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Contexte scientifique

hY

La thérapie génique consiste a introduire dans agikile pathologique un acide
nucléiqgue médicament. Dans le cas des maladies géaigues dues a des mutations de
'ADN (myopathie de duchenne, mucoviscidose parng¥e) un geéne fonctionnel est
introduit dans la cellule malade en remplacemerge&he déficient responsable de la maladie
grace a la délivrance d'un plasmide d’ADN en doubi@ de taille importante (5000 paires
de base environ). Dans le cas de maladies résuftane dérégulation de I'expression
génique et ou d'une suractivation du fonctionnememtprotéines pathologiques, l'acide
nucléique médicament est sous forme d’un oligormticlé (ODN) ADN ou ARN beaucoup
plus court, simple ou double brin. Il existe plusg classes de petits oligonucléotides qui
peuvent permettre la modulation directe ou indged¢ I'expression d’'un gene. Les ODN
antisens, les ARN interférents et les ribozymed agjir au niveau post-transcriptionnel (sur
’ARN-m). Les DNAzymes et les triples hélices vagir directement sur la transcription. Les
aptameéres et les leurres moléculaires vont agimigaau pré-transcriptionnel puisqu’ils
peuvent agir sur les facteurs de transcription,imient I'expression de génes cibles. La
thérapie génique utilisant des acides nucléiquaeticagments offre donc un trés grand nombre
d’applications thérapeutiques dans le domaine danéé humaine. Cette thérapie moléculaire
est spécifique et facilement adaptable a diffésenibles thérapeutiques et donc a différentes
maladies.

Une limitation a une utilisation large de cetteasigie en thérapie est le mode de
délivrance de l'acide nucléique vers sa cible théutique. Notre équipe « transfert d’acides
nucléiques par des systéemes non viraux » dévelepparticulier des méthodes de délivrance
d’acides nucléiques non virales. Il existe plusetechniques de délivrance des acides
nucléiques dans la cellule qui sont soit viraleg son virales. En résumé parmi les
techniques de délivrance non virales, il existe@palement deux types : i) les techniques
physiques (électroporation, sonoporation ou bondyasht par des particules d'or sur
lesquelles sont adsorbés les acides nucléiqudspsiNecteurs chimiques non viraux qui sont
classés en 2 grandes catégories : les lipidesnogies et les polymeres cationiques. Les
vecteurs cationiques permettent de faire des cowmplelectrostatigues avec les acides
nucléiques chargés négativement. Si un acide muaéest complexé avec des liposomes
cationiques, le complexe formé est nommeé lipopl&kein acide nucléigue est complexé a un

polymére cationique, le complexe formé est nomnigpbexe. Enfin, les lipopolyplexes sont
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des polyplexes encapsulés dans des liposomes. €deuks chimiques présentent des
avantages par rapport aux vecteurs viraux (failslenunogénicité, faible probabilité

d’intégration dans le génome, une taille d’acidasléiques a transférer quasi sans limite)
mais doivent encore étre améliorés (biostabilit@xicité, efficacité et spécificité de

délivrance).

Les leurres moléculaires ont été largement éuplddir inhiber des facteurs de
transcription. Au cours des dernieres années, ldentie fonctionnement de ces molécules a
été bien étudié sans pour autant que de nouveawresemoléculaires n’aient été concgus.

Notamment, la plupart des leurres moléculaireéxjpgsqu’a présent n'ont ciblé qu’un
seul facteur de transcription alors que des résultacents montrent la nécessité de
développer des stratégies de multiciblage. Noushsavdonc cherché a développer une
stratégie de multiciblage protéique basée surilecipe du leurre moléculaire en créant un

nouveau type d’acide nucléique de type oligonuadéoADN utilisable en thérapie génique.

Dans la partie introduction de ce manuscrit, lg&mntes stratégies utilisant des
oligonucléotides thérapeutiques seront décritess bégodésoxyribonucléotides leurres
moléculaires seront plus particulierement détaiégécanisme d’action au niveau cellulaire et
cibles protéiques, applications thérapeutiques)suli®, I'importance du multiciblage
protéique et le fonctionnement des facteurs destr@ption seront ensuite développés. Enfin,
la forme circulaire de 'ADN en thérapie géniqueadans differents domaines d’étudede sera
décrite. Dans une deuxiéme et troisieme partiprgsenterai respectivement mes résultats et

une conclusion générale.
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1) Acides nucléiques thérapeutiques sous formagbalucléotide

L'utilisation de petits acides nucléiques a viséérapeutique a été suggérée pour la
premiere fois en 1978 par Zamecnik et Stephensqrarir de travaux montrant qu’un
oligonucléotide simple brin (sb) de 13 bases compl&aire aux extrémités 5’ et 3’ de 'ARN
35S du virus du sarcome de Rous pouvait inhibeépéication de ce virds. Actuellement,
de nombreuses études sont menées en utilisant ades anucléiques afin d’inhiber
directement ou indirectement des facteurs de trgm®mn surexprimés ou suractivés. Le
principal avantage a l'utilisation d’oligonucléatisl est le temps relativement court pour la
mise au point d’'une forme thérapeutique en companai la mise au point d'une petite
molécule par une approche de chimie plus conveméiterde relation structure activitéeci
est d0 au fait que les acides nucléiques sont d#écoles naturelles et que leur synthése
chimique est aujourd’hui bien maitrisée. Les oligdéotides ADN, ARN simple ou double
brin vont permettre I'inhibition de la synthése de l'activité de protéines en agissant de
facon directe ou indirecte en fonction de la nateela cible. L’inhibition est indirecte si
I'oligonucléotide s’hybride avec 'ARN messager (NRn) (comme dans le cas des stratégies
utilisant les antisens, les ribozymes, les ARNrigtents) ou avec I'ADN (dans le cas de
DNAzymes ou de la formation d'une triple hélice).’inhibition est directe si
I'oligonucléotide se lie a la protéine cible (comragec les aptameres et les leurres
moléculaires). L'utilisation des oligonucléotides visée thérapeutique présente encore
néanmoins certaines limitations. Les principawbfgnmes recensés sont la dégradation rapide
si les oligonucléotides utilisés ne sont pas mésdljfia délivrance dans les cellules, les effets
non spécifiques lorsque les ODN sont modifiés chiraiment, la toxicité, I'immunicité et la
pharmacocinétique

[-A) Acides nucléiques ciblant les ARN-m
Etant donné que 'ARN messager (ARN-m) est traduifprotéine, I'interaction avec
un oligonucléotide sb complémentaire peut condairla destruction de 'ARN-m ou au

blocage de la traduction de la protéine. L'inhditimportante de la synthése d’'une protéine
impliquée dans une pathologie peut conduire a fat #férapeutique.

-12 -



1) Oligonucléotide antisens

Les oligonucléotides antisens sont des oligonuiclést(ODN) ADN sb de 15 a 25
nucléotides complémentaires d’une séquence prédantel’ARN-m ciblé. L’hybridation de
'antisens avec I’ARN-m cible conduit a la formatia@’un duplexe ADN/ARN qui apres
reconnaissance par la RNase H conduit au clivagidB&l-m cible et donc a la non synthese
de la protéine (Figure 1A). Ce duplexe ADN/ARN-nupégalement bloquer la traduction de
I'’ARN-m* (Figure 1B).

A B

ASO gapmer \/\/Flank
modifications

mRNA

l Transcription start site

Ribosomal subunit

Q AUG mRNA
Degradation of \W\/\/
ASO-targeted l

mRNA by RNase H

\/\/ Ribosomal subunit

~ 7

Figure 1. Schéma de fonctionnement des oligonucléids antisens

D'aprés Kole et cofl

A. Hybridation de I'oligonucléotide antisens avet ARN-m conduisant a la formation d’'un duplexe reuo
par la RNase H qui clive 'TARN-m cible

B. Blocage de la traduction de '’'ARN-m par un ohgaléotide antisens.

Cette stratégie comporte quelques contraintes ldaclsoix des séquences a utiliser.
Par exemple, la zone ciblée de 'ARN-m par I'anisealoit étre dépourvue de structures
secondaires. De plus, I'antisens ne doit pas cotmpde motifs CpG ou des tracts d& Ges
ODN antisens comprenant des nucléotides en séosppldiester ne sont pas stables dans les
fluides biologiques. Des modifications chimiquesnpettant d’améliorer leur stabilité ont été
développées. La principale modification utilisée a été de rémepr les groupements
phosphodiesters par des groupements phosphor@#iodfigure 2). Cependant, cette

modification induit des effets secondaires et unéctté cellulaire qui peut é&tre importafite
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Une deuxiéme génération de modifications chimigaeété mise au point et consiste a
substituer la position 2’ du ribose par un groupemméthyle (2'-O-méthyl€) Cette
modification présente des effets moins toxiques papport a la modification
phosphorothioate et une meilleure affinité pour séquence ARN complémentdite
Cependant, ’TARN-m n’est plus dégradé car la RNse fonctionne plus avec les ODN 2'-
O-méthyle$® et les effets inhibiteurs sont moins importaht&/ne troisiéme génération de
modification chimique des antisens est représqrdéeles acides nucléiques fermés (LNA ou
locked nucleic acid$j** (Figure 2C). La encore, la stabilité et I'hybridatavec la séquence
complémentaire de 'ARN sont meilleures mais la B&4 fonctionne peu. L'inhibition de la

synthése protéique est principalement induite @atdcage de la traduction.

HO o,/
4 Base
(L_JEE‘; O /

ARN Y P .‘-‘.\ ( ){'l.
-, i, 3
c’»—,o o 0 ©
;4 ® \\p/
o OH - LA
" o
| -
[+] “s—p=0  phosphorothicate
o Base

A U ‘_L_ ) . K\q/ \)
b H S\
rli_JL\\c —__‘l morpholino ey, i

~, 0 H%H ~H ’:“:‘ s H
N N o ) ‘O
L o— T — phosphoramidate o Q p
o 's/ \
PNA hart—p 2'-0-méthyle (2)
LNA

Figure 2. Modifications chimiques couramment utili®es pour augmenter la stabilité des antisens
D'aprés Kole et colf.

Actuellement, la Vitravene (formivirsen), est leus©DN antisens approuvé par la

Food and Drug Administration (FDA) depuis 14981l s’agit d'un ODN antisens

phosphorothioate utilisé pour le traitement deféation rétinienne par le cytomégalovirus
chez des patients atteints du SIDA. Ce produit @& dtveloppé par la société Isis
Pharmaceuticals et est vendu par la société Nevattisieurs ODN antisens ont échoué lors
d’essais cliniques de phase Ill. L’Alicaforsen ¢1&302) dirigé contre la protéine d’adhésion
intercellulaire ICAM-1 n’a pas montré d’effets pdertraitement de la maladie de Créhn

Cependant, cette molécule est testée maintenard arraitement de colite ulcéreuse
(inflammation du colorff. Le Genasense (G3139) (Berkeley Heights), un ODbNsens

composé de 18 désoxyribonucléotides phosphorodsosihybridant avec les 6 premiers

codons de '’ARN-m codant pour la protéine Bcl-2nfiant un duplexe ADN/ARN qui inhibe
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la traduction de la protéife n'a pas montré d'effets bénéfiques sur le mélaom
métastatique. Il a également été testé en essai clinique deephAll sur d’autres types de
cancer (lymphome non Hodgkinien, leucémie lymphaicgt chronique, mélanome malin,
myélomes multiples) ou des résultats prometteutsénobtenut§ 22 En 2009, la FDA n'a
pas approuveé l'utilisation de cette molécule pautrbitement de la leucémie lymphocytaire
chronique, de nouveaux tests cliniques s‘avérant cessaires
(drugs.com/nda/genasense_090309.htm). L’Affinitaprihocarsen sodium) (Isis 3521), un
ODN antisens composé de 20 oligodéoxynucléotidéybsidant avec I'ARN-m de la
phosphokinase PK@® n'a pas montré d'effets en étude clinique de phéisgour le
traitement contre le carcinome pulmonaire a petitdlules (non-small-cell-lung
carcinomaj®. Un ODN antisens de 13 thio-phosphoramidate déaoigotides ciblant I’ARN-

m de la télomérase a aussi été éfiidiéctuellement, les oligonucléotides ARN antisehs 2
O-méthyles, phosphorothioates et morpholinos stihsas en clinique dans la stratégie du
saut d’exon pour corriger un exon défectueux ateanivde 'ARN-m de la dystrophine,

protéine responsable de la myopathie de DucH&nne
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2) Les ribozymes

Les ribozymes sont des ARN catalytiques comporiame partie antisens pour
reconnaitre la séquence ARN cible d’'un ARN-m et pagtie catalytique permettant de
couper cette séquence cible a un site spécifigger@-3). L'avantage de cette technologie est
la spécificité du clivage qui ne conduit pas adatdiction du ribozyme laissant la possibilité
de se fixer sur un autre ARN-m et ainsi de réalgair une méme molécule de multiples
cycles catalytiques. Les inconvénients provienneiine stabilité et d’'une délivrance trop
faible du ribozyme. De plus, il n'est pas possiblatiliser des oligonucléotides modifiés
chimiquement car ils perdent leur activité catay€. Quelques ribozymes sont toutefois en
cours d’essais cliniques. L'Heptazyme, qui estgéircontre le virus de I'hépatite C induit
90% d'inhibition de la réplication virale sur deellules en culturd. Des résultats
prometteurs ont été obtenus en phase | et Il naaiexicité trop importante de ce produit a
conduit & l'arrét des esséls L'Herzyme est un ribozyme dirigé contre le factéude
croissance épidermique humain qui est surexprim@s deertains cancers ovariens et

pulmonaires. Il a été testé en essai clinique dseff.

Cleavage site

\

/ Target RNA
. Cleavage
Ribozyme /site
| |7 1]
> o >
3 ILINNNN UL\I dNNN 5!
14 15 5
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12GY__PfGS g
N--N
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Figure 3. Schéma de fonctionnement d'un ribozyme swn ARN cible.
D’apres Scherer et Ro2%i
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3) ARN interférents
Les ARN interféerents (ARNi) sont des ODN d’ARN dibe brin conduisant a une

inhibition spécifique de la cible par dégradatien’dRN-m correspondant ou par blocage de

la traductiofi* (Figure 4).

Nucleus

Cytoplasm

.

h-_--.

mRNA cleavage

mRNA degradation

Figure 4. Schéma de fonctionnement des ARN interfénts.

D’aprés Burnett et Ros3i

A. Les miRNA sont transcrits a partir d’ADN comméRNA primaires (pri-miRNA) puis processés par Drash
etDGCRS8 en précurseur mi-RNA (pre-miRNA) ayant danfe d’'une tige-boucle de 70 nucléotides. Le pre-
miRNA est transporté dans le cytoplasme par de®rérps a ARN double brin puis est processé par le
complexe Dicer/TRBP en un duplexe de 22 nucléotidlesduplexe miRNA s’associe avec la protéine AGO e
RISC, ou un brin est enlevé. Le complexe RISC deebrin restant va s’hybrider avec un ARN-m cible.
L'inhibition de I'expression génique est réalisée ighibant l'initiation de la traduction ou en tsgortant le
complexe dans les p-bodies (processing bodieSA&N-m est détruit.

B. Comme les miRNA, les shRNA sont transcrits aipdtADN et suivent le méme processus de traitetmen

C. Contrairement au shRNA, les siRNA sont introsldi¢ facon artificielle dans le cytoplasme.
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Pour introduire un ARNi dans la cellule, on utilise ODN d’ARN double brin appelé
SiRNA (short interfering RNA) de 21-23 pb avec &edrémités 3’ allongées de 2 bases. Un
SiRNA peut étre produiin situ par transfert de géne. Codant un shRNA, le précurdu
siRNA double brin avec une boucle hairpin sera @seé par Dicer puis RISC. Parmi les
inconveénients, les siRNA ont parfois des effets gpgacifiques, les differents mécanismes
responsables de la non spécificité des siRNA séntitd par Jackson et Linsf8yNotons
également gu'’il a été montré que les effets noriigaes dépendent fortement du vecteur
utilisé pour les introduire dans les celldfe® Il a été montré qu'un ARN double brin
interagissait avec les récepteurs Toll-like 3 (T),R&cepteurs de la réponse immune innée,
conduisant a l'activation de NEB*’. Les siRNA sont aussi sensibles aux nucléases et
présentent donc une faible stabilité. Certainedestiont utilisé des siRNA non modifiés en
thérapié®. Cependant, d'autres études ont utilisé des siRhAlifiés afin d’augmenter la
stabilité des duplexes, la résistance aux RNAsespEcificité pour cibler les ARN-m et
réduire les effets non spécifigded’autres études encore utilisent des vecteurs paiéger

les SiRNA et augmenter l'internalisation dans lebutes'®*2

Des essais cliniques sont en cours pour le tremem’infections virales, de cancers,
de maladies oculaires et des essais en phase Idesumaladies neurodégénératives, des
allergies et des maladies inflammatoffesActuellement, le siRNA médicament le plus
avancé est ALN-RSVO1l (Alnylam Pharmaceuticals) gdiricontre 'ARN-m du virus
respiratoire syncytiaf. L'ICS-283 (Intradigm), combinaison de 2 siRNA leiit les ARN-m
du VEGF et du VEGFRZ2, est en essai cliniqgue. LeaBmanib, combinaison de 2 siRNA
ciblant les ARN-m du VEGF et du VEGFR1 est en eslaique de phase II/Iff.
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[-B) Acides nucléiques ciblant TADN

L’interaction d’'un ODN sb avec un gene conduisantblocage du processus de

transcription induit de fagon indirecte I'inhibitiale la protéine.

1) Le DNAzyme

Les DNAzymes sont comparables aux ribozymes. @edes ADN sb catalytiqués
Il a été montré qu'un DNAzyme comprenant des numés fermés (LNA) bloque la
réplication du papilloma virus dans les cellulesit€ molécule pourrait étre candidate pour

un traitement contre le cancer cervical du colatétus'’,

2) Oligonucléotides formant une triple hélice

Ces ODN ADN sb se lient spécifiquement dans ledjsillon de 'ADN double brin
au niveau de séquences cibles, avec la formationedtriple hélice locale. Le mode de
reconnaissance moléculaire des purines du deuxi@gnnepar des bases appartenant au
troisieme brin via deux liaisons hydrogene de tyfmogsteen (Figure 5) implique que la
formation de triples hélices est Ilimitée a des eégas cibles de type
oligopurine.oligopyrimidin&. Les ODN formants des triples hélices ont étéisésl pour
inhiber I'expression de genes ou niveau de 'ADMsaique pour induire la mutagénese
dirigée dans des systémes mod&ldsa formation d’une triple hélice conduit & Iifition de

la transcription de I'ADN en ARN-m et donc a I'abse de production de la protéine

correspondante.
= R Ha dR
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Figure 5. Schéma représentant les liaisons hydrogés entre bases de 'ADN permettant la formation
d'une triple hélice
D’aprés Guianvrac’h et Benhitfa
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[-C) Acides nucléiques fixant des protéines

Certains acides nucléiques ont la possibilité ider fdirectement des protéines. On
distingue 2 catégories : les aptaméres, qui cooregnt a des molécules qui adoptent une
structure tridimensionnelle autorisant la recossance d’'une protéine ciblée et les leurres

moléculaires qui possédent une séquence de fixptédefinie d'un facteur de transcription.

1) Aptameres

Un aptamere est un ODN en simple brin ADN ou AR8&hdiron 5 a 50 bases, qui
adoptent une structure secondaire ou tertiairaieva@ se lier avec une haute affinité et une
grande spécificité (I M <Kp<10° M) & des protéinés®. Les aptaméres sont généralement
sélectionnés en étudiant [linteraction de Ila cibpotéique avec une librairie
d’oligonucléotides. Il s’agit du processus SELEXygtematic Evolution of Ligands by
Exponential Enrichmerm) (Figure 6). Une librairie d’aptaméres est inculaéec la cible
protéigue. La protéine se lie a 'aptamére quieglus spécifiqgue. La ségquence de I'aptamere
est alors amplifiée par PCR ou RT-PCR. Le proceSdtisEX a aussi été décliné avec une
approche cellulaire, ce qui a permis d’identifiermbuveaux aptameres se fixant sur un type
cellulaire spécifiqu&>® Afin d’optimiser les paramétres pharmacocinétinqdes aptaméres,
des modifications chimiques sont effectuées. Ledlifications les plus courantes sont
l'utilisation de groupements phosphorothioates,gdeupements 2’-O-méthyle ou d’acides
nucléiques fermés (LNA) qui permettent d’augmenéerésistance aux nucléa3ts Il a
eégalement été observé que la demi-vie des aptardares|’'organisme est tres faible, leur
petite taille étant responsable de leur éliminatienl’'organisme par clairance rénale. Afin
d’augmenter leur demi-vie, ils sont souvent couglésne molécule de polyéthyléne glycol
(PEG) qui augmente leur taffe’ Plusieurs types d’aptaméres existent selon leur

fonctionnalité, leur cible ou leur forme.
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Figure 6. Schéma de la technologie SELEX
D’apres Thiel et Giangrana

a) Les aptameéres extracellulaires

Ces aptameres ne pénétrent pas dans les cellgless tibles sont soit des récepteurs
extracellulaires ou des protéines circulantes. égaptanib, qui est un aptamere ARN de 28
bases se lie au VEGF extracellulaire en particlilsaforme de 165 acides aminés (VEG)
et bloque son activité. C'est le seul aptamére @pg par la FDA en 2062% || est utilisé
pour traiter les patients atteints de dégénérescemaculaire liée a I'dge (DMLA). Afin
d’améliorer sa stabilité, il a été modifié chimiguent avec des 2’-fluoropyrimidines, des 2'-
O-Me purines et du PE%S Le NU172 (Nuvelo/Archemix), un aptamére ADN sfigcie de
la thrombine, a été évalué en essai clinique degha&t un essai de phase Il est planifié en
2013 (clinicaltrials.gov : NCT00808964).

b) Les aptameéres « decoy-like »

Ces aptameéres ont la méme fonction qu’un leurreéoutdire d’ADN double brin
puisqu’ils sont dirigés contre une protéine de ne@issance de ’ADN comme un facteur de
transcription ; plusieurs aptaméres ADN ou ARN @t¢ obtenus contre le facteur de
transcription NF-kB*%3 Pour le moment ces aptaméres n'ont pas été testéknique pour
plusieurs raisons. D’abord ayant une fonction seHalaire, ils doivent étre stables et avoir

une bonne délivrance intracellulaire. Le risque omgnt de perdre la capacité de
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reconnaissance de la cible pour un aptamere dst dor fait de sa structure tertiaire ; par
conséguent des modifications chimiques de I'aparaént difficiles. De plus, il a été montré
gu’'un aptamere ARN en interaction avec la proté@isde NF«B (p50) avait conduit a
sélectionner les mémes interactions acides nudéigmtéin€¥ que dans un complexe
formé entre la séquence d’ADN double brin kB ndteret cette protéine. De ce fait, il n'y
pas avantage notamment en terme d’affinité & ahoise stratégie aptamére basée sur une

méthodologie de sélection et d’enrichissement ketrdjfficile.

4
6 Lys145
rs

2 28

1 29

Figure 7. Repliement de l'aptamére ARN dirigé conte NF«B (p50)2 montrant la formation
d’appariements sous forme de double hélice avec degeractions acides nucléiques/protéine similairea
celles rencontrées avec I'ADN et NikB (site kB/NF-kB).

D’aprés Huang et oSt

c) Les quadruplexes

Les « G-Quartet » intramoléculaires correspondeiaisaociation de 4 résidus guanine
qui s’'arrangent en plateaux pour conduire a la &ion de structure en quadruplexe. Ces
structures existent naturellement dans des rédgcmssren guanines (séquences télomériques,
promoteurs de certains genes) et seraient impligaés des régulations. Des quadruplexes
ont été utilisés comme molécules anticancéreusas ipbiber le facteur de transcription
Stat3”,
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Le T40214 et le T40231 sont des oligodeoxynucléstien « G-Quartets » qui ont été
développés pour inhiber Stat3 et les génes salispendance de Stét3Par bioinformatique,
les auteurs ont proposé que ces molécules déstttili’homodimérisation de Stat3 en
s'insérant entre les 2 domaines SH2. Les auteursnontré par la suifd que ces molécules
inhibent Stat3 dans des cellules HNSCC et augmebépoptoseln vivo, il a été montré que
ces molécules suppriment la croissance de tumeNSQ€ xénogreffées dans des souris

nude.

Le AS1411 (Antisoma) est un quadruplexe de 26<dshes en résidus guanine qui
se lie a la nucléoline. Cette molécule a été éeahuec succes en essai cliniqgue de phase |l
sur 30 patients atteints de carcinomes du rein stashe avancé. Aucune toxicité importante

n'a été observéé®®

d) Les aptameres peptidiques

Une autre classe d’aptameres a été développéeaptameres ne sont pas constitues
d’acides nucléiques mais de 12 a 20 acides amiRésemment, le rS3-PA, un aptameére
peptidigue de 20 acides aminés ciblant Stat3 ané&téau point. Il a été modifié de sorte a
posséder un signal de localisation nucléaire efusginné avec le PTD, une petite séquence
peptidiqgue cationique qui permet d'accroitre I'mmigisation cellulaire. Cette molécule
fonctionne en interagissant avec le domaine de rigatéon de Stat3. Les auteurs rapportent
gue cette molécule permet I'inhibition de la craisse tumorale dans une souris xénogreffée

avec un glioblastonié

2) ADN leurres moléculaires

Les ODN leurres moléculaires (OLM) sont de petgéguences d’ADN en double
brin comportant une séquence reconnue par uneipgatémme un facteur de transcription
le plus souvent. Dans une cellule, I'interactiorired’OLM et un facteur de transcription
cible fait que le facteur de transcription ne peluts reconnaitre sa séquence cible au niveau
génomique (généralement, dans le promoteur d’'ure)géBeci aboutit a I'inhibition de
l'activité du facteur de transcription et des gesess sa dépendance (Figure 8). En 1990,
'équipe de Nabel est la premiere a suggérer guiéelares peuvent étre utilisés pour étudier

le réle des facteurs de transcription dans la l2fiten proposant que laltération de la
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transcription de génes par l'inhibition des proésinresponsables de la régulation de la
transcription permettra de déterminer le fonctioneet de ces facteurs; ils ont aussi
déterminé que linhibition des protéines qui satlide facon séquence spécifique a ’ADN
peut étre realisée avec des oligodésoxynucléoptiesphorothioates double brin. Lors de
cette étude, l'utilisation d’'un oligodésoxynucl@gti phosphorothioate transfecté dans une
lignée de cellules B a permis l'inhibition de I'metion du facteur NReB induite par
I'enhancer du virus VIH. En 1995, I'équipe de Dzt la premiére a suggérer que ces leurres
peuvent étre utilisés comme outils pour manipuledea fins thérapeutiques I'expression
géniqué’. Lors de cette étude, la transfection d’'un OLMafik E2F a permis I'inhibition de
'expression de l'oncogene c-Myc, de la cycline Zdet I'inhibition de la prolifération
cellulaire de cellules VSMC (cellules musculairesséds des vaisseaux) de rat aussi bien
vitro qu’in vivo.

La stratégie du leurre moléculaire présente de membavantagéé Dans le cas d’un
facteur de transcription, la cible potentielle festilement adaptable a condition de connaitre
la séquence consensus de reconnaissance. La g/dh&©OLM est relativement simple. La

connaissance de la structure du facteur de trantgricible n’est pas nécessaire.

@ Etat standard
Expression du gene

cible
— Cis-E Cis-E —— /

Inhibition de I'activation des génes avec des leurres moléculaires

Expression du geéne

-  Cis-E = -  Cis-E = cible
— Cis-E Cis-E  p———e X
Cis-E Séquence de reconnaissance d’un facteur de transcription
@ Facteur de transcription
— Cis-E == Leurre moléculaire

Figure 8. Schéma de fonctionnement de la stratégii leurre moléculaire
D’aprés Morishita R et colf
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A) ODN leurres moléculaires ciblant une seule piraté

Comme les autres stratégies utilisant des acidelgigues, les OLM sont sensibles a

la dégradation par des nucléases. On distingupes t§'OLM. (Figure 9)

[TTTTT] oo TTTTTTT pop C|||||||D

A B C

Figure 9. Différents types de leurres moléculaires.
En A, OLM non modifié. En B, OLM modifié chimiqueme En C, ODN de type « dumbbell » (forme
d’haltere).

OLM non modifiés

Ces leurres correspondent a des duplexes d’ADNvi@am 20 paires de base et qui n’ont
pas subi de modifications chimiques (série phosigstet). lls contiennent une séquence de
liaison au facteur de transcription ciblé qui iagit de maniére hautement spécififfu€es
leurres ont néanmoins l'inconvénient d’étre rapidatndégradés par les nucléases. Ainsi,
pour augmenter leur effet thérapeutique, des nuadiins chimiques des
oligodésoxyribonucléotides ont éré réalisées pogmeenter la stabilité des leurres dans les

fluides biologiques

OLM modifiés chimiquement

La principale modification chimique qui a été réab est le remplacement des
groupements phosphodiesters par des groupementplgitothioates. Le premier leurre
utilisé en thérapie, est I'édifoligide ciblant lacteur de transcription E2F Une autre
modification correspond a l'incorporation d’acidaescléiques fermés (LNA) dans la séquence
oligonucléotidique. Cependant, il a été montré gas modifications étaient responsables
d’'une diminution de l'affinité de la protéine pole site de liaison et induisaient une
toxicité”>’® In vivo, il a été rapporté des effets secondaires lorButiésation de quantités
modérées & importantes d’OLM phosphorothidatd2our contrer ces effets induits par des
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modifications chimiques, la protection des extrésit’'un OLM par un autre systéme a été

réalisée en développant les OLM « dumbbells ».

Oligonucleotide type Structure Relative stability in serum Relative stability of the References
NFxB-oligonucleotide
complex
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Figure 10. Caractéristiques des oligonucléotides rddiés chimiquement utilisés dans la stratégie dwelrre
moléculaire

D’aprés De Stefano et cofl
Références : A8 g ;8183 C.7880. p . 8

Les OLM en forme d’haltére « dumbbells »

Les OLM « dumbbells » (forme d’haltére) sont cangts d’'un duplexe d’ADN d’environ
20 paires de base comprenant la séquence de lmistatteur de transcription et de 2 boucles
simple brin, de sorte qu'une boucle soit présenthague extrémité du duplexe pour former
une liaison 3'-5’ sans extrémité libre. Il a @éntré que ces OLM ont une stabilité accrue
par rapport aux OLM phosphodiestérdans le cas d'un leurre ciblant B, une activité
similaire a été reportée entre un OLM « dumbelt #reOLM de type phosphorothioate pour

la liaison avec le facteur de transcripffon

i) Mécanisme de la stratégie du leurre moléculaire

Les OLM, étant sous forme de double hélice d’ADMNirgée négativement, et bien
gu’ayant une taille restreinte, sont confrontés pmblémes de pénétration intracellulaire

(passage de la membrance cellulaire chargée négaivt) et de compartimentalisation
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intracellulaire (piégeage et dégradation par lesomes) ce qui limite leur libération dans le
cytosol. La délivrance et la localisation intragkire d’'un OLM au sein d’une cellule sont
déterminées respectivement par la cytométrie ex dlupar la microscopie confocale. La
cytométrie en flux est quantitative mais nécessitatiiser un OLM marqué par un
fluorophore ce qui peut moduler ses propriétésagaifulaires. La microscopie confocale est
assez facile a mettre en ceuvre mais elle ne pegoasetde quantification et nécessite un
marquage de I'OLM par un fluorophore. Ces techrsgbien qu’ayant chacune leurs limites
sont les plus utilisées alors que d’autres teclasqlus difficiles a mettre en ceuvre existent.
Notamment, la quantification d’'un ODN peut étrelisge a partir d’extraits nucléaires et
cytoplasmiques par PCR quantitative, par HPLC et ypge technique d’hybridation sur
microplaque avec un OLM biotinylé et enfin par merge radioactif.

De nombreuses équipes ont étudié le mode d'actesn@LM dans la cellule. La
localisation cytoplasmique et/ou nucléaire d’'un Okbhstitue un point primordial qu’il est
nécessaire de connaitre afin de comprendre comieenfacteurs de transcription sont
inhibés. Au cours des dix derniéres années, de rearses études ont été réalisées sur la
localisation d’'un OLM au sein de la cellule par macopie mais aucun bilan systématique
n'a été réalisé. Dans la suite, nous avons chexatigsser ces études en fonction de plusieurs
parametres afin de mieux comprendre le fonctionmeém@n OLM. Notamment, nous avons
cherché a connaitre la localisation des OLM en tioncdu moyen de délivrance

intracellulaire (vecteur).

Dans plusieurs études, la délivrance intracelleldi I'OLM est réalisée sans systeme
de vectorisation (OLM nu). En 2003, I'équipe de i@lid® transfecte un OLM marqué a la
cyanine 3 et ciblant Stat3 dans des cellules SCQt#Nules cancer téte et cou) et observe
gu’'apres 6h de transfection, le leurre est locatiags le cytoplasme et dans le noyau des
cellules. De la méme fagon, en 2009, I'équipe Hadsrd’ montre aprés transfection d’'1 pM
de leurre linéaire phosphorothioate marqué a lardlscéine et ciblant NkB dans les cellules
HOS et MG-63 (lignées cellulaires d'un ostéosarctimmain) qu'aprés 8h d’incubation, les
leurres sont localisés aussi bien au niveau nuel@pi’au niveau cytoplasmique. En 2011,
I'équipe de Hashid observe de la méme facon (transfection pendadie6h pM de leurres
linéaires phosphodiesters marqués a la rhodamiciblant NFxB) dans une culture primaire
de macrophages une localisation nucléaire desekeuroléculaires. Néanmoins, en 2006,

I'équipe de Ivanovskaya rapporte une localisation des leurres linéairessphorothioates
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ciblant NFxB au niveau cytoplasmique dans des cellules hurmal€T-116 (colon).
Néanmoins, lorsqu’un traitement au TNFest réalisé, les leurres sont localisés au niveau
nucléaire. En 2008, I'équipe de Fatfabbserve une faible fluorescence dans le cytoplasme
des cellules de macrophages RAW 264,7 apres 4 sidargansfection avec 0,4 uM d’OLM
phosphorothioate marqué a la rhodamine et ciblaRiBl In vivo, en 2002, I'équipe
d’Alton®* ayant administré & des souris par la cavit¢é nagfleou 500 pg d’OLM
phosphorothioate ciblant NEB a des souris rapporte que le leurre est localeds le
cytoplasme des cellules pulmonaires et conclutlqaeés des oligonucléotides au noyau des
cellules épithéliales pulmonaires est un problenagear, limitant I'efficacité de la stratégie
du leurre moléculaire. Plusieurs études concluentdiu passage intranucléaire d’'un OLM
en absence de vecteur. Cependant d’autres paranaétrane peut étre la lignée cellulaire ou
les conditions de délivrance peuvent limiter cespge. Par ailleurs, les quantités d’OLM
utilisées dans ces conditions sont importantesuc@ept poser un probleme de cout pour des
applications thérapeutiques. De nombreuses étedesns donc orientées vers la vectorisation
des OLM.

