou phosphonates

ont la capacité de se lier a la surface de particules d’oxyde de fer.?’*”
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I1.2. Synthese du vecteur
I1.2.1. Synthese des nanoparticules de maghémite
La synthese des nanoparticules de maghémite (yFe;Os) a été effectuée par voie micellaire a
partir du di-dodécylsulfate de fer II (Fe(DS);) un tensioactif capable de former des micelles
directes dans des conditions de concentration et de température données. Il s’agit d’une
méthode classiquement utilisée dans notre laboratoire et directement adaptée de celle décrite
par Pileni et al 643 Dans une premiere étape, le tensioactif est préparé par simple échange
d’ions a partir d’une solution aqueuse de dodécylsulfate de sodium (SDS) a laquelle on ajoute
une solution aqueuse de chlorure de fer II en léger exces par rapport au SDS. Les ions fer II
sont alors substitués aux ions Na* et 1’on obtient le Fe(DS), dans lequel un cation Fe** joue le
role de contre-ion pour deux chaines de dodécylsulfate, Figure 7. Le Fe(DS), est ensuite

purifié par recristallisation et extrait par filtration a froid.
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Figure 7 : Formation de micelles de Fe(DS),.

Au-dessus d’une certaine température dite « température de Krafft (Tk) » et d’une certaine
concentration dite « concentration micellaire critique (C.M.C.) », un tensioactif peut former
spontanément des micelles. La taille des micelles formées ainsi que la taille des
nanoparticules vont étre influencées par la température et la concentration en tensioactif.®> *”
Le Fe(DS), dans I’eau pure a une C.M.C. proche de 1,4.10”° M et une température de Krafft
de 28°C. Aussi, nous nous sommes placés pour nos syntheses, dans de I’eau ultrapure a une
température de 28.5°C et une concentration en Fe(DS), égale 4 14.107 M.

Les nanoparticules de maghémite sont ensuite formées par addition d’une solution aqueuse de
diméthylamine (DMA) qui va permettre 1’oxydation du Fer II en Fer III et conduire a la

formation d’un nanocristal d’oxyde de fer de type yFe,Os; assimilable a une sphére d’un

diametre moyen de 10 nm, Figure 8.
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Figure 8 : Schéma de synthese des nanoparticules de maghémite, spectre UV-visible, cliché
MET et distribution en taille simulée par une fonction log normale.

(Annexe I1, I1. Microscopie électronique a transmission (TEM)).

Au bout de deux heures d’agitation a température constante, les nanoparticules sont séparées
du mélange réactionnel sur aimant a pH 7 par ajout d’une solution d’acide chlorhydrique 1M.
Afin d’¢liminer le tensioactif, les particules sont ensuite redispersées dans de I’eau ultrapure
puis sédimentées sur aimant a pH 7. Apres plusieurs lavages, les particules sont a nouveau
dispersées dans de I’eau ultrapure et le pH de la solution est ajusté a 2.5 a I’aide d’acide
chlorhydrique. La solution est alors placée 30 minutes au sonicateur puis stockée a 4°C.

La concentration en fer de la solution de nanoparticules est déterminée par spectroscopie UV
en appliquant la loi de Beer-Lambert et en utilisant le coefficient d’absorption molaire du fer

(e =420 L.mol".cm™ 2 480 nm). La concentration en particule est estimée 2 partir de celle du
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fer en assimilant les particules a des spheres de 10 nm de diameétre et en utilisant la masse
molaire (M = 160 g.mol'l) et la masse volumique (p = 4.85 g.cm'3) de la maghémite.

La Figure 9 montre I’évolution du potentiel de charge et de la taille hydrodynamique de ces
nanoparticules en fonction du pH. Pour des valeurs de pH<S5, les nanoparticules présentent
une charge de surface positive et les suspensions de nanoparticules de maghémite sont
stabilisées par les forces de répulsion électrostatiques inter-particulaires alors que pour des pH
compris entre 5 et 9,5 les suspensions ne sont pas stables et 1’on observe une agrégation des
particules, Figure 9. Au-dela du pH 9,5, les nanoparticules sont chargées négativement et

présentent a nouveau une bonne stabilité colloidale.
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Figure 9 : Stabilité colloidale en fonction du pH.

11.2.2. Complexation de l’oligonucléotide
Le processus de complexation de I’oligonucléotide (dODN) sur la nanoparticule de
maghémite (yFe,Os3) est basé sur une approche électrostatique qui utilise les propriétés
physico-chimiques des deux constituants. Le dODN étant chargé négativement et a pH acide
la surface des nanoparticules étant chargée positivement, un phénomene d’attraction

électrostatique est favorisé, comme illustré Figure 10.
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Figure 10 : Processus de complexation.

Il est a noter que la complexation de 1’oligonucléotide est réalisée par une méthode proche de
celle qui est utilisée au laboratoire pour la fonctionnalisation de nanocristaux de maghémite

par des bisphosphonates.(32) Le mode opératoire de cette complexation est résumé Figure 11.

v-Fe,0;
[Fe]l#1-10mM, pH 2

T ambiante

Agitation circulaire

y-Fe,0;@dODN
Oligonucléotide d=10 nm
[dODN] #1-10 uM, pH 7

Figure 11 : Complexation de I’oligonucléotide.

Les nanoparticules sont solubilisées dans de 1’eau a pH = 2 et mises au sonicateur pendant 30
minutes. Séparément, 1’oligonucléotide est dilué dans un volume équivalent d’eau a pH = 7.
L’acide nucléique est alors ajouté aux nanoparticules cationiques et la complexation est
réalisée a température ambiante sous agitation circulaire pendant 30 minutes. Afin d’estimer
la quantité maximale d’oligonucléotide que 1’on peut complexer sur une nanoparticule de 10
nm, les complexes sont préparés en variant le rapport entre le nombre de brins

d’oligonucléotide et le nombre de nanoparticules (NP) présents en solution lors de la

100
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complexation. Pour cela nous avons défini le ratio R : R = dODN/NP. Ce rapport a été varié
de 17,52 175 R=17,5;35;52,5;70;87,5; 175) soit de 17,5 a 175 brins d’ADN pour une
nanoparticule. Dans ces conditions, le pH de la solution aprés mélange est d’environ 2.5. En
fonction de la quantité d’ADN complexée a la particule, on peut observer un phénomene de
floculation/sédimentation qui apparait au bout de 5 minutes. Pour éliminer I’oligonucléotide
non-complexé aux nanoparticules, les nanocomplexes sont ensuite centrifugés pendant 30
minutes et les tubes mis sur aimant. Le surnageant est récupéré pour des dosages ultérieurs et
les complexes (YFe,O3@dODN) repris dans de I’eau ultrapure dont le pH est ajusté a 7,4 a
I’aide d’une solution d’hydroxyde de sodium ou dans un tampon HEPES 10 mM.

Il est a noter que des essais de complexation a d’autres pH (3 <pH< 10) se sont avérés peu
concluants confirmant ainsi notre hypothese de travail qui privilégie une approche

électrostatique.

ITII. DETERMINATION DU NOMBRE D’OLIGONUCLEOTIDES PAR
NANOPARTICULE

I11.1. Etude des surnageants
Afin d’évaluer le rendement de la complexation et ainsi estimer le nombre d’oligonucléotides
greffés par particule nous avons effectué un dosage du surnageant par spectroscopies
d’absorption UV et de fluorescence. Pour cela nous avons utilis¢é les propriétés de
I’oligonucléotide, a savoir une absorption dans I’'UV a 258 nm (g = 329300 L.mol™.cm™) et

une émission de fluorescence a 515 nm lorsqu’il est soumis a une excitation a 490 nm, Figure

12.

8 o05]2%8 (A) | 315 (B) | 2.5x108 &
S 04/ & =
2 03] 1.5x10° @ g
2 0.2 490 §3
<< 0.1; - 0.5x106 ™
300 400 500 600 520 540 560 580
Longueur d’onde/nm  Longueur d’onde/nm

Figure 12 : Spectres (A) UV-Visible et (B) de fluorescence du dODN.
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Comme décrit précédemment, lors de la complexation, nous avons fait varier le ratio R de
17,5 a 175 en maintenant la concentration en dODN constante et nous avons récupéré les
surnageants pour les analyser. Le dosage a été effectué a pH acide directement apres la

complexation et les résultats sont présentés Figure 13.
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Figure 13 : Dosages (A) UV-Visible et (B) par fluorescence des surnageants.

L’analyse qualitative des surnageants par spectroscopie UV révele que pour des valeurs de R
< 70, on observe trés peu d’oligonucléotide dans le surnageant alors qu’au-dela 1’absorption a
258 nm caractéristique de 1’oligonucléotide est de plus en plus forte au fur et a mesure que R
augmente, Figure 13(A). Ce résultat permet de conclure que Ion peut complexer des
quantités croissantes d’oligonucléotide sur la nanoparticule jusqu’a une valeur d’environ 70
dODN et qu’au-dela I’excés d’ADN n’est plus adsorbé. Le nombre de brins de dODN
complexé sur les nanoparticules peut étre déduit par différence entre la quantité initiale
d’oligonucléotide et la quantité déduite par mesure du surnageant.

L’analyse qualitative des surnageants par spectroscopie de fluorescence montre une
augmentation de la fluorescence en fonction de R mais ’analyse quantitative se révele
beaucoup moins précise, Figure 13(B). Ceci est lié au fait que la fluorescence du 6-FAM est
fortement dépendante du pH. Dans nos conditions expérimentales, il ne nous a pas été
possible de quantifier avec précision le rendement de complexation de 1’oligonucléotide avec

les nanoparticules par cette méthode.
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I11.2. Etude des complexes
II1.2.1. Diametre Hydrodynamique et Potentiel Zéta
Pour étudier le comportement colloidal des différents nanocomplexes, des mesures de
diametre hydrodynamique et de potentiel zéta ont été effectuées. Ces données ont été
obtenues dans I’eau a 1’aide du systeme Zetasizer Nano ZS (Annexe II, III. Diffusion
dynamique de la lumiere (DLS)). Les résultats obtenus pour les rapports R = 17,5 ; 70 et 175,

présentés sur la Figure 14, démontrent une bonne stabilité colloidale pour ces trois

complexes.
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Figure 14 : (A) Diamétre hydrodynamique (D},) et (B) Potentiel Zéta des nanocomplexes
synthétisés a différents ratio R, [Fe] = 5.10* M, pH=74.

Ainsi le diametre hydrodynamique (Dy), I’index de polydispersité (PdI) et le potentiel zéta (Z)

sont relativement constants quelle que soit la valeur de R, Tableau 1.

R Dy(nm) PdI Z(mV)
17.5 21 0.24 -45
70 19 0.17 -41
175 18 0.17 -42

Tableau 1 : Valeurs du diamétre hydrodynamique (Dy), de I’index de polydispersité (Pdl) et
du potentiel zéta (Z) mesurées dans I’eau (pH 7) pour une concentration en fer de 5.1 0* M.

On peut noter :
-une valeur négative du potentiel Zeta pour les différents nanocomplexes indiquant que la
complexation du dODN a la surface des nanoparticules est effective. Rappelons que le point

de charge nulle pour les nanoparticules est localisé aux alentours de pH=7 (Cf. Figure 9).
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-une légere diminution du diametre hydrodynamique lorsque la quantit¢ d’ADN augmente. Ce
phénomene peut étre expliqué par une meilleure stabilité colloidale lorsque la densité en
oligonucléotide augmente a la surface de la nanoparticule. Cependant il n’est pas possible
d’apres ces mesures d’établir un lien direct entre les valeurs de taille hydrodynamique ou de
potentiel zéta et le nombre de brins d’oligonucléotide complexés a la surface d’une

nanoparticule.

I11.2.2. Détermination de la charge en oligonucléotide
En complément des dosages UV effectués sur les surnageants, nous avons voulu estimer par
d’autres méthodes, le nombre maximum d’oligonucléotides greffés par nanoparticule. Ce
nombre peut €tre évalué en caractérisant les nanocomplexes par spectroscopie UV-Visible

ainsi que par spectroscopie de fluorescence.

Etude par spectroscopie UV-Visible
La Figure 15 présente les spectres d’absorptions de 1’oligonucléotide et des nanoparticules

avant et apres complexation (R = 70).
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Figure 15 : Spectres UV-Visible, normalisés a260 et 350 nm, de la maghémite a pH = 2
ainsi que du dODN et d’un nanocomplexe a pH =7 (R = 70).
Les nanoparticules de maghémite apres dispersion dans I’eau (pH = 2.5) présentent un spectre
d’absorption continu entre 235 et 600 nm avec notamment une absorption forte a 258 nm,

longueur d’onde classiquement utilisée pour le dosage des acides nucléiques. Le spectre
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d’absorption des nanocomplexes (pH = 7) suit la loi d’additivit¢ des absorbances et une
combinaison de 1’absorption de la maghémite avec celle de 1’oligonucléotide est ainsi
observée. Si 1’on considére le spectre de l’oligonucléotide seul, on peut remarquer que
contrairement a la maghémite, il ne présente aucune absorption a 350 nm, Figure 15. Ainsi le
rapport entre I’absorbance a 258 nm (Ajsg), représentative a la fois de 1’oligonucléotide et de
la maghémite, et celle a 350 nm (Ajsg) représentative de la maghémite uniquement devrait
rendre compte de 1’évolution de la charge en oligonucléotide en fonction du rapport R. Une
augmentation de ce ratio sera corrélée a une augmentation du nombre de dODN par

nanoparticule.

La Figure 16(A) présente les spectres, normalisés a 350 nm, des nanocomplexes obtenus aux
différents rapports R. On observe bien une augmentation de 1’absorption a 260 nm au fur et a
mesure que R augmente. L’évolution du ratio A;ss/Assy en fonction de R est représentée sur la
Figure 16(B). Ce ratio croit de facon quasi linéaire quand R augmente et ce jusqu’a environ
70 dODN par nanoparticule. Au-dela de R=70 un phénomene de saturation est observé. Ce
résultat est tout a fait comparable a celui obtenu en analysant directement les surnageants (Cf.
&IIL.1.). Ainsi, il est possible de contrdler le nombre d’oligonucléotides complexés a la
surface d’’une nanoparticule et une saturation de cette surface correspond a une charge de 70

dODN par nanoparticule.
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Figure 16 : (A) Spectres UV-Visible des nanocomplexes, normalisés a 350 nm, pour

différentes valeurs de R ; (B) évolution du rapport A ,ss/A3sg en fonction de R.
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Etude par spectroscopie de fluorescence

L’émission d’un fluorophore est connue pour é&tre fortement dépendante du milieu
environnant. Une diminution de D’intensité de fluorescence par rapport a celle attendue
(« Quenching ou extinction ») peut étre observée lorsque 1’on fait varier certains parametres
physicochimiques du milieu dans lequel baigne le fluorochrome tels que la force ionique, le
pH, la nature du solvant ou encore la concentration du fluorophore. De plus les particules
métalliques sont connues pour induire une extinction de 1’émission du fluorophore plus ou
moins importante en fonction de la distance entre celui-ci et la surface de la particule.

Dans notre cas, les particules sont dispersées dans 1’eau a pH physiologique. Ainsi, les
facteurs influencant le rendement de fluorescence seront liés a la présence de la nanoparticule
(Figure 17, 1), a I’influence des fluorophores entre eux soit au sein d’'une méme particule
(Figure 17, 2) soit entre deux particules suffisamment proches (Figure 17, 3) ainsi qu’a la

distance entre le fluorophore et la surface de la nanoparticule.

Figure 17 : Différents modes de « Quenching ».

La Figure 18 présente 1’évolution de I’intensité¢ de fluorescence de 1’oligonucléotide en
solution aqueuse en fonction de sa concentration (A) et apres complexation a la surface des

nanoparticules en fonction de la concentration en nanoparticule (B).
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Figure 18 : Evolution de la fluorescence en fonction de la concentration en oligonucléotide
seule (A) et en fonction de la concentration en fer pour R= 17.5 (B).

Cette étude montre que :

- dans une gamme de concentration allant de 0 a 250 nM, il n’est pas observé de

« Quenching » des fluorophores entre eux, Figure 18(A).

- lorsque la concentration en nanoparticule correspond a une concentration en fer supérieure a

250 uM, le « Quenching » interparticulaire apparait, Figure 18(B).

Afin de s’affranchir du « Quenching » interparticulaire, 1’étude des nanocomplexes par
spectroscopie de fluorescence a été menée avec un nombre constant de nanoparticules a une
concentration en fer de 64 uM. La Figure 19 présente les spectres d’émission de fluorescence
des différents nanocomplexes (A) et I’évolution de I’intensité de fluorescence (Amax = 515 nm)

en fonction du rapport R (B).
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Figure 19 : Fluorescence des complexes pour différentes valeurs de R, [Fe] = 64 uM.
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En accord avec 1’é¢tude par UV-Visible, il est observé une augmentation linéaire de I’intensité
de fluorescence jusqu’a une valeur de R proche de 70, suivie par un pseudo plateau pour des
valeurs de R supérieures. Ainsi lorsque le rapport R augmente, le nombre de dODN par
nanoparticule croit jusqu’a une valeur d’environ 70 oligonucléotides par particule.

Connaissant le nombre de dODN par particule, il est alors possible de prévoir, a 1’aide de la
courbe de calibration de 1’oligonucléotide (Figure 18(A)), I’intensité de fluorescence attendue
pour une telle quantité¢ de fluorophore. L’écart entre la valeur théorique attendue et celle
mesurée permet ainsi de calculer le pourcentage d’extinction de fluorescence. Les résultats
sont présentés dans le Tableau 2 et montrent que 1’extinction de fluorescence la plus forte,
(88%) est obtenue pour le rapport R = 17.5 et qu’ensuite le taux d’extinction diminue pour

atteindre un plateau pour les plus hautes densités en oligonucléotide.

R 17.5 35 52.5 70 87.5 175

% « Quenching » 88 78 73 71 70 72

Tableau 2 : Evolution du « Quenching » en fonction de R ([Fe]= 64 uM).

Ce résultat peut étre interprété en considérant deux effets antagonistes illustrés Figure 20 :

- I’augmentation du nombre de dODN par particule au fur et a mesure que le rapport R croft,
devrait induire une augmentation du « Quenching » 1ié a un rapprochement des fluorophores
entre eux (Figure 20, a gauche).

- inversement si la distance entre le fluorophore et la particule augmente, comme cela peut
étre le cas lorsque 1’on passe d’une faible densité a une forte densité en oligonucléotide, alors

une diminution du « Quenching » est attendu (Figure 20, a droite).

Q+t

R=175

Figure 20 : Représentation schématique de I’évolution de la fluorescence en fonction de la
concentration en oligonucléotide
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Ainsi, il peut étre suggéré que :

- pour de faibles densités en oligonucléotide, le dODN est « étendu » a la surface de la
nanoparticule ce qui induit un fort « Quenching » du fluorophore.

- pour de plus fortes densités, il est lié perpendiculairement a la surface de la particule
éloignant ainsi le fluorophore de la surface de maghémite ce qui diminue le phénomene
d’extinction du fluorochrome.

Des observations similaires ont d’ailleurs été reportées pour des oligonucléotides greffés sur
des surfaces d’or. Il a notamment été montré que pour de faibles densités en oligonucléotide,
la conformation la plus observée est une conformation dans laquelle le brin d’acide nucléique

est étendu sur la surface de la particule ¥

alors que lorsque la densité augmente
I’oligonucléotide va avoir tendance a se fixer perpendiculairement a la surface de la particule
6% De méme, de fortes variations de I’intensité de fluorescence ont été observées pouvant
aller d’une extinction complete a une exaltation de la fluorescence selon la distance qui sépare
le fluorophore de la surface d’or.*” Un travail récent décrit des changements drastiques de la
fluorescence lors de 1’ouverture d’une structure d’ADN en « hairpin » adsorbée sur une
surface d’or.*” Dans cet article, les auteurs observent une extinction totale de la fluorescence
quand D’oligonucléotide est «allongé » dans sa structure « hairpin » parallelement a la
surface. Lorsqu’ils provoquent I’ouverture de la double-hélice, soit en changeant les
conditions de salinité soit en ajoutant un compétiteur, ils observent une augmentation
significative de I’intensité de fluorescence.