La majorité des équipes utilisent donc un vecteourppermettre une meilleure
internalisation dans les cellules d’'un OLM, priradgment des polyméres cationiques ou des
liposomes cationiques. Ces vecteurs forment desplexes avec l'acide nucléique qui
correspondent a des particules de taille nanonu&trijableau 1). Le trafic intracellulaire de
nanoparticules d’ADN plasmidique a été décrit pairer équip&. De maniére générale, les
nanoparticules d’ADN sont internalisées majoritaieat par la voie d’endocytose dépendante
de vésicules a clathrine, bien que selon le veaitlisé et le type de cellules, d’autres voies
d’internalisation sont utilisées, en particuliedle® utilisant les vésicules de type cavéoles
(voie cavéolaire). Apres endocytose, les nanopdescsont présentes dans les endosomes.
Afin que 'ADN internalisé ne soit pas dégradé, hemoparticules doivent permettre une
sortie des endosomes avant que ces derniers rmenfiesit avec les lysosomes. Apres
eéchappement des endosomes, les nanoparticules NI'Aizec ou sans le vecteur) sont
localisées dans le cytosol. Dans le cas d'un ADa&smpidique codant un gene, celui-ci doit
étre transféré dans le noyau pour permettre I'esgipe du gene. Dans le cas d'un leurre
moléculaire, la destination finale devrait égalemétne le noyau puisque les facteurs de

transcription agissent principalement au niveauéaie.
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La grande majorité des vecteurs utilisés pour #ndfection des OLM sont des
liposomes. Depuis ces dix derniéres années, dasnadmes sont menées afin de connaitre la
localisation intracellulaire d’OLM ainsi vectorisésins les cellules. L'équipe de DZ3wen
utilisant un liposome cationique avec 2 uM d’'un OlgWiosphorothioate de 14 pb marqué
avec la fluorescéine et ciblant le facteur de wapson E2F trouve une localisation du leurre
dans des cellules mésangiales, apres 6,12 et 24shele transfection a la fois dans le
cytoplasme et le noyau. 24h apres transfectiorglitervent que le leurre est détecté dans le
noyau de 60 % des cellules. Cette étude préciskerégat qu'en 'absence de liposome
cationique, les leurres ne sont pas internalisdagbn significative par ces cellules. En 2007,
I'équipe de Tiar' transfecte des cellules A549 avec 50, 25 et 1\ de leurres
phosphorothioates marqués au FITC ciblant Stat3ptmms avec la lipofectamine 2000.
Apres 6h de transfection, une localisation nuckdies leurres est observée. Si ces études
tendent a montrer une localisation nucléaire degde vectorisés avec un lipide, un grand

nombre d’'autres études observent un résultatrdiffé

En 2002, I'équipe d’Altoft en administrant & des souris 80 ou 500 pg dedsurr
ciblant NF«xB complexés au lipide cationique GL67 rapporte lagalisation cytoplasmique
des leurres dans les cellules pulmonaires. L'éqdm€attal’, en utilisant 0,4 uM de leurres
phosphorothioates marqués a la rhodamine et cibl&atB complexés avec des liposomes
composeés de différents groupements fonctionnaligamhettant une meilleure internalisation
cellulaire observe une localisation exclusivemegmoglasmique des leurres. L'équipe du Pr.
Rémi Fagard transfecte des leurres moléculairé&sicie |d’'un liposome cationique contenant
du DOPE dans des cellules MCF7 et SW480 et rappmpreele leurre est localisé dans le
cytoplasme de la cellll®®”. De plus, ils montrent que le leurre retient lassanité p50 de
NFkB exclusivement dans I'aire périnucléaire du cydspie. La localisation intracellulaire
de leurres moléculaires ciblant Stat3 a égalemigntegherchée dans des cellules SW480 en
2009°. Si Stat3 est localisé dans le cytoplasme et danmmyau des cellules SW480 en
absence de leurre, Stat 3 est colocalisé aveateelexclusivement au niveau cytoplasmique
des cellules transfectées. Il est intéressant der mue quand le leurre est non spécifique,
Stat3 est localisé au niveau nucléaire et cytoppsenet le leurre non spécifique localisé au
niveau cytoplasmique. De facon plus précise, 'ggunontre que Stat3 non phosphorylé est
localisé au niveau cytoplasmique tandis que StdiB8sphorylé est localisé au niveau
nucléairé’. En présence d'un leurre non spécifique, une imidbn nucléaire de Stat3 et

cytoplasmique du leurre est observée. Ces résultatgrent que I'inhibition de Stat3 par un
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leurre implique le piégeage de Stat3 activé damyteplasme. Ainsi, ces 3 études tendent a
montrer une localisation cytoplasmique des leurvestorisés a l'aide de liposomes
cationiques et un fonctionnement des leurres dieaétention de la cible dans le cytoplasme.
L’équipe de Hashida a utilisé des liposomes cafioes mannosylés pour transfecter des
leurres ciblant NRBB dans des macropha§®e® Dans une premiére publicati§n
I'administration a des rats par voie trachéale dqu§ de leurres phosphorothioates marqués
avec une fluorescéine et complexés avec les lipesamannosylés montre une localisation
des leurres principalement au niveau cytoplasmayee une petite quantité dans le noyau des
macrophages alvéolaires. Des résultats identiquasobtenus avec 2 UM de leurres linéaires
phosphodiesters ciblant NEB marqués a la rhodamine transfectés pendant 6k dae
culture primaire de macrophad&sDans les 2 cas, les auteurs observent une sspprate
l'activation de NFkB dans les cellules, venant renforcer I'hypothése gles leurres

moléculaires fonctionneraient en provoquant lar&e de la cible au sein du cytoplasme.

Si les liposomes cationiques ont été fréquemmeaelisés pour vectoriser des leurres,
d’autres composés ont également fait I'objet d’éaudes polymeres cationiques, molécules
couramment utilisées pour la délivrance de plaspodeété complexés avec des OLM, et la
localisation intracellulaire a été déterminée pamunofluorescence ou par observation
directe a I'aide d’'un fluorophore greffé sur un OLMinsi, avec des complexes entre un
OLM ciblant NFkB marqué au Texas red et un polymere PLL-g-HA [¢ppeére branché de
hyaluronate et de poly(L-lysine)], les leurres spnncipalement observés aprés 24h dans le
cytoplasme et autour du noyau de cellules humdiftS (cellules endothéliales du fol@)
Dans ces expériences, la protéine p65 decBlfe- été observée par immunofluorescence dans
les cellules. En présence de ThFelle est localisée dans le noyau mais en présntaurre
ciblant NF«B, elle reste dans le cytoplasme. Les auteurs gentlpar conséquent qu’un
leurre couplé au copolymeére PLL-g-HA est capabérd’délivré dans le cytosol et qu'’il agit
par rétention de la cible NEB dans le cytoplasme. Un autre polymére cationidee,
polyéthylénéimine (PEI) a été utilisé pour vecterisles leurres ciblant NEB dans des
cellules endothéliales de cerveau de souris bhdBs’agit d’'une petite PEI branchée de 2,7
kDa. Sur les complexes leurres/PEI a été absorbéesda transférine, soit un anticorps anti-
récepteur de la transférine afin de favoriser dintlisation sélective par endocytose de ces
complexes. Avec les leurres marqués avec la flaéms et la PEl marquée avec la
rhodamine, il a été possible de montrer par observalirecte sur cellules fixées que les

complexes sont localisés dans les vésicules d'sgmoee apres internalisation et que ces
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complexes restaient stables. Concernant la fonwidg des leurres, les auteurs montrent que
les complexes leurre/PEl/anticorps anti réceptedraasférine permettent I'inhibition des
géenes sous la dépendance dedBE-Cependant, seule I'utilisation d’'une concentmatile 0,5
UM de leurre ciblant NkB permet linhibition de I'adhésion des monocytesuae
monocouche de cellules bEnd5, une concentratios plavée étant inefficace. En 2004,
I'équipe de Chambel¥ méne une étude cherchant & déterminer la lodalisattracellulaire

de leurres ciblant AP-1 dans 3 lignées celluladiéférentes (KB-3, CHO, MDA-MB-231) et
en utilisant plusieurs types de vecteurs de tratisfe: deux lipides (I'oligofectamine et le
Transfectin Lipid Reagent), un dendrimere (le Raty¥ et une formulation non liposomale (le
Fugene 6). La transfection des cellules est réalis&c un OLM a une concentration de 100
nM. Les transfections menées avec I'oligofectammmantrent que le leurre est localisé au
niveau périnucléaire, et ce, 12h et 48h apresnlaldi la transfection. Les auteurs rapportent
gue l'utilisation du Fugene 6 n’a pas permis dingdiser les leurres. Les autres vecteurs ont
permis une internalisation, mais qui serait moifigcace qu’avec l'oligofectamine. La
localisation intracellulaire observée est cytoplagra. Les auteurs concluent que ces résultats
sont identiques sur les 3 lignées cellulaires ésste&eci suggérant que la localisation
cytoplasmique des leurres n'est pas un phénométheaecspécifique. Se référant a la
publication de I'équipe d’Altoft qui montre une localisation cytoplasmique desreuNF-

kB, les auteurs suggérent également que la lodalisattoplasmique des leurres n'est pas

séquence spécifique du leurre.

Des nanoparticules d’acide polylactiqgue (PLA) omjalément été utilisées pour
transférer des leurres ciblant MB- dans des cellules endothéliales BMEC® Une
localisation cytoplasmique des leurres a égaler@@nbbservée. Le vecteur (HVJ)-Liposome
(Hemagglutinating virus of Japafljqui combine les avantages des vecteurs viraux|@uis
taux de transfection que les vecteurs non viratirpa viraux (utilisation simple et sécurisée)
a été utilisé pour complexer des leurres ciblant«BF Les leurres ont été utilisés par
injection dans la veine porte d’'une sotiisLes auteurs décrivent que le leurre est localisé
essentiellement au niveau des macrophages du faie mont pas recherché la localisation
intracellulaire. lls précisent néanmoins que lassonité p65 de NkB dans les cellules non
parenchymateuses est également retenue dans [dasyte. Ceci, au vu des études citées
précédemment, suggére également une localisatidoplagmique du leurre et un
fonctionnement cytoplasmique. Plus récemment, lggwe Kawashimd® a utilisé des

particules de PLGA [poly(D,L-lactide-co-glycolida)jodifiés avec du chitosan. Le PLGA est
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une molécule approuvée par la FDA pour certaingesaliniques chez I'homrf€. Ce
vecteur a été complexé avec des OLM phosphorothicibtant NF«B et les complexes ont
été transfectés dans des cellules Caco-2. Les eammlsont observés uniquement dans le
cytoplasme ou en position périnucléaire. Les astebservent également que des complexes
sont situés dans le lysosome. lls suggerent airesicgs complexes sont internalisés dans les

cellules Caco-2 par voie d’endocytose.

Pour résumer, dans la majorité des études aydiséutn OLM a I'aide d’'un vecteur
lipidique ou polymérique, 'OLM a une localisatiogtoplasmique. Cependant, ces études ont
également montré que les leurres sont responsdhleseffet biologique par l'inhibition de
génes sous la dépendance du facteur de transorigilé. Ces résultats renforcent
I’hypothese que le mécanisme d’inhibition induit paleurre consisterait en la rétention du

facteur de transcription ciblé au niveau du cytepia de la cellule.

Certains auteurs ont développé des vecteurs desdim&rmettre le transfert d’OLM
dans le noyau des cellules, espérant ainsi obsaneaugmentation des effets biologiques.
L’équipe de Hul”® a développé un leurre ciblant p53 et a transfdescellules HCT116 a
I'aide de la Lipofectamine 2000 ou d’'une protéiretthnsfert. Cette protéine est constituée
de GST-7GR-Ga-NLS. La GST correspond a la glutathis-transférase. Le 7GR correspond
a un fragment de 7 glycines et de 7 arginines. Gespond au domaine de liaison a I'ADN
de Gal4. Le NLS correspond au peptide signal dalikation nucléaire de I'antigéne T du
virus SV40. Dans cette expérience, la présence58espr le promoteur p21 a été étudiée.
Lorsque I'OLM est délivré avec le nouveau vecteure diminution de p53 est observée au
niveau du promoteur, ce qui n’est pas le cas la$@LM est délivré avec la Lipofectamine
2000. Cette etude permet de mettre en avant lélataon entre I'activité et la localisation du

facteur de transcription en fonction du compartitrense trouve le leurre.

En 2012, I'équipe de Reine¥@ décrit une nouvelle classe de vecteur non virpelEp
glycopolymeére. Un OLM non modifié de 20 pb dirigéntre NFxB est délivré dans des
cellules NRVMs (cardiomyocytes de rat) en présencen absence de ce vecteur. En absence
de vecteur, le leurre n’est pas internalisé d’apirgs observation par microscopie confocale.
Par contre, une analyse par cytométrie en flux reaiiie 85 % des cellules sont transfectées

avec une forte intensité de fluorescence et les (davit localisés dans le noyau. Ce
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glycopolymére est un nouveau vecteur de choix @&dppur la délivrance intranucléaire de

leurres moléculaires.

De facon générale, I'efficacité de la thérapie gaaiutilisant des acides nucléiques est
limitée par la délivrance intracellulaire et notasmhnucléaire de 'ODN thérapeutique dans
le cas de la stratégie leurre moléculaire. De nemtbiparamétres conditionnent la mise au
point d’'un vecteur efficace au niveau cellulaireurd® part etin vivo d'autre part

(pharmacocinétique).
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Tableau 1. Etudes récentes sur la localisation irdicellulaire par microscopie de fluorescence d’OLM
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i) Développement thérapeutique de la stratégidéedure moléculaire

Essais thérapeutiques visant a tester I'efficadéé OLM sur des patients atteints

d’'un cancer

Récemment, I'équipe de Grantifsa mis en place un essai clinique de phase 0 afin
d’évaluer la faisabilité et la sécurité d’un leumeléculaire ciblant le facteur de transcription
Stat3 pour des patients atteints de tumeurs HNS$@@Ge(r téte et cou). Le leurre moléculaire
utilisé est un duplexe de 15 pb avec des groupenpdrtsphorothioate aux extrémités 5’ et 3’
afin d’augmenter la biostabilité. Aucun vecteur ti@nsfection n’est utilisé. Pour I'essai
clinigue, une biopsie de la tumeur est tout d’abogdlisée puis des doses du leurre
moléculaire allant de 250 pug a 1 mg sont admirgsti@ux patients par une injection intra-
tumorale. Les patients témoins regoivent quantxueie solution saline. Aprés l'injection, la
tumeur est retirée par un acte chirurgical, ungdi® est réalisée et I'efficacité du leurre
moléculaire est déterminée en mesurant I'expresi@ogenes sous la dépendance de Stat3 par
RT-PCR, Western Blot et immunohistochimie. Les argenotent qu’aucune toxicité n’a été
observée et qu'aucune dose maximale tolérée n'attginte. En analysant les biopsies, les
auteurs observent que les genes sous le contréBtadi®, incluant la cycline D1 et BcleX
sont moins fortement exprimés dans les tumeurssapagement par rapport aux tumeurs
avant traitement ou apres injection saline. Leswagt précisent qu’ils n’ont pas observe
d’'effet dose sur les niveaux d’expression des gambkes. Ces résultats montrent que
I'administration intra-tumorale d’un leurre moléainke ciblant Stat3 est sans danger et peut
diminuer I'expression des génes cibles de Stat3 tamtumeurs HNSCC. Ce protocole reste

cependant expérimental et a priori pas utilisahléhérapeutique.

Utilisation de leurres moléculaires dans les pathiels cardiaques

Le premier OLM testé cliniquement est I'édigifaidl a été développé pour cibler le
facteur de transcription E2Fqui joue un role clé dans la sur-régulation desegdmpliqués
dans I'hyperplasie néointimale, ce qui conduitahérosclérose et & la thrombbdees essais
précliniques, ainsi que les essais cliniques desgshd et H*'“concernent le pontage
coronarien par chirurgie en utilisant une veinepdtient préalablement retirée et inculrée
vitro en présence d’édifoligide. En essai clinique desph& B, il a permis d’augmenter la

réussite de pontage aorto-coronarterCependant, en phase llI, testé sur 1508 patiibmts,

-35-



pas prouvé son potentiel thérapeutique par rapparh placebo. Deux raisons pourraient
expliquer cet échec : i) I'existence d’isoformes E2F dont I'activité est soit négative soit
positive dans l'efficacité du pontage coronariehest possible alors que le leurre puisse
inhiber un isoforme de E2F impliqué dans l'effi¢aailu pontage. ii) le piégeage de la forme
E2F impliguée dans la baisse de l'efficacité dutpge n’est pas suffisante du fait d’'une

compétition avec les différents isoformeés

La société Angés MG, basée au Japon, est une coimpgmharmaceutique
développant des leurres moléculaires qui a initiécaurs des dernieres années plusieurs
essais cliniques. Selon les informations commurmguéur leur site internet (anges-
mg.com/en), 3 essais cliniques avec le leurrexRFsont en cours. Un essai clinique de phase
Il au Japon et de phase préclinique dans d’autigs pont en cours pour le traitement de la
dermatite atopique. Enfin, ce leurre est en cotegssadi clinique au Japon pour la prévention
des resténoses vasculaires par application loealeoars du cathétérisme vasculaire chez

I’'hnomme.

L’équipe de Morishita a axé son travail sur l'stition d’OLM pour des applications
thérapeutiques dans les pathologies cardiaqua¥atétus du myocarde résulte de dommages
séveres des cardiomyocytes et des cellules endods’. Il a été montré que I'activité de
NF-kB est augmentée dans cette pathologie. En'19di7a été montré qu’un leurre NEB
peut se lier a NkeB et blogue I'activation des genes responsabld$ndi@rctus du myocarde.

Le rejet de greffe limite la survie a long termes deceveurs aprés une transplantation
cardiaqué'’. En 2000 I'équipe réalise des transplantations cardiaques la souris en
présence d'un leurre ciblant N8 ou d’'un leurre non spécifique transfecté a laule
vecteur viral HVJ-liposome. Le leurre ciblant MB-a permis d’éviter une inflammation et de
limiter les rejets suite & la greffe cardiaque. 2899° I'équipe décrit que I'échec d’une
transplantation est du au rejet sévéere et aux neslatil greffon artériel. Le choix de la cible
du leurre apparait étre un élément important adveeen considération. En effet, le ciblage de
NF-xB par un leurre moléculaire diminue la maladie deffon artériel mais ne permet pas
d’atténuer le phénomene de rejet sévere. Enficiplage par un OLM ciblant AP-1 et par un
OLM ciblant STAT-1 délivrés en méme temps en aapian locale lors de la transplantation
évite les deux problémes liés a I'échec de la plamsation. Les leurres moléculaires ont
egalement été utilisés dans le traitement de tamese aprés angioplastie. Des expérieages

vivo sur des cceurs de souris ou de singes utilisanDdbk ciblant E2F vectorisés avec des
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HVJ-liposomes ont permis de montrer que le leurieda formation d’une resténose et que
des genes de régulation du cycle cellulaire ne pastsurexprimés contrairement a ce qui se

produit au cours de la resténtise

Dans des expériencas vivo, l'utilisation de leurres ciblant NkB au niveau de
l'artére carotide de rats a permis d’obtenir urgkition de la resténose 14 jours apres avoir
provoqué le rétrécissement artéfiel De plus, les génes ICAM-1 et VCAM-1 sous la
dépendance de NEB sont inhibés dans les vaisseaux transfectés wave&alLM anti NF«B.

Un OLM ciblant NFxB a été testé sur deux patients atteints de restéapres une
intervention coronarienne percutaff@ePour ces deux patients, la resténose a été éiitée
aucun effet secondaire n'a été observé. Il s’agipmier essai clinique montrant I'efficacité
de la transfection de leurre ciblant MB-sur un site de sténose dans une artére corohase.
auteurs concluent que l'utilisation d’un leurrelait NF«B est bénéfique mais que d’autres
essais doivent étre envisagés pour prouver un eliféitjue. Le patient numéro 1 de cette

étude a été revu quatre ans plus tard et sansitqmpale resténosé’.

La difficulté récurrente dans le développementadstratégie leurre moléculaire reste
I'efficacité de délivrance et donc le choix du gyse de vectorisation. Chaque systéme a des
propriétés uniques et des conditions spécifiquesilidation?®. Le choix de I'équipe de
Morishita a été d'utiliser le HVJ liposome. Cepemigdéquipe s’est ensuite orientée vers la
délivrance par voie orale de leurres couplés auAfGet une étude rapporte la vectorisation
d’OLM sous forme « dumbbell » avec le PLEA

B) ODN leurre moléculaire pour un multiciblage @eteurs de transcription

La majorité des OLM qui ont été développés neecibdonc gu’'un seul facteur de
transcription du fait qu’ils sont courts et ne ¢genhent qu’une séquence de liaison au facteur
de transcription. L'équipe de Waliga développé un leurre moléculaire ayant la propdé
posséder plusieurs éléments de reconnaissancectiuria de transcription. Si plusieurs
protéines cibles sont inhibées en méme temps paéfae molécule, le blocage de plusieurs
voies cellulaires impliquées dans le cancer dewaitmettre d’augmenter I'efficacité de
I'agent thérapeutique. Ces auteurs ont donc dépélop OLM entierement phosphorothioate
de 37 pb et possédant 3 sites de reconnaissancdegdacteurs de transcription Stat3, NF-

kB et E2F. Aprés transfection des leurres en utiti$a Lipofectamine 2000, les auteurs ont
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observé que le leurre possédant les 3 sites damaissance a un effet 2 fois plus important
que le leurre possédant 1 seul site de reconnaissBe la méme facgon, la diminution de la
viabilité cellulaire observée avec le leurre cibld@rfacteurs de transcription est obtenue plus
rapidement qu’avec le leurre ciblant 1 seul factéeirtranscription. lls précisent également
gu'avec le leurre ciblant 1 seul facteur de traipsion, une croissance des cellules est
obtenue aprés 72h, ce qui n’est pas le cas avearte ciblant 3 facteurs de transcription. Par
conséquent, le ciblage simultané de plusieurs destele transcription différents permet
d’augmenter les effets anticancéreux en comparassogiblage d’'une seule protéine. Les
résultats de cette étude sont néanmoins a premdcepaécaution. Les auteurs précisent eux-
mémes qu’ils ne peuvent pas conclure sur le rélBodganisation de multiples éléments cis
dans un méme leurre moléculaire. En effet, danodastruction utilisée, les sites de
reconnaissance de NdB et de E2F sont chevauchants. Ainsi, il est pelairle qu’'un seul
leurre puisse fixer en méme temps ces 2 facteurgamscription. Dans ce travail, il est
probable que seulement une petite proportion dudesoit capable de fixer plusieurs facteurs
de transcription du fait d’'un encombrement stérigufficacité de ce type de leurre
proviendrait donc plutdt d’'un effet additif d’OLM onosites. La nécessité d’introduire des
modifications chimiques pour augmenter la biostibd un colt d’autant plus important que
'OLM est long.

Un multiciblage de NReB et Etsl a été reporté dans le but de réduirastpue
d’anévrisme aortique abdominal dans un modéle dnineat, lapin}*’*?
L’oligodésoxynucléotide leurre moléculaire de 2&r@mde base contient des sites séparés de
Etsl et NF-kB ; cependant, on sait que la prot&itsd interagit trés faiblement avec un seul
site consensus du fait de son mécanisme d'autoeiimmbce qui limite probablement
I'efficacité de cet OLM. Ce leurre moléculaire cléngue NkB/Etsl a aussi été utilisé sous

une forme « dumbbell*$’.
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C) Autres leurres moléculaires

i) Stratégie « Dbait »

La stratégie développée par DNA Therapeutics (cgmea de biotechnologie
francaise cofondée par le Prof. Jian-Sheng Sume &rl Marie Dutreix) est d'utiliser des
ODNs appelés Dbait capables d’inhiber la réparaties cassures double brin de 'ADN
engendrées par la radiothérapie anticancéreusee Steatégie a été développée du fait de
résistance cellulaire dépendante d’'un systeme plaration trés efficace dans les cellules
cancéreuses : le systeme de réparation de 'ADMrNomologous End Joining » (NHEJ) ;
ce systeme permet de signaler via la protéine ¢ditéerique Ku I'existence de coupure
double brin puis de recruter des protéines kinadesl dépendantes (DNA-PK) entrainant
ensuite la phosphorylation de I'histone H2AX etalmangement local de la chromatine. Le
recrutement de protéines de réparation (ligaseXNCC4 et XLF) avec DNA-PK et Ku
forment un complexe capable de réparer une casleutde brin. Le Dbait est une molécule
d’ADN double brin linéaire de 32 pb en forme deetlgpucle constituée d’extrémités 5’ et 3’
franches d’'un co6té et d'un linker hexaéthylenedlyde l'autre c6té. Chaque extrémité
posséde 3 nucléotides de type phosphorothioateéteité 3’ et 5’) pour augmenter la
biostabilité du Dbait. Les extrémités du Dbait mmhane cassure double brin permettant le
recrutement de Ku, I'activation de la DNA-PK etghaosphorylation de H2AX. Si le Dbait a
bien une activité de leurre moléculaire au départle recrutement de Ku, on voit qu’il se
différencie des leurres classiques ciblant destastde transcription puisqu’il active et non
pas inhibe une fonction cellulaire et d’autre pantecrute un complexe protéique et non une
seule protéine. Il est intéressant de remarquetegD®ait ne possede plus d’activité quand sa
longueur est inférieure & 24 paires de baSé¥. Ce résultat devrait étre pris en compte dans
la stratégie du leurre moléculaire anti facteutrdascription car on ne peut pas exclure que
des ODN leurres linéaires longs (au-dela de 30mir@n) ne puissent pas aussi mimer des
cassures double brin. Cette situation est notammesgible dans le cas des ODN linéaires
multisites de 37 pb développés par I'équipe de WArey qui seront décrits ultérieurement.
Comme dans le cas d’'un OLM dirigé contre un facteutranscription, le Dbait devrait avoir
une activité optimale au niveau du noyau. La prale/éefficacité de Dbaiin vivo a été faite
sur difféerents types de tumeurs humaines xénogreféhiez la souris en association avec la
radiothérapie. Notamment la phosphorylation de HZ%Xbien augmentée dans les tumeurs

en présence de Dbait démontrant sa propriété demine cassure double brin in Vit
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Comme nous I'avons déja souligné, un probléme tamgveloppement de thérapie a base
d’acides nucléigues est la mise au point de systéendélivrance efficace et non toxique.
Bien que le Dbait ait été transfecté au départ ayem de vecteurs comme le Superfect ou la
PEI (de différentes tailles, branchée ou non)plseftoxicité de ces polymeéres cationiques a
conduit a élaborer le CoDbait qui possede en 5’ alradne triethylene glycol couplée a un
groupement cholestérdf. Bien que le CoDbait posséde une modification 'detrémité
mimant une cassure double brin, cette moléculesedtien la phosphorylation de H2AX ;
bien que la dose efficace soit plus élevée que [bait, la toxicité de CoDbait est tres
faible, ce qui a permis DNA Therapeutics a utilissyemment CoDbait en essai pré clinique
par injections locales chez des patients attemtmélanomes métastasés en combinaison avec
de la radiothérapie.

i) Leurre anti ADN méthylase

Récemment, I'équipe de Carell a mis au point umréemoléculaire inhibiteur d’'une
méthyltransférasd®. Il s’agit d’un duplexe de 18 pb qui contient umtifi CpG triplement
hémi-méthylé comme séquence de reconnaissance méthyltranférase humaine Dnmtl.
Aucune application thérapeutique n’a été reportie e moment.

li) ODN immunostimulant

En 2012, I'équipe de Weinér rapporte les résultats d’un essai clinique utilise
CpG7909 dans des patients atteints de leucémigshlyoytaires chroniques (LLC). Le CpG
7909 (ProMun&") est un ODN ADN de 24 bases sb, contenant 4 m6{ifs non méthylés
avec un squelette phosphorothioate et qui est anistg du récepteur TLR9 exprimé dans les
cellules B et les cellules dendritigues du plasi@atte molécule est endocytée par les
lymphocytes B et se lie avec le TLR9 dans le cottpant endosomal ou elle forme un
complexe de signalisation. Dans le traitement deS,lle CpG 7909 permet 'augmentation
de I'apoptose des cellules LLC (sous populatiorcelkiles B malignes). Un test clinique de
phase | réalisé sur 41 volontaires sains a étéééafin de vérifier I'innocuité de ce produit
qui est bien toléré en injection sous cutanée. tbéeapie multi dose avec des injections sous-

cutanées de CpG 7909 devrait commencer dans uircksgpe de phase Il.

-40 -



iv) Molécule a activité leurre moléculaire et amtis

Une molécule possédant 2 activités a été déveddpip€ette molécule comprend une
ou deux séquences qui correspondent a des élémentsponse a 'AMP cyclique (CRE)
mais également une séquence simple brin qui paybsder au pré-ARN-m ou a '’ARN-m
de Bcl-2. Cette construction bifonctionnelle perndget fixer différentes cibles avec des
fonctions biologiques différentes : une fonctiomrte moléculaire ciblant un facteur de

transcription et une fonction antisens ciblant BRINAM.
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Il) Facteurs de transcription et multiciblage

[I-A) Les facteurs de transcription

1) Généralités sur la transcription et les facteursle transcription

La transcription dans les organismes eucaryoteegatée par 2 classes de facteur de
transcription, les facteurs de transcription gémérgui se lient sur un promoteur situé prés
d’'un site d'initiation de la transcription et lescteurs de transcription séquence spécifique qui
se lient sur des sites de fixation situés a uneumi® plus ou moins importante en amont du
site d'initiation de la transcriptidff. Typiquement, les facteurs de transcription SjRoifs
contiennent une séquence spécifique de liaisoARN’ et une région « trans-activante » qui
interagit avec d'autres facteurs. Les séquenceDN'Aen double brin reconnues par les
facteurs de transcription sont composées de quelyueéotides (5 a 10) et la spécificité d’'un
facteur de transcription est définie par son inta avec son site de liaisGf La région
trans activante qui permet linteraction avec d'esitfacteurs permet lI'assemblage des
différents facteurs en une combinaison unique et ane structure tridimensionnelle définie
appelée enhanceosohie

La Figure 11 montre la fixation de différents fagtede transcription sur les éléments
de reconnaissance situés en amont du gene codant’ipterféron p (IFN-B) formant un
enhanceosom®&. L'expression des génes codant pour [I'I[BNrequiert Iactivation
coordonnée de 4 facteurs de transcription: ATFJRft, IRF-3, IRF-7 et NkB
(p50/RelA}*. In vivo, ces facteurs de transcription se lient coopéeatant dans le
promoteur de P'IFNB situé de -102 a -47 paires de bases avant le ddlbusite de
transcriptio®. Aprés assemblage de ces facteurs de transcripsons forme
d’enhanceosome, un recrutement de GCN5 et CBP/pR0@uit a I'acétylation des
nucléosomes situés a proximité de I'enhanceosoraaietremodelage de la chromatine par le
complexe SWI/SNF repositionnant ainsi les nucléasoui recouvraient la « TATA box »
et le site d'initiation de la transcription Cecirpet a la TBP (TATA binding protein) et a
'ARN polymérase Il d’accéder au promoteur et diem la transcription. Comme nous le
verrons plus tard, la formation de boucles d’ADMiant des domaines isolés dans lesquels

I’ADN est courbé et contraint joue un role au niveke la transcription elle-méme.

-42 -



B B ATF-2

c-Jun @
»>
¢ J"l.
- ‘,,‘k ‘A_
- ) ey -41- -'e " £ )
d _ ;\,ﬁ; 2
iy rqx'f‘%‘ ¥ 4 : ...-' # N- 1
3&3 2R) 7 4 1 YN A (8
WQE] v
FEDE S D Vs
7 L |
& N N
N s . F
iRP?AN' IRF-3C
™~
3 —
1

ATF-2  |RF-3A IRF-3C g P50 @
5' TAAATGACATAGGAAAACT GGGAGAAGT (
3' TTTACTGTATCCTTTTGA CCCTCTTCA

I
AATTCCTCTG 3'
TTTAAGGAGACA 5'

RelA

c-Jun

Figure 11. Modeéle atomique de I'enhanceosome siteéd amont du géne codant pour l'interférong.
D’aprés Panné®.

De nombreux facteurs de transcription sont recerisgédbase de données Transfac
Rel. 7.0 (gene-regulation.com) recense 6133 fastdartranscriptioff’. Une autre base de
donnée, Jasp4rf (jaspar.genereg.net), recense également les faaleutranscription et leurs
séquences consensus. |l est possible de prédaiel@ de logiciels spécifiques disponibles sur
internet si une séquence d’ADN est susceptible on d'étre liee par un facteur de
transcription. La base de données Jaspar intégrepsapre logiciel de recherche. Pour
effectuer une recherche dans la base de donnésfdcail est possible d'utiliser le logiciel
Match (gene-regulation.com) ou le logiciel TESSI(apenn.edu/cgi-bin/tess/tess). Dans tous
les cas, le logiciel définit un score correspondala probabilité d’interaction de la séquence

d’ADN donnée avec les facteurs de transcriptioagrés dans les bases de données.