L’ensemble de ces données nous permet de conclure qu’a basse densité 1’oligonucléotide est
orienté parallelement a la surface de la nanoparticule, alors que pour des densités plus
importantes il est orienté perpendiculairement a la surface. Cependant les données obtenues
jusqu’a présent ne permettent pas de déterminer si I’oligonucléotide conserve sa structure en

hairpin apres condensation a la surface de la particule d’oxyde de fer.

I11.3. Evaluation théorique de la charge maximale en oligonucléotide
Afin de valider théoriquement les résultats expérimentaux qui établissent, qu’avec notre
protocole de synthese, il est possible de fixer jusqu’a 70 dODN sur une particule de 10 nm de
diametre, nous avons calculé le taux de couverture maximum en utilisant un modele simplifié
pour caractériser notre systeme.
Dans ce modele:
- les nanoparticules sont assimilées a des spheres de rayon moyen R = 5 nm qui présentent

une surface moyenne S d’environ 314 nm’ S= 4nR2).
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- ’oligonucléotide, est modélisé par un cylindre.

Deux configurations peuvent étre envisagées : une structure en double hélice et une structure
simple brin. Lorsque 1’oligonucléotide est structuré en double-hélice, selon les auteurs et le
type de I’hélice, il est reporté un diamétre d’hélice entre 2 et 2,6 nm.*** La hauteur du
cylindre va étre fonction du nombre de tour que va former I’hélice. Dans une hélice de type B
(Cf. Chapitre 1), 1l faut approximativement 10 paires de bases pour effectuer un tour d’hélice
ce qui représente une hauteur (le « pitch ») d’environ 3,4 nm.*” L’oligonucléotide utilisé
dans cette étude formant une structure en double-hélice composée de 15 paires de base peut
donc étre représenté par un cylindre ayant un rayon «r » variant de 1 a 1,3 nm et présentant

une hauteur « H » d’environ 5,1 nm, Figure 21, haut.
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Figure 21 : Surface théorique occupée par I’oligonucléotide (dODN).

Par simplification, nous avons utilisé la méme approximation en absence de structure bien
définie lorsque 1’oligonucléotide est en simple brin (« Random-coil ») et dans ce cas la
structure a été assimilée a un cylindre dont le rayon « 1’ » varie de 0,5 a 0,65 nm et dont la
hauteur « H> » est de 10,2 nm, Figure 21, bas. Nous avons ensuite considéré que lorsque le

cylindre est orienté perpendiculairement a la surface de la nanoparticule, il occupe une aire

110
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équivalente a celle de sa base alors que lorsqu’il est orienté parallélement a la surface de la
nanoparticule il occupe une aire équivalente a un rectangle. Dans ces conditions si « S » est la
surface de la nanoparticule et « s » la surface occupée par 1’oligonucléotide (« s » ou « s’ » en
fonction de la structure de 1’oligonucléotide) alors « N » le nombre maximum
d’oligonucléotides par nanoparticule est donné par la formule suivante : N = S/s («s» ou
« 8’ » en fonction de la structure de 1’oligonucléotide).

Le calcul des rapports entre la surface de la particule (314 nm®) et la surface de
I’oligonucléotide en fonction de sa conformation et de la valeur prise pour le diamétre de
I’hélice (2 a 2,6 nm) nous a permis d’obtenir les résultats présentés dans la colonne de droite
de la Figure 21. Ces calculs montrent qu’il est théoriquement possible de mettre sur une
particule de 24 a 31 dODN lorsqu’ils sont allongés sur la surface (Figure 21, A & C) de 60 a
100 brins lorsqu’ils sont fixés en double-hélice perpendiculairement a la surface (Figure 21,
B) et de 240 a 400 brins lorsqu’ils sont fixés en simple hélice perpendiculairement a la surface
(Figure 21, D). Dans ce modele de nombreuses approximations sont faites tant sur la
morphologie des nanoparticules (sphéricité, polydispersité...), que sur la représentation des
oligonucléotides (dynamique de la structure en simple brin, présence du fluorophore...). De
plus I’encombrement stérique, la couche d’hydratation ou les répulsions électrostatiques entre
les groupements phosphates ne sont pas pris en compte. L’intégration de ces paramétres dans
le mod¢le devrait réduire le nombre maximum d’oligonucléotide que I’on peut complexer a la
surface de la nanoparticule. Ainsi en tenant compte des différentes approximations, la
détermination expérimentale de 70 dODN comme couverture maximale ne semble pas
irréaliste. D’autre part, ce modele suggere que le dODN conserve sa structure en hairpin.

La densité de surface en oligonucléotide peut étre calculée en divisant le nombre
d’oligonucléotide par la surface de la nanoparticule. Pour une couverture maximale, soit 70
dODN par nanoparticule, la densité est de 2.10" oligonucléotides par cm?, soit 0,22 brins par
nm?. Ce résultat est similaire & celui obtenu par ’équipe de C. Mirkin sur des particules d’or
d’un diametre identique recouvertes par un oligonucléotide en simple brin via un groupement
thiol terminal.®” Des densités comparables, 1 a 6.10" molécules par cm’® en fonction des
conditions de synthese, ont été obtenues par Petrovykh et Whitman avec des oligonucléotides
thiolés, immobilisés en simple brin sur des surfaces planes d’or.®® L’empreinte effective de
notre oligonucléotide (la surface moyenne disponible pour un oligonucléotide) est de 4,5 nm*
par dODN pour une couverture de 70 brins par particule. Cette valeur proche de celle trouvée

| 45

par Mirkin & a permet d’estimer a 12.5 A la distance moyenne entre deux brins voisins.

Cette distance est plus grande que celle mesurée entre deux phosphates consécutifs sur un
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méme brin d’ADN (environ 7 A #) ou que la distance de contact minimum entre deux
atomes de phosphore ou d’oxygéne (environ 3-4 A) dans une approche van der Waals. En
conséquence la valeur maximale obtenue dans nos conditions, 70 dODN pour une particule
ayant un diametre moyen de 10 nm, est tout a fait cohérente avec ce qui a été décrit dans la

littérature, confortant ainsi le protocole de dosage par spectroscopie UV.

IV. ETUDE STRUCTURALE DE L’OLIGONUCLEOTIDE A LA SURFACE DE LA
NANOPARTICULE

IV.1. Etude par spectroscopie IRTF
Afin d’étudier la structure de I’oligonucléotide lorsqu’il est complexé a la surface de la
nanoparticule, des expériences IRTF ont été menées en solution dans H,O ou D,O. Nous
avons vu dans le chapitre précédent que de nombreuses données structurales pouvaient étre

649 ot nous I’avons naturellement appliquée a notre

obtenues a partir de cette technique
systeme pour des complexes obtenus avec différentes valeurs de R. Les spectres enregistrés
dans D,O sont présentés sur, Figure 22: la colonne de gauche montre la région
caractéristique des vibrations des bases (1750-1500 cm™) et la colonne de droite la région

caractéristique des vibrations des sucres et des phosphates (1150-800 cm™).
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Figure 22 : Spectres infrarouge en solution dans D0, de I’oligonucléotide a 25°C (a),
95°C (b) et des complexes pour R = 175 (c), 70 (d) et 17.5 (e).
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Le spectre de 1’oligonucléotide seul (Figure 22, a), enregistré en solution dans D,0 a 25°C,
est caractéristique d’un ADN en double hélice comportant des appariements Watson-Crick.
La bande d’absorption & 1996 cm™" est attribuée au C2=02 des thymines, celle 2 1685 cm™ au
C6=06 des guanines, celle a 1664 cm™ au C4=04 des thymines et celle a 1622 cm™ 2 des
vibrations impliquant le cycle et le groupement ND, de I’adénine. La bande d’absorption
signalée 2 1645 cm™ est en fait constituée de deux composantes : une premiére bande 2 1648
cm™ attribuée au C2=02 des cytosines et une seconde 2 1641 cm™ impliquant le cycle de la
thymine. Enfin les bandes situées a 1522 et 1502 cm™ sont attribuées 2 des vibrations du cycle
de la cytosine ; la bande 4 1522 cm™ perdant de I’intensité lors de I’appariement en double

hélice, Tableau 3 (46-48).

T G T C T A C Sucre Sucre
C2=02 C(C6=06 C4=04 C(C2=02 Cycle Cycle - C-0 Type S
. 1698 1689 1671 1655 1645 1632 1527 1506 1069 842
Appariée
1691 1678 1655 1647 1641 1622 1520 1498 1044 820
X 1698 1673 1671 1655 1632 1527 1506 1069
Libre 1632 -
1691 1660 1655 1647 1622 1520 1498 1044

T : thymine ; G : guanine ; C : cytosine ; A : adénine.

Tableau 3 : Assignement des bandes d’absorptions IR des acides nucléiques. (46-48)

Lorsque I’on chauffe 1’oligonucléotide a 95°C, cela va entrainer une rupture des liaisons
hydrogene et 1’oligonucléotide va alors perdre sa structure en double hélice pour adopter une
conformation aléatoire (« Random Coil »). Ceci est vérifié sur le spectre (b) de la Figure 22.
Dans la région spectrale allant de 1720 a 1600 cm™, on ne retrouve que deux bandes
d’absorption. La premicre, trés large, vers 1660 cm™, est due 2 la somme des vibrations des
cytosines guanines et thymines lorsqu’elles ne sont pas engagées dans un appariement. La
seconde bande observée 4 1621 cm™ qui implique des vibrations de I’adénine est connue pour
voir son intensité augmenter lorsque les liaisons hydrogeénes qu’elle avait contractées avec
une autre base sont rompues, (Tableau 3). On peut aussi remarquer que la bande de la
cytosine située 2 1522 cm™ retrouve une intensité relative plus importante suite a la perte des
liaisons hydrogene avec la guanine. Lors de la rupture de la structure en double hélice,
d’autres modifications sont observées dans la région caractéristique des vibrations des sucres
et des phosphates. Notamment la bande d’absorption située a 1054 cm™ dans la double hélice

va disparaitre pour laisser la place 2 une bande large centrée vers 1069 cm™. Cette bande est
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attribuée aux vibrations des liaisons CO des sucres. De plus la bande située a2 839 cm™
(Figure 22, a et Tableau 3) attribuée a une géométrie de type S des sucres lorsque
I’oligonucléotide est en double-hélice de type B s’¢largit complétement lorsque la structure
est rompue pour étre remplacée par une bande comprise entre 830 et 860 cm™ (Figure 22, b).
Cet ¢largissement s’explique par la perte de la conformation préférentielle des sucres imposée
par la géométrie de la structure en double hélice et reflete la présence de sucres dans diverses
conformations.

L’analyse des spectres infrarouge des nanocomplexes révele que pour des valeurs élevées du
rapport R (R =70 et 175) aucun changement entre le spectre de I’oligonucléotide seul ou celui
de I’oligonucléotide complexé¢ a la particule n’est observable dans la région spectrale
caractéristique des vibrations dans le plan des bases. Cependant pour le complexe obtenu avec
un rapport R = 17.5 de fortes différences apparaissent dans cette région. On voit ainsi une
diminution de I’intensité des bandes a 1685 et 1645 cm™ accompagnée d’une augmentation de
I’intensité de la bande de I’adénine a 1622 cm™ et de I’apparition d’une bande large vers 1660
cm™. L’ensemble de ces modifications pourrait laisser penser que ’oligonucléotide perd sa
structure en double hélice. Néanmoins si 1’on s’intéresse maintenant a la région
caractéristique des vibrations des sucres et des phosphates peu de changements sont observés.
La seule différence notable dans cette région est 1’apparition d’une bande vers 1060 cm™ entre
les deux pics situés a 1088 et 1054 cml Toutefois, si on compare son intensité a celle de la
bande 4 1069 cm™ qui apparait lors de la fusion de I’hélice, on peut remarquer qu’elle est

beaucoup moins intense et ne reflete pas de la rupture totale de la structure en double hélice.

Dans le domaine spectral allant de 1500 a 1750 cm™, les vibrations des bases sont non
seulement sensibles aux appariements mais aussi aux modifications de 1’empilement de
I’hélice. Si on considere que pour le ratio R = 17,5 D'oligonucléotide est condensé
longitudinalement sur la surface de la nanoparticule, on peut émettre 1’hypotheése que les
variations spectrales observées peuvent étre dues a des modifications de 1’hélice provoquées
par les interactions de la chaine phosphodiester avec la surface d’oxyde de fer. Lorsque la
densité en oligonucléotide augmente a la surface de la particule, la double hélice tend a
s’adsorber perpendiculairement a la particule via un nombre réduit de groupements
phosphates retrouvant ainsi une structure proche d’une hélice classique de type B.

L’hypotheése d’une modification des paramétres de 1’hélice est d’ailleurs confortée par le

spectre infrarouge d’un complexe formé avec 26 brins d’oligonucléotides par nanoparticules,
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Figure 23. Ce spectre a été enregistré en solution dans H,O dans la région caractéristique des

vibrations symétriques et antisymétriques des PO, (1000-1250 cm™).

1088

AV

i
'n
.
950

J
Wavenumber(cm™) Wavenumber(cm™)

Absorbance

970

\ |
Y

1250 1150 1050

1250 1150 1050 950

Figure 23 : Spectres infrarouge en solution dans H,0 de I’oligonucléotide (trait bleu) et
d’un complexe comportant 26 dODN par particule (trait noir).

Comme on peut le constater sur le spectre de 1’oligonucléotide seul, la vibration d’élongation
antisymétrique du groupement phosphate est observée a 1220 cm™ alors que la vibration
symétrique est observée 2 1087 cm™. Cette position des bandes est caractéristique d’une
double hélice de type B. En effet, une hélice de type A aurait une bande d’absorption située
vers 1240 cm™ et en absence de structure cette bande serait observée aux alentours de 1230
cm”. Sur le spectre du complexe formé avec 26 brins d’oligonucléotides, la vibration
antisymétrique est observée 4 1213 cm™, donc avec un déplacement vers le rouge d’environ 7
cm’™' par rapport a une hélice de type B. Un tel déplacement vers les bas nombres d’onde a
déja été observé dans la forme Z de ’ADN dont les paramétres hélicoidaux sont trés
différents de ceux d’une hélice de type B.

Les données infrarouges obtenues pour les différents complexes montrent donc, en résumé,
que pour les plus hautes densités en oligonucléotide le spectre présente les caractéristiques

d’une structure classique en double hélice de type B alors que pour les plus basses densités la

structure semble plus incertaine n’excluant pas la possibilité de 1’ouverture partielle de la

double hélice.
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IV.2. Etude par spectroscopie d’absorption UV
Afin d’explorer les modifications potentielles de la structure lors de la complexation de
I’oligonucléotide a la surface de la nanoparticule, des expériences de dénaturation thermique
ont été menées pour différentes valeurs de R. Pour cela nous avons fait varier la température
des échantillons de 2 2 85°C a une vitesse de 0.16°C min" et enregistré 1’évolution de
I’absorption a 260 nm. La Figure 24 présente les courbes de dénaturation de I’oligonucléotide

seul et des nanocomplexes pour différents rapports R ainsi que les dérivées associées.

XS
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Figure 24 : Courbes UV de dénaturation et dérivées associées de l’oligonucléotide et des

complexes pour R = 35, 70 et 175 ([dODN] = 0,6 uM, Tampon Hepes 10 mM, pH = 7,4).

La formation ou la dénaturation d’une double hélice d’ADN est généralement un processus
hautement coopératif influencé par les interactions entre les bases adjacentes (stacking et
liaisons hydrogenes) ainsi que par les propriétés conformationnelles du squelette sucre-
phosphate. On peut considérer la dénaturation de I’ADN comme une transition de phase entre
un état en double hélice dans lequel le polymere est relativement rigide et un état en simple

brin (« Random-coil ») beaucoup plus flexible. Cette transition est régie par une compétition
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entre le colit énergétique nécessaire a la rupture des liaisons entre les bases et le gain

d’entropie acquis lors du passage en simple brin.*~"

La courbe de dénaturation de l’oligonucléotide « libre », Figure 24 en bleu, est d’allure
classique et s’apparente a une sigmoide. La température de transition (Tm), maximum de la
dérivée premiere de la courbe de dénaturation par rapport a la température, est évaluée a
68°C. Lorsque I’oligonucléotide est adsorbé a la surface de la nanoparticule, I’allure de la
courbe évolue progressivement passant d’une sigmoide a une droite quand la densité en
oligonucléotide est maximale. Ainsi, pour les rapports R = 35 et 70, une forte diminution de la
coopérativité est observée (pente de la sigmoide plus faible et élargissement de la courbe de la
dérivée premiere) et la température de transition diminue légerement (A Tm # 2-3°C). Pour
une valeur de R égale a 175, la dénaturation de la structure perd toute coopérativité et il

devient impossible de déterminer une valeur de Tm.

Ces résultats semblent montrer que quand R est inférieur a 70 1’oligonucléotide reste associé
en double hélice et que lorsque la surface est saturée, une géne stérique limite 1’ouverture de
I’hélice. Ce phénoméne peut étre expliqué par le fait que 1’encombrement stérique, en
réduisant les degrés de liberté¢ de I’oligonucléotide en simple brin, va induire une diminution
du gain entropique et de ce fait entrainer une perte de la coopérativité de la transition. Un tel
comportement a déja été reporté et modélisé par Pettitt & al pour des oligonucléotides liés a
des surfaces de silice.”>*? Si 1’on prend en compte I’ensemble des données présentées
précédemment et notamment les résultats obtenus en infrarouge, I’hypothese de

I’oligonucléotide conservant sa structure en double hélice semble la plus appropriée.

V. EVALUATION BIOLOGIQUE DU VECTEUR
V.1. Stabilité des complexes dans le sérum

La stabilité des nanoparticules dans le sérum de veau feetal (SVF 10 et 50%) est un critere
important pour leur utilisation en milieu biologique. Dans un tel milieu, les protéines vont
interagir avec les nanocomplexes et on peut s’attendre a une augmentation de ’intensité du
fluorochrome 1i€ a son relargage de la surface des nanoparticules du fait de sa substitution par
les protéines du sérum. La stabilit¢ des nanocomplexes en milieu biologique a ainsi été
étudiée par spectroscopie de fluorescence. Les mesures effectuées pour différentes valeurs de

R ainsi que pour différentes concentrations en sérum sont présentées Figure 25.
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Figure 25 : Stabilité des complexes en présence de sérum de veau feetal (SVF).

L’intensité de fluorescence des solutions contenant les différents nanocomplexes augmente en
fonction du temps. Le temps de demi-vie est défini comme le temps au bout duquel 50% de
I’oligonucléotide s’est décroché de la particule. En prenant comme hypothése qu’apres 48
heures d’incubation dans le sérum, la totalité de I’oligonucléotide s’est dissociée de la surface
de la nanoparticule, nous avons déduit des courbes de relargage un temps de demi-vie des
nanocomplexes. Ce temps est estimé graphiquement a partir du point ou l’intensité de
fluorescence a atteint 50% de son augmentation. La Figure 25 présente les résultats obtenus
pour des nanoparticules complexées avec 26 brins d’oligonucléotides (en présence de 10 et
50% de sérum) ainsi que pour des nanocomplexes formés avec les rapports R= 17,5 et 70 (soit

respectivement 16 et 66 dODN/nano pour cette expérience).

Les nanoparticules complexées avec 26 brins d’oligonucléotides (Figure 25A) par
nanoparticule et dispersées dans le sérum (10 et 50%) présentent une augmentation de
I’intensit¢ de fluorescence au cours du temps traduisant d’une part un relargage du

fluorophore de la surface des nanoparticules et d’autre part que plus la teneur en sérum est
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élevée et plus le temps de demi-vie du complexe diminue. Ainsi pour un ferrofluide dispersé
dans du sérum a 10 %, la demi-vie du complexe est d’environ 3h30 alors que si on augmente
la teneur en sérum a 50% la demi-vie du complexe est réduite a environ 1h30. Les cultures
cellulaires étant généralement conduites dans un milieu de culture contenant 10% de sérum
nous nous sommes placer pour la suite de I’étude dans ces conditions expérimentales.

Les courbes de relargage pour les nanocomplexes synthétisés pour un rapport R=17,5 et 70,
Figure 25B, ont une allure comparable a celle observée pour le complexe formé avec 26
oligonucléotides par particule. En revanche, des différences notables sont observées pour les
temps de demi-vie de ces trois complexes. Le temps de demi-vie pour le complexe R = 17.5
est estimé a environ 6-7 heures alors que celui du rapport 70 est d’environ 2h. Cette étude
montre ainsi que plus la densité en oligonucléotide est élevée et plus les temps de demi-vie
diminuent, décrivant ainsi une baisse de la stabilit¢ du complexe quand le nombre
d’oligonucléotide augmente a la surface de la nanoparticule. Ces résultats sont a mettre en
parallele avec ceux décrivant la conformation de 1’oligonucléotide en fonction de la densité en
dODN. Pour de faibles densités en acide nucléique, la conformation dite « parallele » de
I’oligonucléotide fait que le nombre de phosphates en interactions avec les nanoparticules de
maghémite est potentiellement plus important que dans le cas de la configuration dite
« perpendiculaire ». Vraisemblablement cela joue un rdle important dans la force de la liaison
qui lie I’oligonucléotide a la surface de la particule et explique que la demi-vie des complexes

est inversement proportionnelle a la densité en oligonucléotide.

V.2. Quantification de I’internalisation des particules dans des cellules SW480
L’internalisation des complexes yFe,O3;@dODN par des cellules SW480 issues de carcinomes
du colon a été évaluée par cytométrie en flux, par I’intermédiaire du fluorophore lié¢ a
I’oligonucléotide, ainsi que par des mesures liées aux propriétés magnétiques des
nanoparticules d’oxyde de fer en utilisant un lecteur magnétique, le MIAtek (Magnisense,
France). Ce lecteur mesure la dérivée 3°™ de I’aimantation et I’intensité du signal recueilli est

proportionnelle a la quantité de matériau magnétique contenue dans I’échantillon, Figure 26.
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Figure 26 : Description de la méthode de quantification des nanoparticules a I’aide du

MIAtek.

Dans un premier temps, une droite de calibration est tracée en utilisant des solutions de
particules de concentration connue. Dans une seconde étape, le signal magnétique des cellules
incubées avec les nanocomplexes est alors mesuré et la quantité de nanoparticules

internalisées est déduite de la droite de calibration.

Ces mesures ont été€ effectuées en paralleles avec les deux techniques. Pour cela, les cellules
ont été incubées avec des concentrations variables de nanocomplexes synthétisés avec
différentes valeurs de R, sur des périodes allant de 30 minutes a 48 heures, en présence ou non
d’un champ magnétique. Aprés incubation, le milieu de culture est éliminé, plusieurs lavages

effectués et les cellules sont récupérées pour analyse.

V.2.1. Effet d’un champ magnétique et de la concentration en particule
Une propriété magnétique importante des nanoparticules de maghémite utilisées dans cette
étude est qu’elles vont étre attirées par un gradient de champ magnétique. Une méthode
simple pour augmenter le taux d’internalisation de particules magnétiques dans des cellules
est donc de cultiver celles-ci sur une plaque aimantée. Il s’agit du procédé de

2 . ™ P . . . .
Magnétofection ™ décrit au premier chapitre de ce manuscrit.

120
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Dans une premiere étape, nous avons vérifié que la présence d’un champ magnétique pouvait
influencer I’internalisation des complexes. Les cellules (125000 cellules par puits) ont été
incubées pendant 16 heures en présence ou non d’une plaque aimantée avec des quantités
croissantes du nanocomplexe comportant 26 dODN par nanoparticule. Apres plusieurs
lavages, les cellules sont récupérées et I’échantillon est scindé en deux : une partie est
analysée par cytométrie en flux et la seconde partie conservée pour une analyse de la réponse
magnétique. Les résultats de I’internalisation quantifiée par cytométrie et MIAtek sont

présentés Figure 27.
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Figure 27 : Etude par cytométrie en flux (A) et MIAtek (B) de I’évolution de
Dinternalisation des nanoparticules en fonction de la concentration en particule en
présence ou en I’absence d’un champ magnétique (Cytométrie en flux).

L’¢étude par cytométrie montre que le pourcentage de cellules fluorescentes croit avec la
concentration extracellulaire en nanoparticules lors de I’incubation et la présence d’un champ
magnétique permet d’obtenir une plus grande efficacité de transfection. Ainsi le meilleur taux
d’internalisation du dODN (83%) est obtenu pour une concentration extracellulaire en fer de
125 uM en présence du champ magnétique, Figure 27(A). La quantification du nombre de
nanoparticules effectuée a I’aide du MIAtek est une mesure globale qui refléte la quantité
totale de maghémite présente dans toutes les cellules récupérées. Les résultats présentés
Figure 27(B) ont été obtenus en divisant la masse totale de fer par le nombre de cellules
présentes dans I’échantillon. Il s’agit d’une valeur moyenne que nous avons choisi d’exprimer
en pg par cellule. Le nombre de cellules contenues dans I’échantillon de mesure a été

déterminé soit par cytométrie soit par comptage manuel sur lame Malassez.
Les résultats obtenus par dosage MIAtek sont sensiblement différents de ceux obtenus en

cytométrie. On observe en effet une plus grande linéarité de 1’internalisation des particules et

121



Chap 3. Ciblage de STAT3 par un Oligonucléotide Leurre

ce en présence ou non d’un champ magnétique. De plus I’efficacité du champ magnétique vis-
a-vis de la transfection semble surtout remarquable pour les plus fortes concentrations en fer
(Figure 27(B), 75, 100 et 125 uM) alors que les données de cytométrie montrent que 1’apport
du champ magnétique n’est réellement intéressant que pour la plus basse et la plus haute
concentration (Figure 27(A), 25 et 125 uM). Les différences entre les deux méthodes qui
semblent incohérentes en premiere approche peuvent cependant étre expliquées par la nature
des phénomenes mesurés ainsi que par la sensibilit¢é de chaque technique. Le MIAtek,
contrairement a la cytométrie, rend compte d’une mesure globale moyennée sur toutes les
cellules mais est incapable de prendre en compte la spécificité de chaque cellule et ainsi
I’hétérogénéité de I’internalisation. Les données obtenues par cytométrie en flux étant basées
sur la mesure de la fluorescence émise par chaque cellule sont par conséquent beaucoup plus
représentatives de la spécificité cellulaire mais aussi plus tributaires des conditions
d’internalisations (variations locales du champ magnétique ou de la concentration
extracellulaire en particules), des variations du milieu intracellulaire pouvant induire un
« Quenching » de la fluorescence (pH, concentration en particules) ou tout simplement de la
dégradation du fluorophore. Ainsi les différences observées entre les deux techniques a 25
puM en I’absence de champ magnétique, peuvent s’expliquer par le fait que peu de cellules ont
internalisé les particules ou seulement en petites quantités et de ce fait la fluorescence de
chaque cellule est faible alors que la mesure du signal magnétique moyennée sur 125000
cellules donne un résultat positif. Aux plus hautes concentrations en fer, une trop grande
accumulation (agrégation ?) des nanoparticules dans certains compartiments cellulaires peut
entrainer un « Quenching » de la fluorescence qui, s’il est trop important, va fausser les
résultats de cytométrie. Quoiqu’il en soit, les résultats obtenus avec les deux techniques
montrent que le taux d’internalisation augmente avec la concentration extracellulaire en fer et
que la présence d’un champ magnétique permet d’accroitre significativement le nombre de
particules par cellule. On a ainsi pu observer que pour une concentration extracellulaire en fer
¢gale a 125 uM, plus de 80% des cellules ont été transfectées par 1’oligonucléotide et que la
quantité de fer internalisé est de 4.9 +/- 0.7 pg par cellule soit environ 3.10° particules. Ce
résultat est d’ailleurs assez proche de celui obtenu par 1’équipe de Claire Wilhem et Florence
Gazeau au moyen d’autres techniques de mesure (magnétophorése et résonnance
ferromagnétique) en utilisant des particules de maghémite recouvertes d’acide

dimercaptosuccinique (DMSA) internalisées par des macrophages murins (RAW 264.7).5%
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La visualisation directe de I’internalisation des nanocomplexes, obtenue par microscopie, est

présentée Figure 28 pour une concentration extracellulaire en fer de 50 uM (soit 68 nM en

dODN).

Figure 28 : Visualisation de l’internalisation d’un nanocomplexe par microscopie optique.
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La coloration de Perls (Annexe 111, 1. Coloration de Perls), provoque une précipitation des ions
Fer IIl sous forme de granules bleu-vert et permet de visualiser I’internalisation des
nanoparticules de maghémite en microscopie a champ clair. L’oligonucléotide peut étre
observé directement en microscopie de fluorescence par ’intermédiaire du groupement 6-
carboxyfluorescéine qui émet une fluorescence dans le vert. Afin de localiser la présence de
I’oligonucléotide, relativement aux différents compartiments cellulaires, le noyau a été coloré
en bleu par du DAPI (Annexe III, 11. Coloration au DAPI). En absence de nanoparticules,
aucune fluorescence verte n’est détectable au sein des cellules, Figure 28, confirmant ainsi la
nécessité d’utiliser un vecteur pour que la transfection de I’oligonucléotide dans les cellules
soit effective. Au contraire, lorsque le dODN est complexé aux nanocristaux de maghémite,

sa présence est bien visible dans le compartiment cytoplasmique des cellules.

V.2.2. Effet du temps d’incubation
Apres avoir vérifié que les nanocomplexes pouvaient étre internalisés par des cellules SW480
et afin d’optimiser le processus, une étude de ’influence du temps d’incubation en présence

du champ magnétique a été réalisé. Les cellules ont été incubées (250000 cellules par puits)
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avec les complexes R = 17.5 et 70 a une concentration extracellulaire en fer égale a 250 uM,
soit [dODN] = 0.23 uM (R =17.5) et 0.92 uM (R = 70). Apres des temps d’incubation allant
de 30 minutes a 24 heures (t = 30, 60, 120, 240 et 1440 minutes), 1’internalisation des
complexes a été suivie en parallele par cytométrie en flux et mesures MIAtek. Les résultats

obtenus sont présentés Figure 29.
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Figure 29 : Evolution du pourcentage de transfection et de particules internalisées en
fonction du temps d’incubation sur un aimant.

Les données de cytométrie en flux montrent des résultats comparables quel que soit le rapport
R utilisé. A la concentration en fer de 250 uM, I’internalisation des particules est relativement
rapide puisqu’au bout de 2 heures 93 % des cellules ont intégré I’oligonucléotide pour le
rapport R = 17.5 et 85% pour R = 70. On peut remarquer que pour les deux complexes, plus
de 75 % des cellules sont transfectées au bout de 30 minutes alors qu’étonnamment apres 24
heures d’incubation, le taux de transfection chute, a 60% pour le nanocomplexe R=17,5 et 15
% pour le complexe R = 70.

Les résultats MIAtek, Figure 29, sont exprimés en pourcentage de particules internalisées. Ce

pourcentage est obtenu comme précédemment a partir d’une droite de calibration effectuée
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sur des solutions de nanoparticules de concentration connue. Les mesures magnétiques
permettent d’observer des taux d’internalisation qui différent en fonction de la densité
d’oligonucléotide greffée a la surface de la nanoparticule. Pour une faible densité (R = 17.5)
le pourcentage de particules internalisées est situé aux environ de 15% et varie assez peu en
fonction du temps d’incubation sur I’aimant. Au contraire, pour une plus forte densité¢ (R =
70) on observe une augmentation linéaire du taux d’internalisation. En effet, apres 30 minutes
seulement 6% des particules sont internalisées, alors qu’aprés 24 heures le taux
d’internalisation atteint les 20%.

En tenant compte de ces différents résultats, il peut étre suggéré que la diminution du taux de
transfection observé par cytométrie apres 24h est liée soit au fait que le fluorophore se
dégrade au bout de quelques heures, soit a une extinction de fluorescence liée a
I’accumulation des nanoparticules. Cette derni¢re hypothese est confortée par le fait que pour
un nombre quasi-identique de nanoparticules internalisées (15% R=17,5 et 20% R=70), le
nombre de fluorophore est 4 fois plus important pour le nanocomplexe R=70 engendrant ainsi

un phénomene de quenching plus important.

Les différences de comportement observées par mesure magnétique vis-a-vis de la cinétique
d’internalisation des nanocomplexes en fonction du rapport R sont trés certainement liées aux
différences de densité et de conformation de 1’oligonucléotide a la surface de la nanoparticule.
Bien que I’étude de la stabilité colloidale des complexes n’ait pas révélée de grandes
variations du diametre hydrodynamique ou du potentiel Zeta en fonction de la valeur de R,
I’augmentation du nombre d’oligonucléotide a la surface de la particule doit nécessairement
conduire a une augmentation de la charge négative de la particule, tout au moins localement,
décuplant ainsi les interactions répulsives avec les glycoprotéines membranaires et de ce fait
ralentissant la traversée de la membrane plasmique. De plus ’accroissement de la densité en
créant un effet brosse doit probablement modifier I’approche de la particule au niveau de la
membrane cellulaire.

La combinaison des données recueillies lors de I’étude du relargage de 1’oligonucléotide dans
le sérum (demi-vie de 2 ou 6 heures en fonction de R) et de celles obtenues par I’étude de
I’internalisation des nanocomplexes, nous ont conduits a adopter pour la suite de 1’étude un

temps d’incubation sur aimant de 2 heures.
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V.3. Activité biologique des vecteurs
Comme nous 1’avons vu dans la premiére partie de ce chapitre, la protéine STAT3 est un
facteur de transcription activé constitutivement dans de nombreuses cellules cancéreuses.
Suite a la phosphorylation d’une de ces tyrosines dans le cytoplasme, la protéine forme un
dimere qui est pris en charge par des importines et va sous cette forme pouvoir traverser la
membrane nucléaire. Une fois parvenue dans le noyau, le facteur de transcription se lie a sa
cible sur ’ADN génomique et participe a la transcription de genes impliqués dans des
phénomenes cancéreux tels que la régulation de I’apoptose. Lors de travaux antérieurs, il a été
montré que I’oligonucléotide leurre utilisé¢ dans cette é¢tude pouvait inhiber la translocation
nucléaire en se liant aux dimeéres de STAT3 a l'intérieur du compartiment cytoplasmique.
Lorsqu’une quantité suffisante de STAT3 est bloquée dans le cytoplasme une dérégulation de

I’apoptose se produit conduisant a une augmentation de la mort cellulaire.”?

V.3.1. Inhibition de la translocation nucléaire de STAT3

Afin d’¢étudier I’interaction des nanocomplexes avec leur cible cellulaire (STAT3), des
expériences d’immunofluorescence ont été menées pour visualiser par microscopie la
localisation de STAT3 au sein de cellules SW480. Pour ces expériences, nous avons utilisé un
oligonucléotide de controle que nous appellerons Mut-dODN dont la séquence est la
suivante : 5’-d(CAT TTG CCA CAA TCG AAG ATT GTG GCA AAT G)-3’. Tout comme
le dODN, il est protégé des exonucléases par un groupement AmC6 en 5’ et marqué en 3’ par
un fluorophore (6-FAM = 6-carboxyfluorescéine). La spécificité de séquence de cet
oligonucléotide fait qu’il n’est pas reconnu par STAT3 contrairement au dODN.

Les cellules ont été incubées pendant 48 heures avec des nanocomplexes formés a un rapport
R =17.5 ou 70 avec I’un ou I’autre des oligonucléotides. Le champ magnétique a été appliqué
uniquement pendant les deux premieéres heures de 1’incubation. Afin de pouvoir comparer
I’efficacité des nanocomplexes en fonction de la conformation de I’oligonucléotide a la
surface de la nanoparticule, les cellules ont été incubées avec une concentration extracellulaire
constante en oligonucléotide égale a 4,6 uM soit une concentration en fer de 1,25 mM pour le
rapport R = 70 et de 5 mM pour le rapport R = 17.5. Le marquage de la protéine STAT3
s’effectue par une technique de double marquage. Les cellules sont tout d’abord incubées
pendant une heure en présence d’un anticorps primaire anti-STAT3, puis pendant 90 minutes
avec un anticorps secondaire qui se lie a 1’anticorps primaire et qui est marqué par un
fluorophore (Alexa Fluor 546, rouge). Comme précédemment les noyaux sont visualisés par

une coloration au DAPI (bleu). La Figure 30 présente 1I’ensemble des résultats.
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Figure 30 : Visualisation de I’inhibition de la translocation nucléaire de STAT3 par

microscopie a fluorescence.

En absence de dODN, Figure 30(A), ainsi que lorsque les cellules ont été incubés avec des
nanocomplexes yFe;O3;@Mut-dODN a un rapport R = 70, Figure 30(B), ou R = 17,5, STAT3
apparait localisée principalement dans le noyau ainsi que dans la zone péri nucléaire. En
revanche, lorsque les cellules sont incubées en présence de dODN associé aux nanoparticules
a un rapport R = 17,5 ou 70, la localisation de la protéine devient principalement
cytoplasmique, Figure 30(C) et (D).

Ces expériences d’immunofluorescence confirment tout d’abord la capacit¢ de nos
nanocomplexes a transporter un oligonucléotide au sein de cellules SW480. De plus, les
modifications cellulaires observées indiquent qu’apres complexation avec la surface des
nanoparticules, 1’oligonucleotide conserve son intégrité puisqu’il garde sa capacité a se lier a
sa cible, et enfin qu’il est libéré dans le cytoplasme en quantité suffisamment importante pour

pouvoir bloquer la translocation nucléaire de STAT3.
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V.3.2. Induction de I’apoptose
L’imagerie par fluorescence n’ayant qu’une valeur qualitative, nous avons cherché a obtenir
des données plus quantitatives quant a I’efficacité des nanocomplexes. Pour ce faire, nous
avons mesuré les variations de la mortalité cellulaire induites lors de I’introduction du dODN
dans les cellules. Nous avons rappelé précédemment que la séquestration de STAT3 dans le
cytoplasme en inhibant la transcription de certains genes permet aux cellules cancéreuses
d’entrer en apoptose.”” Une augmentation de la mortalité sera donc un signe de I’efficacité
des nanocomplexes a délivrer le dODN. Pour ces tests de mortalité, les cellules ont subi le
méme traitement que préalablement lors des expériences d’immunofluorescence en utilisant
¢galement 1’oligonucléotide Mut-dODN comme contrdle. La mortalité a été évaluée apres 48
heures d’incubation soit par comptage manuel au microscope a I’aide d’une lame Malassez en
marquant les cellules avec du bleu Trypan, Figure 31, soit par cytométrie en flux en marquant

les cellules par de I’iodure de propidium et de I’Annexin V (Annexe z).
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Figure 31 : Mortalité cellulaire quantifiée par coloration au bleu trypan.