Si I'on considere la classification des facteurstrd@scription de la base de données
Transfac (gene-regulation.com/pub/databases/traict$M.html) (Figure 12), les facteurs de
transcription ont été regroupés en 4 superfamilles une superfamille 0 qui correspond aux
facteurs de transcription non intégrables dangtlesperfamilles. Ces superfamilles ont été
établies a partir de la structure des facteurs rdestription. La premiere superfamille
correspond aux « domaines basiques ». Les factieutsanscription sont caractérisés par un

large excés de charges positives qui évitent qee féeteurs de transcription soient
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completement structurés en solution mais adoptet structure en hélice lorsqu’ils
interagissent avec I'’ADN?. Traditionnellement, cette famille posséde souuendomaine de
dimérisation, une glissiére & leucine (leucine eipmu un domaine hélice boucle hétfée

La dimérisation donne une accessibilité des degiond basiques a ’ADN au niveau du petit
sillon'*®. Par exemple, AP-1 et Nrf2 appartiennent a la lfarglissiére & leucine et MyoD et
Twist a la famille hélice boucle hélice. La deux&superfamille correspond a des facteurs de
transcription possedant un motif de type doigtide.2_es motifs en doigt de zinc forment de
petits domaines repliés indépendamment du resta degucture protéique autour d’'un ion
zinc. La liaison a ’'ADN de ces motifs passe partéraction de 3 acides aminés d’'une hélice
a et de 3 bases sur I'ADN (facteurs GATA, Spl....).tt@sieme superfamille correspond
aux « domaines hélice tour hélice » (HTH). Le méfifH est un des domaines de liaison a
I'ADN les plus répandu au cours de Iévoluttth La majorité des structures
tridimensionnelles des facteurs de transcriptiorécdjgues qui ont été rapportées
reconnaissent ’ADN & travers un motif Hf# Le motif HTH est généralement composé de
20 acides aminés formant 2 hélieesonnectées par quatre acides aminés. Une de ags de
hélicesa permet la reconnaissance séquence spécifiqueA@dNI'du grand sillon. E2F ou
Etsl appartiennent a cette superfamille. La quatiéamille correspond aux « facteurs a
architectured » qui interagissent avec le petit sillon de I'’ADBette superfamille regroupe 11
classes de facteurs de transcription. Parmi leedeg de transcription connus, on retrouve
dans cette catégorie, NdB, Stat3 bien que ces facteurs de transcripticeragissent avec le
grand sillon de 'ADN. La superfamille O correspoadx facteurs de transcription qui n’ont

pas été recensés dans les superfamilles précédemitées.
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4 Superclass: beta-Scaffold Factors with Minor Groove Contacts
4.1 Class: RHR (Rel homology region).

4.2 Class: STAT

4.3 Class: p53

4.4 Class: MADS box.

4.5 Class: beta-Barrel alpha-helix transcription factors
4.6 Class: TATA-binding proteins

4.7 Class: HMG.

4.8 Class: Heteromeric CCAAT factors

4.9 Class: Grainyhead

4.10 Class: Cold-shock domain factors.

4.11 Class: Runt.

1 Supercfass: Basic Domains

1.1 Class: Leucine zipper factors (bZIP).

1.2 Class: Helix-loop-helix factors (bHLH).

1.3 Class: Helix-loop-helix / leucine zipper factors (bHLH-ZIP).
1.4 Class: NF-1

1.5 Class: RF-X

1.6 Class: bHSH

2 Superclass: Zinc-coordinating DNA-binding domains 0 Superclass: Other Transcription Factors

2.1 Class: Cys4 zinc finger of nuclear receptor type. 0.1 Class: Copper fist proteins

2.2 Class: diverse Cys4 zinc fingers. 0.2 Class: HMGI(Y)

2.3 Class: Cys2His2 zinc finger domain. 0.3 Class: Pocket domain

2.4 Class: Cysb cysteine-zinc cluster. 0.4 Class: E1A-like factors

2.5 Class: Zinc fingers of alternating composition 0.5 Class: AP2/EREBP-related factors

3 Superclass: Helix-turn-helix

3.1 Class: Homeo domain.

3.2 Class: Paired box.

3.3 Class: Fork head / winged helix.
3.4 Class: Heat shock factors

3.5 Class: Tryptophan clusters.

3.6 Class: TEA domain.

Figure 12. Les différentes classes de facteurs danscription définies par la base de données Trans€.
2) Le facteur de transcription NF«B

NF-kB correspond a une famille de facteurs de transorigconstituée de 15 dimeres
qui résultent de différentes combinaisons entrecdémes [Rel (c Rel), Rel A (p65), Rel B,
NF-kB-1 (p105/p50) et NRB-2 (p100/p52)j*’. Chacune de ces sous unités contient un
domaine d’homologie Rel (RHR pour rel homologieioay de 300 acides aminés environ
selon la sous unité protéique, qui a la capacititedeine séquence d’ADN spécifigd® Ces
dimeéres régulent I'expression d’'une grande varitéyenes. Par exemple, parmi les génes
régulés par NkeB, certains codent pour des cytokines (IL-6, IL-TRIF-a, LTa, LTB, GM-
CSF), des chimiokines (IL-8, IL-12, MIPel MCP1, RANTES, eotaxin), des molécules
d’adhésion cellulaire (ICAM, VCAM, E-selectin) owesl enzymes inductibles (iNOS, Cox2)
(liste réalisée par Ghosh et Kdfi. De plus, NF<B joue un réle central dans la survie
cellulaire en activant des génes impliqués dam®psose et la prolifération cellulaire, comme
c-IAP-1, c-IAP-2, A1, Bcl-XL, Fas ligand, c-myc letcycline D14,

Le fonctionnement général de NB- est décrit par Barnes et Karifiet représenté
schématiquement sur la Figure 14. La forme la plbsndante de NkB est le dimére
p50/p65. Dans une cellule non stimulée, NB-est localisé dans le cytoplasme et est lié a

IxBa et a kBB qui maintiennent NkeB dans le cytoplasme. Pour celeB& masque le signal
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d’'importation nucléaire (NLS) de p&5. Lorsque les cellules sont stimulées (par'p.du le
TNF-o par exemple), des kinases spécifiques phosphor@legsidus sérine sukBa, qui est
ensuite ubiquitinylé et enfin dégradé dans le m=ée>>1>41°3 NF«B n’étant plus lié adB

et ayant un NLS libre, la protéine est importéesdamoyau ou elle va se lier a des séquences
spécifigues d’ADN consensus (la séquence consersoanue étant GGGRNWYYCC avec
R, N, W, Y étant respectivement une purine, n'inpayuelle base, A ou T, une pyrimidine)
dans les régions promotrices des genes ciblest Btammé que le gen&Bo a une séquence
de reconnaissana® dans sa région promotrice, I'induction de NBpermet la transcription
du geneBa ; la protéine #B entre dans le noyau pour se lier a RB-activé et le transporte
dans le cytoplasme afin de terminer I'activationl'dgpression des genes induite par NF-
«B*™* par une boucle de rétrocontréle. Il existe neliévale régulation de I'activité de NF-
kB ; les voies alternatives et atypiques de fomctement de NkB sont décrites dans une
revue de Perkins et Gilmdra

Figure 13. Structure du dimére NFxB p50/p65.

La partie C-ter est impliquée dans la dimérisagbita partie N-ter est impliquée dans l'interactarec kB et
dans la liaison spécifique au site consensus dBNAGGGRNWYYCC). L'interaction a lieu dans le grand
sillon de I’ADN avec des résidus de la protéinesprés dans cing différentes boucles du domaine RHRs le
complexe, 'ADN est courbé vers le grand sillonrd/igon 20 a 40°. Ce facteur de transcription se fixec une
forte affinité sur la séquence consensugd& 20 nM environ). D’aprés Chen et &3 Numéro d’accesion &
la Protein DataBank : 1VKX.
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Figure 14. Schéma du fonctionnement de la voie deysalisation NF-kB dans une cellule.
La voie principale correspond a celle décrite deetimere p50/p65. La voie alternative est celleritié avec le
dimére RelB/p100. Figure extraite de Mohamed et Adicler’®’.

Il a été montré que NKB est suractivé dans plusieurs tumeurs et danérediftes
lignées cellulaires cancéreuS8s NF«B est donc une cible thérapeutique validée non
seulement dans le cancer mais dans d'autres maladipliquant un désordre de
l'inflammation™®. Diverses stratégies ont été utilisées en ce semsme I'utilisation d’un
antisens dirigé contre la sous unité p65 dexdBE?, I'utilisation du peptide SN50 qui inhibe
la translocation de NKB dans le noyd@® [Iutilisation de petites molécules chimique
inhibant la phosphorylation deB (inhibiteur de kinase) 'augmentation de la laaisde NF-
kB & linhibiteur kBa®% I'utilisation d’un inhibiteur du protéasome (béxbmibe) ou

encore l'utilisation de leurres moléculaires.
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[I-B) Multiciblage

Les progrés de la biologie montre I'enchevétremdes voies de signalisation
cellulaire qui lorsqu’elles sont dérégulées conehlisa une pathologie. Ce fait est
contradictoire avec la conception de nouveaux na@dénts dirigées contre une seule cible
thérapeutique, ce concept étant toujours majogitaént suivi pour obtenir des molécules
spécifique¥®®®* Un article de revue récent montre que depuis dinaine d’année, les
molécules thérapeutiques efficaces ciblent en gfhis d’'une cible thérapeutigtié Cette
observation peut étre liée a la découverte fortdgenouvelles cibles pour une molécule
congue au départ pour un ciblage simple et/ou@daerche rationnelle de molécules dirigées
directement contre plusieurs cibles. L’imatinib, unhibiteur de plusieurs tyrosine kinases
possede un meilleur effet anticancéreux que letigigfique est dirigé contre une seule
cible’®® Récemment, ce concept de multiciblage a élié&ipour mettre au point un nouvel
inhibiteur de kinase de la voie phosphatidylinds:«kinase bloquant la phosphorylation de 5
protéines kinase permettant d’augmenter I'effetitamioral®’. Enfin, ce concept de
multiciblage est directement validé par [efficécitde la combinaison de molécules
thérapeutiques qui est pratiguement toujours aélidans le traitement du cancer et d’autres
maladie$®.

Des études par analyse globale permettent pargjgeches de bioinformatique de
cartographier des cibles protéiques impliquées dares pathologie. Par exemple comme
indiqué dans la Figure 15, une analyse globaleadidirs de transcription impliqués dans le
cancer colorectal montre notamment que les factéeirganscription NkeB, Stat3 et Etsl

participent a différents aspects du développemectdcer.
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Figure 15. Analyse globale de facteurs de transcrijpn impliqués dans le cancer colorectal
D’aprés Pradhan et coft

Un autre exemple est indiqué dans une revue m€énui montre des interactions
fonctionnelles entre les facteurs de transcriptait3 et NF<B dans le cancer. Stat3 et NF-
kB sont régulés par des mécanismes moléculairedreliffs. Néanmoins, ces 2 facteurs de
transcription sont des activateurs d’'un état caital malin et contrdlent I'expression des
genes cibles impliqués pour la prolifération celitd, la survie, 'angiogénéese, la réparation
tissulairé’®*"® Stat3 se lie & 3000 promoteurs de génes différenie nombre de génes
ciblés par la famille NRB est bien supérietf’. Si Stat3 et NFeB peuvent contrdler chacun
de fagon indépendante I'expression d’'un gene (Eid#A), ces 2 facteurs de transcription
co-régulent I'expression de gense (Figure 16B).shidans des cellules malignes, si des
genes anti-apoptotiques comme Al et c-FLIP sonicpalement NReB dépendants et
d’autres comme Mcl-1 et Survivin sont Stat3 dépeigldes genes Bcl-xL, Bcl-2 et c-IAP2
sont activés par les 2 facteurs (pour retife De la méme facon, I'inhibition de Stat3 ou de
NF-xB conduit a 'augmentation de p53 dans la cellliiehibition des 2 protéines induit

donc une augmentation plus importante de p53.
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(B)

Figure 16. Intervention de NF«B et de Stat3 dans le contréle de la transcription

En A, Stat3 et NkB peuvent activer de fagcon indépendante un géreleaudépendance
En B, Stat3 et NkeB doivent interagir entre eux pour activer le géaas leur dépendance
D’aprés Grivennikov et Karffi’

De la méme facon, certaines cytokines sont syséedi sous le controle de NB;
Stat3 ou des 2 facteurs de transcription (Tablgal@ facon intéressante, on peut constater
gue la cytokine IL-6 est sous la forte dépendarec®lB«B et de Stat3. Or, dans les cellules
HNSCC (cellules du carcinome téte et cou), la petida d’IL-6 est sous le contrble de NF-
kB (élément de reconnaissance de -75 a -63 pb dwasite d'initiation de la transcription
d’IL-6) et de AP-1 (élément de reconnaissance &6 ®-265 pb avant le site d'initiation de
la transcription d’IL-6). L’inhibition de NReB conduit a la diminution de I'expression d’IL-6
et d’autres cytokines (IL-8, IL-10, GM-CSF). Or, idocage de NkB conduit également a
une diminution drastique de I'activité constitutise Stat3 dans les cellutés'’”
Ces observations démontrent I'existence d’intere@ions entre les voies NEB et Stat3
dans les cellules HNSCE. A TI'heure actuelle, il n'existe pas de stratégienotre

connaissance permettant un multiciblage efficasefaeteurs de transcription NF-kB et Stat3.

Cytokine Inducibility Inducibility
by STAT3 by NF-kB

TNF-c¢ - it

IL-6 4 ot

IFN~y - +

IL-23 +4+ +4++

IL-22 i +

11-17 it +

[L-27 4 4

IL-1 - Fht

Tableau 2. NFxB et Stat3 contrdlent la production de cytokines
D’aprés Grivennikov et Karifs®
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Dans les cellules SCLC (petites cellules cancésedagpoumon), il a été montré que
la surexpression du facteur de transcription Nfédggle I'expression de génes permettant la
différenciation du poumon) était corrélée a la spression de L-myc (proto-oncogene
retrouvé dans les cellules SCLC). Ces 2 facteurgatescription, sous certaines conditions
dans les cellules SCLC, doivent donc agir de fayorergiqué’”. Enfin, I'équipe de Pau a fait
un bilan des facteurs de transcription exprimés dkes cellules NSCLC (cellules cancéreuses
du poumon). Les résultats obtenus montrent 19 destde transcription exprimés avec 81
interconnexions entre eux. Ces facteurs de trgstgmmi controlent I'expression de 64 genes

cibles.

Ces resultats suggerent fortement que le ciblage skul facteur de transcription dans
une cellule nest pas suffisant pour obtenir uretetihérapeutique efficace. De méme,
I'inhibition d’'un facteur de transcription ne coridpas forcément a l'inhibition des génes
cibles désirés si le gene ciblé est régulé parigmlus facteurs de transcription. Par
conséquent, le développement d’'une molécule peantatie cibler en méme temps plusieurs

facteurs de transcription devrait présenter undlenee efficacité thérapeutique.

Un exemple de multiciblage développé actuellemeomcerne des éponges a
microARN (miRNA)'"®1"® Cette stratégie a été développée pour augmentiicdcité du
ciblage d’'un miRNA. En effet, il est connu que pduss miIARN sont impliqués dans une
fonction cellulaire en inhibant la transcription daultiples génes. Il est par conséquent
nécessaire de cibler en méme temps plusieurs ARdifférents. Le principe de cette
stratégie est dutiiser un ODN long contenant @uss copies d'une séquence
complémentaire d’'un miRNA cible (sorte de leurrmmi&NA). La plupart du temps, c’est la
transcription intracellulaire d’'un plasmide contenhaes séquences qui est utilisé pour
produire un ARN antimir sans codon de traductiohadiie éponge a ARN peut piéger par
hybridation jusqu’a 7 miRNA. Cette stratégie présequelques inconvénients comme la
formation de structures reconnues non spécifiquéman des protéines, la biostabilité et

surtout le risque de s’hybrider sur d’autres séqasme fagcon non spécifique.
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Dans la stratégie du leurre moléculaire, I'équige Wang a développé un leurre
moléculaire ayant la propriété de posséder plusiéléments de reconnaissance de facteurs
de transcriptioff®. Comme on peut le voir sur la Figure 17, les sitesNF-kB et E2F sont
chevauchants et le site de Stat3 est situé a otidds du site de NkB. Comme nous
'avons déja remarqué précédemment, cet OLM ne jpasiinteragir simultanément avec les
3 facteurs de transcription ciblés ce qui a ét&gahdirectement par les auteurs eux-mémes
dans leur conclusion. De plus cet OLM de 37 pailebase linéaire pourrait interagir avec la
protéine Ku et donc déclencher le systéme de rié¢pardes coupures double brin de I'ADN
depuis que I'on sait que dans la stratégie « Dbait ODN est fonctionnel avec une longueur
de plus de 32 pb. Afin de pouvoir incorporer plussesites de liaison reconnus par des
facteurs de transcription de maniére non chevauehdrserait nécessaire d’'adapter la taille

et la forme du leurre moléculaire.

(Stat3) (Nf-xB)
TCTGAGC TTCTGGGAACTT GGGGACTTICGLCGCCCTA
AGACTCGAAGACCCTTGAACCCCTGAAAGCOGCGGGAT

(E2F)

Figure 17. Séquence du leurre moléculaire multisigeutilisé par I'équipe de Wang
D'aprés Gao et cdff®

Un multiciblage de NF-kB et Etsl a été reporté dendbut de réduire le risque
d’anévrisme aortique abdominal dans un modéle driirag lapin}*’**> Comme on peut le
voir dans la Figure 18, I'oligonudéoxynucléotideurie moléculaire de 26 paires de base
contient les sites séparés de Etsl etxBFE-cependant, la protéine Etsl interagit trés

faiblement avec un seul site consensus du faibdersdcanisme d’autoinhibition.

(Ets1) (NF-«B)

ACCGGAAGTATGAGGGATTTCCCTCC
TGGCCTTCATACTCCCTAAAGGGAGG

Figure 18. Séquence du leurre moléculaire multisigeutilisé par I'équipe de Morishita
D’apres Miyake et colf®

Afin de réaliser un multiciblage protéique par teategie du leurre moléculaire, il est
nécessaire de concevoir une nouvelle molécule d’Ai@kmettant la fixation de plusieurs
protéines et si possible en répondant aux difisuliées aux problemes rencontrés en thérapie
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génique. Pour cela, nous avons développé une nmel&€EADN non pas linéaire mais
circulaire appelé minicercle d’ADN. Dans la sujeferai un bilan des connaissances sur les
petits ADN de forme circulaire afin de comprendeerl intérét aussi bien dans des études

académiques que pour des applications thérapestique
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lII) Les minicercles d’ADN

[11-A) Minicercles

Il a été observé que la transfection de plasmidgnante quand la taille du plasmide
diminue (de 52500 pb & 2900 pYY)et de 5000 & 650 pH. L’ADN circulaire est mieux
transfecté par la PEI que I'ADN linéalf& Il a également été montré que I'ADN circulaire a
un meilleur coefficient de diffusion que I'ADN lin&e™®3 Enfin, 'ADN circulaire par
définition ne présente pas d'extrémités franchesamblant aux cassures doubles brin
contrairement & des ADN thérapeutiques linéairemitle dépassant une trentaine de pb. Ces
résultats indiquent que I'ADN circulaire sous forrde minicercle serait une molécule
utilisable en thérapie génique (délivrance et draftracellulaire). L’équipe de Zechiedrich
aux Etats Unis a commenceé a exploiter des minieetlADN de taille comprise entre 300 et
1000 pb pour bénéficier de leur meilleur stabiléé de leurs propriétés en thérapie
génique®*'% Notamment, cette équipe a observé que des mitesed’ADN double brin
d’environ 100 a 400 paires de bases ne sont pamdig lors d’'une délivrance par
nébulisation® contrairement & des plasmides qui sont dégt¥tf&& Ces résultats suggérent
gue des minicercles d’ADN pourraient présenter aeentages dans la stratégie du leurre

moléculaire.

1) Minicercles et nanotechnologies de I'’ADN

Les acides nucléiques peuvent étre considéré catesmpolymeres pouvant former de
multiples liaisons réversibles ce qui en font untériau idéal a partir duquel des objets de
taille nanométrique peuvent étre construits. Desicreécles ont été utilisés pour la
construction de nanomachines comme la molécule otiexané® de nanoarchitectures
asssemblées via des structure en quadrufifextes ARN en épingle a chevétfkayant de

nouvelles fonctions moléculaires.

Figure 19. Schéma de la molécule rotaxane
D’aprés Lohmann et coft
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2) Les boucles d’ADN

Des boucles d’ADN (100 pb et plus) dans lesquélésde nucléique est courbé et a
la fois contraint se forment au cours de processlkilaires comme la régulation de
I'expression des génes dans des bactéries etdasismes eucaryot€é'®® Dans le cas du

195 chezE. coli et even skipped chez la drosophifela séquence

répresseur du lactos
promotrice reconnue et liee a 'ARN polyméraselesalisée dans des boucles de répression.
Notamment, des études ont permis de mieux compeladrelation entre le stress de la
torsion induite pour ces boucles de répressioraetivité des ARN polymérases en mesurant
le niveau de transcription selon le surenroulerdentADN*®"?°! Lionberger et Meyhofer en
ont conclu que la formation d’'une boucle est saffte pour empécher I'élongation par la T7
RNA polyméras®Z Un autre exemple décrit par Singh et HampSegécrit la formation
d’'une boucle d’ADN d’environ 1000 pb lors de lansaription de génes. Cette boucle est
formée grace a la juxtaposition des régions pragesret terminatrices du géne transcrit, la
boucle étant alors constituée du géne. Les auémneitent I’hypothese que la boucle formée
permet la réinitiation de la transcription une fl@isranscription terminée par le transfert de
I'’ARN polymérase Il de la région terminatrice awmoteur. L'équipe de Proudfd8t décrit
dans les organismes eucaryotes la formation deld®utADN dans des régions ou l'on
trouve des promoteurs bidirectionnels. Selon les skams lequel la transcription est initiée par

’ARN polymérase I, le transcrit est un ARN-m on ARN non codant.

Pour étudier I'effet d’'une courbure sur la trafsoon, des minicercles de 100 pb
environ ont été utilisés. Dans la Figure 20, unioeirtle d’ADN (milieu) a été utilisé pour
mimer la courbure (fleche verte) causée par unsstoe courbure induit par une ARN
polymérase sur de 'ADN surenroulé (gauche) ouwalides répresseurs formant une boucle
(droite¥®>. Récemment, Vafabakhsh et Ha se servent égalateentnicercles pour étudier la
flexibilité de 'ADN présente dans les boud®s Ce travail démontre que la flexibilité de
’ADN constitue une information trés importante temue dans la structure de 'ADN pour

réguler des processus biologiques comme la traotseri
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Figure 20. Utilisation d’'un minicercle pour étudie I'effet de la courbure et des contraintes toplogjues de
I’ADN sur la transcription

D’aprés Lionberger et Meyh('jlzeor5

3) Minicercles formés naturellement dans les cellak

L’existence d’ADN circulaire extra chromosomiqueégent dans tous les organismes,
y compris chez 'homme, a été mise en évidéHié&® Ces ADN circulaires présentent une
grande variété de taille puisqu’ils peuvent comgrogquelques centaines a plusieurs milliers
de paires de base. lls contiennent des séquencemasomiques variées, incluant des
séquences répétitives et des séquences ufifji&s La formation d’ADN circulaires extra
chromosomiques est indépendante de la réplicatioonmsomiqué?® mais il a été montré

que sa production peut étre augmentée a I'aideedtagendommageant I'ADHR¢ ¢

La formation de minicercles d’ADN a également éiéayvée au niveau des séquences
télomérigues répétées. La linéarité de 'ADN gémiusieurs problémes dont la nécessité de
protéger ses extrémités contre les attaques nyttods et contre une réparation
inappropriéé'’'° Les téloméres peuvent adopter plusieurs strustp@r ne pas étre
dégradé€®. Parmi ces structures, la formation de minicercl@DN sb ou db formés de
séquences télomériques répétées est un phénomeree &8 observé dans des especes
distantes d’un point de vue phylogénétique (vedgplevures, plantes) et donc conservé au
cours de [Iévolution, il est supposé avoir un réhaportant dans la biologie des

télomere&l??2
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[11-B) Techniques de formation d’un minicercle d’AD

La formation d’'un minicercle est réalisée par dacsation d'un fragment d’ADN
linéaire. Le rapprochement des extrémités de cgnfemt est d’autant plus difficile que
I'’ADN est court?*~?% En effet, la longueur de persistance de 'ADNdsst'ordre de 150 pb
(50 nMY?® c'est-a-dire que 'ADN n’est pas flexible en dessde cette longueur. Plusieurs
meéthodes ont été utilisées pour augmenter la iléxilole '’ADN et permettre une réaction de
circularisation de 'ADN (formation de minicerclgjais les rendements de cette réaction sont
faibles. Ces techniques sont résumées ci-dessous.

1) Réaction de circularisation de 'ADN par la ligdion enzymatique

La ligation enzymatiquén vitro de petits duplexes d’ADN linéaires a l'aidaine
ADN ligase est une méthode bien développée poundpbrdes minicercles. En fait, de
nombreuses études ont déterminé la flexibilitéinsgque de I'ADN en quantifiant la
proportion de minicercles formés dans la réactiencolcularisation de '’ADN. Dans ces
études, la concentration en duplexe est faibler¢oddi nM ou moins) afin de limiter une
réaction intermoléculaire conduisant a la formatienmultimeéres linéaires parasite et donc
d’augmenter la réaction intramoléculaire de cirda&ion. A partir d’expériences
électrophorétiques, le rapport entre la quantitéideeres linéaires et de minicercle formés au
cours du temps permet de quantifier la flexibilité 'ADN (facteur J). La longueur de
persistance de I’ADN est a I'heure actuelle cordrege : deux équipes proposent que la
longueur est de I'ordre de moins de 106°p#*’alors qu’une autre confirme une longueur de
150 pl5®®. On voit donc que la rigidité intrinséque de I'ADINnite la formation d’un
minicercle et que la compétition entre réactionerinet intramoléculaire empéche une

production quantitative de minicercles.

2) Utilisation de tracts d’adénine

Le fait que des fragments d’ADN possédent une lmmer intrinseque a été montré
pour la premiére fois par I'équipe de Engléfid La périodicité normale de 10,5 pb par tour

d’hélice est plus prononcée pour les dinucléotilasgue pour les autres dinucléotid®<>
suggérant que l'angle entre les paires de bases ladinucléotide AA (8,7°) est plus
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important que pour les autres dinucléotfdesAinsi, I'équipe de Choder a synthétisé des
fragments d’ADN de 21 pb possédant une série jtoec6 adénines séparée par une autre de
5 adénines puis réalisé une ligation enzymatiqueedefragments. A partir de I'analyse des
produits obtenus, il est apparu que les tractsédisd induisent une courbure de I'ADN.
Parmi ces produits se trouvaient 4 minicercles@®a 168 pb démontrant la forme courbe de
I’ADN contenant des séquences d’adénines (A tr&d). la suite, de nombreuses études ont
utilisé la présence de série d’adénines pour fodas minicercles d’ADN de petite taille.

3) La circularisation de 'ADN par complémentarité de bases

L’équipe de Vologodskii a développé une technologgpelée DCLCE (DNA
Circularization by Long Cohesive Ends) pour forrdes minicercles de 100 $ft Celle-ci
consiste a mélanger 2 oligonucléotides simple BerN nucléotides, qui peuvent former un
duplexe avec N/2 pb et 2 longues extrémités cobgsile N/2 nucléotides. Les extrémités
flexibles s’hybrident 'une avec I'autre pour formen cercle double brin contenant deux
coupures simple brin. Apres ligation enzymatique, rainicercle double brin fermé est
obtenu. L'inconvénient majeur de cette techniquetereun faible rendement de production du
a la compétition de la réaction intermoléculairdiggant a utiliserune concentration faible
d’ADN de l'ordre du nM.

4) Ligation chimique par « click chemistry »

La synthése de minicercles d’ADN a été réaliséeyrer une méthode chimique a
l'aide d’une cycloaddition azide-alkyf®& permettant une ligation chimique au niveau des
extrémités d’'un simple brin d’ADN pré-circularisérpdes tracts de thymine. Une hybridation
avec le brin complémentaire du cercle simple bniis sa ligation a l'aide de la méme
réaction permet la formation d’'un minicercle doubt&. Une ligation chimique permet donc

de circulariser TADN mais dans ces expériencempé limitante reste la rigidité de I’ADN.

5) Production de minicercle chez la bactérie

L’équipe de Zechiedrich a développé une méthodengiant de synthétiser des
minicercles de plus de 300 pb & I'échelle du miligmé®. Ces minicercles sont obtenus en
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plusieurs étapes. Tout d’abord, un plasmide contelaaséquence du minicercle entre deux
sites de recombinaison (Cre-Lox) est produit panatje. Le plasmide est ensuite utilisé pour
transformer des bactéries possédant une recomhieasactériophage qui joint les 2 sites de
recombinaison pour former deux ADN circulaires dontminicercle. Un des ADN circulaire
parasite est éliminén vitro apres coupure par un enzyme de restriction quinéarise.
Lorsque ces minicercles sont produits dans unesbaatiéficiente pour une topoisomérase,
les cercles produits possédent différents taux ufensoulement permettant d’avoir des

cercles de 300 a 2000 pb avec differents degréssutenroulements négatifs (aprés

purification de chaque topoisomere).

6) Caractérisation des minicercles formés

L’ADN est caractérisé par 2 paraméffégqui correspondent au nombre de torsades
(Tw) (pour twist : enroulement des brins sur I'ebéicoidal) et au nombre de vrilles (Wr)
‘pour writhe : enroulement de I'axe hélicoidal déiespace).

Lorsque 'ADN est sous une forme B, sans contraliée a la torsion, le nombre de
torsades est égal au nombre de paires de basseé davi le pas de la double hélice (10,5 pour
I’ADN sous forme B). De plus, le nombre de vrillest égal a O car il n'y a pas de contrainte
de torsion. Dans ce cas, le nombre d’enlacememisL€gal ou nombre de torsades (Tw).

Lk=Tw

Lorsque I’ADN est contraint, le nombre de vrillé§n) n’est plus égal a 0. Le nombre
d’enlacements (Lk) est alors égal a la somme dubmerde torsades (Tw) et du nombre de
vrilles (Wr).

Lk=Tw+Wr

Dans ce cas, 'ADN est surenroulé. Le degré densardement est défini par :
o = (Lk-Lko) / Lko

ou Lk correspon@u nombre ‘enlacement naturel de ’ADN sous forme B

Dans un minicercle d’ADN déroulé ou la courbust frte, la double hélice peut
présenter des déformations locales de la striféfure I'heure actuelle, aucune structure en

solution ou cristalline n'a été reportée principatd du fait de la difficulté de produire des
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guantités suffisantes de minicercle. La plupartétades portant sur les déformations induites
dans un minicercle d’ADN ont été réalisées par mrgooscopie a transmission électronique,
digestion enzymatique et modélisation par dynamigudéculaire Les déformations
connues sont :

1) des kinks (courbure serrée) ou I'appariementbdesgs est préservé mais il y a diminution
du stacking des bases. Cette anomalie a été seggaréklug® et a été retrouvée dans de
nombreux complexes ADN-protéirfés?* et méme dans des minicercles de taille inféri@ure
80 piF*,

2) Une ouverture des paires de bases qui est @éédaitla sensibilité du minicercle a des

nucléases et d’études par dynamique moléculaire.
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Projet de these

Mon projet de thése porte sur la stratégie duréeumoléculaire qui repose sur
l'utilisation d’'un acide nucléique double brin darrhe différente qui une fois introduit dans
une cellule par des techniques de thérapie génigugiéger une protéine cible comme un

facteur de transcription conduisant a son inhihitio
Ce projet de thése se divise en deux grandes partie

1- Développement d’'une nouvelle molécule d’acide rigaké pour des applications en

thérapie génique concernant la stratégie du lenaléculaire par multiciblage.

Divers criteres ont été retenus afin d’obtenir urmmivelle génération de leurre
moléculaire : i) avoir une biostabilité sans inimd de modification chimique. ii) permettre
un multiciblage de facteurs de transcription. éiendre le ciblage de la stratégie leurre
moléculaire a d’autres classes de protéine togteemettant un multiciblage. iv) étre capable
de fonctionnaliser chimiquement l'acide nucléiqurupdifféerentes applications comme la

délivrance cellulaire et 'imagerie.

Nous avons développé une méthode de productionidieercles d’ADN de taille
inférieure a 250 paires de base permettant d’étucks minicercles d’'une part comme
nouveau leurre moléculaire et d’autre part commal @étude des interactions ADN-
protéines. La méthode de production de minicerdl@®N est une invention qui fait I'objet
d’un brevet en cours de dépot (22 novembre 2012).

2- Utilisation d’'un oligodésoxyribonucléotide leurreol@culaire de type « Dumbell »
pour étudier l'effet de la modification de 'ADN pda molécule anticancéreuse
cisplatine (lésions) sur linteractiom cellulo ADN/NF-kB (collaboration avec

I'équipe de V. Brabec, Olomouc, République Tcheque)

Dans cette étude, nous utilisons pour la premigie & notre connaissance un leurre

moléculaire de type « dumbell » contenant un siBemodifié in vitro par le cisplatine.
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Dans cette approche, la perte d’effet du leurreémaéire est corrélée a l'inhibition de
l'interaction ADN/NF«B induite par les Iésions du cisplatine. Nous numgin vitro par
retardement de migration électrophorétiqueiretcellulo par la stratégie du leurre
moléculaire chimiquement modifie, que le cisplatinkibe I'interaction entre NikB et
son site consensus plus fortement que dans le wasadsplatine qui est I'isomere
biologiquement inactif du cisplatine. Ce travailt ediscuté dans le contexte des
mécanismes moléculaires proposés pour comprendraneat le cisplatine diminue
'expression NF-kB dépendante de genes lors dtetr&int de cellules cancéreuses par

cette molécule antitumorale.
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Résultats

Production in vitro de minicercles d’ADN de
taille inférieure a 250 paires de base

-63-




Article 1 ;: Résultats brevetés

Productionin vitro de minicercles d’ADN de taille inférieure a 250rpa de base.

Déclaration d’invention déposée auprés du CNRS.

Dépot d’'un brevet aupres de I'INPI en cours.

Jean-Marc Malinge, Thomas Thibault, Chantal Piclratrick Midoux

Nous avons vu dans la partie introductive de causerit que la stratégie du leurre
moléculaire pourrait étre améliorée notamment duononfére la capacité de multiciblage de
protéines comme des facteurs de transcription.rheail de thése a donc essentiellement
porté sur le développement d’'un nouveau type déadidcléique sous forme de minicercle
d’ADN en double brin. Un premier intérét de cett®lécule est qu’elle ne posséde pas
d’extrémité libre ce qui la rend insensible aux raxdéases avec pour conséquence de
pouvoir I'utiliser probablement en thérapie génigoeis une forme phosphodiester donc sans
modification chimique. Une forme circulaire préseaussi I'avantage de pouvoir utiliser un
minicercle comme plateforme modulable pour optimiss interactions avec les protéines
ciblées. Cette optimisation peut étre faite si n@masnmes capables de produire des
minicercles contenant des séquences variablesrénatuposition). Etant donné qu’aucune
meéthode versatile et quantitative de production nuleicercle n’a été deécrite, nous avons

développé une nouvelle méthode de production deeriies d’ADN.