Le taux de mortalité observé avec le ratio de 17,5 dODN par particule de maghémite est de
I’ordre de 30%. La mort des cellules peut étre attribuée a la spécificit¢ du nanocomplexe
vFe,O;@dODN puisque la mortalité induite par le complexe yFe,O3;@Mut-dODN reste
inférieure a 20% quelle que soit la méthode de mesure employée. Cependant, lorsque la

densité en oligonucléotide a la surface de la nanoparticule augmente, I’induction de la
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mortalité semble moins efficace puisqu’on constate une diminution d’environ 5 a 10 % de
cellules mortes pour le rapport R = 70, Figure 31. Outre les incertitudes expérimentales, les
différences de mortalité peuvent étre expliquées par les caractéristiques des nanocomplexes.
L’état d’agrégation des particules, la stabilité du complexe yFe,Os;@oligonucléotide, le temps
d’internalisation sont autant de facteurs qui vont influencer la libération de I’oligonucléotide
et ainsi son efficacité au sein de la cellule. Le résultat obtenu pour le rapport R = 17.5 est
cependant relativement satisfaisant puisque tout a fait similaire a celui obtenu avec d’autres
vecteurs.”” L’amélioration du processus d’inhibition de STAT3 par des nanocomplexes
vFe,Os @oligonucléotide pourrait passer par une optimisation de la séquence nucléotidique, de
la charge en oligonucléotide, de la concentration en particule, du temps d’incubation sur

aimant. ..

Dans ce chapitre, nous avons montré qu’il est possible de complexer en une seule étape un
oligonucléotide a la surface d’une nanoparticule de maghémite en utilisant un procédé
d’assemblage basé sur les attractions électrostatiques exercées entre le polyanion qu’est
[’acide nucléique et la surface cationique de la nanoparticule d’oxyde de fer. Cette méthode
permet de controler la charge en ADN portée par la nanoparticule et nous avons établi qu’il
est possible de transporter jusqu’a 70 brins d’oligonucléotide sur une particule de maghémite
de 10 nm de diametre. L’analyse spectroscopique, nous a permis de démontrer que la
structure en hairpin de [’oligonucléotide est conservée lors de la complexation a la
maghémite et que selon la densité en acide nucléique I’axe de la double hélice est orienté
parallelement ou perpendiculairement a la surface de la nanoparticule.

La conformation de [’oligonucléotide a la surface de la particule semble avoir une
importance en milieu biologique. En effet, [’étude de la stabilité des complexes dans le sérum
a montré que plus la densité en oligonucléotide est élevée moins le complexe est stable. De
plus, le suivi, par cytométrie en flux et mesure magnétique, de la transfection de cellules
SW480 a montré que [’internalisation des nanocomplexes a bien lieu quelle que soit
["orientation de [’oligonucléotide, mais que la cinétique de transport est dépendante de la
densité. Enfin ['imagerie par fluorescence et les tests de mortalité ont permis de vérifier que
le dODN, une fois véhiculé dans les cellules par les nanoparticules de maghémite, pouvait

inhiber efficacement la protéine STAT3 et ainsi induire la mort de cellules cancéreuses.

Ce travail a donné lieu a 2 publications :
Geinguenaud & al, Nanomedicine. 2012 ; 8 : 1106-1115.
Geinguenaud & al, J. Phys. Chem. B. 2014 ; 118 : 1535-1544.
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Chap 4. Fonctionnalisation de Nanoparticules par un Oligonucléotide Phosphorothioate et un Peptide Cationique

Dans ce chapitre, deux objectifs sont visés: tout d’abord, [’exemplification de la
complexation par voie électrostatique d’un oligonucléotide a la surface de nanoparticules de
maghémite, en utilisant cette fois un oligonucléotide phosphorothioate présentant des
propriétés chimiques différentes et également, élargir ce principe de complexation
électrostatique, en associant sur une méme nano-plateforme un oligonucléotide et un peptide
cationique constitué de 15 arginines. Pour ce dernier point, deux approches sont explorées :

[’assemblage dit couche par couche et la fonctionnalisation en une étape.

I. INTRODUCTION
I.1. Contexte

La littérature montre que pour augmenter la résistance des acides nucléiques vis-a-vis de la
dégradation par les nucléases, une stratégie est de substituer un atome d’oxygeéne par un
atome de soufre au niveau du squelette phosphodiester (cf. chapitre 1). Par ailleurs, si le nano-
vecteur est fonctionnalis€ en surface par une molécule ciblant un récepteur spécifique
surexprimé a la surface des cellules cibles, alors un ciblage dit actif est obtenu. Ainsi il a été
décrit qu’une certaine catégorie de peptides, les « Cell-Penetrating Peptides », favorise
I’internalisation cellulaire de macromolécules ou de nanoparticules.a'z) Ces peptides sont
constitués, la plupart du temps, de séquences riches en acides aminés cationiques (lysine,
arginine) et il a été montré que pour un oligopeptide contenant uniquement des résidus
arginine, I’efficacité maximale est obtenue lorsque la séquence comporte 15 acides aminés.”
Dans ce cadre, il nous est donc paru intéressant de vérifier d’une part, si le protocole de
fonctionnalisation par voie électrostatique, décrit dans le Chapitre 3, pouvait s’appliquer a un
oligonucléotide phosphorothioate et d’autre part, si via ce concept, il était possible d’ajouter
une nouvelle fonctionnalité sur la nano-plateforme ainsi élaborée, c’est-a-dire le ciblage actif

via la complexation d’un peptide cationique.

I.2. Description de I’oligonucléotide
Dans cette étude, menée en collaboration avec I’équipe du Professeur A. Carpentier (Hopital
Avicenne & Georges Pompidou), nous avons utilisé un oligonucléotide « CpG » développé
dans le cadre d’un essai clinique pour des patients atteints d’un glioblastome.”’ Cet
oligonucléotide, que I’on dénommera Li28 dans la suite du manuscrit est composé de 26

nucléotides et sa structure primaire est décrite Figure 1.
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(a) 5’-TAA ACG TTATAA CGT TAT GAC GTC AT-3’

(b) 5-TAAACGTT ATAACGT TATGACGTCAT-3’
3’-TACTGCAGTAT TGCA ATATT GCAAAT-5

Figure 1 : (a) Structure primaire et (b) structure secondaire probable de Li28.

Li28 comporte trois motifs CpG, Figure la en bleu, et sa séquence nucléotidique permet de
prévoir une structure secondaire en double hélice, Figure 1b, comportant des extrémités
pendantes, Figure 1b en gris, et deux mésappariements GT, Figure 1b en rouge.
L’oligonucléotide a été synthétisé avec un squelette entierement phosphorothioate, par la
société Avecia (Milford, Royaume Uni) et fourni en solution aqueuse a une concentration de
10 g.L"". Li28 a une masse molaire de 8920 g.mol”' (considérant un sodium par groupement
1

phosphorothioate) et présente un coefficient d’absorption molaire (g) de 271300 L.mol™.cm’

(http://www .ribotask.com/calculator.asp?PagelD=40).

II. COMPORTEMENT DE L’OLIGONUCLEOTIDE A PH ACIDE

La dépurination des acides nucléiques, hydrolyse de la liaison glycosidique entre les bases
puriques et le sucre, est un évenement relativement fréquent dans des conditions
physiologiques qui conduit a la formation d’un site abasique. Il a été montré, pour des
oligonucléotides a squelette phosphodiester, qu’une accélération du processus induisant une
coupure de la chaine phosphodiester au niveau du site abasique, est observée lorsqu’on
travaille a pH acide (pH = 5) et a une température élevée (90°C) pendant 6 heures.? Les
phosphorothioates, tels que Li28, sont connus pour étre plus résistants vis-a-vis de la
dégradation enzymatique que leurs homologues phosphodiesters. Cependant leur hydrolyse
acide a également été rapportée.(5'6) Au vu de ces connaissances et sachant que notre protocole
de complexation d’un oligonucléotide sur une particule de maghémite nécessite le passage par
une phase acide (pH # 2,5, cf. Chapitre 3), nous avons dans un premier temps vérifié I’impact

de ce traitement sur la fonctionnalité du Li28.

I1.1. Influence du pH acide sur la structure de I’oligonucléotide Li28
Lorsqu’un oligonucléotide est soumis a des variations du pH, un certain nombre de
modifications chimiques réversibles engendrées par la protonation/déprotonation au niveau de

sites spécifiques sont observées.”® Ces modifications sont illustrées Figure 2.
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Figure 2 : Sites de protonation d’un acide nucléique en fonction du pH.

En ce qui concerne les bases azotées, les échanges de protons sont liés au caractere plutot
acide (N1 des adénines, N3 des cytosines, N7 des adénines et des guanines) ou au contraire
plutét basique (N1 des guanines, N3 des thymines) de certains atomes d’azote des
hétérocycles. Pour un oligonucléotide phosphodiester, le pKa du N1 de ’adénine est estimé a
3.8 et celui du N3 des cytosines a 4.5. Le groupement phosphodiester quand a lui reste ionisé

dans une large gamme de pH puisque ’on estime son pKa entre 1 et 2.7

Les valeurs de pKa
présentées ici sont des valeurs approximatives qui peuvent é€tre influencées par des
modifications chimiques. On sait ainsi que la substitution d’un oxygene par un soufre dans un
phosphorothioate va diminuer le pKa de ce groupement en augmentant la délocalisation de
charge.(g ) Malgré quelques incertitudes sur les valeurs exactes des pKa, il est cependant
raisonnable de penser que, dans nos conditions de complexation (pH # 2.5), adénines et
cytosines seront sous une forme protonée similaire a celle que I’on peut voir en haut a droite
de la Figure 2. La protonation de ces deux bases aura pour conséquence de diminuer le
nombre de liaisons hydrogenes possibles avec la base complémentaire (Figure 3) et ainsi

favoriser la dénaturation d’une structure en double hélice et ce d’autant plus rapidement dans

des conditions de faible force ionique.
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Figure 3 : Modification de I’appariement en fonction du pH.

I1.2. Etude de la dégradation de Li28 a pH acide
I1.2.1. Etude par spectroscopie UV
Nous avons vu précédemment que la spectroscopie d’absorption UV est une technique
appropriée pour étudier les acides nucléiques et en particulier pour suivre des modifications
structurales. Dans cette étude, 1’oligonucléotide a été¢ mis en solution dans I’eau a pH = 2,5 a
une concentration de 3 uM puis placé dans une cuve en quartz pour un suivi de 1’absorbance a
260 nm pendant 24 heures a température ambiante. L’évolution de 1’absorbance au cours de

cette période est présentée Figure 4.
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Figure 4 : Evolution de I’absorbance de Li28 a pH acide (pH = 2.5 ; [Li28] = 3 uM).
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L’¢évolution de I’absorbance en fonction du temps peut étre décomposée en trois phases :
- une légere augmentation pendant les 30 premieres minutes
- ensuite une phase de décroissance jusqu’a t = 5h

- et enfin une stabilisation du phénomene.

Au bout de 24 heures, le pH de la solution a été remonté a 7,5 par ajout de 100 pL. d’une
solution d’hydroxyde de soude, soit une variation de volume de 1’ordre de 10%. Le spectre
UV de cette solution a été enregistré a t = 120 minutes. En parallele, la méme quantité de Li28
a été mise en solution a une concentration de 3 uM dans de I’eau a pH 7.5 (Ech 1). Les

spectres des différentes solutions sont présentés Figure 5.
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Figure 5 : Variations de I’absorbance a pH 2.5 et 7.5.

On peut remarquer que lorsque 1’on remonte le pH de la solution acide a 7,5, (Ech 2, spectre
rouge, trait plein), le spectre UV est quasiment identique, apres correction de la dilution, a
celui obtenu en placant directement 1’échantillon a pH = 7,5, (Ech 1, spectre noir). On observe
aussi que le spectre a pH acide présente un décalage du maximum d’absorption vers les

grandes longueurs d’ondes.

Ces résultats doivent étre interprétés en tenant compte de différents phénomenes : les
variations de I’absorbance peuvent étre dues a un changement de structure, une dénaturation
de la double hélice, une dégradation de 1’oligonucléotide ou encore une modification du
coefficient d’absorption molaire suite a la protonation des bases azotées. La combinaison

éventuelle de ces différents effets doit étre également prise en compte.”” 8 10, 11)
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La bande d’absorption dans I’UV des acides nucléiques est liée a la présence des hétérocycles
constitutifs des bases purines et pyrimidiques (transitions électroniques entre les orbitales
moléculaires m-t*). De ce fait, le spectre UV refléte 1’état €lectronique de ces hétérocycles et
sera donc sensible aux variations de nombreux parametres extérieurs liés aux conditions
expérimentales ou a la structure de I’oligonucléotide. Ainsi, la structuration de 1’acide
nucléique en une double hélice, induisant un empilement des bases azotées, conduit a une
modification de I’absorption. Toutes choses étant égales par ailleurs (solvant, concentration,
force ionique, pH...), il a ét¢ montré que 1’absorption d’un nucléotide isolé est supérieure a
celle du méme nucléotide engagé dans un oligonucléotide en simple brin qui est elle-méme

supérieure 2 celle du nucléotide engagé dans une double hélice, Figure 6.”

Absorbance (g)

Double hélice Simple brin Nucléotide

Figure 6 : Evolution de ’absorption en fonction de la structuration.

Outre la structure de I’acide nucléique, un autre facteur influencant son absorption en UV est
le pH de la solution dans laquelle il est placé. Ces deux facteurs sont d’ailleurs étroitement
liés. En effet, les modifications chimiques engendrées par la protonation/déprotonation de
certains sites vont modifier la structure de 1’oligonucléotide ainsi que la configuration

¢lectronique des hétérocycles avec comme résultats des variations de I’intensité d’absorption.

En tenant compte de ces différents parametres, les résultats présentés Figures 4&5 suggerent
que lorsque I’oligonucléotide est solubilis¢ en milieu acide, il se produit tout d’abord, 30
minutes dans nos conditions expérimentales, une ouverture de la structure en double hélice ce
qui se traduit par une augmentation de 1’absorbance (Cf. Figure 6). Au cours du temps, (t=30
min), la protonation graduelle de tous les sites se traduit par une diminution de 1’absorbance
sur une période d’environ 4 a 5 heures. Ces résultats sont en accord avec ceux décrits par
Zimmer sur un ADN @? et indiquent que Li28 ne semble pas dégradé en milieu acide. Ceci
est conforté par le fait que le spectre UV obtenu apres 24 heures en milieu acide et
réajustement du pH a 7,5, est identique a celui de I’oligonucléotide lorsqu’il n’a subi aucun

traitement.
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Les résultats de cette étude permettent donc de démontrer que dans nos conditions
expérimentales, aucune dégradation irréversible de la structure de Li28 n’est détectable par
spectroscopie d’absorption UV. En effet, dans le cas contraire, on observerait une
augmentation de 1’absorbance li¢e a la coupure de I’ADN (libération de nucléotides libres),
ou, dans le pire des cas, une diminution de I’absorbance li¢ a la destruction des hétérocycles.
Cependant, afin de valider ce résultat par une autre méthode, 1’étude de Li28 a pH acide a été

menée par spectroscopie infrarouge.

11.2.2. Etude par spectroscopie IRTF
Comme dans le paragraphe précédent, Li28 a été analysé a pH 2,5 et 7,5 afin de déterminer si
nos conditions expérimentales pouvaient entrainer des modifications irréversibles de sa
structure primaire. Les spectres infrarouges enregistrés dans D,O a une concentration en Li28
proche de 10 mM sont présentés Figure 7 dans les zones caractéristiques de 1’appariement

des bases (1500-1750 cm'l) et de la conformation du squelette (1000-1150 cm'l).

1677
1047

pHTS

pH 2.5

Absorbance (a.u.)

1046 30 minpH 2.5
\ 1010 puis pH 7.5

‘ | 30 min pH 2.5
dessalement
puis pH 7.5

1700 1600 1500 1160 1100 1000

Nombre d’onde/cm-1

Figure 7 : Evolution du spectre infrarouge de Li28 en fonction du pH.
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Le spectre de Li28 a pH 7,5 (haut, noir) est, pour ce qui est de la région caractéristique des
vibrations des bases, tres proche de celui attendu pour un oligonucléotide a squelette
phosphodiester engagé dans une double hélice via des appariements de type Watson-Crick.
On retrouve ainsi les bandes impliquant 2 1695 cm™ le C2=02 des thymines, a 1677 cm™ le
C6=06 des guanines, a 1661 cm™! le C4=04 des thymines, a 1646 cm’! le cycle des thymines
ainsi que le C2=02 des cytosines et 2 1623 cm™ le cycle de I’adénine.”? Ce résultat n’est pas
étonnant car hormis de sensibles variations du stacking, liées a la modification chimique
influant notamment sur I’hydratation de la molécule, peu de bouleversements sont attendus
dans les fréquences de vibrations reflétant I’appariement des bases.”>’# En revanche, et de
maniere attendue, des changements drastiques apparaissent dans la région caractéristique des
vibrations du phosphate (1000-1150 cm™), avec notamment des bandes d’absorption situées
vers 1150, 1098 et 1076 cm™ (Cf. Chapitre 3, Figure 22). Ces modifications sont engendrées
par différents phénomenes tels que : les différences de symétrie entre les groupements O-P-O
et O-P-S, les modifications de la distribution de charge, la nature de la liaison entre les
différents atomes (ordre, longueur). Ainsi, en raison de la différence de masse entre le soufre
et ’oxygene, on s’attend a un déplacement de la fréquence de vibration de la liaison P-S vers
les bas nombres d’onde ; celle-ci serait située vers 650 cm! selon certains auteurs.”> ¥ Bien
que 1’on puisse supposer que les bandes d’absorption situées a 1047 et 1010 cm™ soient dues
a des vibrations des C-O du sucre (comme dans les phosphodiesters), le manque de données
infrarouges dans la littérature concernant les phosphorothioates rend malheureusement tres
délicate leur attribution.”? >

Apres incubation de Li28 a pH 2,5 pendant plusieurs heures, une nuit, des modifications
importantes du spectre IR sont observées, Figure 7 spectre bleu. Dans la région spectrale
allant de 1600 a 1700 cm™, seulement deux bandes larges, multi composantes, sont présentes
vers 1693 et 1659 cm™. Ce résultat est compatible avec la littérature existante puisque d’apres
M. Tsuboi, a pH acide le spectre IR d’un oligonucléotide présente un déplacement général des
bandes de ’adénine, de la guanine et de la cytosine vers les grands nombres d’onde.”® Ainsi,
a pH 2,5 une forte bande de vibration du cycle de la cytosine est attendue a 1658 cm™ de
méme qu’un déplacement de la bande du cycle de ’adénine de 1623 vers 1668 cm™. Le
spectre de Li28 dans la région des vibrations des bases refléte donc bien, dans I’ensemble, les
modifications attendues a ce pH faisant suite a la dénaturation de la double hélice et a la
protonation des bases. De plus, dans la région spectrale allant de 1000 2 1150 cm™, on peut
observer 2 pH 2,5 la disparition de la bande 2 1047 cm™ concomitamment & I’apparition d’une

bande 4 1057 cm™'. Cette bande a 1057 cm’l, insensible a I’hydratation, a déja été observée a
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pH = 7 dans un oligonucléotide en simple brin **

et son déplacement vers les bas nombres
d’onde pourrait donc étre un marqueur infrarouge de la structuration en double hélice d’un
phosphorothioate.

Pour déceler une éventuelle dégradation de Li28 dans nos conditions de complexation,
I’oligonucléotide a été incubé a pH 2,5 pendant 30 minutes. Apres ce délai, le pH de la
solution a été remonté a 7,5 par ajout de NaOH et dans une deuxieme étape, I’échantillon a été
dessalé par ultracentrifugation sur membrane afin d’enlever I’excés de sel (NaCl) formé suite
a la réaction de neutralisation. Les spectres de Li28, a pH 7.5, avant (rouge) et apres
dessalement (vert) sont présentés Figure 7. On remarque que lorsque 1’on remonte le pH de la
solution a 7,5 (spectre rouge), on ne retrouve pas le spectre initial de Li28 (noir). Le spectre
obtenu est plutdt représentatif d’un oligonucléotide dénaturé comme le confirme la bande a
1054 cm™. Outre le fait qu’une dégradation de Li28 puisse étre envisagée, une explication
possible de ce phénomene peut-Etre apportée en considérant le mode opératoire de préparation
de I’échantillon pour I’analyse infrarouge. En effet, pour des raisons pratiques, 250 pL d’une
solution contenant environ 1 a 2 pmole de NaCl et 15 nmole de Li28 sont dans un premier
temps évaporés sous air sec (P et T ambiante). Lors de cette phase d’évaporation, le sel et
I’oligonucléotide présent dans 1’échantillon sont progressivement concentrés au-dela du seuil
de solubilité et cristallisent. Lorsque I’échantillon est sec, il est « repris » dans 1.5 pL de D,O
et le spectre est enregistré rapidement pour éviter I’évaporation. Il est possible que dans de
telles conditions, I’oligonucléotide ne se réhydrate pas completement ou que des interactions
salines non spécifiques interviennent, bloquant ainsi la reformation de la structure en double
hélice. Cette théorie est d’ailleurs confortée par le fait que lorsque 1’échantillon a été dessalé,
les spectres de Li28 avant et apres passage a pH acide sont trés similaires, Figure 7 spectres
noirs et verts respectivement, méme si 1’on observe une légére différence dans la zone
spectrale caractéristique du C6=06 des guanines (1677 et 1680 cm™). Cette petite différence
peut-étre d’ailleurs elle aussi expliquée, en tenant compte de la disparité des ions sodium
présents dans I’échantillon au moment du spectre. En effet, I’ion Na" en diminuant les
répulsions entre les charges négatives portées par les groupements phosphorothioates, va
contribuer a la stabilité de la structure en double hélice en permettant un plus grand stacking.
En conclusion, cette étude par spectroscopie infrarouge ne révelent pas de modifications
significatives de la structure de Li28 apres traitement en milieu acide, en accord avec I’étude
pas spectroscopie UV. Ainsi la dégradation de 1’oligonucléotide, suite a son incubation a pH
2,5 pendant 30 minutes ne semble pas se produire. Afin de conforter, ou non, ses résultats,

une étude par électrophorése sur gel d’agarose a été également effectuée.
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I1.2.3. Etude par électrophorese

L’¢électrophorése sur gel d’agarose est une technique qui permet de séparer des acides
nucléiques en fonction de leur poids moléculaire. La séparation s’effectue sous 1’effet d’un
champ ¢lectrique, par migration de I’acide nucléique chargé négativement a travers le gel.
Selon I’intensité du champ ¢électrique appliqué, les molécules migreront plus ou moins loin en
fonction de leur taille et de leur charge. On voit ainsi, que lorsqu’un acide nucléique est
dégradé, il migre plus rapidement que si sa structure primaire est intacte. De méme, un
oligonucléotide se migrera plus rapidement a travers le gel s’il est en simple brin que s’il est
apparié en une double hélice.

Dans notre étude, la visualisation de I’acide nucléique au sein du gel est réalisée en utilisant le
bromure d’éthidium (BET), un intercalant de I’ADN dont la présence peut étre détectée grace
a son émission de fluorescence sous éclairage UV. Cette molécule aromatique, chargée
positivement, est relativement hydrophobe. Lorsqu’elle est mise en solution avec un acide
nucléique, elle va venir s’intercaler entre les bases, probablement en augmentant I’écartement
entre les plateaux formés par les bases et en chassant des molécules d’eau, ce qui va induire

une exaltation de fluorescence d’un facteur 20.77%

Il a aussi ét¢ montré que 1’affinité du
BET était beaucoup plus importante pour une structure en double hélice que pour un simple
brin.®” Ainsi de par la spécificité d’interaction du BET vis-a-vis de I’ADN double brin, cette
technique s’avére étre une méthode complémentaire et discriminante pour étudier la
dégradation des acides nucléiques. Dans le cas d’une dégradation de 1’acide nucléique, on
s’attend donc a une diminution de I’intensité de fluorescence du BET.?"

Comme lors des études par spectroscopies, Li28 a été soumis pendant des périodes plus ou
moins longues a différentes conditions de préparation (pH, salinité...) afin d’étudier les
conséquences éventuelles sur ses propriétés de migration au sein d’un gel d’agarose 1% et de
les corréler a une possible dégradation de 1’oligonucléotide. Cinq conditions différentes de
préparation de Li28 ont été testées et les expériences ont été menées avec 1 pug de Li28 dans
chaque puits avec une tension appliquée de 80 V dans un tampon d’¢lution TBE (Tris-Borate-
EDTA). Le premier puits, S1, contenait du Li28 n’ayant subi aucun traitement particulier, la
référence, le second puits, S2, du Li28 dans une solution de NaCl 100 mM. Pour les 3°me et
4eme puits, Li28 a été incubé dans une solution HCI 0.1 M pendant 1 minute, S3, ou 3h30, S4,
puis neutralisé par une solution NaOH 0.1M. Finalement, pour le dernier puits, S5, Li28 a été
incubé pendant 30 minutes a pH 2,5 puis le pH a été remonté a 7,5 et la solution dessalée par

ultrafiltration sur membrane (méme échantillon que celui passé en infrarouge, spectre vert

Figure 7). Les résultats de cette étude sont présentés Figure 8.
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Figure 8 : Evolution de la fluorescence du complexe Li28/BET en fonction du pH.

Comme on peut le voir Figure 8, cette technique est relativement sensible aux conditions
expérimentales, puisque 1’on observe une différence d’intensité de fluorescence de 1’ordre de
10% lorsque Li28 est dilué dans de I’eau pure, S1, ou une solution saline NaCl 0.1 M, S2.
Quand Li28 est mis en solution a un pH de I’ordre de 1 pendant une minute puis que la
solution est neutralisée par de la soude, S3, on s’apercoit que la fluorescence du complexe ne
varie pratiquement pas, si on la compare a une solution témoin de Li28 de méme salinité, S2.
De méme, lorsque Li28 est placé dans nos conditions expérimentales de complexation sur les
particules de maghémite, S5, la fluorescence du complexe Li28/BET reste proche de celle du
témoin, S1. En revanche, lorsque I’oligonucléotide est soumis a un pH de I’ordre de 1 pendant
un temps plus long, ici 3h30, on observe clairement une diminution de la fluorescence de
I’ordre de 25 %.

Les expériences d’électrophoreése, montrent que dans nos conditions expérimentales, 30
minutes a pH 2,5, aucune détérioration de la structure primaire de 1’oligonucléotide n’est
observée. En revanche, ces expériences montrent également que lorsque Li28 est placé dans
des conditions plus drastiques, pH = 1 pendant 3h30, une détérioration importante de
I’oligonucléotide se produit.

L’ensemble des résultats obtenus par spectroscopie et par électrophorese ont conforté notre
choix d’utiliser la stratégie décrite au Chapitre 3 pour la complexation d’un oligonucléotide
phosphodiester a la surface des nanoparticules de maghémite, afin de la transposer a la

complexation du Li28.
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III. COMPLEXATION DE LI28 SUR DES PARTICULES DE MAGHEMITE

Le processus de fonctionnalisation de Li28 sur des nanoparticules de maghémite est basé sur
I’approche électrostatique développée au Chapitre 3 en tirant profit des charges opposées
portées par les groupements phosphorothioates et les nanoparticules a pH 2.,5. 1l est a noter
que des tentatives de complexation de Li28 a pH 4 et a pH 10 ont démontré de faibles

rendements de complexation (# 15%).

II1.1. Fonctionnalisation
La synthese des nanoparticules de maghémite et la fonctionnalisation de la surface des
particules par Li28 sont réalisées selon les mémes modes opératoires que ceux décrits au
Chapitre 3. Les particules synthétisées par voie micellaire présentent un diametre moyen de
10 nm. Pour réaliser la fonctionnalisation de surface, les nanoparticules sont tout d’abord
solubilisées dans 500 pL d’eau a pH = 2 a une concentration en fer de 11 mM et soumises a
sonication pendant 30 minutes. Afin d’estimer la quantit¢ maximale d’oligonucléotide que
I’on peut complexer sur une nanoparticule de 10 nm, 7 complexes ont été préparés avec un
nombre constant de nanoparticules (NP) et des quantités croissantes de Li28, caractérisés par
le ratio R = Li28/NP. Nous avons fait varier ce ratio de facon a avoir en solution de 8,75 a 175
brins d’ADN par nanoparticule soit R = 8,75 ; 17,5 ; 35; 52,5; 70 ; 87,5 et 175. Différentes
quantités d’oligonucléotide ont donc été diluées chacune dans 500 pL d’eau a pH = 7. L’acide
nucléique est ensuite ajouté aux nanoparticules cationiques et la complexation est réalisée a
température ambiante sous agitation circulaire pendant 30 minutes. Dans ces conditions, le pH
de la solution apres mélange est d’environ 2,5 et la concentration en fer égale a 5,5 mM pour
des concentrations en Li28 variant de 2,5 a 50 uM, Figure 9. Un phénomene de

floculation/sédimentation, apparait au bout de 5 minutes pour les ratios R < 70 (Figure 9).

R=8.75 17.5 35 52.5 70 87.5 175
[Li28]=25 S5 10 15 20 25 50 uM

Figure 9 : Complexation de Li28.
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Apres 30 minutes de complexation, les nanocomplexes sont centrifugés pendant 30 minutes et
les tubes mis sur aimant afin de récupérer le surnageant et ainsi éliminer 1’oligonucléotide
n’ayant pas réagi. Finalement les complexes (YFe,O3;@Li28) sont dilués dans 1 mL d’eau
ultrapure, soit une concentration en fer proche de 5,5 mM, et le pH est ajusté a 7,5 a 1’aide

d’une solution d’hydroxyde de sodium.

II1.2. Caractérisation des complexes et des surnageants
II1.2.1. Caractérisation des surnageants
Comme nous I’avons vu au Chapitre 3, le dosage UV des surnageants permet d’évaluer le
rendement de  complexation et d’estimer le nombre d’oligonucléotides greffés par
nanoparticule. Le dosage UV-Visible des différents surnageants a été effectué a pH acide

directement apres la complexation et les spectres sont présentés Figure 10.
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Figure 10 : Dosage UV des surnageants.

La quantité de Li28 présente dans le surnageant augmente avec les valeurs de R. Cependant
jusqu’a R = 87,5 la quantité de Li28 n’ayant pas été complexé reste faible et I’on obtient des
rendements de complexation supérieur a 95%. Pour R = 175, il ne nous a pas été possible de
calculer un rendement en raison de la présence de particules dans le surnageant (forte
absorption a 350 nm spectre jaune). Les rendements de complexation ainsi qu’une estimation

du nombre moyen de Li28 par nanoparticule sont présentés Tableau 1.
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R
8.75 17.5 35 52.5 70 87.5 175
Rendement % 98.3 98.9 98 98.1 95.9 96.7 -
Li28/particule 8.6 17.3 34.3 51.2 67.1 84.6 -

Tableau 1 : Rendement de complexation et nombre moyen de Li28 par particule.

II1.2.2. Caractérisation des complexes
Spectres UV-Visibles des complexes
Les spectres UV-Visibles des nanocomplexes obtenus aux différents rapports R sont présentés

Figure 11(A) apres normalisation a 350 nm.
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Figure 11 : (A) Spectres UV-Visible, normalisés a 350 nm, des nanocomplexes pour
différentes valeurs de R ; (B) évolution du rapport A,s0/A3sp en fonction de R.

Comme lors de la complexation du dODN phosphodiester (Cf. Chapitre 3), on observe une
augmentation de 1’absorption a 260 nm au fur et a mesure que R augmente. L’évolution du
ratio Aeo/Asso en fonction de R est représentée Figure 11(B). On peut remarquer que ce ratio,
qui rend compte du nombre d’oligonucléotide par particule, croit de fagon quasi linéaire
quand R augmente et ce jusqu’a environ 87 Li28 par nanoparticule. Au-dela de cette valeur,
un phénomene de saturation est observé. Ce résultat confirme les rendements de complexation

obtenus en analysant directement les surnageants et démontre qu’aussi bien avec un
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oligonucléotide phosphodiester qu’avec un squelette phosphorothioate, il est possible de

contrbler le nombre d’oligonucléotides complexés a la surface d’une nanoparticule d’oxyde

de fer.

Diametre hydrodynamique et potentiel Zéta

Des mesures de diametre hydrodynamique, par diffusion dynamique de la lumiere, et de
potentiel zéta ont été effectuées sur les différents complexes a 1’aide du systéme « Zetasizer
Nano ZS » (Annexe II, 111. Diffusion dynamique de la lumiere (DLS)). Les résultats obtenus

dans I’eau & pH 7,5 pour une concentration en fer de 5.10™*M sont présentées Tableau 2.

R
8.75 17.5 35 52.5 70 87.5 175
Dyn(nm) 135 89 59 55 53 55 56
Z(mV) -42 -43 -45 -54 -54 -57 -48

Tableau 2 : Valeurs du diametre hydrodynamique (D;, Z-Average) et du potentiel zéta (Z)
mesurées dans ’eau (pH 7,5) des différents complexes a une concentration en fer de 5.10%
M.

Rappelons, qu’en I’absence de fonctionnalisation, les nanoparticules de maghémite sont tres
peu chargées a pH 7.5 et de ce fait ont une stabilité colloidale tres faible qui conduit a une

agrégation et une sédimentation rapide de 1’échantillon.

Si 'on s’intéresse a 1’évolution du diametre hydrodynamique des complexes formés avec
Li28, on s’apercoit que celui-ci décroit rapidement de R = 8,75 a 35 puis semble se stabiliser
aux alentours de 55 nm pour les dernieres valeurs de R, Tableau 2. Concernant le potentiel
z&ta, les valeurs obtenues sont, dans ’ensemble, elles aussi cohérentes puisque 1’on observe
une augmentation, en valeur absolue, du potentiel jusqu’a R = 87,5, Tableau 2. Ainsi la
valeur fortement négative (< - 40 mV) mesurée pour tous les complexes est une indication de

la fonctionnalisation des nanoparticules par Li28.

L’ensemble de ces résultats va donc dans le sens d’un renforcement de la stabilité colloidale
des nanocomplexes yFe,O3;@Li28 au fur a mesure que R croit. Ceci est dii a I’augmentation
de la densité de Li28 a la surface des nanoparticules, comme 1’ont montré les mesures de
diametre hydrodynamique et de potentiel zé€ta ainsi que les spectres UV des différents

complexes et des surnageants.
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II1.3. « Décrochage » de Li28 et étude de la dégradation

En complément de 1’étude sur la dégradation de Li28 a pH acide, nous avons voulu vérifier si
I’oligonucléotide pouvait se dégrader dans les conditions « completes » de complexation, i.e.
en présence des nanoparticules d’oxyde de fer. Pour cela, nous avons préparé un complexe
vFe,O;@Li28 avec le rapport R = 70 en utilisant les conditions de complexation décrites
précédemment (§ IIL.1.). Nous avons ensuite mis au point un protocole permettant le
relargage de 1’oligonucléotide dans des conditions minimisant sa dégradation. Pour ce faire, le
complexe a été dilué dans une solution saline, 150 mM NaCl pH 7,1, et incubé sous agitation
circulaire a température ambiante pendant 3 jours. La solution a alors été centrifugée pendant
3 heures et le surnageant séparé¢ du complexe a I’aide d’un aimant. En procédant de la sorte,
nous avons estimé¢ qu’environ 60% de Li28 s’était décroché des nanoparticules.
L’oligonucléotide a finalement été dessalé par ultracentrifugation sur membrane pour étre
étudié par spectroscopie infrarouge et par €lectrophorese afin de déterminer une hypothétique
dégradation liée aux conditions de complexation.

Les spectres infrarouges de Li28 avant complexation et apres relargage sont présentés Figure

12 dans la région spectrale caractéristique de I’appariement des bases.
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Figure 12: Spectres infrarouges de Li28 avant (noir) et apres (bleu) complexation (pH 7,5).
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Le spectre de I’oligonucléotide apres son relargage de la surface de la nanoparticule (spectre
bleu) est quasiment identique a celui de Li28 avant la complexation (spectre noir). Méme si il
est difficile par spectroscopie infrarouge de déceler des coupures de la chaine
phosphorothioate a la seule étude de cette région spectrale, nous pouvons constater que les
bandes caractéristiques de ’appariement de Li28 restent inchangées aprés le relargage ce qui
suggere que les bases n’ont pas été dégradées lors de la complexation. Afin de confirmer cette
hypothése, nous avons fait migrer 1’oligonucléotide, récupérer apres relargage, sur un gel
d’agarose dans les mémes conditions que précédemment (§ I1.2.3.). Le premier puits
contenait une solution de Li28 n’ayant subi aucun traitement, S1, pour les 2°™ et 3°™ puits
Li28 a été incubé dans les conditions de complexation en absence, S2, ou en présence, S3, de
nanoparticules de maghémite puis le pH a été remonté a 7,5 et la solution dessalée par

ultracentrifugation sur membrane. Les résultats de cette étude sont présentés Figure 13.
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Figure 13 : Etude par électrophorése sur gel d’agarose 1% de la dégradation de Li28 en
conditions de complexation.
Lorsque I’on compare les intensités de fluorescence entre les trois puits, S1 a S3, on ne
constate que de légeres différences n’allant pas dans le sens d’une dégradation de
I’oligonucléotide. Les résultats obtenus par é€lectrophoreése confirment donc que dans les
conditions de complexation utilisées, aucune dégradation importante de la structure primaire

de Li28 n’est observée, y compris en présence de nanoparticules de maghémite.

151



Chap 4. Fonctionnalisation de Nanoparticules par un Oligonucléotide Phosphorothioate et un Peptide Cationique

Compte tenu des résultats encourageants obtenus lors la complexation de Li28 a la surface de
nanoparticules de maghémite, nous avons ensuite abordé la deuxieme étape de ce projet, en

essayant d’utiliser cette plateforme anionique pour la complexation d’un peptide cationique.

IV. COMPLEXATION DE LI28 ET D’UN PEPTIDE CATIONIQUE : STRATEGIE
PAR ETAPES
IV.1. Le peptide Arg;s

Le peptide Arg;s que nous avons utilisé pour la suite de ce projet est schématisé Figure 14.

pKa =12.48
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Figure 14: Structure primaire du peptide Arg;s a pH 7.

Ce peptide est porteur d’un groupement fluorophore (TAMRA: 5(6)-
carboxytetramethylrhodamine) a I’une de ses extrémités et les groupements guanidinium de sa
chaine latérale vont lui conférer une charge nette positive, dans une large gamme de pH, en
raison de leur pK de I’ordre de 12,5. Compte tenu de I’ensemble des groupements ionisables
de la molécule, on peut estimer qu’a pH = 7, le peptide sera porteur d’une charge nette,
positive, proche de 14. En considérant que le complexe yFe,O;@Li28, de par la présence de
nombreux groupements phosphorothioates, a un potentiel zéta fortement négatif a pH = 7,
Tableau 2, nous avons, dans un premier temps, envisagé une méthode de fonctionnalisation
relativement simple basée sur les attractions électrostatiques qui doivent s’exercées entre le

complexe YFe,O3@Li28 et le peptide Arg;s.
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IV.2. Fonctionnalisation de la surface par une stratégie dite par étape

Le schéma de fonctionnalisation est présenté Figure 15.

+O+ — — - -
+ +
+ 58 Li28 0,6;6;14et29Arg,;  —
pH 2 pPH7 pH7

Figure 15: Schéma de fonctionnalisation du complexe yFe;0;@Li28 par Argl5.

Dans une premiere étape, le complexe yFe,O;@Li28 avec environ 58 brins de Li28 par
nanoparticule est synthétisé en utilisant les conditions décrites précédemment (§ IIL.1.). Les
nanoparticules sont ensuite mises en solution a pH = 7 dans 500 pL d’eau a une concentration
en fer de 2.7 mM et un volume équivalent d’une solution contenant le peptide Arg;s est
ajouté. La fonctionnalisation a été réalisée avec des concentrations différentes en peptide de
maniere a avoir en solution 0,6 ; 6; 14 ou 29 brins d’Arg;s par nanoparticule pour une
concentration finale en fer égale a 1,3 mM. Les mélanges sont laissés sous agitation pendant
16 heures, puis centrifugés pendant 60 minutes et le surnageant est séparé des nanocomplexes
a ’aide d’un aimant. Afin de disposer d’une référence pour les différentes caractérisations,
une solution de yFe,O;@Li28, a une concentration en fer égale a 1,3 mM, a subit les mémes
étapes d’agitation, centrifugation et séparation. Les spectres de fluorescence et d’absorption
dans I’UV-Visible des complexes et des surnageants ont ensuite été enregistrés afin de

caractériser la réaction.