Grace a cette méthode, des minicercles d’ADN de taiférieure a 250 pb ont été
produits par ligation enzymatique vitro de sorte a pouvoir obtenir une quantité d’ADN de
'ordre de plusieurs centaines de microgrammes dligramme dans une réaction « one
pot ». La stratégie de circularisation décrite ¢stesa utiliser une protéine de courbure de
'ADN associée a une déeformation de I'ADN linéadte départ qui donnera finalement un
minicercle dans une réaction ou la concentratid®Dil est envion 100 a 1000 fois plus forte
gue dans les études précédentes de circularisétmrcentration en ADN de l'ordre du

micromolaire). Cette stratégie a l'avantage d'séiti des oligodésoxyribonucléotides de
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synthese sans restriction de choix de séquence ptésenter la possibilité d’'incorporer des
modifications chimiques pour différentes applicasio

La protéine Abf2p (ARS-binding factor 2 protein)ilisée pour courber I'ADN est une
protéine mitochondriale de levure impliquée dansdmpaction de I'’ADN. Elle appartient a
la superfamille HMG (High Mobility Group) qui esaractérisée par la présence de 2 boites
HMG (Figure 21) formées de trois hélices alphaaigges en forme de L ; ces hélices (1 et 2
principalement) interagissent dans le petit sidlen’ADN provoquant une courbure vers le
grand sillon (Figure 22).

1 43 108 116 181
N-ter —=————— Boite HMG = Boite HMG - C-ter

Figure 21. Localisation des boites HMG dans la préine Abf2p
D’apres Diffley et Stillmaf*?

Figure 22. Liaison de Iaj%rotéine Stell possédanhe boite HMG a 'ADN
D’aprés van Beest et )

Il est également possible d’incorporer dans lescaioles produits par cette méthode
des bases modifiées, ce qui permet de fonctiommatisimiquement les minicercles. Il est
ainsi possible d'intégrer des fluorophores pouraisser le cercle dans des cellules par
microscopie confocale ou par cytométrie en fluxntorporation de bases 8-Oxo-Guanine
pourrait permettre par exemple de leurrer un systdenréparation de I’ADN dans la cellule.

Grace a I'incorporation d’un intercallant lors @ecircularisation, il est également possible de
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contrbler le degré de surenroulement du miniceRteir illustrer la versatilité de la méthode,
des minicercles contenant différentes séquencéigateon de facteur de transcription ou des
modifications chimiques, ont été produits puis &sden interaction avec différentes
protéines. Notamment nous avons porté notre aitestir le facteur de transcription NB-

(p50) et montré qu'il interagit bien avec un minicerct® qui représente une condition

nécessaire pour une application d’'un minicercleroenteurre moléculaire.
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ABSTRACT

DNA minicircles are nano-objects of great intertesth for basic research studies and
for multiple applications in nanotechnology and leic acids medicine. The method
presented here is related to the production of igestbanded DNA minicircles of size down
to about 250 base pairs from synthetic DNA oligdeotides in a cell free system. In the
present invention, DNA substrate used in a ligaséiated circularization reaction in the
presence of a bending protein, was designed bgdating a DNA structure perturbation
which enables DNA circularization reaction at etedaDNA concentration to yield finally a
minicircle devoid of the initial DNA structural gerbation. This method is characterized by
its versatility enabling DNA minicircle productionith sequence of any base composition
and position as exemplified with the constructidrad®5 base pairs double-stranded DNA
minicircle. The method also gives the opportundyptepare DNA minicircles containing a
variety of site-specifically placed chemical moddiions allowing functionalization of
minicircles for biological and biochemical applicats. In our method is also included the
generation of DNA minicircle endowed with supercwl Altogether, our method enables
the production of a variety of minicircles that cdiffer according to a combination of
sequence and chemical modifications that could gseeto new type of nucleic acid platform
for multiple protein interactions. This new methelich provides amounts of material, opens
now the possibility to study minicircles as biolcgly active nucleic acids for proteins

targeting by the decoy strategy.
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INTRODUCTION

Small DNA minicircles of less than about 250 basérs (bp) in length provide a
convenient molecule for both fundamental studied application purpose. DNA minicircles
either double- or single-stranded are used as wat®$uilding objects in structural DNA
nanotechnology, a growing field of research (1, RINA Minicircles have been used as
scaffold to assemble nanoarchitectures after therjporation of G-quadruplexes (3), RNA
hairpin (4) or chemically functionalized oligonuata&le (5) leading to the possibility to create
molecular devices with a broad range of functidrige ability to create a controlled bend in a
structural material is an important feature that baen exploited for nanomachine building
(6). The biological application of DNA nanostruasaris a very young field of research that
necessitates amount of DNA building material (7)ni®lrcles as building blocks have been
produced in small amount limiting their use to ggical studies. It is therefore challenging
to develop method for quantitative production of ANninicircles not only for DNA
nanostructure assemblage but also for their owricapiens as new biologically active
nucleic acid molecule. Notably, it is well recogeilz that reducing the size of DNA is
beneficial in gene therapy approaches by improeglgDNA transfection and trafficking (8,
9); therefore small minicircles of length down tmoat 250 base pairs need to be investigated
for their potential activity in regulation of gemxpression for instance by targeting DNA
binding protein by the so called “decoy strategitie delivery of circular nucleic acids in
biological fluid is also known to present severdyantages as an increased stability thanks to
resistance to exonucleases.

DNA minicircles are naturally bent which ofethe advantage to mimics DNA loops
formed during essential DNA-dependent transactiofisanscription, replication,
recombination) (10, 11). DNA supercoiling is anothelevant structural characteristic
playing a role in DNA-dependent cellular procesdes 13). The absence of free DNA ends
in minicircles relates to the capacity for the deulrelix to be torsionally stressed enabling to
investigate higher order DNA structure of biolodia®levance. A poorly solved but
fundamental problem is also the role of DNA conatsaon the binding and activity of
proteins implicated in the DNA metabolism (trangtian factor and repair proteins for
instance). A majority of protein-DNA interactiongudies have been carried out with
unconstrained linear DNA substrates as a consegquehcdhe difficulty to build DNA
minicircles containing various sequence and/or ¢bainmodifications for specific protein

binding. Thus DNA minicircle is a molecule of greatportance to improve our knowledge
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on the molecular basis linking DNA topology, berglend the assemblage of nucleoprotein
complexes.

Construction of minicircles from short linddNA fragments down to 250 bp containing
random sequences is difficult because such DNAtkemgyin the vicinity of the persistent
length (about 150 bp/50 nm, the persistence lethging a measure to characterize the
stiffness regarding bending of the helix axis) (1Ap a consequence the yield of the
monomolecular reaction, i.e. the circularization¥A by closure of both DNA ends by
enzymatic ligation, is weak as compared to thathef competitive bi and multimolecular
reactions between DNA double helix even at low eanf DNA concentration (less than 1
nM).

To date two in vitro methods have been reubrfor circularization of linear DNA
fragments of less than 250 pb, i. e. ligation of DlKagments in the absence or in the
presence of a bending protein. In the absence oflibg protein, slight increase in the
efficiency of the cyclization reaction can be aek® by specific sequence endowed with
intrinsic bendability (so called A tracts) with thdrawback to lose the possibility to
incorporate freely DNA sequence of interest suchcamssensus sequence for protein
recognition (15). Another in vitro strategy has memmployed in the absence of bending
protein to increase the overall yield of minicirédmation but a low DNA concentration
used in the cyclization reaction and labor inteaspurifications steps remain important
drawbacks for minicircle quantitative productior6)lin the presence of a DNA bending
protein, random-sequence DNA fragments were gdgeusled in DNA ligase-dependent
circularization reaction to determine the abiliti various architectural proteins to induce
DNA bending/flexibility and the nM range concentoat of linear DNA substrate is a
limitation towards the possibility of minicircle gauction (17-19). Moreover in both methods,
there is no possibility to control the superheji@f DNA minicircle.

Generation of DNA minicircles containing supmliog has been described through
construction and use of designed plasmids for wo gite specific recombination (20). This
approach allowed production of minicircle in mitign quantities for DNA size of about 300
bp and more but the versatility of this approaahifitroducing customized DNA sequences is
limited by the labor intensive method and the ltkebd of sequence-dependent unpredictable
negative effect on the recombination efficiencysoathe direct production of chemically
functionalized minicircles is impossible as a capsnce to in cellulo minicircle production.

Finally production of short DNA fragment smalleathabout 300 bp is inefficient.
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Although the use of minicircles is promisirgy #arious in vitro applications, a versatile
method of minicircle production with customized DN&quences in the presence or not of
chemical functionalities is not yet available. Rrodon of large quantities of material is
another important criterion to be fulfiled notablgr future biological investigations of
minicircles activity.

To overcome the limitations as depicted abde,present invention discloses a method
that allows simple, rapid and versatile productdiigh quality form of DNA minicircles of
different length with several hundred microgramsnitigrams amounts of final product in a
one pot reaction without extensive purification psteusing commercially available
oligodeoxynucleotides. The versatility of this nedhwill be used here to produce minicircles
containing sequences for DNA binding protein ofuioctionalize them with chemical groups

introducing new properties as described below.

MATERIAL AND METHODS

Oligodeoxynucleotides used here were synthdsime phosphoramidite method with or
without modifications as indicated in the text ameke purchased from Eurogentec (Seraing,
Belgium). Proteinase K, T4 DNA ligase, T4 polynwtlde kinase and T5 exonuclease were
purchased from Fermentas and T5 exonuclease wasNewv England Biolabs. Full length
NF-xB p50 and Fpg were bought from Promega and New dadgBiolabs, respectively.
Bal31 nuclease and streptavidin were respectivegin fNew England Biolabs and Sigma-
Aldrich and 700 bp ladder DNA molecular weight markvas from Fermentas.

p-ET15 b derived vector containing Abf2p gevess kindly provided by F. Culard (Centre
de biophysique moléculaire, CNRS, Orléans, Frandbg plasmid was used for
transformation of BL21 (DE3) pLysS (Novagen) with @g/ml of chloramphenicol and 30
png/ml of kanamycin. The strain transformed was graw 37°C with shaking to an A600 of
0.5. The culture was induced with isopropyl-1-tfi®-galactopyranoside (Calbiochem) at a
final concentration of 100 uM for 6 h. After cefiigation, the cells were resuspended in a
sonication buffer (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 500 mM Gla 20 mM imidazole, 5 mM3-
mercaptoethanol) supplemented with protease imnibiixture (Sigma-Aldrich) and 100 mM
phenylmethylsulfonylfluoride (Pierce) and then sated. All purification steps were
performed at 4°C. The lysate obtained after cargdfion of the extract was applied to a
nickel agarose column (Qiagen) and histidine-tagijei@p was eluted with buffer containing

100 mM imidazole at a flow rate of 1 ml/min. Abf@s concentrated on an Amicon Ultra-4
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10K (Millipore) and was stored at -70°C in a buféentaining 25 mM Tris-HCI pH 8.0, 100

mM NaCl, 1 mM dithiothreitol (DTT) and 5% glycerd?rotein concentration was determined
by using the Bradford reagent (Bio-Rad) using BSAaastandard. The final concentration of
the protein was 3 mg/ml. The purity was estimated>85% on sodium dodecyl sulfate-

acrylamide gel using EZBIlue gel staining reagergr().

Circularization reaction

Method of production of double-stranded closed relaxed minicircle:

Preparation of each overlapping DNA templatese performed by mixing equimolar
guantities of complementary single-stranded oligbentides in buffer containing 10 mM
Tris-HCI and 25 mM NaCl, pH 7.5 at a concentrat@n40 uM (expressed in mole of
overlapping duplex); hybridization was carried bytheating the oligonucleotide mixture at
80°C followed by slow cooling at a temperature 5fQ in a water bath.

A standard reaction of circularization wasrieal out by adding the overlapping nicked
duplex at a final concentration of 2 uM in a buffemtaining 40 mM Tris-HCI, 10 mM
MgCl2, 10 mM DTT, 0.5 mM ATP and 5% glycerol, pHB7Abf2p was next added to a final
concentration of 2 uM followed by T4 DNA ligase (@fits); the reaction mixture was then
incubated at 20°C for 1 h followed by the additioh proteinase K (0.3 units); after an
incubation time of 30 min at 55°C, exonuclease Tdswadded (200 units) and incubation
lasted for 30 min at 37°C; finally a second digasstep by proteinase K was carried out. The
minicircle was then precipitated by addition of AdB4 to a final concentration of 2.5 M and
addition of 2 volumes of cold ethanol. After cehigation at 14000 rpm for 15 min, the
supernatant was discarded and the pellet washeatithyion of 70 % ethanol followed by
centrifugation. The pellet was then resuspenddzlffer containing 10 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA pH 7.5 at a concentration of about 200 pgfimDNA minicircle; the optical density of
DNA minicircle sample was measured for concentratletermination and to control that the
A260/A280 ratio was larger than 1.8 correspondimdpigh quality DNA. The overall yield
for a one pot production of pure DNA minicircle 3® % (50 ug of a 95 bp minicircle
produced per ml of circularization reaction with iaitial amount of input DNA of 150 ug).
Note that DNA minicircle purification can also berformed using silica bead DNA gel

extraction kit according to the manual instructi¢fsermo Scientific).
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Production of supercoiled DNA minicircle through the formation of nicked circular minicircle

intermediate:

The standard reaction of circularization can lseduto produce nicked circular
minicircle when an unphosphorylated 5’ end is pnesm either strand of the overlapping
duplex (Figure 5); in such a case, circularizatieaction occurs by sealing DNA ends of one
strand to form a minicircle containing a singleknin the other. The reaction mixture was
then sequentially incubated with proteinase K {hgs, 30 min at 55°C), T4 polynucleotide
kinase with 1 mM ATP (200 units, 30 min at 37°Cddmally with T4 DNA ligase (100
units, 1 h at 20°C) in the absence or in the prasef increasing concentrations of ethidium
bromide (Sigma-Aldrich) as indicated in the texthiium bromide was then removed by
butanol extraction. The purification steps were shene as described above and the overall
yield of the reaction was 20%.

As shown in pathway 1 of Figure 5, the singleked circular DNA was also treated with
exonuclease Il (3200 units, 2h at 37°C) allowingnplete digestion of nicked strand to yield
single-stranded minicircle which was then purifieging silica bead DNA gel extraction kit
(Thermo Scientific) (final yield of 10 % as calctdd from the starting double-stranded
minicircle form); next, the single-stranded minab&r was allowed to hybridize in buffer
containing 10 mM Tris-HCI, 25 mM NacCl, pH 7.5 witihhe complementary strand of 95 nt or
with both complementary strands of 40 and 55 niding respectively single-nicked

minicircle or double-nicked minicircle.

Gel electrophoresis analysis

Products formed in the circularization reactwere analyzed under native polyacrylamide
gel electrophoresis. 130 ng of input DNA was loadeda 5% native polyacrylamide gel
(19:1, acrylamide:bisacrylamide (w/w), 90 mM Thoierate, 1 mM EDTA, pH 8.3) followed
by migration at 12.5 V/cm for 90 min. After gelistag by SYBR Green (Invitrogen), the gel
was imaged with a Typhoon Trio (GE Healthcare) godntification of the gel bands was
performed by ImageQuant software 5.1. Notice thahative polyacrylamide gel shown in

Figure 3, the DNA was visualized by fluorescencd #ms molar ratio of starting linear
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duplex over oligomers was calculated taking intooat that band intensity is increased as a
function of the oligomer length. Electrophoresisnahicircle was also performed as above
with the additional presence of 10 mM MgCI2 in artkeseparate minicircle topoisomers.

Minicircles generated in the circularizatiomaction were also analyzed on 8%
denaturating polyacrylamide gel electrophoresisi(18crylamide:bisacrylamide; 8 M urea;
90 mM Tris borate, 1 mM EDTA, pH 8.3); DNA sampladormamide were heat denaturated
and 65 ng of DNA per sample was loaded on denatgrgel and electrophoresed at 18 watts
for 90 min. After gel staining by SYBR Green (Imaigen), the gel was imaged with a
Typhoon Trio (GE Healthcare) and quantification tbe gel bands was performed by
ImageQuant software 5.1.

Reaction of Fpg (8 units) with the 95 bp minicirdentaining one or two 8-oxoguanine
residues (0.2 uM) was carried out in buffer contegrbO mM NaCl, 25 mM Tris-HCI pH 7.6
for one hour at 37°C. After protein inactivation lbgating at 60°C during 10 min, the reaction

products were analyzed on denaturating gel eleletnegsis as indicated above.

Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

EMSA was used for interaction studies of DNA mira@s with DNA binding
proteins used herein. Abf2p was incubated with amcie (10 ng) as a function of the
concentration as indicated in the text in buffentaming 25 mM Tris-HCI, 100 mM NacCl, 1
mM DTT, 5% glycerol pH 7.6 for 10 min. After addingl loading buffer, reaction mixture
was loaded on a 5% native polyacrylamide gel (18ctylamide:bisacrylamide (w/w); 90
mM Tris borate, 1 mM EDTA, pH 8.3). Gel was eleptnoresed for 1h. NkB p50/p50 was
incubated with minicircle (10 ng) as a functiontleé concentration as indicated in the text in
buffer containing 10 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 3 mBITT, 0.2 mM EDTA, 2% glycerol,
50 pg/ml acetylated BSA, pH 7.5 for 30 min at 4A@er adding gel loading buffer, reaction
mixture was loaded on a native 5% polyacrylamidé (@9:1, acrylamide:bisacrylamide
(w/w); 90 mM Tris borate, 1 mM EDTA, pH 8.3). Gelaw electrophoresed for 1h.
Streptavidin (Sigma-Aldrich) was incubated with DMAnicircle (10 ng) as a function of the
concentration as indicated in the text with buffentaining 10 mM Tris-HCI, 50 mM NacCl, 3
mM DTT, 0.2 mM EDTA, 2% glycerol, 50 pg/ml acetydtBSA, pH 7.5. After addition of
loading buffer, reaction mixture was loaded on a 5H%lyacrylamide gel (19:1,
acrylamide:bisacrylamide (w/w); 45 mM Tris borak5 mM EDTA, pH 8.3). Gel was
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electrophoresed for 1 h and staining was carrigdguncubation of the gel in SYBR Green
for 20 min. The gel was finally exposed to a Typm@hosphoimager and the fraction bound
(intensity of the bound complex/total intensity)sadetermined by ImageQuant 5.1 software.

RESULTS AND DISCUSSION

Strategy for DNA minicircles production

In the range of the DNA persistence lengths(lgn 250 bp), the intrinsic bendability of
starting linear DNA is too weak for efficient cilemization reaction by enzymatic ligation
and the prevalence of the intermolecular reactioNA linear multimers formation) needs to
perform reaction at very low DNA concentrations tile nM range limiting yields of
production to ng quantities. We took advantagsevkral biophysical properties of DNA and
proteins, to design a reaction allowing efficiemtuwlarization of DNA by enzymatic ligation
at DNA concentrations at least two orders of maglatgreater than previously used. In the
present invention, a DNA structure perturbation wasoduced within the linear template
DNA substrate to be circularized prior to the clacization reaction; such structure
potentiates the DNA bending activity of a protelmtt in turn enables efficient ligase-
mediated circularization reaction at elevated DN#naentration for production of DNA
minicircle devoid of the initial DNA structure parbation. The strategy for minicircle
production is outlined in Figure 1 and the mairpstare summarized as follows:

i) we chose to exploit the DNA bending ability ofyaast HMG box family protein, the
mitochondrial protein Abf2p (ARS binding factor Abf2p is a monomeric protein that binds
DNA in a largely sequence-independent manner imgué&rge bending by about 80° and
covering about 25 bp of DNA (21). Especially, thistein has been selected here for the ease
and robustness of production and its ability todo&ve in DNA circularization reactions
containing different modifications including thaseluced by chemical groups as exemplified
further.

i) The best commercially available chemical apptoaf oligonucleotide synthesis which is
the solid-phase phosphoramidite method, enablesduption of single-stranded
oligonucleotides in the range of 60 nucleotide} \nth good yield and purity. Therefore, our

method consisted in assembling appropriate overigppligonucleotides in order to form a
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starting blunt-ended DNA template of interest comtey internal nicks (single-stranded cuts
in one strand). The introduction of DNA structueztprbation through nicks is known to help
to induce some flexibility of the double helix (223); predisposing the DNA to flexibility is a
necessary condition in our strategy for efficiaghse-mediated DNA circularization in the
presence of a bending protein for minicircle pradurc

iii) DNA ligase activity has been extensively stediand was shown to be unaffected by
histone protein bound to nicked DNA substrate @), this indicates that the architectural
protein Abf2p should not compromise significanilyalse activity of nicked DNA; moreover
ligase such as T4 DNA ligase is commercially alddand cheap.

iii) Sequential enzymatic digestion of DNA contarants (unproductive linear DNA, linear
oligomers and nicked circular minicircle) and obtgins from the circularization reaction
mixture containing the minicircle of interest wasrged out by an exonuclease and a protease,
respectively. Pure minicircle of interest is rea@eeby ethanol precipitation giving rise to a

one pot DNA circularization reaction without furthmurification steps.

Method for DNA minicircles production:

The linear nicked blunt-ended duplex of 95 baswormed by mixing two appropriate
overlapping oligonucleotides with two correspondimgmplementary oligonucleotides
(Figure 2, D1). It is important to note that allBNA ends within D1 are phosphorylated in
order to perform enzymatic ligation in the condiBoas depicted below. As shown in Figure
3, duplex D1 expectedly migrates on native polylarnyde gel as one band (lane 2) with a
mobility close to that of the 100 bp DNA fragmerittioe molecular weight marker (lane 1,
M). After incubation of D1 with T4 DNA ligase in ¢hcircularization buffer and in the
absence of Abf2p, the starting band decreased eveta intense bands of slower mobility
appeared (lane 3); as previously described in iteeature (26), these bands correspond to
linear oligomers of the starting D1 duplex, the tredsundant oligomers being a dimer (refer
to the corresponding migration with the DNA markétane 1). This result demonstrates that
at high DNA concentration such as used here (2 pMuplex D1) only the contaminating
intermolecular ligation products are formed withgeneration of minicircle from the nicked
linear DNA substrate.

Conversely, when the same ligation reactiocaisied out in the presence of the bending
protein Abf2p, the reaction products are quite edéght as shown in lane 4. The band

corresponding to the starting duplex D1 is verytfaind an intense new band is present which
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corresponds to DNA minicircle; remarkably, all thends corresponding to the contaminating
linear oligomers have very weak intensity. The umazation efficiency can be roughly
estimated by the ratio between the amount of mieiover linear dimer; circularization with
95 bp DNA duplex D1 containing nicks yields a hrghio of 8 which is significantly less than
ratio of 1.5 obtained in circularization reactioh apntinuous linear DNA substrate (not
shown). Because higher circularization efficieneftects increased bendability of DNA, we
demonstrate here that our nicked DNA substrate verg efficient input DNA for Abf2p-
dependent induced flexibility over DNA duplex wittontinuity of the sugar-phosphate
backbone. Thus the introduction of a nick in eattarnsl separated by an overlapping
sequence of 15 base pairs is a relevant findingriboting to high yield of minicircle
production at elevated DNA concentration. The DNeXibility introduced by the presence of
strand nicks is deduced from the fact that Abf2pileixs similar high binding affinity for
linear nicked DNA substrate as compared to theesponding DNA minicircle (Figure 4 A
and B), such circular DNA form being well known theeferential DNA substrate for Abf2p
(27). Parameters such as the nature of the base ftemking the nicks, the length and
position of the overlapping sequence, the ligasewarincould have a bearing on the efficiency
of the circularization reaction. Several combinasi@f these parameters modulate poorly the
circularization reaction. Notably, we found thaé tield of the reaction was independent of
the length of the overlapping region; indeed, aygping of 10, 15 and 20 base pairs did not
contribute to modulation of the reaction efficienaydicating that nicks induce DNA
flexibility that improves efficiency of Abf2p to bd and likely to bend DNA for efficient
ligase-mediated DNA circularization reaction.

The mixture is subsequently treated with Téreixclease; such enzyme digested efficiently
linear double-stranded DNA from 5’-end and exhil@tsveaker endonuclease activity with
single-stranded DNA. Following ethanol precipitatiand gel loading (Figure 3, lane 5), all
linear forms of DNA have been digested by the ereepm the contrary to the double-stranded
closed circular minicircle which is resistant tooexclease digestion in the absence of free
ends as expected. Because the size of circular [@EAnot be established from gel
electrophoresis, we next verified that the minieingroduct can give back a starting linear 95
bp duplex by taking advantage of the presence sifgle Haelll restriction site specifically
formed during the circularization reaction; as shoim lane 6, after incubation of the
minicircle with Haelll, the migration is the same that of the 95 bp linear duplex showing

that the starting product is a 95 bp minicircleeTdverall yield for a one pot production of
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pure DNA minicircle is 30 % (50 pg of a 95 bp minite produced per ml of circularization
reaction with an initial amount of input DNA of 1p@)).

To make sure that minicircles were free afkaifollowing TS5 exonuclease activity
(covalently closed minicircles), the final 95 bp mmircle was electrophoresed on a
denaturating polyacrylamide gel; as shown in Figuigane 1), DNA minicircle migrates as
one band suggesting that it is entirely covaleotbsed. To control that nicked minicircle
intermediates were readily separated on gel undeatdrating conditions, we constructed
two nicked minicircles intermediates. For that msg, we used a starting linear DNA (Figure
2, D2) for which only one 5’ end is phosphorylatedeither strand in order for circularization
to take place by sealing DNA ends of only one strédfigure 5); digestion of the nicked
strand of the minicircle yields single-stranded DNwinicircle (Figure 5, pathway 1);
equimolar hybridization with the complementary $tagtranded ODN of 95 nucleotides (nt)
or with both complementary 40 and 55 nt singlerstel oligonucleotides results in the
formation of single and double nicked minicirclesspectively. As indicated in Figure 6
(lanes 3 and 4), each nicked circular DNA contrabrnates as several bands on the
denaturating gel: single-stranded oligonucleotide®sd single-stranded minicircle. This
experiment shows that double-stranded DNA minieirpfoduced by our methodology is
devoid of nicked strands.

As shown in Figure 5 (pathway 1), our metkbad also be used easily for the preparation
of single-stranded circular minicircles with simmilgield as for double-stranded minicircle
production. Thus our method is of interest to cardtboth circular double- and single-
stranded DNA nano-objects.

Abf2p has been shown to introduce negatiygeshelical turns in plasmid through DNA
unwinding (27). To determine whether the minicirpl@duced in our method is supercoiled
or not we used two standard methods, i.e. nativeslgetrophoresis and sensitivity to the
nuclease Bal31. It is known that the presence ajnasium counterions in polyacrylamide
gel electrophoresis helps to separate DNA minieiad a function of the extent of negative
supercoiling (28). As shown in Figure 7, 95 bp &ngcked minicircle prepared as depicted
in pathway 1 of Figure 5, is used as control focanstraint DNA (lane 2). DNA minicircle
prepared in our standard method with Abf2p/DNA maddio of 1 (this ratio being defined as
the concentration of Abf2p in mole/l over the camcation of DNA duplex in mole/l)
exhibits the same migration as that of nicked DN#iaircle (compare lanes 2 and 3 of
Figure 7); this result suggests that 95 bp minlieiproduced here is relaxed covalently closed

circular DNA. To confirm this data, the minicircleas incubated with Bal31 nuclease in
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conditions that were previously used to digest traimsed but not relaxed DNA minicircle

(16, 29). As shown in lane 4 of Figure 7, the DNAuiaircle produced in our methodology is
resistant to Bal31 confirming the formation of sedd closed circular DNA and showing that
the presence of Abf2p does not induce DNA unwindimgur assay conditions. Note that 95
bp minicircle has an integral number of helicale&ys (LkO) equal to 9 (95 bp divided by
10.54 bp) assuming that helical repeat of the DN#icircle is 10.54 bp/turn under our

experimental conditions (29, 30). Hence covalemsute of the duplex occurs without
twisting.

The present strategy can yield minicirclevarfious sizes depending on the length of the
input starting linear overlapping duplex D3, D4, BAd D6 as shown in Figure 2. Thus
minicircles of 84, 95, 116, 158 and 200 bp in I&nigave been produced successfully (Figure
8).

Freedom to choose the nature and position of DNA geences present in a DNA
minicircle:

The data reported above were obtained WA containing random sequence. To
exemplified the versatility of our method regardihg nature and position of DNA sequence
used to form minicircles, we next designed DNA mimtle containing consensus sequences
for the well known transcription factor NéB (Figure 2). The 95 bp minicircles containing
one or twokB binding sites (GGGACTTTCC) were generated in slagne conditions as
depicted above (Figure 2, D7 and D8). The yieldtlud reaction was unchanged and
independent of the position of tkB sequence (in the overlapping region or at thes eridhe
starting linear nicked DNA). The binding capacitysoich DNA minicircles was next tested
according to the number of binding site. Electamgtic mobility shift assay (EMSA) was
performed using non labeled DNA minicircles and &¥'8reen staining which presents the
advantage to avoid radioactive labeling thank$eohigh amount of minicircles produced by
the present method. Example of binding activitiNéfxB with minicircles is shown in Figure
9. First, a relaxed closed minicircle of 95 bp @mihg a single NkB binding site (Figure 9,
A) was incubated with increasing concentration &#8B and then the reaction mixture was
analyzed by EMSA. In the presence of KBE-protein (p50/p50 homodimer), a retarded band
is observed corresponding to the DNA protein compie intensity of which is increased as
a function of protein concentration. When a secdmuding site is present within the

minicircle, we observed the presence of a secorn@ slowly retarded band corresponding to
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the binding of a second protein to the minicirdigg(ire 9, B). This result shows that short
DNA minicircles are capable to attract efficientNA binding proteins such as a
transcription factor. NkB is implicated in cancer through inflammatory pedlys
stimulation (31). The capability of minicircle tottract specifically target proteins of
therapeutic interest is of great interest for thetdic applications (decoy strategy).

95 bp minicircles encompassing several iBFsequences such as the sequence 3NF
previously used for enhancement of plasmid DNA eacimport (32) or a sequence okB
sequences (starting duplexes D9 and D10 as showigure 2); a 95 bp minicircle with a
combination of various transcription factor bindisges (NFxkB, ETS1, STAT3) was also
produced efficiently using the starting duplex DHuman telomeric sequence (TTAGGG)
can also be part of a 95 bp minicircle using dudE?; DNA mismatches can also be
introduced within minicircles using duplex D13 shog that the method presented here
enables preparation of minicircles with DNA disiomnts.

Thus the overall yield of minicircles productiaiith various sequences as presented herein,
is mainly dependent on the presence of nicks irstaging DNA substrates to be circularized
together on Abf2p activity. However, we cannot ctetgly rule out that the efficiency of
circularization reaction could be modulated by weseen DNA sequence effect. In such a
case, it is advised to control the annealing ajaucleotides by simple analysis of duplexes
on a native polyacrylamide gel electrophoresistasve in Figure 3 and/or to increase the

amount of Abf2p in the circularization reaction.

Production of minicircles containing chemical funcionalities:

Commercially available synthetic DNA oligaheotides are easily functionalized with
various base analogs and modifications in the eoofssolid support synthesis. Here we
extended our methodology of circularization to DE@ntaining several base modifications in
order to know whether circularization reaction isrmissive for chemically modified

oligonucleotides
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Minicircle with site-specifically placed natural ba modification

8-oxoguanine

8-oxoguanine is a base modification formeaturally when DNA is subjected to
oxidative conditions or ionizing radiations. Suelsibn can be repaired by the well known E.
coli-derived formamidopyrimidine (Fpg) repair protevhich catalyzes the excision of 8-
oxoguanine yielding a strand nick in the presesaig$33).

95 bp minicircles were produced from inpulNA containing either one or two 8-
oxoguanine residues within the same strand (Figur®14, D15). The production yield of
single or double 8-oxoguanine-modified minicircleas insensitive to the presence of base
modification within DNA and the 95 bp minicircle tior without base modification migrates
identically as a single band on denaturating PAGEUWre 10, lanes 1, 3, 5); when the
minicircle containing a single base modificatiorinsubated in the presence of Fpg and then
the reaction mixture is loaded on denaturating gek can observed that the starting band
corresponding to the minicircle disappeared to gige to two new bands (lane 4), co-
migrating respectively as a single-stranded mialeiof 95 nt and a linear fragment of 94 nt
(as compared to migration of reference productswehon lane 7). Introducing two 8-
oxoguanine residues within the same strand of d&@@%ninicircle at position as indicated
(Figure 2, D15) yields the expected size of DNAduats following Fpg activity as shown in
Figure 11 (lane 6). The capability of DNA miniciedbearing several modified bases to attract
and to be substrate for repair proteins of therapénierest is of great interest for biological
applications (decoy based strategy).

Our methodology can be extended to inaagoa variety of modified bases within
DNA minicircle with the purpose to trap severalgelr proteins implicated in cancer: repair
proteins such as O6-alkylguanine-DNA alkyltrans$eravith 06-Me-dG modified base; DNA
methyltransferase such as cytosine-5 methyltraaséewith methylated cytosine modified

base.

DNA minicircles with site-specifically placed labgel

Biotin residues:

We first investigated whether the preseota derivative dT nucleotide with a biotin
molecule linked by a spacer to the C5-atom of pilimring could modulate or not the

circularization reaction used in our methodologyteA completion of our protocol using
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duplex D16 (Figure 2), we obtained pure closed DiiAicircle without decrease in the yield
of production. As shown in Figure 11, the minicralith and without a biotin residue
migrated as a single band at the bottom of the EM8IA(lanes 1 and 2). When minicircles
are pre incubated with streptavidin, a slower ntiggaband is observed only when the
minicircle contains a biotin residue showing thiegtavidin binds biotin-labeled minicircle
(lanes 3 and 4). A second biotin can also be iramatpd when placed on the opposite DNA
strand (Figure 2, D17); therefore, Abf2p-dependeintularization reaction supports the

presence of bulky DNA modifications.

Fluorophores:

Because biotin itself is a relatively smaéidue, we next investigated whether a larger
molecule such as fluorophore could be used as Iak@hce of biotin. Using input cyanine 3
or carboxyfluorescein modified-DNA (Figure 2, D1B19, D20, D21) our methodology
generates in good amount 95 bp minicircle siteifpally labeled by cyanine 3 or
carboxyfluorescein; as deduced from spectrophotymebheasurement, the ratio of
fluorophore over nucleotide confirmed that one wo tfluorophores are present per

minicircle.

Minicircle labeling presents several applications:

- biotinylated minicircles can be linked to varioaeptavidin coated materials such as
i) streptavidin agarose beads for the search déprdinding within cell-free extract
i) streptavidin coated surface such as micropbateensor chip iii) guantum dots or
antibodies through streptavidin interaction iitileptavidin-coated magnetic particles
for molecular biology and gene therapy applications

- Fluorescent labeling of minicircles can be usedanous studies such as i) structural
investigation of minicircle in the presence or atzseof proteins through Forster
resonance energy transfer (FRET) thanks to ap@t&byiplaced chromophores ii) cell
uptake and trafficking of minicircles for biologicapplications

- DNA minicircle containing amino-modifier dT couleha&ble site specifically
functionalization of the minicircle by various chieal entities (molecular labeling,
peptides, polymers) thanks to the well known N-lbygsuccinimide coupling
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reaction. Such functionalizations could endow nifoles with new important
properties for biological applications such as taijeting, cell delivery and cell
trafficking.