IV.3. Caractérisation des complexes et des surnageants
IV.3.1. Spectres UV-Visibles des surnageants

Les spectres UV-Visibles des surnageants sont présentés Figure 16.



Chap 4. Fonctionnalisation de Nanoparticules par un Oligonucléotide Phosphorothioate et un Peptide Cationique

—— 0 Arg, ./ particule
—— 0.6 Arg,_/ particule

g 6 Arg,,/ particule
a ] — 14 Argmi particule
*E 124 | 29 Argmi particule
2 i
- i
g 094 f\ -
8 Vg '
W \
5 0,6 4 i

0,34 _— E

0,04 ” c
T T T T T T
250 300 350 400 450 500

Longueur d'onde (nm)

Figure 16 : Spectres UV-Visibles des surnageants.

Lorsque I’on compare les spectres UV des surnageants apres fonctionnalisation par le peptide,
Figure 16, a ceux de la simple complexation par Li28, Figure 10, on s’apercoit qu’une
quantit¢ importante d’oligonucléotide se décroche lors de la deuxiéme étape de
fonctionnalisation par Arg;s (forte absorption a 260 nm). Nous avons alors essayé d’estimer la
quantité de Li28 qui s’est décrochée des nanoparticules en utilisant la valeur de 1’absorption a
260 nm. Compte tenu de la présence, en quantité non négligeable, de particules dans le
surnageant (forte absorption a 350 nm), nous avons dii pour cela soustraire 1’absorption liée a
la maghémite de la valeur de I’absorption totale (Arios60) = A60) — Ay-Fe0:260)- La part de
I’absorption due a la maghémite a 260 nm a été obtenue d’apreés le rapport A,.re.0:260) =
A350/0,59 a partir d’un spectre de nanoparticules « nues » a pH acide. Cette estimation,
grossicre, obtenue en retranchant I’absorption de la maghémite, nous a permis d’évaluer la

perte en Li28 a environ 60%.

1V.3.2. Spectres de fluorescence des complexes et des surnageants
Pour tenter d’estimer la quantité de peptide Arg;s fixé au complexe yFe,O3;@Li28 nous avons
tiré parti de la présence du fluorochrome TAMRA associé au peptide. Ce dernier, lorsqu’il est
excité a 540 nm présente un maximum d’émission situé¢ aux alentours de 575 nm. La Figure
17 montre les spectres d’émission de fluorescence et la droite de calibration associée,
lorsqu’on utilise les mémes concentrations en Arg;s que celles employées pour I’expérience
de complexation du peptide sur le complexe yFe,O;@Li28 (§ IV.1.). En conséquence on peut
lire directement sur la courbe de droite I'intensité de fluorescence attendue, au maximum,

pour chacun des complexes.
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Figure 17 : Spectres d’émission de fluorescence et droite de calibration du peptide Argys.

Les spectres d’émission de fluorescence des surnageants ont été enregistrés et leur intensité de

fluorescence a 575 nm est reportée sur la Figure 18.
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Figure 18 : Intensité de fluorescence des surnageants des différents complexes.

Comme on peut le voir sur cette figure, la quantité de fluorophore présente dans le surnageant
augmente parallelement a la quantité initiale de peptide ajoutée lors de la réaction de
complexation ((Arg;s/particule)ms,). Une estimation de la quantité de peptide liée aux
nanoparticules peut étre déduite a partir de I’intensité de fluorescence des peptides introduits
initialement 1(575)¢serence, Figure 17, et ’intensité de fluorescence mesurée dans le surnageant

I(575)surnageant; Figure 18. Les valeurs du nombre de brins de peptide complexés a une

nanoparticule ((Arg;s/particule).y,) sont données dans le Tableau 3.
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(Args/particule)me,

0 0.6 6 14 29
L(575) ¢térence 634 162412 2696846 6955154 11566720
1(575)surnageant 3594 41910 352010 518860 2519600
(Arg;s/particule)ey, - - 5 13 23

Tableau 3 : Estimation du nombre de brins de peptide Arg;s par particule.
L’analyse des surnageants montre ainsi que des quantités croissantes de peptides sont

complexées lorsque la quantité introduite initialement augmente.

Nous avons ensuite enregistré les spectres d’émission de fluorescence des complexes et leur

intensité de fluorescence a 575 nm est reportée Figure 19.
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Figure 19 : Intensité de fluorescence des différents complexes ([Fe] = 1.3 mM).

En accord avec les résultats précédents, Tableau 3, on observe une augmentation de la
fluorescence des complexes yFe,O3;@Li28/Arg;s en fonction de la quantité de peptide
introduite initialement. On peut cependant remarquer que l’intensité des complexes reste
étonnamment faible par rapport a celle attendue, Tableau 3. Ce phénomene peut étre dii & un
quenching de fluorescence induit par la surface des nanoparticules (Cf. Chapitre 3).

Les résultats obtenus par cette méthode de complexation étant dans I’ensemble assez
décevant, décrochage de Li28, faible fluorescence des complexes, nous nous sommes orientés
vers la recherche d’une autre stratégie de fonctionnalisation permettant la complexation de
Li28 et du peptide cationique (Arg;s) sur une nanoparticule de maghémite par interactions

électrostatiques. Les différents travaux entrepris sont présentés dans la suite de ce manuscrit.
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V.INTERCALATION D’UNE COUCHE DE POLY-L-ARGININE : STRATEGIE
D’ASSEMBLAGE COUCHE PAR COUCHE

Les polycations (Cf. Chapitre 1) sont couramment utilisés pour transporter des acides
nucléiques dans les cellules. Ainsi, I’équipe du Professeur A. Carpentier a démontré en 2011,
lors d’une étude menée sur plusieurs polycations (poly-arginine, poly-lysine, poly-histidine et
chitosan), que la poly-arginine était un trés bon candidat pour la formation d’un complexe
ternaire avec Li28 et un court peptide (OVA) composé de 8 acides aminés (SINFEKL).?? Le
protocole expérimental qu’ils ont mis au point leur a permis d’obtenir des particules ayant un
diametre hydrodynamique variant de 400 nm lorsqu’il est mesuré immédiatement apres la
synthese, a environ 1 um au bout d’une dizaine d’heures. Leurs particules ont été¢ développées
dans le cadre de la formulation de vaccins et les associations formées a partir de poly-L-
arginine (PolyR) ont démontré une plus grande stabilité des complexes, une meilleure réponse
immunitaire ainsi qu’une moindre toxicité que les autres adjuvants utilisés dans cette étude. Il
nous a donc semblé intéressant d’adapter ce systéme ternaire a nos particules de maghémite

selon le schéma de fonctionnalisation qui est présenté Figure 20.

Q + o+ o+ o+ o+ @ - - -
- - oy M S
" - Poly-L-Arginine T Li28

v-Fe;0, (169/p) (17; 35; 69/p)

pH 10.5 pH7 pH7 pH7

Figure 20: Schéma de fonctionnalisation de nanoparticules de maghémite par assemblage
couche par couche de PolyR, Li28 et Arg;s.

11 s’agit tout d’abord de fonctionnaliser la surface des nanoparticules avec de la poly-arginine.

Sa charge positive, devrait permettre une meilleure interaction électrostatique avec Li28 et

ainsi éviter son relargage ; comme cela a été observé précédemment lors de la deuxieme étape

de complexation par Arg;s.

V.1. Fonctionnalisation des nanoparticules de maghémite par la Poly-L-Arginine
Lorsque le pH d’une solution de particules de maghémite devient basique, la surface de la
nanoparticule se charge négativement (Cf Chapitre 3, Figure 6). Nous avons donc mis a

profit cette derniere propriété pour fonctionnaliser la surface des nanoparticules de maghémite
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par la PolyR. Le protocole utilisé est le suivant : 500 uL d’une solution de poly-L-arginine
([PolyR] = 1,67 g/L) est ajouté a 500 pL. d’une solution de nanoparticules ([Fe] = 25 mM) a
pH = 10,5. La poly-L-arginine que nous avons utilisée présente d’apres le fournisseur (Sigma
Aldrich) une masse molaire moyenne de 13300 ou 7500 g.mol' et un degré de polarisation de
69 ou 39 en fonction du mode d’analyse utilisé (respectivement par mesure de la viscosité ou
diffusion de la lumiere). Afin de pouvoir évaluer le nombre moyen de polymere associé a une
particule, nous avons choisi pour la suite de cette étude d’utiliser la valeur obtenue par
diffusion multi angle de la lumiére soit une masse moyenne de 7500 g.mol™. Le ratio utilisé
dans cette expérience est, si I’on s’en tient a cette derniere valeur, d’environ 170 molécules de
polymere par nanoparticule. Apres mélange, les particules sont incubées pendant 4 heures a
37°C sous agitation (thermomixeur). Les particules sont ensuite séparées du mélange
réactionnel par filtration tangentielle a I’aide de filtres ayant un seuil de coupure égale a 30
kDa (Ultracel Amicon). Le dosage du filtrat est effectué par spectroscopie UV-Visible a 1’aide

du réactif de Bradford en utilisant la courbe de calibration présentée Figure 21.
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Figure 21: Droite de calibration du PolyR par dosage de Bradford.

Cette droite de calibration a été établie en calculant le rapport entre 1’absorption a 595 nm
caractéristique de la liaison du bleu de Coomassie avec les acides aminés et 1’absorption a 470
nm caractéristique de la forme libre du colorant. Le dosage Bradford du filtrat nous a permis
d’estimer un rendement de complexation de I’ordre de 80% soit en moyenne environ 140
brins de PolyR par nanoparticule. Les mesures de taille hydrodynamique et de potentiel z€ta,
réalisées en utilisant une solution de complexes y-Fe,O3;@PolyR a pH = 7 avec une
concentration en fer égale a 3 mM, indiquent un diametre hydrodynamique moyen de 57 nm
et un potentiel z&€ta de + 63 mV. Ces deux valeurs confirment la complexation du PolyR a la

surface de la nanoparticule de maghémite.
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V.2. Fonctionnalisation des complexes y-Fe,O3;@PolyR par Li28 et Arg;s
V.2.1. Fonctionnalisation par Li28
La fonctionnalisation des nanoparticules obtenues précédemment a été effectuée pour 3
valeurs du rapport R = Li28/y-Fe,O3;@PolyR, respectivement R= 17 ; 35 ; 69. Pour cela, les
complexes y-Fe,Osz@PolyR et I’oligonucléotide sont incubés a pH = 7 pendant 16 heures a
25°C sous agitation (thermomixeur) a une concentration en fer de 3 mM. Les mesures de
taille hydrodynamique et de potentiel zéta mesurées a l’issue de cette expérience sont

présentées Tableau 4.

R
0 17 35 69
Dh(nm) 57 58 60 69
Z(mV) +63 +59 +52 +50

Tableau 4 : Valeurs du diameétre hydrodynamique (Dh, Z-Average) et du potentiel zéta (Z)
mesurées dans ’eau (pH 7) des différents complexes a une concentration en fer de 3 mM.

On observe une augmentation du diameétre des particules accompagnée d’une diminution du
potentiel zéta au fur et a mesure que R augmente. Ceci indique, du moins qualitativement, la

complexation effective de Li28 a la surface des particules.

V.2.2. Fonctionnalisation par Arg;s
Pour I’étape de fonctionnalisation par Arg;s, nous avons ajouté un équivalent de 9 brins de
peptide par particule. Les trois solutions précédentes ont donc été incubées en présence du
peptide pendant 3 heures a 25°C sous agitation (thermomixeur). Les mesures de taille
hydrodynamique et de potentiel z&€ta mesurées a I’issue de cette expérience ne présentent pas

de grandes variations comparées aux résultats obtenues en 1’absence de peptide, Tableau 5.

R (Li28/NP)
0 17 35 69
Arg;s/NP 0 0 9 0 9 0 9
Dh(nm) 57 58 57 60 59 69 68
Z(mV) +63 +59 +59 +52 +51 +50 +49

Tableau 5 : Valeurs du diametre hydrodynamique (Dh, Z-Average) et du potentiel zéta (Z)
mesurées dans ’eau (pH 6,5) des différents complexes a une concentration en fer de 3 mM.
Les solutions ont ensuite été filtrées par centrifugation sur des membranes ayant un seuil de
coupure égale a 30 kDa (Ultracel Amicon). Il est a noté que I’analyse visuelle de ces

membranes en fin de filtration, a révélé une forte coloration rose imputable a I’adsorption du
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peptide ou des complexes. Les données décrivant la stabilité colloidale des complexes

vFe,O;@PolyR/Li28/Arg;s apres filtration sont présentées Tableau 6.

R
0 17 35 69
Dh(nm) 57 57 62 71
Z(mV) +63 +51 +48 +47

Tableau 6 : Valeurs du diametre hydrodynamique (Dh, Z-Average) et du potentiel zéta (Z)
mesurées dans ’eau (pH 6,5) des différents complexes a une concentration en fer de 3 mM.
A la lecture des données contenues dans ce tableau il est tres difficile de se prononcer sur la
nature des complexes observés apres filtration.

Les filtrats et les complexes ont alors été analysés par spectroscopie UV et les spectres sont

présentés Figure 22.
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Figure 22 : Spectres UV-Visible (A) des filtrats et (B) des nanocomplexes (spectres
normalisés a 350 nm) pour différentes valeurs de R.

L’absence d’une bande d’absorption vers 260 nm dans les spectres UV des filtrats nous
permet de conclure que le rendement de complexation de Li28 sur les particules
vFe,O3@PolyR est proche de 100%, Figure 22(A). L’analyse qualitative des spectres des
complexes confirme d’ailleurs ce résultat puisque [’on observe une augmentation de

I’absorption a 260 nm en fonction de la valeur de R, Figure 22(B).

La derniere étape de caractérisation des complexes a consisté a évaluer la quantité de peptide

liée a chaque particule. Bien que des réserves puissent €tre émises sur la technique de
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séparation du peptide (analyse visuelle des membranes apres filtration) nous avons néanmoins
tenté d’évaluer le rendement de complexation du peptide par spectroscopie de fluorescence.
Nous avons enregistré les spectres de fluorescence des filtrats et des complexes pour les

différentes valeurs de R. Les résultats sont présentés Figure 23.
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Figure 23 : Spectres de fluorescence (A) des filtrats et (B) des nanocomplexes pour
différentes valeurs de R.

Les spectres de fluorescence des filtrats enregistrés pour les différentes valeurs de R
présentent une faible intensité de fluorescence, Figure 23(A) spectres noir, rouge et vert, si on
la compare a I’intensité maximale attendue dans le cas ou le rendement de complexation de
Li28 serait nul, Figure 23(A) spectre bleu. Si on considere que tout le Li28 non complexé aux
nanoparticules est récupéré dans le filtrat lors la derniere étape de synthese, il est possible
d’établir un rendement de complexation et d’estimer le nombre de peptides par particule. Ce
rendement pour les trois complexes est de 1’ordre de 85-90% soit environ 7 a 8 Li28 par
particule.

Les nanocomplexes, Figure 23(B), présentent des intensités maximales de fluorescence
intermédiaires, entre celles observées pour les filtrats et celle mesurée pour la quantité initiale
de Li28. Ce résultat indique la présence de peptides a la surface des particules. Cependant en

tenant compte du phénomene de « Quenching », qui apparait suite a la complexation du
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fluorophore sur la nanoparticule, il est impossible d’utiliser ces données pour quantifier le
nombre de peptide par particule.

Nous avons vu au Chapitre 3, qu’en présence de sérum le relargage du fluorophore conduit a
une augmentation de la fluorescence au cours du temps ce qui permet d’obtenir le temps de
demi-vie du complexe dans un milieu biologique. Cette expérience permet aussi d’estimer la
valeur du « Quenching » dans ces conditions particulieres. Nous avons donc préparé un
complexe yFe,O; @PolyR/Li28/Arg;s, en utilisant le protocole décrit précédemment avec une
valeur de R égale a 58. Le suivi de I’intensité de fluorescence de ces particules a été effectué a
pH = 7 avec une concentration en fer proche de 0.7 mM et en présence de 10% de sérum de
veau feetal. L’intensité de fluorescence attendue pour la quantité de peptide utilisée dans cette
expérience est d’environ 2x10° lorsque Arg;s n’est pas associé aux particules ([Arg;s] = 300

nM). Les résultats de cette étude sont présentés Figure 24.
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Figure 24 : Stabilité du complexe en présence de 10% de sérum de veau feetal.

Méme aprés 500 min, aucune variation significative de I’intensité de fluorescence du
complexe yFe,O3@PolyR/Li28/Arg;s n’est observée dans nos conditions expérimentales. De
plus I’intensité de fluorescence mesurée est relativement faible au vu de la quantité de peptide
ajoutée lors de la complexation.

Ce résultat peut étre interprété de différentes manieres. Le « Quenching » étant dépendant de
la distance qui sépare le fluorophore de la particule, il est possible qu’il ne soit plus
observable lorsque 1’on intercale une couche de PolyR entre le peptide et la surface de la

particule. Dans ce cas, la faible intensité de fluorescence mesurée est vraisemblablement due
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au fait que peu de peptide est présent sur les particules et que celui-ci est resté adsorbé a la
membrane lors de 1’étape de filtration. Une autre possibilité, est que le complexe soit
suffisamment stable pour que le relargage ne se produise. Ceci serait en accord avec les
résultats décrits par 1’équipe du Professeur Carpentier dans le cadre de leur mélange ternaire
PolyR/Li28/0OVA.?? L’étude de stabilité du complexe dans une solution saline (PBS) a 37°C
a montré que moins de 4% de Li28 s’était dissoci¢ du complexe au bout de 3 semaines
d’incubation. Dans une telle hypothése, la faible intensité de fluorescence détectée Figure 24,
est alors due a un « Quenching » du fluorophore en raison de sa proximité avec la surface de
la particule. Dans ce cas, le rendement de complexation de 1’ordre de 85-90% obtenu par
dosage des filtrats est tout a fait envisageable et la technique de filtration peut Etre retenue.

En conclusion de cette ¢tude, les données expérimentales ne nous permettent pas d’établir
avec certitude le rendement de complexation du peptide Arg;s sur des complexes

vFe,O3; @PolyR/Li28, mais attestent de sa présence.

V.3. Internalisation des complexes par des macrophages (RAW 264.7)

Afin de vérifier que les nanocomplexes yFe,O3 @PolyR/Li28/Arg;s ont bien la potentialité de
délivrer leur chargement dans des cellules, nous avons testé leur internalisation par des
macrophages murins de la lignée RAW 264.7. Ces expériences ont été réalisées en
collaboration avec le Dr. Claire Banissi dans le laboratoire du Professeur Carpentier a
I’Hopital Européen Georges Pompidou.

Les cellules ont été incubées a 37°C pendant 3 heures en présence des particules (R=58) a
deux concentrations différentes ([Fe] = 35 et 175 uM soit en particules [NP] # 1,8 et 9 nM).
Apres incubation le milieu de culture est éliminé et les cellules rincées plusieurs fois avec une
solution de PBS. Une partie des cellules a été isolée pour des analyses immédiates alors
qu’une autre partie a ét¢ incubée a nouveau pendant 21 heures en présence de milieu seul
(« chasse »). Au bout de 3 ou 24 heures, les cellules sont observées par spectroscopie de
fluorescence afin de détecter la présence du peptide et analysées a 1’aide de la technologie

MIAtek pour quantifier I’internalisation de la maghémite.