Production of supercoiled DNA minicircles through drect formation of a singly nicked

DNA minicircle intermediate:

Religation of nicked circular DNA plasmid the presence of an intercalating drug such
as ethidium bromide (EtBr) is known to introducemimding by decreasing the twist (Tw)
value of dinucleotide steps (34). Sealing of theknby enzymatic ligation will fix the
unwinding and removal of EtBr chemical induces raereéase in the twist value and therefore
in the number of base pairs per helix turn. As seguence the circular DNA is underwound
with torsional stress and the linking number Lktloé minicircle decreases (Lk being the
number of times that each DNA strand winds aroutneddther in circular DNA). Changes in
the linking numberALKk) is the difference between Lk and LkO (the numiedouble helical
turns in the original linear molecule); variationlinking number generally induces apparition
of supercoiling or writhe (Wr), i.e. an helix coij upon itself, allowing formation of usually
one lowest energically shape of circle called aotegmer, each topoisomer of the same
molecule migrating separately on gel electrophsreSuch geometric variations of circular
DNA are summarized by the following equatiohbk=ATw+AWr where any change in
linking number relates to a change in the writhé/anthe twist and vice versa. In the present
situation, the decrease in Lk yields a negativeierdbr ALK corresponding to a situation
where the molecule is underwound with the poss$ybilf negative supercoiling formation.

With the aim to take advantage of our methogly to produce supercoiled double-
stranded DNA minicircles in a one pot reaction,fis& assemble a reaction mixture yielding
single nicked double-stranded minicircle interméslias shown in Figure 5. At that point, a
critical step is to inactivate the DNA binding attly of Abf2p to avoid interference on the
distortions of nicked minicircle before religatian the absence or in the presence of
intercalating drug; our method here used proteirtase such amount quantity that both
Abf2p and ligase proteins are digested in additoproteinase K thanks to its self digestion

activity. As shown in pathway 2 of Figure 5, a $yjngicked DNA minicircle free of torsional
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constraints (relaxed form) is formed. To prepareatently closed minicircle, it is necessary
to first phosphorylate the free 5 OH end at thenieal nick by a kinase in order to reseal the
nick by a ligase. These enzymes are successfullgcadequentially step by step with optimal
activity showing absence of any residual proteinasetivity. As shown in lane 2 of Figure
12, pure closed minicircle is produced and comignawvith relaxed nicked minicircle (lane
1) indicates that it is indeed relaxed (no supdra.

When the religation of 95 bp single nickadicircle is carried out in the presence of
increasing concentrations of EtBr, we observednarease in electrophoretic mobility of the
95 bp DNA minicircle (lanes 4 and 6 of Figure 1&).a concentration of 2 pg/ml (lane 4), a
new faster migrating band is observed and at tgedsit concentration tested in intercalating
agent two bands are present with a major one nmgrats a second faster migrating band
(lane 6). Whereas relaxed closed minicircle is detepy resistant to Bal31 indicating the
absence of helix-destabilized regions (lane 3),ntir@circles obtained from ligation reaction
in the presence of the intercalating drug are §gadio Bal31 nuclease as they are completely
degraded (lanes 5 and 7). These data are in litle the fact that these two new bands
correspond to two topoisomers formed with a 95 lmaincle.

To our knowledge, this is the first timatlisupercoiling is observed in a small minicircle
of 95 bp. Thus our method can yield in a one pattien supercoiled form of minicircle; the
first topoisomer ALk=-1) has a negative superhelical density of Oticlv is slightly more
elevated than that expected in physiological comst (about 0.08) (35) and thus can be used
to study the effect of supercoiling in bent DNA malle on DNA binding activity of
proteins. As exemplified here, the first topoisonsgoroduced as a single product; however, it
is likely that a purification step of several togpamers will be necessary for further studies

using DNA of different length and sequence.

CONCLUSION

The methodology reported here enables thetiative production of a wealth of various
DNA minicircles that contain any DNA sequences witin without chemical base
modifications for several applications. The usesyrfithetic oligonucleotides in the present
method has several advantages: they are easilyfatamed with large scale and low cost
and they show the ability to carry an unlimited comation of sequence information with or
without chemical modifications.
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As exemplified here, minicircles support tiiading or the activity of different class of
protein (transcription factor, repair protein). Geguently, they can be used as decoy nucleic
acids to titrate target proteins in cells includibgt not limited to transcription factors,
telomeric proteins, repair proteins, DNA methylaaechitectural proteins. Because DNA
minicircles cannot be replicated in cells, the Imion of a target protein (decoy effect) is
transient which may be advantageous in some applsawhere a drug like approach to gene
inhibition is useful but a drawback when permangarisformations is desired. In such a case,
irreversible trapping of a target protein should are advantage to postpown the negative
effect of the minicircle by including chemical fummnalities allowing DNA-protein covalent
linkage. The delivery of circular nucleic acids biological fluid is also known to present
several advantages as an increased stability thanlesistance to exonucleases. The size of
the minicircles also authorizes the presence ofrsg\protein binding sites opening the way
to the building of nucleic acids platforms with rtiplle proteins interactions.

In non viral gene therapy, DNA diffusion ihet cytoplasm and nuclear import are
believed to be rate limiting determinants for tigerse delivery which is performed with the
use of circular supercoiled plasmid DNA (32, 3@udtes of DNA mobility in cells have been
carried out as a function of the DNA size usinggéin DNA which does not mimic circular
DNA as a consequence to DNA ends effects (37). DiN#icircles could be used as a model
in studies of therapeutic nucleic acids traffickingells such as plasmid used in gene therapy
as a function of several DNA parameters (sequdnpelogy).

Finally our methodology also enabled the potidm of relaxed as well as supercoiled
DNA minicircles providing a convenient and biologjiy relevant model system to study the

mutual influence of DNA topology and bending.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1:

Scheme illustrating the present method of DNA dadmation with overlapping blunt-ended
nicked DNA substrates for minicircle production.

Figure 2:

Sequence of linear nicked blunt-ended duplexes ddrray hybridization of appropriate
complementary oligonucleotides and used in Abf2pedeent ligase-mediated circularization
reaction for minicircles production as depicted=igure 1. DNA substrates were designed to
enhance the DNA flexibility by introducing a nick the sugar-phosphate backbone. The
sugar-phosphate backbone of both strands is niekdte location indicated by the black
arrow. The presence of a transcription factor cosge sequence is indicated in bold (KB-
GGGACTTTCC; ETS1: GGAAGCACTTCC; STAT3: TTCCCGTAA)nda the human
telomeric sequence is underlined. The presence binismatch is shown by size increased
of the characters. The presence of a chemical bembfication within oligonucleotide is
indicated as follows: biotin dTAX ); cyanine 3 dT #); carboxyfluorescein dTm{; 8-
oxoguaninex).

Figure 3:

Image of stained native gel showing the strongetes® of oligomeric linear products formed
in ligase-mediated circularization with the conctant formation of minicircle product in the
presence of Abf2p bending protein as compared &ctien carried out in the absence of

Abf2p.

Figure 4:
Abf2p exhibits comparable binding activity for neéal 95 bp DNA minicircle and

corresponding linear overlapped DNA substrate ¢nimg two nicks as revealed by the
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image of a stained gel from an EMSA experiment ®Jr purpose comparison, both DNA
substrates were loaded with or without Abf2p iname well with linear DNA duplex D1
migrating faster than the corresponding circulaibdNA. As shown in B, the percentage of
protein complex formed with each DNA substrate wegorted as a function of protein
concentration.

Figure 5:

Scheme showing the production of single nicked tstyranded DNA minicircle that can be
used in turn for the production of either singlestied minicircle (pathway 1) or supercoiled
double-stranded DNA minicircle (pathway 2).

Figure 6:

Image of stained denaturating gel showing that teatstanded minicircle is devoid of DNA
strand nick.

Figure 7:

A stained native PAGE gel in the presence of 10 MYCI, for checking the presence of
topoisomer DNA, indicates that a 95 bp minicircderelaxed under standard conditions of
circularization reaction.

Figure 8:

Image of stained denaturating PAGE gel of DNA mingles with different sizes (84 to 200
bp in length).

Figure 9:

95 bp relaxed DNA minicircle designed to includeeofA) or two (B) NFxB binding
sequences is capable to interact respectively o or two NF«B proteins as shown by
EMSA.

Figure 10:
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Image of denaturating stained gel showing thatpitesence of one or two site-specifically
placed 8-oxoguanine residues within relaxed 95 Bl Dninicircle induces one or two Fpg-
dependent strand breaks respectively, as deduoedtire analysis of the nature and length of
generated DNA products.

Figure 11:

95 bp relaxed DNA minicircle containing a site-gfieally placed biotin residue binds to
streptavidin as shown by EMSA.

Figure 12:

Stained native gel containing 10 mM MgQGbr the separation of 95 bp supercoiled DNA
minicircles produced through ligation of a singlicked minicircle intermediate in the
presence of increasing concentration of the intaticg drug, ethidium bromide. Formation

of 95 bp singly nicked minicircle intermediate ispicted in pathway 2 of Figure 5.
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GGTTCCGGAGTTCTGACTAGATGTCTAGCCCTGAAAGGGT-AACGGCATGCTCTAG ATCGGAGATCGATCAGCACGACTAGTATGZ—\TGCTCGTACCI D?
8 i :
P OH P
| [
CCAAGGCCTCAAGACTGATCTACAGATCGGGACTTTCCCA TTGCCGTACGAGATC-TAGCCTCTAGGGGACTTTCCCTGATCATACTACGAGCATGG D8
GGTTCCGGAGTTCTGACTAGATGTCTAGCCCTGAAAGGGT-AACGGCATGCTCTAG ATCGGAGATCCCCTGAAAGGGZ—\CTAGTATGATGCTCGTACIC
L b
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b OH P

| (|
CCTTCGGATTATCGGACGGCGCTAGCCTGGGGACTTTCCA GCTGGGGACTTTCCA-GCTGGEGACTTTCCAGGAGATTCAGGATCAGGTGACTTGS

GGARGCCTAATAGCCTGCCGCGATCGGACCCCTGAAMAGGT -CGACCCCTGAAAGGT CGACCCCTGAAAGGTCCTCTAAGTCCTAGTCCACTGAACC
|1 |

o OH P P OH P

|

CCTTATGGGGACTTTCCATGGGGACTTTCCATGGGGACTT TCCATAGCTTGCTGG-GGACTTTCCATGGGGACTTTCCATGGGGACTTTCCATTGG

GGAATACCCCTGAAAGGTACCCCTGAAAGGTACCCCTGAA-AGGTATCGAACGACC CCTGAAAGGTACCCCTGAAAGGTACCCCTGAAAGGTAACC
|1 |

3 OH P P OH P

| Il
CCTTCGGATTATCGGACGGGGACTTTCCGTACTCGTTGCT ACGTGCATTTCCCGT-AAATCTCCATGGATCCAGGAAGCACTTCCTGGTGACTTGG

GGAAGCCTAATAGCCTGCCCCTGAAAGGCATGAGCAACGA-TGCACGTAAAGGGCA TTTAGAGGTACCTAGGTCCTTCGTGAAGGACCACTGAACC
|

|1
P OH P P OH P

| [
CCTTGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAG GGTTAGGGTTAGGGT -TAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTTGG

GGAACCAATCCCAATCCCAATCCCAATCCCAATCCCAATC-CCRAATCCCAATCCCA ATCCCAATCCCAATCCCAATCCCAATCCCAATCCCAAAC%
p oH P OH P
I I
CCAAGGTCTCARGACTGATCTATAGATCAACTCCTTGCCA TTGCCGTACGAGATC-TAGCCTCTAGCTAGT TGTGCTGATCATACTACGAGCATGG
GGTTCCGGAGTTCTGACTAGAT GTCTAGT TGAGGAACGGT -AACGGCATGCTCTAG ATCGGAGATCGATCAGCACGACTAGTATGATGCTCGTACC

L !

ODN with chemical modifications :
P OH P

| (!
CCAAGGCCTCAAGACTGATCTACAGATCAACTCCTTGCCA TTGCCGTACGAGATC-TAGCCTCTAGCTAGTCGTGCTGATCATACTACGAGCATGGE

GGTTCCGGAGTTCTGACTAGATGTCTAGTTGAGGAACGGT-AACGGCATGCTCTAG ATCGGAGATCGATCAXCACGACTAGTATGATGCTCGTAC%
|1
P OH P
P OH P

| |
CCAAGGCCTCAAGACTGATCTACAGATCAACTCCTTGCCA TTGCCGTACGAGATC-TAGCCTCTAGCTAGTCGTGCTGATCATACTACGAGCATGGE

GGTTCCGGAGTTCTGACTAXATGTCTAGTTGAGGAACGGT -ARCGGCATXCTCTAG ATCGGAGATCGATCAGCACGACTAGTATGATGCTCGTAC%

I 1
P OH P P OH P

| I
CCTTCGGATTATCGGACGGCGCTAGCCTGGGGACTTTCCA GCTGGGGACTTTCCA-GCTGGGGACTTTCCAGGAGAT TCAGGATCAGGTGACTTGG
GGAAGCCTAATAGCCTGCCGCGATCGGACCCCTGAAAGGT—CGACCCCTGAAAGG% ?GACCCCTGAAAGGTCCTCTAAGTCCTAGACCACTGAAC%

p OH P P OH P

| [

CCTTCGGATTATCGGACGGCGCAAGCCTGGGGACTTTCCA GCTGGGGACTTTCCA-GCTGGGGACTTTCCAGGAGATTCAGGATCAGGTGACTTGG

GGAAGCCTAATAGCCTGCCGCGATCGGACCCCTGARAAGGT-CGACCCCTGARAGGT CGACCCCTGAAAGGTCCTCTAAGTCCTAGACCACTGAACC
11 |

P OH p

P OH P

| I

CCTTCGGATTATCGGACGGCGCTAGCCTGGGGACTTTCCA GCTGGGGACTTTCCA-GCTGGGGACTTTCCAGGAGATTCAGGATCAGGTGACTTGG

GGAAGCCTAATAGCCTGCCGCGATCGGACCCCTGAAAGGT—CGACCCCTGAAAGGH ?GACCCCTGAAAGGTCCTCTAAGTCCTAGQCCACTGAACC
|

P OH
P OH P F

| I
CCTTCGGATTATCGGACGGCGCMAGCCTGEGGACTTTCCA GCTGGGGACTTTCCA-GCTGGGGACTTTCCAGGAGATTCAGGATCAGGTGACTTGG
GGAAGCCTAATAGCCTGCCGCGATCGGACCCCTGAAAGGT—CGACCCCTGAAAGGH ?GACCCCTGAAAGGTCCTCTAAGTCCTAGQCCACTGAACC
|
P OH P

P OH P

| |1
CCTTCGGATTATCGGACGGCGCTAGCCTGGGGACTTTCCA GCTGGGGACTTTCCA-GCTGGGGACTTT CCAGGAGATTCAGGATCAGGTGACTTGG
GGAAGCCTAATAGCCTGCCGCGATCGGACCCCTGAAAGGT—CGACCCCTGAAAGGﬂ ?GACCCCTGAAAGGTCCTCTAAGTCCTAGICCACTGAACC

|
P OH p

P OH P

| I
CCTTCGGATTATCGGACGGCGCMAGCCTGGGGACTTTCCA GCTGGGGACTTTCCA-GCTGGGGACTTTCCAGGAGATTCAGGATCAGGTGACTTGG
GGAAGCCTAATAGCCTGCCGCGATCGGACCCCTGAAAGGT*CGACCCCTGAAAGG? ?GACCCCTGAAAGGTCCTCTAAGTCCTAGICCACTGAACC

|
P OH P
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Figure 5
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Résultats en cours

1ére partie

Biostabilité, délivrance intracellulaire d’'un mieicle et effet sur la transcription NB

dépendante
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Biostabilité, délivrance intracellulaire d’'un mieicle et effet sur la

transcription NFR<B dépendante.

Au sein des voies de signalisation cellulaire féegeurs de transcription se lient a des
motifs d’ADN spécifiqgues dans une région promotriten gene de sorte a activer le géne
situé en aval® La dérégulation d'un facteur de transcription tpétre a l'origine de
pathologies comme par exemple le cancer de lagieostl le facteur de transcription MB-
est dérégufé* ou d'autres cancers ou le facteur de transcriptat3 provoque une
surexpression de génes comme Bcl-xL, la cyclinedalyc ou le VEGE* %4

La stratégie du leurre moléculaire consiste a piégs facteurs de transcription
surexprimés dans la cellule. Les leurres molémdairsont de petits duplexes
d’oligodésoxyribonucléotides (ODN) contenant unguaice de liaison et qui se lient au
facteur de transcription de maniére spécififueCes petits duplexes sont utilisés comme

leurre moléculaired vivo pour piéger un facteur de transcription cifile

Les nombreux résultats récents d’'une part surlifation des ODN en thérapie
génique et d’'autre part sur les mécanismes moligesllde plus en plus fins a l'origine de
maladies humaines servent de base au conceptpdivaloppement de nouvelles stratégies
a visée thérapeutique. De nombreux résultats dedio montrent I'interdépendance des
voies de signalisation cellulaire comme celles la&gula survie et la mort cellulaire. Le
concept de multiciblage par une seule moléculeafietrtique a été recemment proposeé pour
améliorer la stratégie la plus couramment utiliséest-a-dire un ciblage unicfd® Une
difficulté est de trouver une stratégie thérapeugtiqpour obtenir un multiciblage. Les
« MiRNA sponge », qui sont en cours de développénmrt potentiellement la capacité
d’inhiber plusieurs miRNA comme antagomir. Cependén longueur de ces molécules et
laugmentation des effets non spécifiques pourtaieniter le développement de cette
stratégie. Il est donc trés important de mettrepaint d’autres stratégies de multiciblage
thérapeutique.
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Dans ce travail, nous avons développé une nouvet&cule d’ADN circulaire.
Lutilisation de ce type de molécule notamment comnlegre moléculaire nous semble
important a développer.

Dans ce travail, nous avons d’abord étudié si umaaicle présentait une biostabilité
dans le sérum malgré le fait d’étre en série phodigister. Puis, pour déterminer un effet sur
la transcription NReB dépendante, des minicercles ciblant spécifiquéminkB ont été
délivrés dans des cellules rénales embryonnainesimes (Hek 293) qui expriment de fagon
stable la protéine firefly-luciférase (luc2P) dolat transcription du gene est sous la

dépendance de NiB.

Matériel et méthodes

Matériel. Les minicercles utilisés sont synthétisés seloméhode décrite dans le
chapitre résultats, “f partie. La séquence du cercle non spécifique w@&tié de sorte a
obtenir un score d’interaction le plus faible pb#sientre le minicercle et 'ensemble des
facteurs de transcription recensés par les basedodeées Jaspar (jaspar.genereg.net) et
TESS (cbil.upenn.edu/cgi-bin/tess/tess). La séqueénccercle ciblant NkB possede 2 sites
de liaison & NReB distants de 20 pb, de telle sorte qu'il y ajigd d’hélice d’ADN entre les
2 sites et que chaque protéine se fixe de facamigles au minicercle. Selon les indications
décrites dans le texte, les cercles sont soitlhiéB@Lk = 0), soit surenroulés\(k = -1). Le
duplexe de 22 pb correspond a 2 oligonucléotide@@aucléotides qui sont appariés. La
séquence des minicercles et du duplexe linéair22deb sont indiquées sur la figure 1. Le

plasmide pTAL-luc a été obtenu auprés de Clonte&»).

La lignée cellulaire rénale embryonnaire humainek@®3) fournie par Promega
(Madison, U.S.A.) exprime de fagon stable la fiefliciferase (luc2P) sous le contrble
transcriptionnel d’'un promoteur TATA contenant @é&ments de réponse a NB-(NF-«B-
RESs). Ainsi, la transcription du gene de la lu@i® est sous la dépendance du facteur de

transcription NFe¢B.

La protéine NFeB (p50) est obtenue chez Promega. Sa taille est de 488saci

aminés soit 20 acides aminés supplémentaires ppomaa la protéine NkB p50 humaine.
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Le sérum humain et le polyacrylamide ont été oldenhez Sigma-Aldrich, le phénol

chloroforme a été fourni par Invitrogen et le Gelpgar Biotium.

Le DMEM, le PBS, le sérum de veau fcetal (SVF), tdution de pénicilline,
streptomycine (10000 Unités/mL de Pénicilline, 1§/mmL de streptomycine), la trypsine ont
obtenus chez PAA. L'OptiIMEM a été acheté chez Gih&TNF-o (Tumor Necrosis Facteur
a) est fourni par Milteny Biotech. L'alamar Blue g écheté chez Invitrogen et la luciférine

chez Promega.

Le SiPort est obtenu aupres de Ambion, la Lipofeate 2000 aupres de Invitrogen et

le PTG1 auprés de Polythéragéne.

GCGCAACTCG
CCYCGCETTCAS ST
eerC Scagle,

Site kB

5 Minicercle
8 2NF-«B

3 95 pb g8
)

O

)
2 S8 OH OH
) o) | |
bbg’o%vlvgggg‘ﬁ%%o@ GACGCTAATAGTTAAGACGCTT
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Figure 1
Séquence des différents ADN utilisés. Le miniceraldisé pour tester une activité d’inhibition da |
transcription NFkB dépendante posséde 2 sites nsunsede reconnaissance de #®B:-Le minicercle non

spécifiqgue ne possede pas de site de reconnaissamtiexB.

Stabilité des cercles dans le sérum humai365 ng d’ADN a une concentration de
24 ng/mL dans un tampon 5 mM Tris-HCI, 50 mM NgtH, 7,5 sont incubés a 37°C dans un
volume équivalent de sérum humain 100 % duranetepts indiqué. 2 extractions par la
technique du Phénol-Sevag sont ensuite réalisaeessivement pour enlever les protéines
sériques. 65 ng d’ADN sont ensuite prélevés, miprésence de formamide puis analysés sur

un gel. La migration du plasmide est effectuéeusugel 0,8 % agarose natif pendant 30 min
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a 100 V. Le duplexe linéaire est déposé sur urd@eaturant 20% acrylamide, 8M urée (19:1
acrylamide/bisacrylamide (w/w); 90 mM Tris borafe,nM EDTA, 8M urée, pH 8.3) et

migre pendant 90 min a 21 W. Les minicercles sapodés sur un gel dénaturant 8%
Acrylamide, 8M Urée. (19:1 acrylamide/bisacrylamige/w); 90 mM Tris borate, 1 mM

EDTA, 8M Urée, pH 8.3) et I'électrophorése est neepéndant 40 min a 21 W. La coloration
de I'ADN est réalisée en incubant le gel pendantnii dans du GelRed. Les gels sont
ensuite déposés sur un lecteur Gene Flash ImagerS{&yngene Cambridge, UK) pour
visualisation des bandes. La stabilité de chaqudl &Bt déterminée en quantifiant l'intensité
du produit de départ a chaque temps d’incubationr Bela, le logiciel ImageQuant 5.1 est

utilisé.

Interaction in vitro entre les minicercles et NR¢B. La protéine est incubée en
fonction de la concentration comme indiqué avecenumicercle (10 ng) dans un tampon pH
7,5 contenant 10 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 3 mM DTOX.2 mM EDTA, 2% glycérol, 50
pg/mL BSA acétylée, pendant 30 min a 4°C. La réactst déposée sur un gel 5%
polyacrylamide (19:1 acrylamide/bisacrylamide (w/@) mM Tris borate, 1 mM EDTA, pH
8.3) et I'électrophorese menée pendant 1h. La attor est réalisée en incubant le gel dans
du SYBR Green pendant 20 min. Les gels sont ensidpmsés sur un phosphoroimageur
Typhoon pour une analyse de fluorescence. La fnactiée (intensité du complexe

lié/intensité totale) est déterminée en utilisarbhiciel ImageQuant 5.1.

Cellules et culture cellulaire. Les cellules Hek293 exprimant la luciférase sous la
dépendance de la transcription NF-kB dépendantecsidtivées a 37°C dans une atmosphére
humide & 95% air et 5% GQet sont repiquées tous les 3-4 jours. Pour cé#igeé 5.10
cellules sont repiquées dans des boites plastigue5dcni dans un milieu DMEM avec
glutamine enrichi avec 1% d'une solution PénicdkBtreptomycine et 10% de SVF
décomplémenté par la chaleur.

Formation des complexes minicercles d’ADN 95 pb aeda Lipofectamine 2000.
333 ng d’ADN sont déposés dans gsp 10 puL OptiMEMuet volume adéquat de
Lipofectamine 2000 est déposé dans gsp 10 uL Op¥iMEn ratio 1 de Lipofectamine 2000
correspond a 1 pL de Lipofectamine 2000 pour 1 |#dN. La Lipofectamine 2000 est

ensuite déposée sur I'ADN, le mélange des 2 coégasst effectué par aspiration
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refoulement puis la complexation est réalisée dug@nmin a température ambiante sans

agitation.

Formation des complexes minicercles d’ADN 95 pb aede SiPort. 333 ng d’ADN
sont déposeés dans gsp 10 pL OptiMEM et un volunégj@at de SiPort est déposé dans qsp
10 pL OptiMEM. Un ratio 1 de SiPort correspond pllde SiPort pour 200 ng d’ADN. Le
SiPort est ensuite déposé sur '’ADN, les 2 compesés mélangés par aspiration refoulement

puis la complexation est réalisée durant 20 mengperature ambiante sans agitation.

Formation des complexes minicercles d’ADN 95 pb aede PTG1.333 ng d’ADN
sont déposés dans gsp 6,5 pL de tampon Hepés 1pHNAM et un volume adéquat de PTG1
est déposé dans le méme volume de tampon HepésMl(Qhh 7,4. Un ratio 1 de PTG1
correspond a 1 uL de PTG1 pour 1 ug de DNA. Le Pé&Ensuite déposé sur I'ADN, les 2
composés sont vortexés pendant 4 sec puis la cratjge est réalisée durant 20 min a

température ambiante sans agitation.

Transfection des cellules HEK293-NFluc.15000 cellules HEK293-NFluc sont
déposées dans un puits d’'une plaque de 96 puissidamilieu DMEM avec 10 % sérum sans
antibiotiques. Aprés une nuit, les complexes sonmhés comme décrit ci-dessus puis dilués
avec de 'OptiMEM non supplémenté (dans les caSiewrt et du PTG1) ou supplémenté de
3 % sérum (dans le cas de la Lipofectamine 2000)ddbtenir un volume final de 100 uL et
une concentration finale d’ADN de 50 nM. Les compk sont alors déposés sur les cellules.
Les cellules sont incubées pendant 4h a 37°C fiig.l. de DMEM supplémenté avec 20 %
sérum et avec du TNé&-a une concentration finale de 25 ng/mL sont apul@utes les

expériences sont realisées en triple.

Internalisation des complexes dans les cellulekes cellules sont transfectées avec
des complexes formés comme décrit préecédemmentavagsun minicercle marqué avec de
la fluorescéine. 24 heures apres transfectiongédlales sont successivement décollées avec
de la trypsine, centrifugées, et reprises dansBib. Ra quantification du nombre de cellules
transfectées est réalisée en analysant l'interdstéluorescence de la fluorescéine dans
chaque cellule a l'aide du cytométre en flux FAG$Becton-Dickinson, Grenoble, France).
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Localisation des minicercles dans la celluleLes cellules sont déposées sur des
lames Lab-tek et sont transfectées avec des cosplexmés comme décrit précédemment
mais avec un minicercle marqué avec de la fluomescel heures apres transfection, les
cellules sont observées directement sans fixatidaide d’'un microscope confocal Zeiss
LSM 510 Meta (Zeiss, lena, Allemagne).

Mesure de la survie cellulaire.24 heures aprées transfection, 10 pL d’Alamar Blue
(Invitrogen) sont ajoutés dans chaque puits de @/83 d’'une plaque de 96 puits et les
cellules sont incubées pendant 1h30 a 37°C. Ladhoence a 605 nm est ensuite mesurée a
'aide d'un lecteur multiplaques Victor 3V (PerkEimer). L'intensité de fluorescence est

proportionnelle au nombre de cellules viables damsiits.

Dosage de la luciférase24 heures apreés transfection, les cellules tmrées avec du
PBS puis lysées avec 50 pL d’'un tampon de lysar(@bTris-Phosphate, 1 mM DTT, 1 mM
EDTA, 15 % Glycérol, 8 mM MgG| 1 % Triton, pH 7,8) pendant 15 minutes. 15 plydat
sont prélevés, 100 puL de tampon de lyse sans tet@upplémenté avec 1 mM ATP sont
ajoutés au lysat puis 150 pL d’'une solution ImMférme sont également ajoutés. L’activité
de la luciférase est mesurée par luminescenceide l'du luminométre Lumat LB 9507
(Berthold)®*

Modélisation informatique. Les minicercles sont modélisés a I'aide du ser3iu
DART?%2 Un ADN linéaire de 95 pb est créé puis les exitésrsont raccordées. Le twist de
I'ADN ainsi que I'angle de courbure ont été optémipour que la superposition des extrémités
soit bonne. Ensuite le cercle est relaxé par mgaton et dynamique moléculaire a I'aide du
logiciel Amber version 1%° Le complexe cristallographique ADN/protéine NB-(p50) a
été extrait de la Protein Data Bank (code 1NFKpagitionnée sur le cercle par alignement
des C4’ entre la séquence kB ADN du complexe d¢ cairrespondante dans le minicercle a

I'aide du logiciel Chimera (Université de CalifoeniSan Franciscoy.
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A/ Stabilité d’'un minicercle dans le sérum humain

Afin d’étudier la biostabilité des minicercles damhs sérum humain, de I’ADN sous
forme plasmidique, linéaire ou minicercle est inewlans du sérum humain durant le temps
indiqué. La dégradation du produit de départ estig® analysée par électrophorése (Figure 2
A, B, C) et une gquantification de la bande correslamt au produit de départ est effectuée
pour chaque temps d’incubation, ceci permettandéerminer la stabilité de I'ADN en

fonction du temps (Figure 2D).

En ce qui concerne le plasmide, une coupure trddudiminution de la forme
surenroulée au profit de I'apparition d'une formeewaire ouverte (Figure 2A). le temps de
demi-vie (2) est de I'ordre d'une minute, ceci est en accertdes observations de Houk et

coll®®>.

En ce qui concerne le duplexe de 22 pb, une cowgmiteaduit par la diminution de
l'intensité du produit de départ et par I'appantidun oligonucléotide de 21 pb (Figure 2B).
Le temps de vie {t) du duplexe de 22 pb est de I'ordre de 5h. Cecersaccord avec les
observations d’Osako et cOll

Nos conditions expérimentales peuvent donc étréséds pour déterminer la
biostabilité des minicercles dans le sérum puismpgeconditions ont permis de retrouver les
valeurs de biostabilité précédemment décrites décultes d’ADN.

En ce qui concerne le minicercle double brin, copure se traduit par la diminution
de l'intensité du produit de départ et par I'appamni de 2 produits visibles sur le gel
dénaturant, un cercle simple brin et un oligonugi&o linéaire (Figure 2C). En ce qui
concerne les cercles relachés et surenroulés,,lest de l'ordre de 11h. On peut donc
conclure gu’'un cercle est plus résistant a une atiggion dans le sérum humain qu’un
duplexe linéaire. On peut également conclure quetdormation relachée ou surenroulée du

cercle n’a pas d’incidence sur gt
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Figure 2

Biostabilité de différents types d’ADN dans le sarbumain en fonction du temps.

En A, un plasmide a été incubé dans du sérum hupsaidant le temps indiqué puis a été déposé sgelun8
% agarose afin de pouvoir observer la dégradatibresdans le sérum.

En B, un duplexe linéaire de 22 pb a été incubé dansérum humain pendant le temps indiqué puig a é
déposé sur un gel dénaturant avec 20 % d'acrylartitiede pouvoir observer la dégradation subie dans
sérum.

En C, un minicercle relaché de 95 pb (pistes 5)&fQn minicercle surenroulé de 95 pb (pistes 16)aont été
incubés dans du sérum humain pendant le tempsué@dgqgis ont été déposés sur un gel dénaturantmadec
d’'acrylamide afin de pouvoir observer la dégraafagubie dans le sérum. Les pistes 1 a 4 sont degusurs
de référence. La piste 1 correspond a un oligontidié de 95 nt. La piste 2 correspond & un ceteldes95
bases. La piste 3 correspond a un cercle db ddo9bappiste 4 montre la déshybridation d'un cemleert de
95 pb en une forme cercle sb de 95 bases plusgonakléotide de 95 bases.

En D, chaque courbe montre le pourcentage de iséatddns le sérum de chaque espéce préalableneoséte
sur gel en fonction du temps. Les quantités de prodont déterminées selon l'intensité des bandsles
avec un phosphoimageur. La stabilité du produitiéstrminée en fonction de la dégradation du ptoditial.
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B/ Interactionin vitro minicercle/NFxB

Dans la premiére partie de cette thése, nous avnomsré que NReB(p50) se fixe a
un minicercle d’ADN de 95 pb contenant le site geonnaissance du géne de la chaine légére
K (Ig-xB) de séquence GGGACTTTCC. Ce site de reconnaissaniéja eté utilisé pour

256 ot |a constante de dissociation a une

étudier l'activité de reconnaissance de ®B{p50)
valeur située entre 30 et 60 nM en utilisant un AlMaire. Nous avons trouvé que la
concentration de protéine correspondant a 50 % ideencle retardé est d’environ 20 nM.
Cela suggere que le site #§ est reconnu avec la méme affinité par dNB{p50) dans un

minicercle et dans un ADN linéaire.

Lorsque la méme expérience d'interaction est géaliavec un cercle de 95 pb
contenant 2 sites IgB (Figure 3A), on observe I'apparition d’une deure& bande retardée
(B2) de migration plus lente que celle observée dgecercle contenant un seul site (bande
B1). Cela indique la formation d’'un complexe der@t@ines par minicercle (bande B2). Pour
une concentration de 60 nM de KB{p50), la bande B2 est trés majoritaire (80 %) et a une
concentration de 80 nM, la totalité de 'ADN estrqgexée sous la forme d’'un complexe 2

protéines par minicercle.

Nous avons vérifié que les interactions observams spécifiques. En effet, en
utilisant un minicercle non spécifique pour NB-en particulier (Figure 3B) (congu pour
avoir un score d’interaction minimum avec des faxgale transcription des banques TESS et
Jaspar), aucune bande retardée n’apparait morgrenies interactions étudiées dans ces

expériences sont spécifiques.