V.3.1. Visualisation par microscopie de fluorescence
Le peptide Arg;s peut étre observé directement en microscopie de fluorescence par
I’intermédiaire du groupement TAMRA qui émet une fluorescence dans le rouge. Afin
d’observer la colocalisation du peptide et des cellules, I’ADN cellulaire a été coloré en bleu

par du DAPI (Annexe 111, 11. Coloration au DAPI). La visualisation directe, par microscopie
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de fluorescence, de l’internalisation du peptide Arg;s, est présentée Figure 25 pour des
concentrations extracellulaires en fer de 35 et 175 uM aprés 3 heures d’incubation, Figure

25(A) et (B) respectivement.

(A) [Fe] = 35 pM; [NP] # 1.8 nM (B) [Fe] = 175 uM; [NP] #9 nM

Figure 25 : Visualisation de ’internalisation de Arg;s par microscopie de fluorescence.

Comme on peut le constater sur cette figure, I’émission de fluorescence du peptide n’est pas
observée dans la gamme de concentration que nous avons utilisée. L’absence de peptide dans
les cellules, ou sa présence en faible quantité, peut s’expliquer par plusieurs phénomeénes. La
premiere explication est peut-€tre que nous avons fait une mauvaise estimation de la quantité
de peptide introduite dans le milieu de culture étant donné que celle-ci a été établie d’apres le
dosage des filtrats en considérant 8 Arg;s par particule. Il est aussi possible que le complexe
ne soit pas du tout stable dans le milieu de culture et qu’une fois le peptide dissocié des
nanoparticules il soit éliminé lors de la phase de rincage avec le PBS. La derniere hypothese
est que les nanoparticules ne rentrent pas ou peu dans les cellules. Afin de tester cette dernicre
hypothese, nous avons effectué un dosage de la quantit¢ de maghémite présente dans les

cellules apres incubation avec les nanocomplexes.

V.3.2. Quantification par MIAtek
Comme cela a été décrit au chapitre 3, ’analyse MIAtek permet, a partir d’une courbe de
calibration préétablie, de mesurer le nombre de nanoparticules de maghémite contenues dans
un échantillon donné. Les résultats de cette analyse pour les échantillons décrits

précédemment sont présentés Figure 26.
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Figure 26 : Quantification de ’internalisation de la maghémite par analyse MIAtek.

Le graphique situé¢ a gauche de cette figure représente I’intensité du signal MIAtek rapportée
a 100000 cellules alors que celui de droite représente le nombre moyen de particules
internalisées dans un macrophage. Ces résultats sont présentés en fonction de la quantité de
nanoparticules ([Fe]) présente dans le milieu extracellulaire durant la période d’incubation.
Les analyses ont été effectuées aprés 3 heures d’incubation ainsi qu’aprés 24 heures de
« chasse ». On peut voir sur cette figure que le nombre moyen de particules internalisées dans
un macrophage est d’environ 50000 lorsque les cellules sont incubées pendant 3 heures a une
concentration en fer de 35 uM et qu’il passe a environ 100000 lorsque la concentration en fer
est de 175 uM. Ces valeurs, en limite du seuil de détection de 1’appareil (# 200 ng de
maghémite), sont nettement inférieures a celle obtenue avec le complexe yFe,O;@dODN
pour lequel on détectait environ 20 fois plus de particules (en 1’absence de champ
magnétique) a une concentration en fer de 125 uM (Cf Chapitre 3, Figure 27).

En conclusion, cette nouvelle méthode de complexation couche par couche ne semble pas
adaptée pour la fonctionnalisation de surface a la fois du peptide et de I’acide nucléique méme
si en présence de poly-arginine 1’association de 1’oligonucléotide avec la nanoparticule
semble plus robuste. Une des raisons de cet échec est peut-€tre liée a la forte charge positive
portée par la particule a toutes les étapes de la fonctionnalisation repoussant ainsi 1’approche
du peptide. En se basant sur cette constatation, nous nous sommes orientés vers la recherche
d’un autre protocole de fonctionnalisation privilégiant I’interaction électrostatique entre

I’oligonucléotide et le peptide.

165
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VI. COMPLEXATION DE LI28 ET D’UN PEPTIDE CATIONIQUE : STRATEGIE
EN UNE SEULE ETAPE

VI.1. Fonctionnalisation des nanoparticules
Afin de favoriser 1’approche ¢électrostatique nous avons établi un protocole de
fonctionnalisation en une seule étape dans lequel un mélange contenant 1’oligonucléotide et le

N N

peptide est ajouté a une solution de nanoparticules stabilisées a pH = 2 selon le schéma

présenté Figure 27.
Li28
+ i
6
+ + :D - -
+ + - -
+ =
+ +
pH 2 Arg;s

Figure 27: Schéma de fonctionnalisation de nanoparticules de maghémite par Li28 et
Argjs.
Ce protocole est tres proche de celui décrit lors de la fonctionnalisation par étape (§ IIL.1.).
Les nanoparticules sont solubilisées dans 500 pL. d’eau a pH = 2 a une concentration en fer
proche de 9 mM et la solution est placée dans un bain a ultrasons pendant 30 minutes.
Séparément, Li28 et Arg;s sont mis en solution dans 500 uL d’eau a un pH final compris entre
6 et 7 ([Li28] = 26 uM et [ArglS5] = 4 uM). La complexation est réalisée a température
ambiante sous agitation circulaire pendant 30 minutes. Dans ces conditions, la composition du
mélange ternaire est telle que ’on a 58 Li28 et 9 Arg;s par nanoparticule de maghémite soit
des conditions identiques a celles utilisées pour le test d’internalisation des complexes
vFe O3 @PolyR/Li28/Arg;s par des macrophages RAW 264.7 (§ V.3.). Le ratio choisit pour la
complexation de ces trois constituants devrait permettre de conférer a la particule une charge
négative lors de toutes les étapes de fonctionnalisation et ainsi favoriser ’association du
peptide cationique avec [’oligonucléotide et ainsi la formation d’un complexe
vFe,0O;@Li28_Arg;s. Apres complexation, la solution est centrifugée pendant 30 minutes et le
surnageant séparé des particules d’oxyde de fer par Dl’intermédiaire d’un aimant afin
d’¢éliminer 1’oligonucléotide et le peptide n’ayant pas réagi. Finalement les complexes

(YFe,O3;@Li28_Arg;s) sont dilués dans 1 mL d’eau ultrapure, a une concentration en fer
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proche de 4,5 mM, et le pH est ajusté a 7-7,5 a I’aide d’une solution d’hydroxyde de sodium.
Comme lors des études précédentes le surnageant et les particules ont été analysés par
spectroscopie d’absorption UV et émission de fluorescence afin de caractériser le complexe

formé.

VL.2. Caractérisation des nanoparticules

Des mesures de diametre hydrodynamique, par diffusion dynamique de la lumiere, et de
potentiel zéta, effectuées sur une solution de complexe 7YFe,O;@Li28_Arg;s a une
concentration en fer de 0,7 mM et a pH 7 indiquent un diametre hydrodynamique de 86 nm
(Z-Average) et un potentiel zé€ta de - 53 mV. Cette valeur qui a priori doit contribuée a assurer
aux complexes une bonne stabilité colloidale devrait aussi €tre favorable a la stabilité de
’association acide nucléique/peptide.

Le surnageant ainsi que le complexe ([Fe] # 0,7 mM) ont ensuite €té analysés par

spectroscopie UV et les spectres sont présentés Figure 28.
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Figure 28 : Spectres UV-Visible (A) du surnageant et (B) des nanocomplexes a pH = 7.

Contrairement a I’étude, par spectroscopie UV, des surnageants issus de la complexation par
étape (Figure 16, § 1V.2.), le spectre du surnageant présenté Figure 28(A) ne révele pas
I’existence d’une quantité importante de Li28 non complexé aux nanoparticules. La présence
de Li28 a la surface des nanoparticules est d’ailleurs confirmée par la bande située vers 260
nm dans le spectre d’absorption des complexes yFe,0O;@Li28_Arg;s, Figure 28(B). L’analyse

quantitative de 1’absorption a 260 nm nous a permis d’estimer que le rendement de
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complexation de 1’oligonucléotide a la surface de la maghémite était de I’ordre de 98% soit

environ 57 brins de Li28 par nanoparticule.

Pour tenter d’estimer la quantité de peptide Arg;s contenue dans les complexes, nous avons
ensuite enregistré les spectres d’émission de fluorescence du complexe et du surnageant a pH

7. Ces spectres sont présentés Figure 29.
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Figure 29 : Spectres de fluorescence (A) du surnageant et (B) des nanocomplexes a pH = 7.

Selon que le rendement de la complexation est total ou nul, on s’attend a une concentration en
Arg;s comprise entre 0 et 2 uM dans 1 mL de surnageant. Nous avons vu au paragraphe IV.2.
que I’intensité de fluorescence attendue pour une concentration en peptide égale a 2 uM est de
’ordre de 1,2.10, F igure 17(A). Comme on peut le constater sur la Figure 29(A), ’intensité
de fluorescence du surnageant est de I’ordre de 5.10* ce qui permet de penser que plus de 99%
du peptide s’est complexé avec Li28 sur les nanoparticules. La présence du peptide sur les
particules est confirmée par le spectre du complexe enregistré avec une solution diluée a une
concentration en fer proche de 0,7 mM, Figure 29(B). A cette concentration, 1’intensité de
fluorescence attendue est de 1’ordre de 1,75.10° si 1’on considére que 99% du peptide s’est 1ié
a la particule. On observe cependant que I’intensité de fluorescence du complexe est de
I’ordre de 2,25.105 soit environ 8 fois moins que I’intensité attendue, Figure 29(B). Cet écart
peut étre attribué au « Quenching » du fluorophore suite a la réaction de complexation
révélant ainsi la proximité immédiate entre le peptide et la surface métallique de la

nanoparticule. Afin de confirmer cette hypotheése nous avons essayé de suivre le relargage du
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peptide en présence de sérum. Pour cela nous avons enregistré les variations de la

fluorescence en fonction du temps. Ces résultats sont présentés Figure 30.
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Figure 30 : Stabilité du complexe en présence de 10% de sérum de veau feetal.

Pour cette expérience, les nanocomplexes ont €t€ mis en solution a une concentration en fer
proche de 0,7 mM en présence de 10% de sérum de veau feetal et les variations de I’intensité
ont été suivies a température ambiante pendant 8 heures. Contrairement a ce qui a été observé
pour le complexe yFe,O;@PolyR/Li28/Args, Figure 24, I’intensité de fluorescence des
complexes yYFe,O;@Li28_Arg;s, Figure 30, augmente en fonction du temps pour atteindre
une valeur maximum proche de celle attendue dans le cas ou I’on a complexé 99% du peptide.
Ce résultat confirme donc les conclusions tirées de I’analyse du surnageant et montre que le
protocole de fonctionnalisation en une seule étape permet d’obtenir de bon rendement de
complexation de Li28 et Arg;s a la surface de nanoparticules de maghémite. Les données
présentées Figure 30(B), permettent de plus de déterminer le temps de demi-vie du complexe
(T12) dans ce milieu biologique ; tout au moins en ce qui concerne le peptide. Le Ty, du
complexe yFe,0O;@Li28_Arg;s a été estimé entre 50 et 60 minutes dans nos conditions
expérimentales. Cette valeur est nettement plus faible que celles observées au chapitre 3 avec
le dODN a squelette phosphodiester pour lequel nous avons estimé des T;,, allant de 2 a 6
heures en fonction de la quantité¢ d’oligonucléotide complexée a la surface de la particule.
Différents facteurs peuvent expliquer cette différence tels que les modifications chimiques, la
structure primaire et secondaire de I’acide nucléique ou encore la présence du peptide
cationique et des expériences complémentaires sont nécessaires pour comprendre ce

changement de propriété.
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VI1.3. Internalisation des complexes par des macrophages (RAW 264.7)
De la méme fagon que pour les nanocomplexes YFe,O3; @PolyR/Li28/Arg;s, nous avons étudié
I’internalisation des complexes YFe O3 @Li28_Arg;s par des macrophages murins de la lignée
RAW 264.7. Le protocole utilis€ pour ces expériences est le méme que celui décrit au

paragraphe V.3 de ce chapitre.

VI1.3.1. Visualisation par microscopie de fluorescence
Les cellules ont été incubées pendant 3 heures en présence d’une concentration en
nanoparticules de 1,8 ou 9 nM, soit des concentrations en fer de 35 et 175 uM respectivement.
Les images obtenues par microscopie de fluorescence au bout de 3 heures d’incubation et

apres 24 heures de « chasse » sont présentées Figure 31.

[Fe] = 35 uM; [NP]# 1.8 nM [Fe] = 175 puM; [NP] # 9 nM

Figure 31 : Visualisation de ’internalisation de Arg;s par microscopie de fluorescence.

Les cellules incubées avec la plus faible concentration en particule ([NP] = 1,8 nM) semblent

n’avoir internalisé que peu de peptide comme le démontre la faible intensité de fluorescence
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du TAMRA observée au bout de 3 heures d’incubation et 24 heures de « chasse », Figure
31(A) et (C) respectivement. Au contraire lorsque la concentration extracellulaire en
nanoparticules augmente, la fluorescence du TAMRA a Dintérieur des cellules devient
nettement visible, Figure 31(B), et persiste encore faiblement aprés 24 heures dans les
cellules, Figure 31(D). Méme si il est difficile de quantifier I’internalisation du peptide Arg;s
par simple imagerie de fluorescence, il semble néanmoins probable qu’une quantité
relativement importante de nanocomplexes ait été internalisée par les macrophages. Afin de
confirmer ce résultat nous avons effectué un dosage de la maghémite contenue dans les
cellules aprés 3 heures d’incubation. Ce dosage a été effectu¢ a 1’aide de la technologie

MIAtek.

VI1.3.2. Quantification par MIAtek

Les résultats de 1’analyse MIAtek ont été obtenus dans les conditions décrites précédemment
pour le complexe yFe,O3@PolyR/Li28/Arg;s, Figure 26, et sont présentées Figure 32. Ces

deux figures sont donc directement comparables.
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Figure 32 : Quantification de linternalisation de la maghémite par analyse MI1Atek.

Lorsque les cellules sont incubées a une concentration en fer de 35 uM avec les complexes
yFe,0;@Li28_Arg;s, I’intensité MIAtek, rapportée a 10° cellules, reste assez faible avec un

N

signal équivalent a celui obtenu pour les complexes YFe,O;@PolyR/Li28/Arg;s a une

171
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concentration de 175 uM ce qui représente en moyenne environ 100000-150000 particules par
cellule. Par contre lorsque la concentration en particule augmente, i.e. 175 uM en fer, on
détecte un fort accroissement du signal magnétique et 1’on s’approche alors des valeurs
observées avec le complexe yFe,O3;@dODN (Cf. Chapitre 3) puisque 1’on estime qu’il y a
environ 1,5 million de nanoparticules par cellule. Les données obtenues par dosage
magnétique corroborent donc les observations de microscopie confirmant ainsi
I’internalisation des nanocomplexes yFe,O3;@Li28_Arg;s dans les macrophages murins. Ces
résultats vont également dans le sens d’une meilleure internalisation des nanoparticules

lorsqu’elles sont chargées négativement.

Au regard des objectifs affichés dans ce chapitre, le mode de fonctionnalisation en une seule
étape est de loin le meilleur puisqu’il permet d’associer sur une méme nanoparticule de
maghémite un oligonucléotide phosphorothioate et un peptide cationique sans aucun autre
intermédiaire, en utilisant uniquement les forces électrostatiques exercées par les différents
composants du systeme. Le protocole employé permet de plus d’obtenir de trés bons
rendements de complexation. Les nanoparticules formées ont un diametre hydrodynamique
inférieur a 90 nm (Z-Average) et un potentiel zéta de [’ordre de -50 mV ce qui leur confere
une bonne stabilité colloidale. Le temps de demi-vie du complexe dans le sérum n’est pas tres
élevé mais [’association est tout de méme suffisamment stable pour que la nano-plateforme
puisse délivrer le peptide au sein de cellules immunitaires. Dans le cadre de la vaccination, il
pourrait étre intéressant de tester ce systeme sur un modele animal en utilisant une autre
sequence peptidique a [’'image des résultats publiés par le Professeur A. Carpentier avec

OVA.??
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Conclusion Générale

Nous avons présenté dans ce manuscrit des résultats, obtenus principalement par
spectroscopie optique, décrivant I’étude d’interactions d’acides nucléiques, entre eux, avec la

protéine Hfq ainsi qu’avec la surface de nanoparticules d’oxyde de fer.

L’¢étonnante flexibilité conformationnelle des acides nucléiques est une propriété déterminante
dans leurs facultés d’adaptation, indispensable pour remplir les différentes fonctions qu’ils
occupent au sein de la cellule. Les études structurales entreprises depuis la moiti€ du 20eme
siécle ont largement contribué a notre compréhension de la régulation de 1’expression des

genes et par conséquent aux différentes fagons d’intervenir dans ces processus.

Notre étude, par spectroscopie UV-Visible et infrarouge, de 1’auto-association de DsrA a
permis de confirmer I’instabilité, ou la diversité conformationnelle, de la partie centrale de cet
ARNnc. En fonction du mode de préparation de 1’échantillon, conditions de salinité ou
concentration en ARN, différentes formes structurales coexistent au sein d’un équilibre
conformationnelle. Aux concentrations les plus élevées, conditions expérimentales de
I’infrarouge, nous avons montré que la structure adoptée par une partie de cet ARN
permettait, dans certaines situations, d’envisager la polymérisation de DsrA. Méme si les
conséquences in vivo de cette prédisposition a la polymérisation ne sont pas encore établies et
qu’elles méritent d’étre étudiées plus en profondeur, il a été proposé qu’une telle structure

puisse étre impliquée dans la régulation de la concentration intracellulaire de DsrA.

DsrA est impliqué dans le controle des mécanismes de réponse au stress chez la bactérie E.
Coli via la formation d’une structure intermoléculaire avec I’ARNm RpoS. Si on sait
aujourd’hui que cette régulation s’établit par I’intermédiaire de la protéine Hfq, la structure de
ce complexe ternaire est encore assez mal connue et d’une maniere générale peu de données
structurales existent sur ’interaction de Hfq avec des ADNs. Notre étude par spectroscopie
infrarouge a montré que la protéine Hfq pouvait se lier a un ADN double brin dA;y.dT».
Cette interaction provoque 1’ouverture partielle de la double hélice et un changement de la
géométrie du brin dA,, dont les sucres adoptent une conformation de type N semblable a celle

observée dans les ARNs. La souplesse conformationnelle de ’ADN est probablement a
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I’origine de DI’affinité inattendue de Hfq pour cette double-hélice. Ces résultats intéressants
nous incitent a étudier les interactions de Hfq avec d’autres structures d’ADN et bien

évidemment avec DsrA.

Dans la deuxieme partie de ce manuscrit, nous nous sommes intéressés au développement
d’un nano-vecteur pouvant transporter un oligonucléotide a I’intérieur de cellules en culture.
Nous avons mis au point un procédé d’assemblage basé sur les attractions électrostatiques,
permettant de complexer, en une seule étape, un oligonucléotide a la surface d’une
nanoparticule de maghémite. Ce protocole permet de contrdler la charge en ADN, avec des
rendements tres €levés, jusqu’a environ 70 brins d’oligonucléotide pour une particule de
maghémite de 10 nm de diameétre. L’analyse spectroscopique a révélé, que suite a la
complexation, I’oligonucléotide conserve sa structure et qu’en fonction de la densité en acide
nucléique I’axe de la double hélice est orienté parallélement ou perpendiculairement a la
surface de la nanoparticule. Ceci semble avoir une importance en milieu biologique puisqu’a
faible densité la configuration adoptée par 1’oligonucléotide induit une plus grande résistance

du complexe vis-a-vis des constituants du sérum de veau feetal.

L’internalisation des complexes par des cellules SW480 issues de carcinomes du colon a été
évaluée par cytométrie en flux ainsi que par des mesures liées aux propriétés magnétiques des
nanoparticules d’oxyde de fer. Les résultats ont montré que I’internalisation des
nanocomplexes a bien lieu quelle que soit 1’orientation de 1’oligonucléotide mais que la

cinétique de transport est dépendante de la densité.

L’oligonucléotide leurre utilisé dans cette étude a été concu pour cibler la protéine STAT3 un
facteur de transcription impliqué, entre autre, dans les processus de survie cellulaire. Les
résultats que nous avons obtenus révelent que suite a sa libération dans la cellule,
I’oligonucléotide s’associe avec STAT3 ce qui conduit a la séquestration dans le
compartiment cytoplasmique du complexe ainsi formé. L’inhibition du facteur de

transcription entraine alors une augmentation de la mortalité des cellules cancéreuses.

Enfin dans la derniere partie de ce manuscrit, nous avons vérifi€ que le processus
d’assemblage par voie €lectrostatique pouvait étre étendu a la complexation simultanée d’un
oligonucléotide phosphorothioate, présentant donc des propriétés chimiques différentes, et

d’un peptide cationique constitu¢ de 15 arginines. En présence de sérum de veau feetal ce
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complexe s’est révélé étre moins résistant que celui formé avec le seul oligonucléotide a
squelette phosphodiester. Cependant cette association reste tout de méme suffisamment stable
pour que la nano-plateforme puisse délivrer sa cargaison au sein de cellules immunitaires
(RAW 264.7) avec il est vrai un taux d’internalisation plus faible que pour le précédent
complexe. Il pourrait étre intéressant de poursuivre cette étude en utilisant une autre séquence

peptidique et de tester ce systeéme sur un modele animal.






Annexes

ANNEXE 1

I. EXPERIENCES UV

Les échantillons sont prélevés dans la solution meére et dilués dans une cuve jusqu’a un
volume final de 1 mL a pH = 7,2. Les conditions salines standard sont 140 mM KCI, 10 mM
NaCl et 10 mM cacodylate de sodium. La concentration en ARN est habituellement de 1 uM.

Lorsque d’autres conditions ont été utilisés elles sont précisées dans le texte.

Les cuves sont placées a 5°C dans un porte-échantillon dont la température est régulée par un
bain a circulation. La température est mesurée par une sonde placée dans le porte-échantillon
et le bain a circulation est programmé pour avoir une variation de température de 0,16°C par
minute. Les échantillons sont alors chauffés une premiere fois a 85°C (dénaturationl, dl),
refroidis jusqu’a 5°C (hybridation, h) et chauffés a nouveau a 85°C (dénaturation2, d2). Tout
au long de I’expérience de dénaturation-hybridation-dénaturation 1’absorbance est enregistrée
a 257 et 330 nm en fonction de la température environ tous les 0,15 °C.

Les valeurs des températures de fusion (Tm) sont obtenues a partir de la température observée

au maximum de la dérivée de la courbe de fusion.

I1I. OLIGONUCLEOTIDES ET PROTEINE HFQ

DsrA

Dans ces expériences 4 ARNs de longueurs différentes ont été utilisés : un oligonucléotide A8
de séquence 5’AAGUGCUU3’ (¢ = 81400 L.mol'.cm™), un oligonucléotide C14 de
séquence 5’CUUGCUUAAGCAAG3’ (g = 138200 L.mol".cm™), un oligonucléotide A22 de
séquence 5’AAGUGCUUCUUGCUUAAGCAAG3’ (e =219700 L.mol ™ .cm™) et la séquence
DsrA de 87 nucléotides (¢ = 787300 L.mol'l.cm’l) (Chap. 2, Figure 4). A8, C14 et A22 ont
¢été achetés lyophilisés a la société Eurogentec. Ils ont ét¢ mis en solution dans de I’eau ultra
pure ne contenant pas de RNAses. La concentration des solutions meres était de 0,6 mM pour
A8 et de 0,2 mM pour C14 et A22. DsrA nous a été fourni par 1I’équipe de Véronique

Arluison; la concentration de la solution mere était de 70 nM.
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dA,o-dT2-Hfq

Les oligonucléotides dA;p et dT,p ont été achetés sous forme lyophilisée a la société Biotech
et mis en solution dans de 1’eau « ultrapure » (Millipore). Un spectre IR de contrdle a été
effectué pour vérifier la pureté de 1’échantillon. L’analyse des spectres a révélé pour chaque
simple brin la présence d’impuretés dont les bandes d’absorptions masquaient des bandes
marqueurs des acides nucléiques, en particulier une bande 2 1670 cm™ de forte intensité
masquant la bande du carbonyle C4=04 des thymines. Les deux échantillons ont donc été
purifiés par un systéme d’ultracentrifugation sur membrane (Millipore). Un spectre de
controle pour chaque brin a été effectué¢ aprés purification pour vérifier 1’absence des
impuretés observées lors du premier contrdle. Les solutions meres ont ensuite été dosées par

UV. La concentration (C) de chaque solution a été déterminée a partir de la loi de Beer-

Lambert : DO = €.£.C en utilisant des cuves de trajet optique ¢ de 1 cm et des coefficients

molaires d’absorption ¢ de 8130 mole.cm™.L pour le brin dT, et 12170 mole.cm™.L pour
le brin dAg.

Le duplexe dA,.dTyy a été obtenu par un mélange steechiométrique des solutions meres de
chaque brin.

La protéine Hfq a été préparée dans le laboratoire de V. Arluison a 'IBPC selon leur
protocole habituel.”’ La concentration de la protéine Hfq a été déterminée selon la formule
empirique de Waddell : concentration de protéine en pg/mL = 144*(D0O;;5/DOyps). Cette
formule permet d’obtenir la concentration d’une protéine en mesurant par UV la DO a 215 nm
(DO;;5) et a 225 nm (DOyys). La masse molaire utilisée pour déterminer le nombre de moles
de protéine est 66200 g.mole™'. 1l s’agit de la masse molaire de la protéine sous sa forme

stable c’est a dire la forme hexamerique.

ITII. EXPERIENCES INFRAROUGE

DsrA

Les échantillons, prélevés directement dans les solutions meres, ont été évaporés
progressivement sur une fenétre en ZnSe puis dissous dans un volume final de 1 a 1,5 pLL de
solvant (H,O ou D,0) avant d’étre recouverts par une seconde fenétre de ZnSe. L’échantillon
est alors placé dans un cryostat régulé en température avant d’enregistrer le spectre a la
température souhaitée. Généralement 5 scans sont accumulés. La concentration en
oligonucléotide lors de 1’enregistrement des spectres était de 35 mM pour A8, 14 mM pour

Cl4 et 13 mM pour A22.
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dA,o-dT-Hfq

Le complexe a été préparé dans un volume de 2,5 mL avec un rapport de 1 hexamere de Hfq
pour 7 paires de bases A-T soit a peu pres 3 hexameres d’Hfq par double brin d’ADN.
L’échantillon a été lyophilisé puis repris dans 20 pl de D,O pour les spectres ATR soit une
concentration finale en hexamere de 2 mM. Pour les spectres en transmission dans H,O
I’échantillon a été évaporé complétement puis repris dans 1,5 pL de solvant soit une

concentration finale en hexamere de 20 mM.
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ANNEXE II

I. ETUDE DES ACIDES NUCLEIQUES ET DES PROTEINES PAR
SPECTROSCOPIE INFRAROUGE

La spectroscopie IRTF (InfraRouge a Transformée de Fourier) est une technique appropriée a
I’étude des acides nucléiques ou des protéines et qui permet de mettre en évidence leurs
interactions. Cette technique rapide, relativement économique (# 100 pg pour un spectre)
permet de travailler avec des échantillons en solution aqueuse ou non, sans limitation de taille
en faisant varier les conditions d’étude (pH, concentration, température, ions ...). Il est aussi
possible d’étudier I’influence de 1’eau sur ces molécules biologiques en enregistrant des
spectres ou 1’échantillon est soumis a différents taux d’hydratation (variation de I’humidité

relative (R.H.) de 0 a 100%).

L’¢tude des acides nucléiques en spectroscopie infrarouge a permis d’obtenir des bandes
marqueurs spécifiques du type d’appariement des bases, de la conformation des sucres et des
phosphates ainsi que de I’orientation relative des brins entre eux.”™ Les informations

apportées par les spectres sont généralement réparties dans 4 régions spectrales.

Région de 1750 4 1500 cm™
Cette région est celle des vibrations d’¢longations des doubles liaisons dans le plan des bases.
Les bandes observées sont caractéristiques des appariements de ces bases (Watson-Crick,

Hoogsteen...).

Région de 1500 4 1250 cm™

Ce domaine du spectre contient en particulier des bandes qui sont sensibles a la conformation
anti ou syn des nucléosides (orientation de la base par rapport au sucre autour de la liaison
glycosidique). On trouve aussi une bande marqueur de la géométrie des sucres de la

thymidine (conformation Nord ou Sud).

Région de 1250 4 1000 cm™
Le spectre infrarouge des acides nucléiques présente deux bandes fortes dans ce domaine. La

premicre est attribuée a la vibration d’¢longation antisymétrique des groupements phosphates
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(autour de 1230 cm’! selon la conformation). La seconde bande située vers 1090 em’ est

attribuée a la vibration d’élongation symétrique de ces mémes groupements phosphates.

Région de 1000 2 750 cm™
C’est dans ce domaine (1000 & 800 cm™) que ’on observe les bandes caractéristiques des
conformations adoptées par les sucres. Sont aussi observées des bandes caractéristiques de

I’absorption des bases impliquant les vibrations d’¢longations des doubles liaisons hors du

plan des bases (800 a 750 cm'l).

L’étude des protéines permet par un traitement mathématique (déconvolution du spectre) une
estimation relative des structures secondaires : hélice a, feuillets 3, structures en coudes...

La bande d’absorption amide I des protéines est principalement due a une vibration
d’¢élongation des carbonyles. L’absorption de cette bande est forte et visible dans la région
1700-1600 cm™. La spectroscopie IRTF apporte des informations directes sur les
modifications de la structure secondaire de la protéine. De plus dans le cas d’interactions
protéine-ARN ou protéine-ADN il est tout a fait possible d’obtenir des informations sur les

sites d’interactions au niveau de 1’acide nucléique.

II. MICROSCOPIE ELECTRONIQUE A TRANSMISSION (TEM)

Les nanoparticules ont été caractérisées en microscopie ¢lectronique a transmission a 1’aide
d’un microscope Philips FEI CM-10. Pour cela une goutte d’une solution de particules est
déposée sur une grille de cuivre recouverte par une fine couche de carbone. A partir du cliché
TEM, une courbe de distribution est alors établie en reportant la taille de chacune des
particules contenues dans un échantillon statistique d’environ 100 particules. Le diamétre
moyen des nanoparticules est obtenu en modélisant la courbe de distribution par une loi log

normale.®

I11. DIFFUSION DYNAMIQUE DE LA LUMIERE (DLS)

Le diametre hydrodynamique et le potentiel z€ta des nanoparticules ont été déterminés par
diffusion dynamique de la lumiere et €lectrophorese laser Doppler en utilisant le Zetasizer
Nano-ZS commercialisé par la société Malvern. Les mesures sont effectuées a 25°C, avec
environ 1 mL d’une solution de particule & une concentration en fer proche de 5.10* M.

Préalablement a la mesure, la solution est soumise a sonication pendant 30 secondes.
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La DLS mesure la vitesse de diffusion des particules soumises au mouvement brownien grace
a la spectroscopie a corrélation de photons qui permet d’observer, en fonction du temps, le
« speckle » produit par I’illumination des particules avec un laser. Les variations de la lumiére
diffusée par les nanoparticules sont ensuite analysées par un autocorrélateur et un coefficient
de diffusion des particules est alors calculé a partir de la fonction d’autocorrélation obtenue.
En dehors de la température (7) et de la viscosité (77) du solvant, la vitesse de déplacement
d’une particule dépend directement de sa taille et le calcul de la distribution peut étre établi a

partir de la relation de Stokes-Einstein, équation (1).

kT

dy = 55 ()

Dans cette équation, k est la constante de Boltzmann et D le coefficient de diffusion
translationnelle qui rend compte de la vitesse de déplacement de la particule. A la différence
des mesures de taille obtenues en TEM, le diametre hydrodynamique (dy) est la somme de la

taille de la particule et de 1’épaisseur de la couche d’hydratation qui I’entoure, Figure 1.

Double couche de solvatation
= — = e
Couche diffuse
Q -~ O0CKCouche A

- =T _*“de St
o o:1 : :
o g O
- ; i ©
: ! > i Plan de
OO :. Nanoparticle ot ,'"O—'ci:ar:llement
1 &0
e O
o OO oo O
O O FTw® o g E E
. o &
Q o ;

- Potentiel de surfaces
k’ai— Potentiel zeta

" N
mV N
L] ~

>

e

Distance par rapport a la surface

Figure 1 : Modélisation de la couche de solvatation entourant une particule en solution.
(D’apreés document Malvern)
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En fonction du modele mathématique appliqué aux données brutes, le logiciel de traitement
permet de représenter une distribution de la taille hydrodynamique de plusieurs fagcons
différentes. Pour une population monomodale la méthode dite « des cumulants » permettra
d’obtenir une taille moyenne que 1’on appelle Z-Average. Ce résultat est fortement influencé
par les particules de plus grande taille qui diffusent la lumiere avec une plus grande intensité.
Pour des populations multimodales, ou monomodales, d’autres traitements mathématiques
permettent d’obtenir la distribution en fonction de I’intensité de la lumiere diffusée, du

volume des particules ou du nombre de particules.m

Le potentiel z€ta est la différence de potentiel entre la particule et la deuxieme couche de
solvatation au niveau du plan de cisaillement, Figure 1. Ainsi, la charge de la particule dans
un milieu défini dépend de la charge de surface mais aussi de la concentration et du type
d’ions présents dans la solution. Cette charge contribue fortement a la stabilité colloidale des
solutions de nanoparticules d’oxyde de fer et la stabilité de la dispersion peut-étre altérée en
modifiant les parametres physicochimiques de la solution. Le potentiel zéta, la charge, des
particules est obtenue en mesurant leur mobilité électrophorétique En présence d’un champ
électrique, la vitesse a laquelle se déplacent des particules chargées est régie par I’intensité du
champ appliqué et leur potentiel z€ta. A partir de I’intensité du champ électrique appliqué, la
mesure de la vitesse de déplacement, en utilisant I’effet Doppler, permet de calculer le

potentiel zéta.
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ANNEXE III

I. COLORATION DE PERLS

Cette technique de coloration permet de mettre en évidence, en milieu cellulaire, la présence
d’ions fer III, qui sous I’action du ferrocyanure de potassium vont former un précipité de
ferrocyanure ferrique. Ce précipité, de couleur bleu-vert, est ensuite observé en microscopie
optique. Pour ce faire, les cellules sont tout d’abord lavées deux fois avec un tampon PBS
puis fixées sur une lame pendant 15 minutes avec du paraformaldéhyde. Apres deux lavages
au PBS, les lames sont immergées, pendant 30 minutes a 37°C, dans une solution HCI 1 M
contenant 2% de ferrocyanure de potassium (V/V). Les lames sont ensuite lavées au PBS et

séchées a I’air pendant 30 minutes avant d’étre observées en microscopie.

I1I. COLORATION AU DAPI

Le DAPI est un fluorochrome qui se lie fortement aux séquences d’acides nucléiques riches
en paires AT (Adénine et Thymine). Lorsqu’il est excit¢ a 350 nm, il émet une lumiére
fluorescente bleue brillante. Sa liaison a ’ADN génomique permet donc de révéler, par
microscopie de fluorescence, la zone nucléaire au sein d’une cellule. Apres avoir été lavées,
trois fois, au PBS, les cellules sont fixées sur une lame avec une solution de paraformaldéhyde
a 4%. Au bout de 5 minutes, les cellules sont a nouveau rincées au PBS et marquées avec une
solution de DAPI a 1 ug/mL pendant 3 minutes. Apres un dernier lavage au PBS, les cellules
sont montées entre lame et lamelle dans une solution de Mowiol pour étre observées en

microscopie de fluorescence.

III. DETECTION DE LA MORTALITE CELLULAIRE

La mortalité cellulaire a été évaluée apres 48 heures d’incubation soit par comptage manuel
avec du bleu Trypan, soit par cytométrie en flux en marquant les cellules par de I’iodure de
propidium (IP) et de I’annexine V. Le double marquage IP-AnnexineV, permet de distinguer
les cellules en nécrose (mort induite) des cellules en apoptose (mort cellulaire programmée).
A Tl’instar du BET, I’iodure de propidium est un intercalant de ’ADN dont la fluorescence
dans le rouge va étre exacerbée lors de sa liaison a I’ADN. L’annexine V est une protéine,
modifiée par ajout d’un fluorophore (FITC), ayant une forte affinit€¢ pour la
phosphatidylsérine, un phospholipide normalement présent sur la face intérieure de la

membrane plasmique. Le marquage au bleu de Trypan, ou a I’iodure de propidium, va
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permettre de quantifier la mort cellulaire a un stade avancé, dans lequel les membranes
cellulaires sont devenues perméables a ces molécules, permettant ainsi la coloration du
cytoplasme par le bleu de Trypan, ou la liaison de I’iodure de propidium avec I’ADN
nucléaire. Le marquage a 1’annexine V permet lui, de détecter la mort cellulaire a un stade
plus précoce, dans lequel les membranes ne sont pas compleétement perméabilisées mais
fortement perturbées par un flip-flop des phosphatidylsérines vers 1’extérieur de la membrane
plasmique, permettant a I’annexine de s’y lier.

Pour mesurer la mort cellulaire par double marquage IP/AnnexineV, les cellules sont
suspendues dans une solution contenant I’annexine V (Binding buffer), en présence d’iodure
de propidium, selon le protocole du fournisseur (BD Pharmingen, Morangis, France), avant
d’étre analysées par cytométrie en flux.

Pour mesurer la mort cellulaire par marquage au bleu de Trypan, on ajoute a une suspension
cellulaire quelques pL d’une solution diluée de bleu de Trypan (0,4%). On dépose ensuite

environ 15 pL de cette suspension sur une cellule de Malassez pour effectuer un comptage

manuel des cellules sous microscope optique.



Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a 1’étude, par spectroscopie optique, des
interactions que peuvent avoir des acides nucléiques entre eux ou avec des surfaces de
différentes natures telles que des protéines ou des nanoparticules inorganiques. Dans une
premiere partie, nous présentons une étude structurale, réalisée par spectroscopies UV et IR
sur des séquences nucléotidiques contenues dans DsrA, un ARN non-codant. Plusieurs
modeles d’auto-association sont proposés. Dans une deuxiéme partie, I’association de la
protéine Hfq avec un duplexe dA;o-dT,g est étudiée par spectroscopie IR. Cette interaction se
produit via une ouverture partielle de la double-hélice et une transition conformationnelle des
sucres du brin purine. Dans une troisieme et quatrieme partie, nous nous intéressons a la
vectorisation d’oligonucléotides et de peptides. Différentes stratégies de fonctionnalisation de
surface de nanoparticules de maghémite sont explorées et 1’efficacité des nano-vecteurs est

évaluée in vitro.

Study of nucleic acids interactions with biomacromolecules and nanoparticles - Vectorization

In this work, we were interested in the study, by optical spectroscopy, of the interactions that
may have nucleic acids between them or with surfaces of various types such as proteins, or
inorganic nanoparticles. In the first part, we present a structural study by UV and IR
spectroscopy on nucleotide sequences contained in DsrA, a non-coding RNA. Several models
of self-association are proposed. In the second part, the association of the Hfq protein with a
duplex dA-dTyg is studied by IR spectroscopy. This interaction occurs via a partial opening
of the double-helix and a conformational transition of the sugars of the purine strand. In the
third and fourth part, we are interested in the vectorization of oligonucleotides and peptides.
Different strategies of maghemite nanoparticles surface functionalization are explored and the

effectiveness of nano-vectors is assessed in vitro.
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