Pour le moment, nous n‘avons pas comparé l'intenaale NF«B(p50) avec un
ADN linéaire et un ADN circulaire dans les mémesditons expérimentales. Cette étude
permettrait de vérifier si la courbure de I'ADN uwite dans un minicercle entraine une
modulation de l'affinité de la protéine. Comme requeéé plus haut, nous n’attendons pas de
variation trés significative quand on compare Esultats de la littérature (ADN linéaire) aux

notres (minicercles). Enfin, des expériences piékmes suggerent que la reconnaissance de
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NF-kB pour un cercle relaché et surenrouléK de -1) est la méme, suggérant que le site de

fixation peut étre reconnu normalement dans urleeéformé par contrainte topologique.

Par représentation moléculaire, nous avons commemtadier comment 2 protéines
NF-xB étaient orientées sur le minicercle de 95 pb ¢ubemst les 2 sitesB comme indiqué
dans la Figure 4A. Les figures 3D et 3E indiquené des 2 protéines sont fixées sur le
minicercle sans que les chaines latérales des KétésC-ter de chaque protéine interagissent
entre elles. Dans cette étude préliminaire, le centle d’ADN reste sous forme relaché.
Nous poursuivons ce travail en validant notre regmétion moléculaire par I'étude
d’interaction minicercle/NRkeB ou nous faisons varier la distance et le homlaresites de

liaison dans le minicercle.
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Figure 3.

Gels retard montrant l'interaction des minicergessédant 2 (A) ou aucun (B) site de reconnaissamdd-«B
avec la protéine NéB p50/p50. Les minicercles ont été incubés avecqiesitités croissantes de #B-tel
gu’indiqué au dessus de chaque piste puis ontéftéseés sur un gel 5% acrylamide.

En C, quantification du pourcentage de chaque baisdde sur le gel A.

En D et en E, représentation moléculaire montrarfixation de 2 protéines NiB sur le minicercle de 95 pb
possédant 2 sites de reconnaissaf:eEn D, vue de dessus. En E, vue de face. Leebayises correspondent
aux extrémités C-term et les boules bleues augextis N-term.
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C/ Vectorisation d’'un minicercle d’ADN de 95 pb paripofectamine 2000

Les minicercles ayant une masse moléculaire prdebeleurres moléculaires linéaires
déja utilisés avec la Lipofectamine 2000, nous avoommencé a utiliser la Lipofectamine
2000 comme agent de vectorisation des minicertied.ipofectamine 2000 est un liposome
cationique servant de vecteur congu a l'originergmrmettre la délivrance de plasmides dans
les cellules. Au cours des dernieres anneées, cduprade transfection est devenu une
référence puisque le nombre de publication utitise@ vecteur a subi une croissance
exponentielle de 1999 a 2008 (invitrogen.com). @&wieres années, ce vecteur a aussi été
utilisé pour permettre l'internalisation de siRN&ertaines équipes I'ont également utilisé
pour permettre I'internalisation cellulaire de s moléculairés’?*® Dans cette étude, le
ratio 1 de Lipofectamine 2000 est défini comme #1apL de Lipofectamine 2000 pour 1 pg
d’ADN minicercle.

1/ Complexe Lipofectamine 2000 — minicercle (lipopke)

Afin de connaitre la quantité adéquate de Lipaimihe 2000 pour complexer les
minicercles d’ADN, nous avons ajouté des quantitésssantes de Lipofectamine 2000 a un
minicercle de 95 pb. Pour étudier la formation bigsplexes, nous avons ensuite dépose le
meélange réactionnel sur un gel d’acrylamide (FigtreLorsque 'ADN est libre (Piste 2), il
n'y a qu'une seule bande visible. Lorsque I'on &oune faible quantité de Lipofectamine
2000 (ratios 0,1 et 0,5), I'intensité de la bandeespondant a I’ADN libre diminue et une
bande correspondant aux complexes Lipofectamin® 200ninicercle (lipoplexes) qui ne
migrent pas apparait dans le puits. Lorsque l'ogreante le ratio de Lipofectamine 2000
(ratio 1), la bande correspondant a I'’ADN libre pdisait et la bande correspondant aux
lipoplexes augmente. Ce résultat indique que lascericles d’ADN sont complexés par la
Lipofectamine 2000. En effet, la taille d'un lipegk est beaucoup plus importante que la
taille d’'un minicercle d’ADN seul. Par conséquelet,complexe est trop gros pour pouvoir
migrer dans le gel. Si 'on augmente la quantité_gmfectamine 2000 a un ratio de 2, la
bande correspondant a I’ADN libre n’est plus vigibt la bande correspondant au lipoplexes
diminue par rapport a celle observée dans le casatitul. Dans ce cas, la complexation est
telle que le colorant de I’ADN ne peut plus accéa¢ADN pour le marquer. On peut donc
conclure, que pour complexer completement un midieed’ADN, il faut utiliser au

minimum un ratio 1 avec la Lipofectamine 2000.
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Figure 4.

En A, gel retard des complexes minicercles d’ADNpBbavec la Lipofectamine 2000. Les minicerclesDV\

ont été complexés avec le ratio de Lipofectamin@02ihdiqué puis ont été déposés sur un gel avec 5 %
acrylamide. La piste 2 montre la migration d'un imémcle non complexé avec la Lipofectamine 2000siae

'on augmente la quantité de Lipofectamine 200®& bande retardée apparait dans le puits et corrésgpo
complexe minicercle-Lipofectamine 2000 qui est @'taille trop importante pour migrer dans le gel.

Le pourcentage d’ADN libre dans chaque conditioral®plexation est représenté sur I'histogramme .en B
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2/ Délivrance intracellulaire d’'un minicercle

Afin d’étudier la délivrance intracellulaire depdplexes, des cellules HEK293-NFluc
ont été transfectées avec des lipoplexes minice®8lepb marqué a la fluorescéine /
Lipofectamine 2000 (ratio 1) puis une observationnaicroscope confocal a été réalisée
(Figure 5). On observe que les cellules ont infes@éade minicercle. La présence d’'une
fluorescence diffuse et homogéne dans le cytoplasenait en faveur d'une localisation
cytosolique des minicercles. Dans la majorité ddhiles, on ne détecte pas de minicercles

d’ADN dans le noyau.

Figure 5.

Localisation intracellulaire d’'un minicercle margada fluoresceine et internalisé a I'aide de lpafectamine
2000 (ratio 1) dans des cellules Hek293-NFluc. Dellules Hek293-NFluc ont été transfectées avec des
complexes 50 nM de minicercles d’ADN de 95 pb mémja la floresceine (vert) / ratio 1 de lipofectagn2000
puis ont été observées 4 heures aprés le débattnbfection.

3/ Survie des cellules en fonction du ratio de trafection ADN /

Lipofectamine 2000

Afin de déterminer la survie des cellules aprétrdasfection, les cellules HEK293-
NFluc ont été transfectées avec les lipoplexesaminie 95 pb / Lipofectamine 2000 selon
différents ratios puis un test de survie cellul@irtAlamar Blue a été réalisé 24 heures apres

transfection. On constate que plus le ratio deféigamine 2000 est éleve, plus la survie
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cellulaire diminue (Figure 6). A un ratio 0,1, largie est de 100 % mais a un ratio 0,33, la
survie commence a diminuer. A un ratio 1, la survesst que de 25 %. Afin de se placer dans
des conditions ou la survie des cellules est aunmim de 80 %, les minicercles seront donc
complexés avec la Lipofectamine 2000 avec un @88 afin de déterminer I'effet du leurre

moléculaire circulaire sur la transcription KB-dépendante.

120 -
100 1 :
80 - [
60 -
40 - I T
20 -
0 T T T

0 0,1 0,33 1 2

Survie cellulaire (%)

Ratio ADN / Lipofectamine 2000

Figure 6.

Pourcentage de survie de cellules Hek293-NFluc emction des conditions de transfection avec la
Lipofectamine 2000. Les cellules Hek293-NFluc otét gansfectées avec des complexes 50 nM minicefcle
Lipofectamine 2000 a différents ratios et la suogdulaire a été déterminées a I'aide de I'AlaiBare.

4/ Etude de linhibition de la transcription par un minicercle leurre

moléculaire contenant 2 séquences gB

Afin d’étudier I'effet d’inhibition de la transgstion des minicercles ciblant B, les
cellules HEK293-NFluc ont été transfectées aved.ifgofectamine 2000 seule ou bien
complexée avec soit un minicercle comportant 2 eécges consensus de liaison akRFsoit
un minicercle non spécifique (Figure 7). Le rati® dpofectamine 2000 utilisé est 0,33.

Aucune diminution spécifique de la quantité deflreise produite n’a été observeée.
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Figure 7.

Dosage luciférase des cellules Hek293-NF luc tentéés avec la lipofectamine 2000 seule ou comelaxéc
des minicercles. Le ratio de lipofectamine 200@isdtiest 0,33. En blanc, la transfection des aedldvec la
lipofectamine 2000 seule sert de référence et leste a 100 %. La variation de luciférase due aulee
spécifique comportant 2 séquences consensus déBN#St représentée par les barres hachurées. iadioarde
luciférase due au cercle scramble (non spécifigaejeprésentée par les barres avec des points.

La complexation optimale des minicercles avecifolectamine 2000 s’effectue a un
ratio 1 comme montré par gel retard. Avec ces ¢mmdi de complexation, la transfection des
minicercles semble efficace avec les cellules HEX2®n constate également par
microscopie confocale que la majorité des cellglast toujours en vie, ce qui n’est pas en
accord avec I'expérience de survie cellulaire. @dpet, la localisation des minicercles par
microscopie confocale est réalisée 4 heures apasféction tandis que la survie cellulaire
est réalisée 24 heures apres transfection. Cefieregice de temps peut expliquer cette
contradiction. Toutefois, on constate que la sucekulaire en présence des complexes dans
ces conditions est trés élevée (environ 20 %)cBaséquent, I'utilisation de la Lipofectamine
2000 a ce ratio de complexation avec les minicerelt inadéquate pour la délivrance dans
des cellules HEK293. Afin de transfecter les ceBuUHEK293 avec une baisse de survie
moins importante, la quantité de Lipofectamine 280fi¢ diminuée (ratios 0,1 et 0,33). Bien
gue la complexation du minicercle observée parrg&rd ne soit pas totale, la survie
cellulaire observée aprées 24h est beaucoup plusrtenge puisqu’elle est de 100 % avec un
ratio 0,1 et qu’elle est de 70 % avec un ratio 08B cours de la délivrance des minicercles
possédant la séquence consensuskBIFbu des minicercles non spécifiques, aucun effet
spécifique du minicercle n’a été observé sur Ititidn de la transcription NkB dépendante
en utilisant le systéme rapporteur exprimant laflfyrluciferase. Dans la mesure ou le test
d’activité a été réalisé alors que la complexatieria lipofectamine 2000 avec les minicercles

n’était pas totale, il est possible que I'intereation des minicercles dans la cellule soit trop
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faible pour obtenir un effet leurre du minicerclpésifique. La recherche d'un vecteur
complexant les minicercles sans que les complewhkggent une baisse de la survie cellulaire

trop forte est donc nécessaire.

Sachant que la Lipofectamine 2000 est traditidarednt utilisée pour transfecter de
'ADN plasmidique dans les cellules et que les oentles d’ADN sont d'une taille tres
inférieure (environ 50 fois), nous avons cherchauttes vecteurs sur 2 critéeres: 1)
Complexationin vitro ; 2) la survie cellulaire. Tout d’abord, la vedsation d’un minicercle
d’ADN avec un vecteur utilisé pour la délivrancaud’siRNA (taille environ 4 fois plus

petite) a été évaluée.

D/ Vectorisation d’'un minicercle par le SiPort

Le SiPort est une formulation lipidique commerciptir permettre la transfection de
siRNA dans les cellules de mammiferes. Malgré iedae la structure de la double hélice
d’ADN et d’ARN soit différente, la taille d’'un minercle est de I'ordre de grandeur de celle
d'un siRNA. Par conséquent, l'utilisation de ce daid pour permettre I'internalisation des
minicercles a été évaluée. Un ratio 1 de SiPontespond a 1 pL de SiPort pour 200 ng

d’ADN minicercle.

1/ Complexe SiPort — minicercle

Afin de déterminer le ratio nécessaire pour comgalein minicercle d’ADN avec du
SiPort, un gel retard a été réalisé. Lorsque I'ADBt pas complexé avec le SiPort, il n'y a
gu’'une seule bande visible correspondant & I'’ADIN€li (Figure 8 Piste 2). Lorsque I'on
rajoute une faible quantité de SiPort (Ratios @28.5), l'intensité de la bande correspondant
a I'ADN libre diminue et une bande correspondaraaomplexation du SiPort avec le
minicercle apparait dans le puits. Le complexentiae taille trop importante, ne migre pas
dans le puits. Lorsque 'on augmente le ratio deo8i(ratio 1), la bande correspondant a
’ADN libre n’est plus présente et seule la banderespondant au complexe minicercle /
SiPort est visible dans le puits. Ceci signifie ayu’ratio 1 de SiPort, l'intégralité des
minicercles d’ADN est complexée au SiPort. On piaric conclure, que pour complexer en

totalité les minicercles d’ADN, il faut utiliser BiPort a un ratio 1.
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Figure 8.

En A, gel retard des complexes minicercles d’ADN @b avec le SiPort. Les complexes ont été réabksés
incubant un minicercle d’ADN avec différents ratides SiPort tels qu'indiqués au dessus de chaque jpiss
ont été déposés sur un gel 1% agarose. La pisenfrerun minicercle non complexé avec du SiPors. fiistes
3 & 5 montrent la diminution de la bande correspahd I’ADN libre de départ au profit d’'une noueehlande
qui apparait dans le puits, d'une taille trop intpnte pour migrer dans le gel, et qui correspond aomplexe
minicercle / SiPort.

En B, quantification du pourcentage d’ADN libredate la complexation d’'un minicercle avec le ratidiqué
de SiPort.
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2/ Internalisation intracellulaire d’'un minicercle d’ADN

Afin d’étudier l'internalisation des complexes dales cellules HEK293-NFluc, les
cellules ont été transfectées avec 50 nM de micleemarqué avec une fluorescéine
complexé avec du SiPort au ratio indiqué. 24 heapes le début de la transfection, les
cellules sont décollées puis l'intensité de fluoeagke moyenne, reflétant la quantité moyenne
de minicercle internalisée dans les cellules, ésrchinée par cytométrie en flux. On constate
gue lorsque les complexes transfectés sont formés an ratio 0,5 de SiPort, I'intensité
moyenne de fluorescence dans les cellules estid®n8 U.A. (unités arbitraires). Lorsqu’ils
sont formés avec un ratio 1 de SiPort, I'intengitdyenne de fluorescence dans les cellules
augmente a environ 14 U.A. Il est cependant nécesda nuancer ces réesultats. En effet, les
valeurs obtenues ne sont que de 3 et 6 fois lauvalauto fluorescence des cellules (2,4
U.A.). Par conséquent, il est impossible d’affirmgetiil y ait une délivrance des complexes de
facon significative dans les cellules Hek293-NFIWassi une vérification de l'internalisation

des minicercles dans les cellules a été realisémigaoscopie confocale.
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Figure 9.

Internalisation des complexes minicercles / Silaris des cellules HEK293-NFluc. Les complexes ca@&po
de 50 nM de minicercles marqués avec une fluorescgi de SiPort au ratio indiqué ont été formés maubés
avec les cellules. 24h aprés le début de la tratisfe les cellules sont décollées puis l'intensiééfluorescence
moyenne des cellules est déterminée par cytonerirflux.

3/ Localisation d’'un minicercle d’ADN dans une cellle
Afin d’observer la distribution intracellulaire desinicercles vectorisés a l'aide du
SiPort, les cellules HEK293 ont été transfectéesca® nM de minicercle marqué a la

fluorescéine complexés au SiPort avec un ratiouls pnt été observées au microscope
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confocal 4 heures apres le début de la transfe¢ikayure 10). On observe que la grande
majorité des complexes sont agrégés et se fixantasmembrane cellulaire (Figure 10,

fleches blanches).

Figure 10.

Cellules Hek293-NF-luc transfectées avec des complé&0 nM minicercles d’ADN de 95 pb marqués a la
fluorescéine (vert) / SiPort ratio 1. Les cellutes été transfectées pendant 4h avec ces compenesnt été
observées au microscope confocal. Les fleches tdsnmontrent des minicercles non internalisés@bupés
sur la membrane plasmique des cellules.

D’aprés ces résultats, le ratio de SiPort qui spoed a la complexation de
l'intégralité du minicercle, évalué via un gel metaest de 1. Par microscopie confocale, il a
pu étre observé qu’'un complexe 50 nM de minicemtdequés avec une fluorescéine / ratio 1
de SiPort n'est pas internalisé dans des cellule28B3-NFluc, malgré le fait que le cercle

soit intégralement complexe.

Ainsi, le SiPort ne semble pas un vecteur adégoat permettre I'internalisation des
minicercles dans les cellules, bien qu'une compleraoptimale du minicercle puisse étre

réalisée.

Il semblerait donc, malgré le fait de n’avoir tegtée 2 liposomes, que la complexation
des minicercles avec des lipides cationiques nengite pas le transfert optimal des
minicercles d’ADN dans une cellule afin d’obtenir effet inhibiteur sur la transcription NF-
kB dépendante. Par conséquent, nous avons évalettiarisation des minicercles d’ADN

avec un polymere cationique.
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E/ Vectorisation d’'un minicercle d’ADN 95pb parRd G1

Le PTG1 est un polymere cationique composé de foligneimine (PEI) linéaire sur
laguelle sont greffés des groupements histidinespgrmettent, aprés protonation dans les
endosomes, de provoquer I'’échappement des comptexésmnsfection vers le cytosol. On
définit que le ratio 1 de PTGL1 correspond a 1 plPd@&1 pour 1 pg d’ADN minicercle, le

ratio N/P calculé (Charges positives [azotes] fgbsnégatives [phosphates]) est de 7.

1/ Complexes PTG1-minicercle (polyplexe)

Comme précédemment avec les autres vecteurs, ecteerche de la quantité
nécessaire de PTG1 pour complexer intégralememhileisercles a été étudiée a I'aide d’'un
gel retard (Figure 11). La migration du minicerolen complexé avec le PTG1 est présentée
sur la piste 2. Lorsque le minicercle est complaxéc un ratio 0,1 de PTG1 (piste 3), on
observe une diminution de l'intensité de la bandd®d libre et une trainée correspondant a
une interaction entre le PTG1 et 'ADN ne conduigzes a une agrégation ou condensation.
Lorsque le minicercle est complexé avec des rgilas importants de PTG1 (Ratio 0,33,
Piste 4 et Ratio 1, Piste 5), le minicercle est glexxé au PTG1 puisqu’il n'y a plus d’ADN
libre visible et que seul un complexe minicerclg@ATest visible au niveau du puits. Dans le
cas des ratios 0,33 et 1, le nombre de molécule®T™81 qui sont utilisées pour la
complexation du minicercle est plus important cé apgmente par conséquent la taille et
donc ne permet plus la migration au sein du gel.p@ut conclure que pour complexer de
facon optimale les minicercles avec le PTG1, iisdifion d’'un ratio a partir de 0.1 semble

possible.
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Figure 11.

En A, gel retard des complexes minicercles d’ADNp®bavec le PTG1. Les complexes minicercles/PTG1 on
été formés selon le ratio de PTG1 indiqué puisttdidéposés sur un gel retard d’agarose 2 %. k& dimontre

un minicercle non complexé avec du PTGL1. Les pBt&@$ montrent la complexation d’un minicercle auee
guantité croissante de PTGL1.

En B, quantification du pourcentage d’ADN libredate la complexation d’'un minicercle avec du PTG adio
indiqué.
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2/ Internalisation intracellulaire des minicerclesd’ADN

Afin d’étudier I'effet de la quantité de PTG1 sliinternalisation des minicercles dans
les cellules HEK293-NFluc, les cellules ont étésfactées avec des complexes formés avec
50 nM d’'un minicercle marqué avec une fluorescé@heles ratios différents de PTG1. 24
heures aprés le début de la transfection, I'inténmsioyenne de fluorescence dans les cellules
a été évaluée par cytométrie en flux. L'intensi# fthorescence associée aux cellules
augmente en fonction du ratio de PTG1 (figure B2D,05, la fluorescence moyenne est de
16 U.A;a0,1, elle estde 18 U.A. ; a 0,33, elede 34 U.A. et a 1, la fluorescence moyenne
est de 114 U.A. On peut donc conclure que la qiéane PTG1 utilisé pour former les
complexes a un effet positif sur I'efficacité d@nbalisation intracellulaire d’'un minicercle.
D’aprés ces observations, le ratio 1 est le plfisagfe pour internaliser un minicercle dans les
cellules HEK293-NFluc.
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Figure 12.

Internalisation du complexe minicercle d’ADN/PTGand des cellules Hek293-NFluc. Des complexes formés
entre 50 nM de minicercle marqué avec une fluoiesecgvec un/ ratio indiqué de PTG1 ont été tranéfedans
des cellules Hek293-NFluc. 24h apres le début d&alasfection, l'internalisation des complexes dies
cellules est évaluée par cytométrie en flux etiexgp par I'intensité de fluorescence moyenne désles.

3/ Localisation intracellulaire d’un minicercle d’ADN

Afin d'étudier la localisation d’'un miniercle danme cellule aprés transfection, les
cellules HEK293-NFluc ont été transfectées aveaB0de minicercle 95 pb marqué a la
fluorescéine complexés avec du PTG1 (Ratio 1), puésobservation au microscope confocal

a été réalisée 4 heures apres le début de la d@cdiast (Figure 13). On observe une
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fluorescence diffuse dans le cytoplasme des cslleted’autre part qu’'un minicercle est

localisé dans le cytosol.

Figure 13.

Cellules Hek293-NF-luc transfectées avec des compléTG1/ minicercles d’ADN de 95 pb marqués a la
fluorescéine (vert) Des cellules Hek293 ont édiatfectées avec un polyplexe 50 nM de minicerclesjugs
avec une fluorescéine / Ratio 1 de PTG1. Une ohfiervau microscope confocal a été réalisée 4 heapees

le début de la transfection.

4/ Survie des cellules selon les conditions de tisfection avec le PTG1

Afin de s’assurer que les polyplexes n’'induiseas pine baisse de survie cellulaire
trop importante, un test de survie cellulaire ddwar Blue a été réalisé 24 heures apres la
transfection des cellules HEK293-NFluc avec 50 reMrdnicercle 95 pb complexés au PTG1
selon différents ratios (Figure 14). La quantitéPrd&s1 ayant servi a réaliser les complexes a
un impact sur la survie cellulaire puisque lorsdgieatio est de 0,33 ou de 1, la survie
cellulaire est d’environ seulement 40 %. Cependantge ratio est de 0,1, la survie est
importante (96 %). La baisse de survie cellulaiee semble pas due a la présence du
minicercle puisque lorsque les cellules sont inegbén présence de PTG1 seul, la survie est
la méme qu’en présence de minicercle. Nous conslgoe I'utilisation du PTG1 a un ratio
0,1 est possible. En effet, les polyplexes se fatraece ratio comme décrit sur le gel retard et

ne semblent pas s’agréger et la survie cellulaseallules HEK293-Nfluc est trés élevée.
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Figure 14.

Pourcentage de survie des cellules HEK 293-NFlumection des ratios de PTG1 ayant servi a la foionadu
complexe de transfection. 50 nM de minicercles @®t formés avec le PTG1 selon les ratios indiqués p
incubés avec les cellules pendant 4 heures. 2&dapreés le début de transfection, la survie eaélula été
déterminée.

5/ Effet sur la transcription NF-kB dépendante d’un minicercle possédant 2

séquences de reconnaissance dekg-

Pour montrer une activité leurre moléculaire inglyggar un minicercle possédant des
sites IgxB, des cellules HEK293 exprimant de facon stabldirkfly-luciferase sous le
contrble d’'un promoteur TATA contenant en amonti@néents de réponse a MB- ont été
transfectées avec 50 nM d’'un minicercle ne cibéardun facteur de transcription (cercle non
spécifique) ou ciblant NkB grace a 2 séquences de liais@(cercle spécifique) a un ratio
0,1 de PTG1. Apres transfection des minicercles, dellules ont été stimulées avec la
cytokine TNFe qui induit une transcription NkB dépendante du gene rapporteur de la
luciférase, puis un dosage de la luciférase aféeétee pour déterminer I'effet du minicercle
spécifiqgue et non spécifique sur I'expression dexBF(Figure 15). On constate que les
cellules transfectées avec le minicercle spécifippesédant les séquences de reconnaissance
de NF«xB expriment 40% de luciférase en moins par rappaxtcellules transfectées avec le
PTG1 seul ou avec le cercle non spécifigue. On pleuwmc conclure que le minicercle
possédant les séquences de liaison au facteunusctiption NFR<B ont un effet inhibiteur

sur l'activité de NF<B (Effet leurre moléculaire).

-131-



140 -

o 120 -
- & 100 I
9 § 80 -
55 60 -
T2
= 40 -
- 20
0 w . .
PTG1 seul Cercle spécifique Cercle non
spécifique

Figure 15.

Effet d’inhibition d’'un minicercle sur la transption NF-kB dépendante. Les cellules HEK293-NFlut été
transfectées avec 50 nM de minicercles possédantDséquences de liaison a NB- avec un ratio de PTG1

de 0,1. PTG1 seul (barre blanche), cercle spéeifitparre hachurée) 2 séquences consensus de aesamte

de NF«B, cercle non spécifique (barre avec points). Gelgique représente une moyenne des valeurs de RLU
obtenues a partir de 7 expériences indépendargksaes en triplicate.

Afin d'étudier si l'activité leurre moléculaire teslose dépendante, un complexe
minicercle spécifique ou non spécifique / ratioDde PTG1 a été réalisé. Ce complexe a
ensuite été utilisé a une concentration de 12.5etM5 nM pour transfecter les cellules
Hek293-NFluc comme précédemment. Comme on peubitesur la figure 16, on observe
bien un effet inhibiteur spécifique de l'activiteamscriptionnelle NkeB dépendante par un
minicercle et cet effet est dose dépendant puigtiet inhibiteur est environ deux fois plus
fort lorsque la concentration de minicercle spgo augmente d'un facteur deux. Des
expériences de cytométrie sont en cours pour diéterntes valeurs d’internalisation de
minicercle dans ces conditions expérimentales. irgcarcle possédant deux séquences de
liaison au facteur de transcription MB- montre un effet leurre moléculaire dose dépendant
comme indiqué par la baisse de l'activité transmimelle NFxB dépendante en utilisant le

systeme rapporteur de la luciférase.
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Figure 16.

Effet sur la transcription NkkB dépendante d’un complexe minicercle spécifiqueon spécifique / ratio 0,33
de PTG1 selon la concentration déposée sur lealeelHek293-NFluc. PTG1 seul (barre blanche), eercl
spécifique (barre hachurée), cercle non spécifiqaere avec points).

Discussion et perspectives

Grace a notre méthode de production versatile dacercle d’ADN, nous avons
commenceé une étude sur les propriétés de ces muleisedans le cadre du développement
d’'une application en thérapie génique concernastréégie du leurre moléculaire. Ce travail
est divisé en trois points. D’abord, on sait qubitsstabilité d’'un acide nucléique utilisable en
thérapie génique est une condition importante mmur efficacité thérapeutique. La forme
circulaire de 'ADN en série phosphodiester confaran minicercle une bonne biostabilité
indépendemment de la contrainte toplogique de tégami-vie de 11 heures). La biostabilité
sérique des minicercles est donc comparable aded#@DN sous forme « dumbbell » utilisé
a I'heure actuelle comme leurre moléculditevivo (environ 83°%. Pour le moment, nous
n'avons pas testé la biostabilité d’'un minicercémsl des extraits cellulaires mais on sait que
I'activité nucléasique cellulaire est essentiellamexonucléasiqié’; étant donné qu’un
minicercle est completement insensible & une aétigkonucléasique, la biostabilité d'un
minicercle dans une cellule devrait étre supériauelle observée dans le sérum. Alors qu’'un
minicercle contraint est bien sensible a I'actiat&onucléasique de la Bal31 (Figure 7, partie
résultats brevetés) contrairement a un minicergché, il est intéressant de remarquer que
l'activité endonucléasique sérique est indépendaidela contrainte topologique d’'un
minicrecle. Il est possible que l'activité endomaadique soit modulée par la présence de

protéines sériques interagissant avec un minicercle
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Une autre partie de notre travail concerne uneeétiglulaire sur I'inhibition de la
transcription pour montrer qu’un minicercle contendes sites de fixation d’'un facteur de
transcription possede une activité de leurre mdéddres Nous avons choisi un systeme
rapporteur stable donc intégré au génome cellulgirea été validé auparavant dans la
recherche d’'inhibiteur de I'activité transcriptiaile de plusieurs facteurs de transcription
dont NFkB. A notre connaissance, ce systéme n'a pas dtgéutlans les études sur les
leurres moléculaires bien qu’il présente I'avantd@goir un signal beaucoup plus robuste et
physiologique comparé a celui obtenu par transiediiansitoire. Concernant le systeme de
vectorisation du minicercle, le polyplexe PTG1 anme de délivrer un minicercle dans des
conditions ou la survie des cellules est préseriz@emodulant la quantité de PTG1, nous
avons montré qu’'un minicercle de 95 pb possédaonk d#teskB inhibe spécifiquement
l'activité transcriptionnelle NRB dépendante dans des conditions d’induction dée cet
protéine avec le TNF alpha. Pour un rapport deeuctla concentration de minicercle
permettant d’'inhiber NkB est particulierement faible (25 nM) comparé aoraentrations
généralement utilisées qui sont plutét de I'ordee 10 nM. Nos résultats montrent donc

gu’un minicercle possedant deux sik®sa une activité de leurre moléculaire anti-NB--

Bien que nous n’ayons pas encore établi si ce mnidie interagit avec NkB dans un
extrait cellulaire, nous avons montré que ce mmaieeinteragit efficacement avec NiB
(p50) in vitro, ce dimére étant une des formes les plus repeessntcellulo avec le dimere
p50/p65. Ces résultats montrent qu’'un minicerclet ggre utilisé dans une stratégie leurre
moléculaire et qu'un mutlticiblage est possiblespuie le minicercle utilisé posséde deux
siteskB. Il serait important de comparer 'effet d'urutee moléculaire de type « dumbell »
possedant un seul sit® avec un minicercle possedant un ou plusieurs.di difficulté est
de vectoriser si possible ces acides nucléiques amevecteur commun. Le PTG1 n’'a pas
permis de vectoriser un leurre moléculaire de tgpenbell. Pour démontrer I'effet d'un
pluriciblage de NFReB, nous comparerons l'effet de minicercles possedan nombre

croissant de sitesB sur la transcription NikB dépendante.

Dans la partie introduction de ce manuscrit, notmna vu que selon le systeme de
vectorisation, l'acide nucléigue leurre moléculaiee une localisation intracellulaire
cytoplasmique ou plutét nucléaire. Dans notre étlalgectorisation d’'un minicercle avec le

polyplexe PTG1 conduit a une localisation cytoplagm du minicercle. L'activité leurre
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moléculaire d’'un minicercle aurait donc lieu essdleiment au niveau du cytoplasme selon
un mécanisme de rétention du facteur de transocnptiF«B comme proposé par I'équipe du
Pr. Rémi Fagard. Cependant, nous ne pouvons pas exclure qu’utie par'activité ait lieu
au niveau du noyau car le seuil de détection emostgopie confocale est probablement trop

faible pour détecter la présence de minicercles tanoyau.
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Résultats en cours

eme

2 " partie

Utilisation des minicercles comme plateforme diatdion in vitro avec les facteurs de

transcription NF¢B et Etsl
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Utilisation des minicercles comme plateforme d’rattion in vitro

avec les facteurs de transcription NB-et Etsl.

Dans la stratégie du leurre moléculaire, un dupled&DN court contenant une
séquence spécifiguement reconnue par un factetradscription cible permet son piégeage
intracellulaire et en conséquence conduit a inhl@xpression génique des géenes sous sa
dépendance. La grande majorité des études menéesetda stratégie ont consisté en
I'inhibition d’'un seul facteur de transcription. Wnulticiblage de NReB et Etsl a été reporté
dans le but de réduire le risque d’anévrisme aggtigbdominal dans un modeéle animal (rat,
lapin)*?"*?® Comme on peut le voir dans la Figure 1, I'oligdéaxynucléotide leurre
moléculaire de 26 paires de base contient ici iles séparés de Etsl et NB-; cependant
comme indiqué dans ce chapitre, la protéine Etsdrdagit tres faiblement avec un seul site
consensus du fait de son mécanisme d’autoinhibiftmplus, il n’a pas été montré que ce

leurre a la capacité de fixer les deux facteursalescription en méme temps.

(Ets1) (NF-kB)

ACCGGAAGTATGAGGGATTTCCCTCC
TGGCCTTCATACTCCCTAAAGGGAGG

Figure 1.
Séquence du leurre moléculaire multisites utiliéligquipe de Morishita. D’aprés Miyake et ¢8ll

Dans la premiére partie de ma théese, I'interactiotie un minicercle de 95 pb et la
protéine NF«B a été montrée (Voir chapitre Résultat§ Rartie). Afin d’étudier la possibilité
gu’aurait un minicercle de fixer différents facteute transcription, un minicercle possédant
des sites de fixation de N&B et Etsl ont été produits et I'interaction aves tacteurs de

transcription étudiée par la technique de retardémbe migration électrophorétique.

Etsl est un facteur de transcription qui activer@urime I'expression de géenes qui
sont impliqués dans de nombreux processus biolegiqu prolifération cellulaire,
différenciation, développement, transformation miposé®". Le site consensus reconnu par
Etsl est GGAA. Contrairement a de nombreux autegfirs de transcription, I'activité de
Etsl est régulée d’'une facon ADN-dépendant. Le nmisgee principal de régulation d’Etsl
est l'auto-inhibition, c'est-a-dire que la protéiBesl qui possede un domaine de liaison a

’ADN a une conformation qui masque ce domainetdtiaction. La fixation de Ets1 a I'ADN
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est régulée soit par un partenaire protéitfuesoit par la présence d'une séquence d’ADN
palindromique comme celle retrouvée dans le prounade la stromélysine-1 permettant la

fixation coopérative de 2 E&% (Figure 2).

A B

Ets1 Ets1
;j &e:

HI HI1
HI1' \ / HI1’

EBS EBS

l

HI1 HI1

Figure 2.

Fixation de Etsl sur une séquence d’ADN palindramiden A, schéma montrant le contournement du Isgste
d’auto-inhibitiorf®®. L’hélice HI1 masque le domaine d'interaction au&DN. Pour permettre la fixation
d’Ets1 sur son site, I'nélice HI1 doit interagiremvune autre hélice HI1 située sur une autre pretétsl, le site
de fixation & I’ADN est alors libre et 2 protéingts1 se fixent en méme temps sur I’ADN. En B, stmede 2

protéines Etsl fixées a raDfg®

Il est donc difficile de cibler Ets1 a I'aide d’'leurre classique contenant un seul site
de reconnaissance du fait du mécanisme d’autoitignb Il faut inclure dans le leurre une
séquence du type de celle trouvée dans plusieamsgbeurs comme celle du promoteur de la

stromélysine qui est de 22 pb.
Etant donné que l'activation concomitante de NF&BEtsl est impliguée dans

plusieurs pathologies, nous avons commencé urte &wr la possibilité de fixer ces deux

protéines sur un méme minicercle.
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Matériel et méthodes

Matériel utilisé. Les oligodésoxyribonucléotides (ODN) utilisés @été synthétisés
par la méthode phosphoramidite et fournis par Eemter (Belgique). Les bactéries BL21
DE3 plys et le SyBrGreen ont été achetés chezrogsan. L'inhibiteur de protéase utilisé lors
de la purification des protéines recombinantes auee étiquette d'histidines, le
polyacrylamide 19:1 acrylamide/bisacrylamide (w/ef) le phénylméthylsulfonyl fluoride
(PMSF) ont été achetés chez Sigma Aldrich. La rowdonickel agarose permettant la
purification des protéines a été achetée aupré3ialgen. Le réactif de Bradford, I'albumine
de sérum bovin (SAB), le polyacrylamide 29:1 aamjlde/bisacrylamide (w/w) ont été
fournis par Biorad. Les bactéries Artic ont été edéhs aupres d’Agilent Technologies.
L’isopropyl-1-thio$-D-galactopyranoside (IPTG) a été obtenu aupresQigen. Les
colonnes d'ultrafiltration Amicons Ultra 30K ontééachetées auprés de Millipore.

Production de NFxB p50 tronquée (NFxB-t). Le vecteur pSAN109 contenant le
gene codant pour la sous unité p50 tronquée deBNHistag humaine (Figure 3) a été
gracieusement donné par le Pr. Blackburn (AfriqueSdid). Des bactéries BL21 DE3 plys
sont transformées par ce plasmide et cultivéesr&epce de 100 pg/mL d’ampicilline. Les
bactéries transformées sont mises en culture a Rigitr'a I'obtention d’'une absorbance de
0,5 a 600 nm. La culture est induite pendant 4l ael'lPTG a une concentration finale de
0,1 mM. Aprés centrifugation, les cellules sontpmmlues dans un tampon A (20 mM Tris-
HCI (pH 8.0), 500 mM NaCl, 5 mM-mercaptoethanol, 10 % glycérol) supplémenté adec 3
mM imidazole, un inhibiteur de protéases (Sigma)leé0 mM de PMSF avant d’étre
soniquées. Toutes les étapes de purification s@alisées a 4°C. Le lysat obtenu apres
centrifugation est déposé sur une colonne nickatcag et NReB-t est élué avec un tampon
A supplémenté avec 100 mM imidazole a un débit demlimin. NF«B-t est ensuite
concentré sur un Amicon Ultra-4 30K et stocké &€7@dans un tampon contenant 10 mM
Tris HCI (pH 8,0), 100 mM NaCl, 3 mM DTT, 0,2 mM HB et 10 % glycérol. La
concentration de la protéine est déterminée eisail le réactif de Bradford en utilisant et la
SAB comme référence. La concentration finale dprtaéine est de 1 mg/mL. La pureté est
déterminée comme étant supérieure a 95% en utilisaa coloration au bleu de Coomassie
sur gel SDS PAGE 10 % acrylamide.
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Production de Ets1A280. (Réalisée d’aprés Lamber EP et &)l Le vecteur pET-
M11l contenant le géne codant pour RAB80 Histag a été gracieusement fourni par M.
Wilmanns (Allemagne). Etsl est tronquée (Figur@f8) de diminuer la formation de corps
d’inclusion lors de sa production. De plus, lesdasi aminés Cys350 et Cys416 sont
remplacés par des sérines pour empécher la fomaéigonts disulfure. Des bactéries Artic
sont transformées avec ce plasmide avec 30 pg/mlLkateamycine. Les bactéries
transformées sont mises en pré-culture durant uriedans un milieu LB avec 30 pg/mL de
kanamycine (résistance du plasmide) et 20 pg/mgesteamycine (résistance des bactéries).
La préculture de nuit est ensuite lancée a 30°G danmilieu LB Broth avec 30 pug/mL de
kanamycine sans gentamycine jusqu’a I'obtentiomé’absorbance de 0,4 a 600 nm puis
laissée a 13°C pendant 15 min pour que les bastéme stabilisent a la température
d’'induction. La culture est induite pendant 16h3Q avec de I'lPTG a une concentration
finale de 1 mM. Apres centrifugation, les cellulssnt suspendues dans un tampon A
contenant (30 mM Tris-HCI (pH 8,0), 300 mM NaCl50nM DTT, 2,5 % glycérol)
supplémenté avec 20 mM imidazole, un inhibiteupdetéases et 100 mM de PMSF avant
d’étre soniquées. Toutes les étapes de purificatoon réalisées a 4°C. Le lysat obtenu apres
centrifugation est déposé sur une colonne nicketasg et la protéine Et§280 est €luée
dans un tampon A supplémenté avec 500 mM imidazala débit de 1 mL/min. EtA280
est dialysée pendant une nuit dans un tampon camit@® mM Tris HCI (pH 8,0), 200 mM
NaCl et 20% glycérol. Une partie de la protéinerécipité lors de la dialyse du fait du
changement de tampon. La concentration de la peist déterminée en utilisant le réactif
de Bradford et la SAB comme référence. La conctatrdinale de la protéine est de 0,191
mg/mL. La pureté est déterminée comme étant supérae95% en utilisant une coloration au

bleu de Coomassie sur gel SDS PAGE 13 % acrylamide.

Interaction entre les minicercles et les protéinedNF-kB p50/p50 tronquée et
Ets1A280. L’interaction des ODN et des minicercles avec pestéines NFR<B p50/p50
tronquée (NFR<B-t) et EtsA280 est étudiée par gel retard. Les protéines isonbées avec
I’ADN (10 ng) pendant 30 min a 4°C dans un tampontenant 10 mM Tris-HCI pH 8.0, 0.2
mM EDTA, 1mM DTT, 10% glycérol, 80 mM NaCl. La rdamn est déposée sur un gel 5%
polyacrylamide (29:1 acrylamide/bisacrylamide (w/A\22,5 mM Tris borate, 0,25 mM
EDTA, pH 8,3) et I'électrophorese est menée pendhrd 4°C. La coloration de 'ADN est

réalisée en incubant le gel pendant 20 min dan§¥BR Green. Les gels sont ensuite
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déposeés sur un phosphoroimageur Typhoon pour weilgsande la fluorescence. La fraction
liée (intensité du complexe lié/intensité totalest eléterminée en utilisant le logiciel

ImageQuant 5.1.

1 42 RHD (Domaine homologie Rel) 367 433
N-ter — ———— RFRYVCEGPSH NLS [ C-ter
Boucle de 360 365

reconnaissance

Sous unité p50 40 42 RHD (Domaine homologie Rel) 366

tror[qu;:u.ig % | N-ter RFRYVCEGPSH NLs | C-ter
Boucle de
reconnaissance 360 365
1 335 415 441
Domaine de e
N-ter liaison a PADN C-ter
335 415
Ets1A280 -
e Ntor ———— Dot L Cte
280 T T 441
Ser Ser
350 416

Figure 3.
Représentation des protéines purifiées. En haptésentation de la troncature de la sous unitédpS8F«B.

En bas, troncature et modifications de la proté&itsd.

A/ Interaction ADN-EtsA\280

Afin de vérifier le mécanisme d’interaction de peotéine EtsA280 avec I'ADN
(mécanisme d’auto inhibition), un ODN en duplexe 3D pb, contenant soit une séquence
d’interaction, soit deux séquences d’interactiohnp@omique avec la protéine E#%280 est
mis en présence d’'une gquantité croissante de pettéine (Figure 4). Lorsque le duplexe
contient une seule séquence d’interaction et eingé avec 100 nM d’EtaP80, 30 % de
I’ADN est retardé, tandis qu’avec 200 nM d’EABO, 80 % de I'’ADN est retardé. Lorsque le
duplexe contient 2 séquences d’interaction, onrgksen retard de migration plus important.
On observe également qu’'avec 100 nM d'B&80, 60 % de I'’ADN est retardé et avec 200
nM d’Ets]A280, 100 % de I'ADN est retardé. Ces valeurs santadéquation avec la
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littérature puisqu’il a été montré que l'interactio’Etsl avec des duplexes contenant les
mémes séquences d'interaction est obtenue aveties méme ordre de grand&lir Ainsi,
pour la méme quantité d’EtA280, la quantité totale d’ADN retardé est plus imaote
lorsqu’il y a 2 séquences d’interaction. Donc ceti@éine montre bien un mécanisme d’auto-
inhibition conforme a la littérature ; pour favaisla liaison d’EtsA280 a I'ADN, il est
nécessaire que la séquence d’ADN contienne 2 ségseatiinteraction de EtaP80 sous
forme palindromique. La fixation des deux protéinss traduit donc par I'apparition d’'une

seule bande sur un gel retard.

A Séquence en palindrome

ACCARAGACAGGARAGCACTTCCTGGAGATTA ACCAAGACAAAAAGCACTTCCTGGAGATTA
TGGTTCTGTCCTTCGTGAAGGACCTCTAAT TGGTTCTGTTTTTCGTGARGGACCTCTAAT

0 100 200 0O 100 200 Ets1A280
,"‘.‘;t‘;,.'. :'- ' ', . | 8 en nM

P

e Lt

(2 Ets14280
fixées par
ADN
1 Ets1A280
fixée par
ADN

Complexes <

-

DNA libre

1 2 3 4 5 6 Piste
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Figure 4

A. Gel retard montrant la fixation de la protéinesT280 sur des duplexes contenant une ou deux séaquence
d’interaction de EtsA280. Des duplexes contenant 1 site de fixationtdé EPistes 4 a 6) ou 2 sites de fixation
palindromique (Pistes 1 a 3) ont été incubés awex qliantités croissantes de la protéine &80 puis le
mélange a été déposé sur un gel de retardemetro@lecrétique. Les pistes 1 et 4 correspondersN libre.
Lorsque les duplexes comportent 2 séquences ditten avec 2 Etg4280, une seule apparait (Pistes 2 et 3)
mais celle-ci est plus retardée que la bande quespond a l'interaction avec 1 Ef¢280 (Pistes 5 et 6).

B. Hitogramme représentant le pourcentage d’ADN mlewmé avec Ets1280 en fonction de la quantité de
Ets1A280. En blanc, le duplexe utilisé contient 1 ségeete fixation a Ets1. En gris, le duplexe utiisétient

2 séquences de fixation a Ets1 palindromique.

B/ Interaction minicercle-Et4280

Un minicercle de 95 pb contenant 2 séquenceseddntion de Ets1 disposées comme
dans le promoteur de la stromélysine-1, a été miprésence d’'une quantité croissante
d’Ets1A280 (Figure 5A). Avec 50 nM d’EtaR80, 50 % du minicercle est retardé. A 100 nM
d’Ets1A280, 80 % du minicercle est retardé. A 200 nM dIB230, tout le minicercle est
retardé. Une seule bande retardée est observé€, kst d’environ 50 nM, ce qui est 2 fois
plus faible que ce qui a été observé précédemmeltans la littérature en ce qui concerne la
fixation d’Ets1 & un ADN linéaire de 30 pb conteném séquence de la stromély<itie
(déterminé a 94 nM). Ceci suggere qu’un minicefal®rise la liaison d’Ets1 sur ’ADN par
rapport & un duplexe linéaire d’ADN. Il a été méngue la courbure de I’ADN contribue a
diminuer l'effet d’auto-inhibition de Et$%, suggérant que la courbure induite dans un

minicercle peut étre reliée a une plus forte atféinie Ets1 pour un minicercle.

Un minicercle de 95 pb contenant une seule séguéadixation & Etsl a été incubé
avec la protéine Et&aR80 dans les mémes conditions (Figure 5B). Aucuardedu
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minicercle n’est induit par EtAP80 indiquant qu'EtsA280 reconnait spécifiquement les

séquences palindromiques de fixation a Ets1 damsinicercle.

Nos résultats suggerent fortement que le mécanisamo-inhibition de EtsA280 est

supprimé par la séquence palindromique contenusinitercle permettant ainsi une fixation

de 2 protéines Ets1 par minicercle.
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Figure 5

Gel retard montrant la fixation de la protéine RR80 sur un minicercle de 95 pb contenant 2 sites

palindromiques de liaison

a Etsl.

A. Un minicercle contenant 2 sites de reconnaissalecEts1 a été incubé avec des quantités cragssdatla
protéine EtsA280 comme indiqué puis le mélange analysé sur Ldegeetardement électrophorétique.
B. Mémes conditions expérimentales qu'en A maisileicercle utilisé ne posséde qu’un seul site ®atifon de

Etsl.

- 144 -



C/ Interaction du minicercle de 95 pb avec B&30 et NF«xB

Un minicercle de 95 pb contenant 2 sites palindgoen d’interaction de Etsl et 1 site
d’interaction de NR¢B a été incubé avec des quantités croissantes1AE8®, de NFeB-t
ou d’EtsIA280 et NF«B-t (Figure 6). Lorsque l'incubation a lieu aveaseent NFkB-t
(pistes 2 et 3), une seule bande retardée appaagiiste 2 montre qu'avec 20 nM de NB-
t, 50 % de '’ADN de départ est retardé. L'intengie la bande retardée augmente avec la
quantité de NFReB. Lorsque I'incubation a lieu avec seulement B30 (pistes 4 et 5), une
seule bande retardée apparait correspondant aa@ofi de 2 EtsA280. L'intensité de la
bande retardée augmente avec la quantité AR&Q. Lorsque l'incubation est réalisée a une
concentration de protéine (Ets280 ou NF«B) conduisant a 50% de minicercle retardé pour
chaque protéine, la présence simultanée des deugines avec le minicercle donne deux
bandes retardées migrant a la méme position qeenlexe EtsA280/minicercle et NF-
kB/minicercle (piste 6). Donc si I'on incube le ndaicle de 95 pb avec les 2 protéines a une
concentration proche du pK on n’observe pas [I'apparition d’'une nouvelle band
correspondant a la fixation d’'un minicercle avex 3eprotéines. L’'apparition d’'une nouvelle
bande D (fixation de 1 NkB-t et de 2 EtsA280 par minicercle) est obtenue en augmentant
la concentration d’Ets4280 par 2 a 4 fois (pistes 7 et 8) avec des sibsgtipnnés comme
indiqués dans la Figure 6B. Ainsi, la fixation dé&-kB-t et d’Ets]A280 est difficilement
réalisable sur un minicercle de 95 pb. Ceci sugggré y a un début d’encombrement

stérique da a la taille réduite du minicercle.
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Figure 6

A/ Gel retard montrant I'interaction entre un minicle de 95 pb et les protéines NB-t et EtsA280. Un
minicercle comportant une séquence d’interactiolN8eB et 2 séquences d’interaction de Etsl a été incubé
avec les protéines NiB-t et EtsA280 selon les indications situées au dessus daielzste puis a été déposé
sur un gel de retardement électrophorétique. L& dismontre une seule bande qui correspond a I'ADié.

Sur les pistes 2 et 3, seule NB-t a été ajoutée. Sur les pistes 4 et 5, seulkARB) a été ajoutée. Sur les pistes
6 a9, les 2 protéines ont été incubées avec leenate.

B/ Minicercle d’ADN de 95 pb contenant le sitekB-et le promoteur de le stromélysine contenantessie
reconnaissance de Etsl positionnés en palindrome.

D/ Interaction d’'un minicercle de 132 pb avec RA230 et NF«B

Un minicercle de 132 pb contenant 2 sites palimigoes de reconnaissance
d’Ets1A280 et 2 IgkB a été incubé avec des quantités croissantes deBMHp50), de
EtslA280 ou de NReB-t (p50) et Ets280 (Figure 7). Lorsque lincubation a lieu
uniquement avec NkB-t (Piste 2), 2 bandes retardées apparaisseriedsité décroissante,
la bande la plus retardée ayant une intensitéfaibge. 50% du minicercle de départ est
retardé en présence de 50 nM de it (Piste 2). Lorsque l'incubation a lieu avec i@
d’Ets1A280 (Piste 3), une seule bande retardée avec temsiteé correspondant a 50% de
minicercle retardé apparait suggérant la fixatien2d EtsN280. L'intensité de la bande

retardée augmente avec la quantité d’EB80 dans la réaction (Piste 4). Lorsque
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incubation se fait simultanément avec NB-t et EtsA280 a une concentration de demi
saturation pour chaque protéine, 2 nouvelles baagdparaissent (piste 5). L'une correspond
au retard induit par 1 NkB-t et EtsI\280 et I'autre correspond au retard induit par 2«dBF

t et EtsA280. Lorsque I'on augmente encore la quantité d&280 (piste 6), on n'‘observe
plus d’ADN libre et le retard induit par NEB-t et EtsA280 devient plus important. Ces
résultats montrent que 4 facteurs de transcrip®nNF«B et 2 Etsl) interagissent

simultanément avec un méme minicercle permettar@nuviager une approche de

multiciblage.
A 100 50 100 Ets1A280 en nM
NF-xB p50/p50 tronquée
en nM

Site kB M;r;ger(t:)le 98 A ADN libre
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. D : Complexe ADN - NF-kB — (Ets1A280)

«J,o@ Site Ets1 :

é«p«é’ E : Complexe ADN - NF-«B - NF-xB
J,[‘:lpir,z @1‘-’& 3}‘{)
b e 0900 00w (0% F : Complexe ADN - NF-«B - NF-xB — (Ets1A280),
01150993190
Figure 7

A/ Gel retard montrant l'interaction entre un maricle de 132 pb et les protéines NB-t et Etsh280. Un
minicercle comportant 2 séquences de reconnaissindéF«xB et 2 séquences d'interaction avec Etsl a été
incubé avec les protéines NiB-t et Ets]A280 selon les indications situées au dessus deiehaggte puis a été
déposé sur un gel de retardement électrophorétitjgte 1, minicercle sans protéine. Piste 2, minleaéncubé
avec NFkB-t. Pistes 3 et 4, minicercle incubé avec B2A0. Pistes 5 et 6, minicercle incubé avec les 2
protéines.

B/ Minicercle d’ADN de 132 pb contenant 2 siteskig-et le promoteur de le stromélysine contenantessie
reconnaissance de Etsl positionnés en palindrome
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Discussion

Notre technique de production de minicercles pérdiatroduire des séquences de
reconnaissance de facteurs de transcription dopbsition et le nombre sont modulables.
Plusieurs séquences de reconnaissance deBN#t-Ets1l ont été insérées dans un minicercle
et I'interaction avec ces protéines a été étudaéaypl retard. Sur le cercle de 95 pb, 18-

t et EtsA280 se fixent simultanément sur le minicercle nuaigluement a des concentrations
supérieures au K ceci suggérant un encombrement stérique et/odfends la déformation
de la structure du minicercle. Sur le cercle de 322 NF«B-t et 2 Etsh280 se sont fixées
simultanément sur le minicercle, et ce, a des aunagons correspondant aw, Kle chaque
protéine, suggérant ainsi que l'augmentation diilee d’un minicercle permet d'éviter les
encombrements stérigues permettant la fixation dilms grand nombre de protéines
simultanément. Ainsi, il est possible d’affirmeregles minicercles synthétisés avec des
séquences de liaison a des facteurs de transeripéiovent étre utilisés comme « plateforme
a leurres moléculaires ». Notons également quersinhute les séquences d’ADN reconnues
par les facteurs de transcription, il ny a plusrefard observé (Voir Chapitre Résultatd"®3
Partie pour la spécificité de N&B), ce qui montre la spécificité des interactionglé&es ici.
Ceci montre également que la circularisation nant pas de liaison non spécifique. L'étude
meneée ici a été réalisée avec des protéines tresmiél serait nécessaire de poursuivre cette

étude avec des protéines entiéres.

Pour conclure, l'utilisation d’un minicercle d’ADNour une application leurre
moléculaire multicible est envisageable puisquéecétude montre qun vitro I'interaction
d’'un minicercle avec plusieurs facteurs de trapsicm différents est possible. La preuve de
concept de multiciblage avec un minicercle par stn@égie leurre moléculaire doit étre faite

au niveau cellulaire.
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Résultats

Affinites differentielles de la protéine NFxB
pour ’ADN modifié par la molécule
antitumorale cisplatine et son isomere
transplatine inactif
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Article 2 soumis pour publication

Affinités différentielles de la protéine NEB pour I'ADN modifié par la molécule

antitumorale cisplatine et son isomere transplatiaetif.

Kasparkova, Jana; Thibault, Thomas; Kostrhunovanadavojtiskova, Marie; Midoux,

Patrick; Malinge, Jean-Marc; Brabec, Viktor

L’activation continue du facteur de transcriptioR-NB est corrélée au développement
de tumeurs et joue un rdle important dans la @&@sigt a de nombreux agents anticancéreux
comme le cisplatirfé®. Certaines études ont également montré que kertrant de cellules
cancéreuses par le cisplatine diminue la transonpNF«B dépendante de génes de

survie®. Plusieurs hypothéses ont été émises pour explégi inactivation de NKkB.

Parmi ces hypothéses, une qui n'a pas été étudiée jaur est que les sites de
reconnaissance de NB localisés dans les promoteurs des genes régatédsfpxB seraient
modifiés par le cisplatine, ce qui inhibe la liaisde NF«xB et donc la transcription. Cette
hypothése est d’autant plus probable que le sitesarsus pour la liaison de NB-
(GGGACTTTCC) contient le site préférentiel de laispour le cisplatine (GG)

Dans cette étude, des duplexes d’ODN possédarégiaeace de reconnaissance de
NF-xB ont été platinés a différents taux avec le ciapdaou le transplatine et I'étude de
l'interaction entre la protéine NikB et les duplexes platinés a été étudréeitro par gel
retard. Les résultats montrent que la platinatiositexB par le cisplatine inhibe I'interaction
entre NFkB et 'ADN alors que pour le méme niveau de modificn, le transplatine n'a pas
d’effet. Afin de déterminer la modulation de I'indéetion NFxB/ADN in cellulo par ces deux
dérivés du platine, nous utilisons un leurre mdiicel de type « dumbell » contenant un site
kB modifié in vitro par le cisplatine. Dans cette approche, la peredfetl du leurre
moléculaire est corrélée a l'inhibition de l'intetemn ADN/NF«B induite par les lésions du

cisplatine.
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Different Affinity of NF-xB Proteins to DNA Modified by Antitumor Cisplatin

and Its Clinically Ineffectivéransisomer

Kasparkova, Jana; Thibault, Thomas; Kostrhunovanadavojtiskova, Marie; Midoux,

Patrick; Malinge, Jean-Marc; Brabec, Viktor

Institute of Biophysics, Academy of Sciences o€Citexh Republic, v.v.i., Kralovopolska 135,
CZ-61265 Brno, Czech Republic
Centre de Biophysique Moléculaire, CNRS, Rue Ch&bdron, 45071 Orléans Cedex 02,

France

Introduction

Nuclear factorkB (NF«B) is a family of transcription factors that have assential
regulatory function in inflammation, the immune pesse, cell proliferation, and
programmed cell death (for reviews, see (1-%h)e best known subunits of mammalian NF-
kB consist ofRel family molecules, including p65 (RelA), p5S0RNB1), p52 (NFxB2), cRel
and RelB, which associate almost any combinatioforming various heterodimetric and
homodimeric combinations (5). In the classical AB-signaling pathway, the p65 and p50
subunits heterodimerize and are sequestered imagtivie complex in the cytoplasm bound to
the inhibitory protein kBa (6-8). Stress signals induce activation @B Ikinase, which
phosphorylates the N-terminal signal response domé&iNF+«B bound IxBa, leading to
subsequent ubiquitination and degradation by tlegepsome (9). NikB then enters the
nucleus, binds specific sequences in DNA, basedilerB-responsive genes, called «B"
sites” (10), and regulates transcription of its Bupns target genes (11). Most physiological
«B DNA sites are 10 bp in length and exhibit thesarsus sequence 5-GGGRNWYYCC-3',
where R, N, W, and Y denote purine, any nucleotilepr T, and pyrimidine bases,
respectively (12,13). TheB DNA consensus sequence is degenerated and hgndfed
variations exist in gene promoters.

DNA-bound NF«xB has been detected at hundreds of genes (14).s@hds of such sites
are present in the DNA (15,16). It should be panet that selective recruitment of MB-
to certain promoters in cells involves DNA-bindiogmplexes containing additional non-Rel
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subunit (17).Each of the Rel subunits of NéB harbors an amino-terminal sequence of
roughly 300 amino acids, termed the Rel homologynaao, that mediates dimerization,
DNA-binding, nuclear localization, and cytoplasmetention by kBs (18,19). In contrast,
the transcription activation domain necessary liertarget gene expression is present only in
the carboxyl terminus of p65, c-Rel, and RelB stitsy(&0).

Substantial evidence indicates that NB-regulates oncogenesis and tumor progression.
One of the important functions of NdB is its ability to inhibit programmed cell deatlav
antiapoptotic or antinecrotic properties of thessngcription factors (21,22). For instance,
NF-«B acts to confer resistance to tumor cell death dayivating the expression of
antiapoptotic genes, which results either from ig&st activation oNF-«B in tumors owing
to constitutivel-«<B kinase activity oroverexpression and nuclear accumulation of the Rel
proteins (see ref. (22) and refs. therein).

The cytotoxicity of a number of chemotherapeutierag is attributed to apoptosis and/or
necrosis (23). Antitumor drugs simultaneously attv several different pathways that
positively and negatively regulate the cell-deatbcpss, indicating that the balance between
death and survival signals could determine thea&tfy of existing anticancer agents. It seems
that inhibition of NF«kB activation by antitumor agents can shift the besatirvival balance
towards apoptosis or necrosis. Hence, inhibitioNB#B function in tumor cells may lead to
enhanced apoptosis or necrosis in response toreeatwith antitumor chemotherapeutics,
which may be an option responsible for efficacysoine conventional anticancer therapies.
This thesis is supported by the observations detraimgy that several NkB inhibitors
enhance the cytotoxic effect of anticancer agesds (efs. (23-25) and references therein).

One of the antitumor drugs whose antitumor efficaag augmented in tumor cells by NF-
kB inhibitors is cisplatin cis-diamminedichloidoplatinum(ll)) (26-33).It is generally
accepted that the major mechanism of action oflatispis that it coordinatively binds to
DNA, forming DNA adducts which distort DNA confortman (34,35). This activates various
signal-transduction pathways such as those involwddNA-damage recognition and repair,
cell-cycle arrest, and programmed cell death (agggtor necrosis) (35-37)h& observations
demonstrating that sevelaNA independent NReB inhibitors sensitize some ? tumor cells to
cisplatin have been explained by the capabilitysaoth inhibitors to suppress NiB
activation (ref ?). However, some NB inhibitors (for instance cisplatindoxorubicin,
distamycin) are effective DNA binders.

NF-kB-mediated gene activatias crucially related to its DNA binding activityience, it

is reasonable to assume that dB-inhibitors capable of binding to theB sites could
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significantly perturb the interactions between RB--proteins and th&B sites. This option
seems to be particularly applicable for mechanismedying antitumor effects of cisplatin
since this metallodrugs preferentially binds torgna rich regions in DNA and eagiB site
conserves the consecutive three guanines in oaads@ind two adjacent guanines in the
complementary strand 2,13)

The binding of NF<B proteins tokB sites coordinatively modified by antitumor platm
drugs has not yet been investigatdith provide this information (to fill this gap in
knowledge), in the present study we investigatebihding properties of NkB reconstituted
from purified p50 and p65 proteins and the natiomplex ofNF-xB from nuclear extradb
DNA damaged by cisplatin or its clinically ineffesit trans isomer. NF«B binding to
cisplatin- or transplatin-modified oligodeoxyribarieotide duplex which contained central
consensus sequence 5-GGGACTTTCC/5-GGAAAGTCCC exasnined in cell-free media
and in cells, and the relative affinity of NdB proteins for platinated versus unplatinated
duplex was studied. These studies could providghhsnto the relative cytotoxicities of
these two isomers, thereby potentially aiding ia thtional design of new platinum drugs as
well as illuminating aspects of the role of MB-in chemotherapy by platinum compounds,

thus also providing a basis for their repurposing.

Materials and methods

Chemicals

Cisplatin, transplatin and Bay11-7085 were obtaifiech Sigma (Prague, Czech Republic).
The stock solutions of platinum compounds were gmeg at a concentration of 5 x B! in
NaClO, (10 mM) and stored at 4°C in the dark. Recombip&tX protein was a kind gift from
Prof. M. Vasak, University of Zurich; recombinar@Sprotein, HeLa whole-cell extract (IL-
la stimulated) and antibodies against the p50 andspibinits of NReB were from Active
Motif (Rixensart, Belgium). Expression and puritiom of domain A (residues 1-84) of the
HMGB1 protein (HMGB1a) (HMG = high-mobility group)ere carried out as described
(38). T4 polynucleotide kinase was purchased froew MEngland Biolabs (Beverly, MA). T4
DNA ligase and exonuclease Il were from FermeffBaglington, Canada) and TNHrom
Miltenyi Biotec (Cologne, Germany). Lipofectamin8® was purchased from Invitrogen (
Carlsbad, USA); Acrylamide, bis(acrylamide) andhuithreitol (DTT) were from Merck
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(Darmstadt, Germany). Radioactiy&?P ATP was from Amersham (Arlington Heights, IL).
Poly(dI-dC).poly(dI-dC) was from Biochemicals, If{®ilwaukee, USA).

Oligonucleotide probes

The synthetic oligodeoxyribonucleotides (ODNSs) (F&fLlB) were purchased from IDT, Inc.
(Coralville, 1A), and purified by using HPLC as debed previously (39). The top strands of
the oligonucleotides were radioactively labelethat5'-end with polynucleotide kinase and
32p ATP (7000 Ci mmold). The labeled probe was separated from unincorgaye’P ATP
using Sephadex G-50 fine columns, heated (100 @ fimin) and immediately ice-cooled.
The radiolabeled strands were combined with equallar amount of the corresponding
bottom strands in a solution containing Tris.HQ (&M, pH 7.0), MgCl (10 mM), and DTT
(1 mM). The strands were annealed by heating t6@G%or 10 min, followed by cooling to
4 °C for 4 h. The duplex formation was subsequeadtigcked by loading onto 15% native
polyacrylamide (PAA) gels. In the present work, tmelar concentrations of the single-
stranded ODNs or ODN duplexes are related to tigemlers (not to the monomer content) or
double-stranded molecules, respectively. Molarnekibn coefficients for the single-stranded

ODNs were determined by phosphate analysis (40).

Platination reactions

ODN duplexes were incubated with platinum compoujdsplatin or transplatin) in NaClO
(10 mM) at 37 °C for 24 h in the dark; the molaiagaf the ODN duplex:Pt-complex was 1,
2 or 4. After incubation, the ODN duplexes werecpitated by ethanol in order to remove
unbound platinum. The levels of modification (awyganumber of the molecules of the
platinum compound coordinatively bound per duplexye determined by flameless atomic
absorption spectrophotometry (FAASAAS measurements were carried out on a Varian
(Palo Alto, CA) AA240Z Zeeman atomic absorptiongpemeter equipped with a GTA 120

graphite tube atomizer.

Gel mobility shift assay

Electrophoretic mobility shift assays (EMSAs) weperformed as described previously
(41,42). Briefly, the binding reactions were penfied in 20uL volume containing Tris.HCI
(20 mM, pH 7.5), NaCl (50 mM), DTT (1 mM), EDTA (M), bovine serum albumin
(BSA) (10 mgmLY), NP-40 (1%), glycerol (5%), poly(dl-dC).poly(dE) (4.1 x 10 M
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related to the phosphorus content), radiolabeledN@IDplex (unplatinated or modified by
cisplatin or transplatin, 0.02 pmol), purified priots p50/p50 (0.2 pmol), p65/p65 (0.3 pmol),
heterodimer p50/p65 (0.3 pmol) or interleukin-1hap(IL-10) stimulated HelLa whole-cell
extract (1pL,[2 pg of proteins). The p50/p65 heterodimer was formagdncubating equal
amounts of p50 and p65 at 37 °C for 60 min (finaitgin concentration was 0.2 pmolp)L
After incubation at 20 °C for 45 min, the reactioixtures were loaded onto 6% native PAA
gels prepared with 0.5xTris-borate-EDTA (prerun Ion at 300 V and 4 °C). The gels were
run at 300 V and 4 °C for 1.5 h after a prerunXdr. The gels were dried and exposed to a
molecular imaging plate. The images were recordgdusing aFUJIFILM bioimaging
analyzer. The relative amounts of DNA-protein comphlnd total DNA were obtained by
integrating the volumes of their respective band3protein complex) or bands (total
ODN) by using the AIDA image analyzer software.

The percentage of DNA bound to protein was caledlaaccording to the following
equation:

ODN duplex bound (%) = [protein-ODN duplex comptexal ODN duplex] x 100% =
[protein-ODN complex:(free ODN + protein-ODN comypjex 100%.

EMSAs in the presence of HMGB1la and p50/p50 homedinere performed as described
above, with the following modification. The bindimgactions were performed in HEPES (10
mM, pH = 7.5), MgC} (10 mM), LiCl (50 mM), NaCl (100 mM), spermidin (M), BSA
(0.2 mgmL?), Nonidet P40 (0.05%).

Radiolabeled ODN duplex (unmodified or modified bigplatin 1:1) (0.02 pmol) was
preincubated with HMGB1a (0.3 pmol) on ice for 6nmhen p50/p50 homodimer was
added (0.1 pmol) and incubated for 5 min at 20 Pk reaction mixtures were resolved on
6% native PAA gels prepared with 0.5xTris-borateTRQprerun for 1 h at 300 V and 4 °C).
Alternatively, proteins p50/p50 homodimer and HM@GBWwere added to the reaction
simultaneously and incubated on ice for 60 min 89 phomodimer was added first to the
reaction, preincubated for 5 min at 20 °C and afigdrsequent addition of HMGB1a, the
mixture was further incubated on ice for 1h. Thact®n mixtures were resolved on 6%
native PAA gels prepared with 0.5xTris-borate-ED{p#Aerun for 1 h at 300 V and 4 °C).

Preparation and platination of dumbbell ODNs

The following 5 phosphorylated single-stranded QDN
ACTTTCC CAGGTTTTCCTGGGAAAGTCCCCTCAACTTTTGTTGAGGG and
TGATCTAGCCTTTTGGCTAGATCAGGTACGAAGCTTTTGCTTCGTACC tm
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Eurogentec were used for formation of decoy andmsbted dumbbell ODN, respectively (the
bold letters indicatxB site) (Figure 1C). Dumbbell ODN formation was rezat out by
incubating ODN at a concentration of 4 in ligase buffer with 1QuL of T4 DNA ligase
(Fermentas) at 20 °C for 2 h. Then, ligase was ineativated and exonuclease Ill was added
to digest unligated ODN. The dumbbell ODN was thetovered after ethanol precipitation
and resuspended in 10 mM NaGl@ecoy dumbbell ODN (2u1M) was incubated with
cisplatin or transplatin in 10 mM NaCj@vernight at 37 °C at molar ratios as indicatethim

text.

Gel retardation and lipoplex formation

Lipoplexes were prepared by mixing ud of dumbbell decoy or scrambled ODN with 0.33
uL of Lipofectamine 2000 corresponding to a ratio Nopid (pugul™) of 0.3. These
complexes were allowed to equilibrate for 30 mimaaim temperature before adding loading
buffer and analysis by gel electrophoresis. Elgdtovesis was conducted on 5% PAA gel
[acrylamide:bisacrylamide 19:1, Tris borate (90 mHEPTA (1 mM, pH 8.3] for 30 min at 13
vem®. The gel was stained with Gel Red (Interchim, $dro, USA) and digitally
photographed using Gene Flash Image Station (Sgng&ambridge, UK).

Cell culture

Stable human NkB-RE-{uc2P HEK293 cell line was from Promega (Madison, USAIIE
were grown at 37 °C with 5 % G@n DMEM supplemented with fetal bovine serum (18 %
hygromycin B (50 ugmL™), 100 IU penicillin and streptomycin (10@gmL?) (PAA

Laboratories, Pasching, Austria).

In vitro transfection of ODN

One day before transfection, stable HEK293+#8-luciferase reporter cells were seeded onto
96-wells plate. When the cells reached 30-40 %laente, they were transfected in triplicate
with the platinated or unplatinated dumbbell ODNhgsLipofectamine 2000 as transfection
agent [ODN fqg) to Lipofectamine 2000 ratiqu) was 0.3] in 100uL of Opti-MEM with
fetal bovine serum. After 4 h at 37 °C in a humetif5% CQ incubator, 10QuL of DMEM
with fetal bovine serum (18 %) with or without hum@NFo, (50 ngmL?') was added. After
24 h, cell viability was quantitated using Alamalu® assay (Invitrogen) and luciferase

expression was analyzed after cell lysis.

- 156 -



Luciferase activity

The luciferase gene expression was measured bytaniogithe luminescence activity of cells
lysate. Firefly luciferase gene expression was nomeds using luciferin as described
previously (43). The luminescence was recorded.@os with a Lumat LB 9507 luminometer
(Berthold). All measurements were performed inlitgge. Calibration between relative cells
proliferation measurement (Alamar Blue assay) anotem quantitation (Bio-Rad BCA

assay) allowed to express the luciferase actigtyedative number of light units (RLU) per

relative cells proliferation measurement (arbitramjts).

Results

Binding of p65, p50 homodimers and p50/p65 hetenedito platinated DNA containing the
consensus response elemei gite)

These studies were performed using a short (22GipN duplex,xB ODN (Figure 1B),
which contained central consensus sequence 5-GAGACC/5-GGAAAGTCCC of the
immunoglobulink light chain gene enhancer (kd®) which is a part of numerous important
NF-kB—responsive genes (12). The duplex was globallgifieal by cisplatin or transplatin
so that the duplex contained on the average 1y 2, molecules of the platinum complex
coordinatively bound to the duplex. The unplatidatgynthetic double-helical poly(dI-
dC).poly(dI-dC) was added as the nonspecific coitggetThese mixtures were incubated
with either p65/p65 or p50/p50 homodimers or p5B6/p@terodimer at NikB protein to
duplex molar ratio of 10 and analyzed using naB¥&A gel electrophoresi@AGE) (Figure

2). NFxB to duplex molar ratio of 10 was chosen which afésl ~85% binding of the
labeled duplex probe to the protein. It has to i@leasized that the experiments described in
this article, in which purified platinatecB ODN probes were used, were performed in the
absence of any free platinum complex in the indobanixtures. Hence, the effects observed
could not be affected by the binding of free molesuof the platinum complex to the
proteins.

Incubation of the unplatinatecB ODN with NF«B resulted in the appearance of a new,
more slowly migrating species, with a concomitaptréase of the intensity of the band
corresponding to the free 22-bp duplex (Figureef, panels, lanes 1). This result confirmed
the formation of the complex betweeB ODN and NF«B.
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In contrast, the incubation @B ODN modified by cisplatin so that on the average, or
4 molecules of this metallodrug were coordinatiiebyind to the duplex with either p65/p65
or p50/p50 homodimers or p50/p65 heterodimer redlibe yield of the species migrating
more slowly in the gel. For instance, the modifmatof kB ODN by 4 molecules of cisplatin
on the average inhibited formation of the compleikeen this duplex and p65/p65, p50/p50
or p50/p65 by 76, 86 or 53%, respectively (showRigure 2, left panels, lanes 5 and in right
panels in Figure 2).

xB ODN was also globally modified by transplatin andubated with p65/p65, p50/p50 or
p50/p65. A very small reduction of the intensitytbé band corresponding to the complex
formed between NkB proteins andkB ODN (by 9-16%) was noticed even at so high level
of the platination of the duplex as that correspogdo 4 molecules of transplatin bound to
the duplex on the average - iunder conditions when cisplatin adducts inhibitedrfation of
the complex between NEB and the duplex markedly (Figure 2). Thus, theggeements
confirmed that transplatin adducts affect the mgdaffinity of thexB site to NFkB proteins
only very weakly.

To determine the relative affinities of purified@p50 and p65/p65 homodimers for the
different platinateckB ODNSs, competition experiments using an EMSA weeefomed as
well. The details of these experiments are desdnbehe Supplementary information. These
results revealed that p50/p50 and p65/p65 homodimemrognizekB site in thekB ODN
duplex modified by cisplatin with a 6.5- or 6.7ddbwer affinity, respectively, compared to
the unmodifiedkB ODN duplex. In contrast, modificatiokB ODN duplex by transplatin
reduced binding affinity of p50/p50 and p65/p65 loimers only by 1.3- and 1.7-fold

respectively.

Binding of native complex &fF-«B from whole cell extradb platinated DNA containing the
kB site

The native complex of NkB from nuclear extracts consists of both Rel ang-Rel subunits
that actually comprise multiple protein complexathwdifferent gene activation specificities
(17,19). Thus, it was also of interest to invegaghindingof native NF«B in whole cell
extract to platinated DNA containing or lacking thgexB site. We employed in these
experiments EMSAs with whole cell extracts prepdredn HelLa cells stimulated with the
cytokine interleukin-1 alpha (ILel) that causes activation of N&B signal transduction

pathway anckB ODN non-modified or modified by cisplatin or tsplatin was used as a
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probe. Incubation of the unplatinateB ODN with the whole cell extract stimulated by 1k-
resulted in the appearance of the new, more slowbyrating species, with a concomitant
decrease of the intensity of the band corresponthnipe 22-bp duplex (Figure 3, lane 2).
This result confirmed the formation of the comphetweenkB ODN and native complex of
NF-kB. The specificity of these bands was confirmed byl @@DN duplex competitionkB
ODN competed away induced bands (not shown). Maeothe addition of antibodies
against the p50 and p65 subunits of RAB--indicated that the upper two more slowly
migrating bands contained p65/p65 homodimer andpé®0 heterodimer consistent with
previous report§l7,44)(not shown)

The incubation ofkB ODN modified by cisplatin so that on the average2, or 4
molecules of this metallodrug were bound to thelekupvith the whole cell extract stimulated
by IL-1a reduced the yield of the species migrating maoevisl in the gel and corresponding
to p65/p65 homodimer, p50/p65 heterodimer and olie«B proteins. For instance, the
modification ofkB ODN by 4 molecules of cisplatin on the averadelited formation of the
complex between this duplex and native fB-proteins by 62% (Figure 3A, lane 8 and
Figure 3B).xB ODN was also globally modified by transplatin andubated with the whole
cell extract stimulated by ILel A very small reduction of the intensity of thenia
corresponding to the complexes formed between aadliF«B proteins anckB ODN (by
only 3%) was noticed even at so high level of tHatipation of the duplex as that
corresponding to 4 molecules of transplatin boumthe duplex on the average (Figure 3A,
lane 5 and Figure 3B), i.ender conditions when cisplatin adducts inhibitearfation of the
complex between native NEB and the duplex markedly (Figure 3, lane 8 andufe@d3B).
Thus, these experiments confirmed that transplatiducts affect the binding affinity of

native NF«B proteins to th&B site only very weakly.

Binding of NFiB to platinated DNA lacking theB site

We also investigated binding of NéB to the 22 bp duplex lacking thé3 site (scrambled
ODN, for its sequence see Figure 1B), but modifigctisplatin or transplatin under identical
experimental conditions as described in the pregeddaragraphs. Incubation of the
unplatinated duplex (scrambled ODN) with p65/p650/p50, p50/p65 or with whole cell
extracts prepared from Hela cells stimulated witd tL-1o resulted in no changes in the
migration of the duplex lacking theB site, demonstrating that complex between W8F-
proteins and DNA lackingB site was not formed (shown in Figures 4A,B larfer2p65/p65

homodimer and cell extract, respectively). The saeselts were obtained with the duplex
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lacking thexB site globally modified by cisplatin or transphatso that the duplex ODN

scrambled contained on the average 4 moleculehiefptatinum complex bound to the
duplex. No more slowly migrating species as a cgusece of the modification by cisplatin
or transplatin was noticed (Figures 4A,B lanes .3J4us, these results indicate that DNA
adducts of cisplatin or transplatin do not représestructural motif recognizable by NiB-

proteins.

HMG-domain proteins specifically inhibit the bindirof p50/p50 homodimer to cisplatin-
modified DNA containing theB site

Several studies suggest that HMG-domain proteins glay a role in mediating the
cytotoxicity of cisplatin (37,45). It has been demtrated in this connection that high
mobility group (HMG)-domain motifs bind specificalto the major cisplatin-DNA adducts,
1,2-GG or AG intrastrand cross-links, which com@ri<90% of the lesions formed by this
metallodrug on DNA (46). Previous studies have ghtvat HMG-domain proteins sensitize
cells to cisplatin by shielding its DNA adducts rfronucleotide excision repair (37,47).
Therefore, the ability of HMG-domain proteins tdlirence the binding of NkB to its DNA
response elementB site) modified by cisplatin was investigated next

kB ODN modified by cisplatin pre-incubated with HVf&main protein was incubated
with p50/p50 homodimer to investigate directly te#ects of HMG-domain proteins on
binding of NF«B to cisplatin-modified DNA containing theB site. In these experiments we
used domain A of HMGBL1 protein (HMGB1a) which igtlominating domain in full-length
HMGBL1 protein that binds to the 1,2-intrastrandssrtinks of cisplatin (48)) and EMSA to
analyze binding of the proteins#8 ODN.

First we verified that HMGB1a does not bind to mondified kB ODN under conditions
when p50/p50 readily forms the complex wikB ODN. Whereas incubation of the
unplatinatedkB ODN with p50/p50 resulted in the appearance ef tlew, more slowly
migrating species [with a concomitant decreaséefintensity of the band corresponding to
the 22-bp duplex incubated in the absence of p®)/p such a more slowly migrating
species was observed when unplatinaBdODN was incubated with HMGB1a (cf. lanes 2
and 3 in Figure 5). Interestingly, if unplatinate® ODN was first pre-incubated with
HMGB1la and subsequently p50/p50 homodimer was adtledl intensity of the band
corresponding to the more slowly migrating spewas higher than that corresponding to the
complex between unplatinate® ODN and p50/p50 in the absence of HMGB1la (cfeta8
and 4 in Figure 5). This result suggests that HM@RBiteins exhibit the stimulatory effect on
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the binding of NF<B proteins to their DNA consensus response elemgBtsites) and in
this way may enhance the activity of MB-as a transcription factor.

Experiments identical to those described in theguiang paragraph were also performed
with kB ODN maodified by cisplatin so that on the averdgeolecule of this metallodrug
were coordinatively bound to the duplex (Figurdabes 5-8). As shown in Figure 5, lane 6
HMGB1 modification ofkB ODN by cisplatin resulted in the binding of HMG&protein to
this DNA probe. In contrast, in accord with theules described above, the modification of
kB ODN by cisplatin decreased affinity of p50/gbQhis duplexcf. lanes 3 and 7 in Figure
5). Furthermore, ikB ODN modified by cisplatin was first pre-incubated¢h HMGB1a and
only subsequently p50/p50 homodimer was added, &bom of the complex between this
platinated duplex and p50/p50 was inhibited comnsioly more than in the absence of
HMGB1a (cf. lanes 7 and 8 in Figure 5). Qualitaivalentical results were obtained if
HMGB1la and p50/p50 were added to the platinatBAODN simultaneously or if the
platinatedkB ODN was pre-incubated with p50/p50 and only sqbsatly HMGBla was
added. However, formation of the complex betweenglatinated duplex and p50/p50 was
inhibited somewhat less than when the platinatetvgmvas first pre-incubated with HMGB1
(not shown). In aggregate, these results reveal HiMGB1a protein strengthen inhibiting
effect of DNA adducts formed by cisplatin ¥B site in terms of the binding of NEB
proteins to theikB DNA motif.

Binding study of NRB to platinatedkB DNA site in cells

Intracellular delivery of ODN containing a consenddNA sequence of transcription factors
has been used previously in a decoy approach vdaiokists in the inhibition of transcription
factor binding to promoter region of targeted genesulting in the inhibition of gene
expression (49). Especially, ODNs containingBa binding sequence have been employed
successfully to target cellular NdB and in turn to inhibit NReB-dependent transcriptional
activity (50). In this part of our study, we soudbtexploit the decoy strategy to study the
effect of platination okB site on DNA binding activity of N&B active in cells.

For that purpose, we employed a decoy ODN withralthell shaped structure comprised of
two short circular thymine loops and a stem comgithexB site (Figure 1C). The dumbbell
decoy ODN has a natural phosphodiester backbone wiproved resistance to cellular
nucleases due to a structure devoid of free entls {5us, it was possible to modify the

decoy ODN by cisplatin or transplatin in the sananmer as that used above for modification
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of the linearkB ODN. Using EMSA, we verified using EMSA that tleéfects of DNA
adducts of cisplatin and transplatin formedhh sites of linear and decoy (dumbbell shaped)
ODNSs on the binding of p65/p65 and p50/p50 homodsnoe p50/p65 heterodimer to these
platinatedkB sites were identical (not shown).

Lipid-based transfection protocol using the welbkm reagent Lipofectamine 2000 was
previously used for delivery of dumbbell decoy ODMshin cells through the formation of
lipoplex (51,52).In vitro complexation between Lipofectamine 2000 and theogl€@DN
either unplatinated or platinated (ODN to Lipofestae 2000 ratio (L) was 0.3) was
examined by EMSA (Figure 6). As shown in lane Figjure 6, unplatinated dumbbell ODN
migrates as a single band in the absence of Lipmf@ane 2000; addition of the lipid resulted
in the appearance of a new, more slowly migratperges, with a concomitant disappearance
of the band corresponding to the free decoy ODNUfE 6, lane 2). This result confirmed the
formation of a lipoplex as expected. The same patie complexation was observed with the
dumbbell ODN either platinated by cisplatin or splatin so that on the average 1 or 4
molecules of the platinum complex were coordindginmund to the ODN (shown in Figure
6, lanes 4 and 6 for 4 molecules of the platinumgex bound to the ODN). This result
revealed that platination of the dumbbell ODN haxd affect on lipoplex formation under
experimental conditions used. Thus, the cellulaakg of both unplatinated and platinated
decoys could take place under appropriate conditionthe purpose of comparing their effect
on NF«B-mediated transcription.

Human Embryonic Kidney 293 (HEK293) cell line cdntag a stably integrated
luciferase-reporter gene driven by a NB—+esponsive promoter with multipkB elements
was used to study the effect of platination ondbeoy activity of the NkB dumbbell ODN.
As shown in Figure 7A, the basal level of luciferasduction as measured by the intensity of
the luminescence, indicates that MB-transcriptional activity is low in this reporteell line
and treatment of cells with the cytokine tumor s factor (TNFa), a well-known NF«B
activity inducer, induced a strong luminescenceaase as expected (25). The responsiveness
of the promoter to NkB dependent down regulation was also confirmedhayresults of
experiments in which cells were treated in the gmes of the N&B pathway inhibitor Bay
11-7085. When cells were transfected with the um@ted decoy ODN, an almost 50 %
decrease of the luminescence was observed whdregswas no inhibition when the cells
were transfected with scrambled dumbbell ODN l|agkine xB site. These results showed
that the transcriptional activity of NkB in HEK293 cells was specifically inhibited by the
dumbbell NFxkB decoy ODN. Further the cells were transfectedhwtie decoy ODN
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modified by cisplatin or transplatin so that on #werage 1 or 4 molecules of the metallodrug
were coordinatively bound to the decoy ODN. Asweiin Figure 7B, when transfection was
performed with cisplatin-modified decoy ODN so tlbatthe average only 1 molecule of the
metallodrug was coordinatively bound to the dec@NQthe luciferase signal was decreased
by about 50% which compares to the decrease olusante the unplatinated dumbbell decoy
ODN. In contrast, if the platination was increagédnolecules of the metallodrug bound to
the decoy ODN on the average), the decoy activitthe modified ODN was strongly
inhibited as deduced from the high level of luafe activity which is close to that observed
with the scrambled ODN. These data suggest thptatis inhibited cellular NReB binding

to the platinated decoy ODN modified so that 4 rooles of the metallodrug were bound to
the decoy ODN. If cells were transfected with de€@®N modified by transplatin, the
luciferase activity decreased by about 50% and 40fo¥ the level of platination
corresponding to 1 or 4 molecules of the platinuomplex bound to the decoy ODN,
respectively. Modification of decoy ODN by trandplahad no effect on the decoy activity
for the level of platination corresponding to 1 pwmlle of the platinum complex bound to the
decoy ODN and only a weak effect for the level fattipation corresponding to 4 molecules
of the platinum complex bound to the decoy ODN. § hucan be deduced that at the level of
platination corresponding to 4 molecules of thdaiplan complex bound to the decoy ODN,
DNA adducts of cisplatin inhibit cellular NkB binding to kB site about 4-fold more
efficiently than the adducts of transplatin. To &nowledge, this is for the first time when the
decoy approach is reported in which drug-modifieday ODN is used in order to assess the

effect of a DNA binding drug on recognition actyif a transcription factor.

Discussion

DNA adducts of antitumor cisplatin reduce the bmdiaffinity of thexB site to NFxB
proteins, whereas the adducts of clinically indffectransplatin do not

We have characterized the effects of antitumorlaispand clinically ineffective transplatin
on the affinity of NFkB p50/p50 and p65/65 homodimers, p50/p65 heteradimadthe
native complex oNF-xB from nuclear extract using EMSA. We observed (Feg2-4,7) that
whereas the DNAB site-NF«B protein interaction was significantly perturbed by DNA
adducts of cisplatin, DNA adducts of transplatirrevenarkedly less effective both in cell-free

media and in the cells. In principle, cisplatin minatively bound txB site could interfere
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with the binding oNF-kB proteins to the consensus DNA response elemeatdbgric effect.
Simple steric effects are, however, unlikely todsecritical importance because transplatin
(which has a structure and bulkiness similar tplaiin) coordinatively bound to theB site

at the same level as cisplatin affects affinityjNé¥-xB proteins considerably less.

The X-ray structures of various N&B dimers bound to differentB sites have shown
(12,13,53-56) that sequence-dependent conformati@mebility of kB sites plays a critical
role in the sequence-specific binding of NB-proteins to DNA and the stability of the
resulting complex. Extraordinary demands for thisding specificity and selectivity of NF-
kB proteins are closely related to the conformatamal flexibility of kB DNA sequences,
which play a critical role in the recognition of MB dimers and in dictating the final
conformation of the complex (13). Thdé sites including that investigated in the present
work contain several sites at which bifunctionadlacts of cisplatin strongly distorting DNA
conformation are formed. In particular, they coméa the sites at which major intrastrand
cross-links between adjacent purines (at d(GG) '@(AG)) are formed. For instance, the
structure of these adducts determined by NMR methoak revealed (57,58) that these
adducts induce the overall helix bend of 40—78°am@inthe major groove, DNA unwinding of
25-27°, severe perturbation of hydrogen bondingiwithe 5'-coordinated GC base pair (bp),
and distortion extends over at least 4-5 bp atsiteeof the cross-link. Thus, cisplatin can
form in thexB sites bifunctional adducts which strongly distitdosecondary structure. The
result of these perturbations is that the precs#armation required for the formation and
stability of the complex of NkB proteins with theB sites cannot be attained, so that iNB--
proteins do not bind to theB sites.

Clinically ineffective transplatin also forms vaun® types of adducts in DNA. It forms
mainly monofunctional adducts at G residues andesamount of interstrand cross-links
between complementary G and C residues (59-61).olMoctional adducts of transplatin
(and cisplatin) affect DNA conformation only slight without bending (62), and DNA
unwinding is very small (~6°) (63). In additiongtieonformational alterations induced by the
interstrand cross-link of transplatin are small,@%4. The duplex is slightly distorted on both
sides of the cross-link, but all bases are stiitgghand hydrogen-bonded. The cross-link of
transplatin only unwinds the double helix by ~12danduces a slight, flexible bending of
~20° of its axis toward the minor groove. We codeluhat these relatively subtle structural
perturbations induced by transplatin in #isites have no substantial effect on the formation
of the complex of NReB proteins with thexB sites. In aggregate, a marked difference

between DNA adducts of cisplatin and transplatirfoisnd in their intrinsic effect on the
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conformation of DNA or their propensity to dist@¥NA. The distinctive structural features of
cross-links of cisplatin suggest a unique roletlf@se adducts in the inhibition of the binding
of NF«B proteins to platinated DNA segments containiregB sites.

HMG-domain proteins specifically strengthen inhiwit of binding of NFe¢B proteins to the
kB site modified by cisplatin

The results of the present work also reveal thatGla protein strengthen inhibiting effect
of DNA adducts formed by cisplatin kB site in terms of the binding of NiEB proteins to
their kB DNA motif (Figure 5). HMG-domain proteins are kmo to specifically bind 1,2-
intrastrand cross-links of cisplatin and thus medantitumor effects of this drug (37,66). The
details of how the binding of HMG-domain proteirts displatin-modified DNA sensitizes
tumor cells to cisplatin are still not completebsolved, but possibilities such as shielding
cisplatin-DNA adducts from excision repair or titng away these proteins from their
transcriptional regulatory function have been sstge as clues to how these proteins are
involved in the antitumor activity (67). It is trefore possible that NkB and HMG-domain
proteins encounter each other at the sites ofrityastrand adducts of cisplatin (formed in the
kB site). Since HMG-domain proteins bound to DNA ified by cisplatin cover
considerably more base pairs in thB site than the plain cross-link of cisplatin, & i
reasonable to expect that this interaction coutth&r promote keeping NkB protein away
from thexkB site modified by cisplatin.

An intriguing observation was that HMG-domain ios exhibit a slight, but significant
stimulatory effect on the binding of NéB proteins to their non-modified DNA consensus
response elementgR sites) (Figure 5). At present we hesitate torodie explanation of this
preliminary observation. Further research focusedclarification whether HMG-domain
proteins can promote the formation of specific RB-enhanceosomes is in progress in our

laboratories and the results of this study wilploélished in a separate communication.

Biological implications

There is substantial evidence suggesting thatcBlfplays a central role in the cellular
response to DNA damage. It is also clear thatdSFfunction may only be one of many
factors that modulate cisplatin sensitivity or ségnce, and the effects may be different for
various cell types. In addition, sequence-spe&fitA binding is one of the key biochemical
activities responsible for much of the biologicahétion of NFxB. Hence, the observation

described in the present work demonstrating theplaiin adducts formed in theB sites
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reduce its binding affinity to NikB proteins may affect these key biochemical adtsit
Because the affinity of NkB to thexB sites is not affected by the adducts of clinicall
ineffective transplatin, we suggest that the redua#inity of the NF«B proteins to thexB
sites due to their modification by cisplatin isenednt to the biological activity of this drug.

A possible intriguing scenario for response touwtal exposure to cisplatin is that in a certain
type of tumor cells cisplatin binds to the DB site(s) in the cell nucleus and in this way it
may inhibit binding of NF<B proteins to its consensus response elem&htscytotoxicity of
cisplatin is attributed to apoptosis and/or ne&d&3). Cisplatin simultaneously activates
several different pathways that regulate the ceditd process (45). It is possible that
inhibition of NF«kB antiapoptotic or antinecrotic cascades via irtlahiof its binding tokB
site(s) by DNA adducts of cisplatin can significantly cobtrte to efficiency of this
metallodrug to trigger apoptosis or necrosis. Imeotwords, inhibition of NkB function in
tumor cells mediated by inhibition of its binding #B site(s)by DNA adducts of cisplatin
may lead to enhanced programmed cell death in nsgpm treatment with cisplatin. Owing
to the fact thathousands okB sites are present in the DNA (15,16), it seenasarable to
suggest that mechanisms underlying antitumor efiicy of cisplatin and its analogues in
some tumor cells also involve downstream procegdksving inhibition of the binding of
NF-«B to kB site(s)by DNA adducts of cisplatin.astly, a technical novelty reported herein
is the decoy strategy approach using platinatedo@llmf®DN in order to assess thmecellulo
capability of platinum drugs to differentially mddte the DNA binding activity of NkB
transcription factor. In the future, such techniapproach is promising to screen efficient
metal based drugs capable to inhibit several trgptgan factors binding to their consensus
sequence including NFB and also other transcription factors such as S Avhich are

known to cooperate in inducing tumor cell growtB)(6

In conclusion,addition of NF-«B to the list of protein-DNA complexes that can be
disrupted by antitumor cisplatin potentially incsea the utility of platinum coordination
complexes as regulators of gene expression. Intiaddian approach to control of
downstream effects such as protein recognition patiways of programmed cell death
induction may consist in design of new, structyrathique metal-based complexes capable of

forming DNA adducts as cell signals.
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Figure Legends

Figure 1. A. Structures of platinum complexes usethis work. B. Nucleotide sequences of
the 22-bp oligodeoxyribonucleotide duplexes comtgror lackingkB site. C. Nucleotide

sequences of dumbbell oligodeoxyribonucleotidesd usehuman cells transfection studies.
The bold letters in the sequencesx® ODN and decoy dumbbell oligonucleotide indicate

KB site.

Figure 2. Binding of NReB p50/p50 and p65/p65 homodimers and NB- p50/p65
heterodimer to the 22-bp duplex containkiysite «B ODN) (panels A, B, C, respectively).
Left panelsshow autoradiograms of the EMSA experiments. @ligiteotide duplex was
either non-modified (lanes 1,2) or globally modifiBy cisplatin or transplatin so that on the
average 1 (lanes 3,6), 2 (lanes 4,7), or 4 (lar@srbolecules of the platinum complex were
coordinatively bound to the duplex. A gel mobilitytardation assay was performed in the
presence of the unplatinated poly(dI-dC).poly(dl-a@Gn-specific competitor in 6% PAA gel;
concentrations of theB ODN was 1 nM and the concentration of p50/pd85/p65 and
p50/p65 was 10, 15 and 15 nM, respectively. Thgoolicleotide duplexB ODN was
radioactively labeled at the 5'-end of the top tkaFor other details, see “Materials and
Methods”.

Right panelshow plots of the amount of the oligonucleotideldu kB ODN in the complex
with p50/p50and p65/p65 homodimers and p50/p65 heterodimerhenamount of the
platinum complex bound per one molecule of the elupCisplatin, filled circles; transplatin,

empty squares. Data are mearSD from three different experiments.

Figure 3. Binding of native complex of NdB from whole cell extract to the 22-bp duplex
containingkB site (kB ODN). Whole cell extract was prepared from HelLa cellmstated
with the cytokine interleukin-1 alpha. A. Autoradram. Oligonucleotide duplex was either
non-modified (lanes 1,2) or globally modified byggiatin or transplatin so that on the average
1 (lanes 3,6), 2 (lanes 4,7), or 4 (lanes 5,8) ouds of the platinum complex were
coordinatively bound to the duplex. A gel mobilitgtardation assay was performed in the
presence of the unplatinated poly(dI-dC).poly(dlrd@on-specific in 6% PAA gel,
concentrations of theB ODN was 1 nM and the total concentration of thetgins in the cell
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extract was 2 mgmt. The oligonucleotide duplexB ODN was radioactively labeled at the
5'-end of the top strand. For other details, seativials and Methods”.

B. The plots of the amount of the oligonucleotidgpleéx«B ODN in the complex with native

NF-xB on the amount of the platinum complex bound pee onolecule of the duplex.

Cisplatin, filled circles; transplatin, empty sgesr Data are meaasSD from three different

experiments.

Figure 4. Binding of NReB p50/p50 homodimer and native complex of RE-from whole
cell extract to the 22-bp duplex lacking site. The figure shows autoradiograms of the
EMSA experiments showing binding of p50/p50 (A)native complex of NkB (B) to the
duplex ODN scrambled which was either non-modiffleshes 1,2) or globally modified by
cisplatin or transplatin so that 4 molecules of glatinum complex were coordinatively
bound to the duplex on the average (lanes 3 amespgectively). A gel mobility retardation
assays were performed in the presence of the umged poly(dl-dC).poly(dl-dC) non-
specific competitor in 6% PAA gel; concentrations scrambled ODN was 1 nM, the
concentration of p50/p50 homodinveais 15 nM and the total concentration of the pnstén
the cell extract was 2 mgriiL As a control experiment, binding of p50/p50 hoinuet and
native complex of NkB from whole cell extract to the 22-bp duplex camitzg kB site B

ODN) was analyzed in parallel (lanes 5 and 6).

Figure 5. Effect of HMG-domain protein on bindin§ @b0/p50homodimer to the 22-bp
duplex containingkB site B ODN). Autoradiograms of the EMSA experiments.
Oligonucleotide duplex was either non-modified @ari-4) or globally modified by cisplatin
so that on the average 1 molecule of cisplatin ezsdinatively bound to the duplex (lanes
5-8). Domain A of full-length HMGB1 protein (HMGBJlavas used. The oligonucleotide
duplex kB ODN (1 nM) radioactively labeled at the 5‘-end tbfe top strand was first
preincubated with HMGB1 (30 nM) on ice for 60 m8ubsequently p50/p50 homodin{&0
nM) was added and the mixture was incubated foitiaddl 5 min at 20 °C. A gel mobility
retardation assay was performed in the presendeeafinplatinated poly(dl-dC).poly(dI-dC)

non-specific competitor in 6% PAA gel. For othetails, see “Materials and Methods”.

Figure 6. Lipoplex formation in the presence of taionic lipid Lipofectamine 2000 and
platinated or unplatinated dumbbell ODN. Image tafreed polyacrylamide gel showing the

electrophoretic migration of dumbbell ODN incubateith or without Lipofectamine 2000 as
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indicated. The dumbbell decoy ODN was either uniiredli(lanes 1,2) or globally modified
by cisplatin (lanes 3,4) or transplatin (lanes S®Yhat 4 molecules of the platinum complex

were coordinatively bound to the duplex on the ager

Figure 7. Differential inhibition of the transcriph activity of NFxB by dumbbell decoy
ODN unmodified or modified by cisplatin or tranghain HEK293-NFxB-luciferase
reporter cell line. A. In the absence of transfacti TNFo increased NRB dependent
luciferase signal by 96 times whereas Bay 11-708&ahses TNE-dependent luciferase
signal of cells; a near specific 50 % decreasdefltminescence is observed when cells are
transfected with 50 nM NkB dumbbell decoy ODN. B. Dumbbell ODN modified by
cisplatin has lost the decoy activity for the leeélplatination corresponding to 4 molecules
of the platinum complex bound to decoy ODN on thesrage whereas transplatin
modification doesn’t induce decrease of the deativity. The luciferase activity measured
24 h after the cells were transfected, was norredlio 100 % of TNé& treatment of non-
transfected cells. Ratios Pt/ODN of 1 and 4 cowadpto the level of platination
corresponding, respectively, to, on the averagend 4 molecules of cisplatin or transplatin
bound to decoy ODN prior transfection, respectivéhyta are means SD obtained from

triplicate wells and are representative of at |¢aste independent experiments.
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Figure 1
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 5
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Figure 7
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Supplementary Data for:

Different Affinity of NF- kB Proteins to DNA Modified by
Antitumor Cisplatin and Its Clinically Ineffective trans

Isomer

Jana Kasparkova !, Thomas Thibault 2, Hana Kostrhunova !, Marie

Vojtiskova *, Patrick Midoux 2, Jean-Marc Malinge 2, Viktor Brabec *

institute of Biophysics, Academy of Sciences of the Czech Republic, Vv.v.i.,
Kralovopolska 135, CZ-61265 Brno, Czech Republic; “Centre de Biophysique
Moléculaire, CNRS, Rue Charles Sadron, 45071 Orléans Cedex 02, France

Materials and Methods

For competition assays, unlabeled competitor oligteotide probekB ODN modified by
cisplatin or transplatin , 0-1 uM) was titrated iaga radiolabeled unmodifiedB ODN
duplex (1 nM) complexed with NKB protein (5 nM and 13 nM for p50/p50 and p65/p65
homodimers, respectively). By following a publisheatocol (1), both ODNs were mixed
prior to addition of the protein at a concentratiwhich afforded 60-80% binding of the
labeled probe in the absence of competitor. Datdyais was carried out as described (2).
The concentration of various competitors necessadecrease the amount of DNA shifted in
the absence of competitor twice was determinedn@at regression of plots of the fraction of
DNA bound in the absence of competitor divided hg fraction of DNA bound in the
presence of competitor as a function of the conqratoncentration.

Results

To determine the relative affinities of purified Q@#p50 and p65/p65 homodimers for the
different platinated duplexes containk® site kB ODN), competition experiments were
performed using an EMSA. We compared the abilitkthe platinated unlabeladB ODN
duplexes to compete witiP-labeledkB ODN duplex which was unplatinated. In agreement
with previously published data (3), the dissociatomnstantsKy) for complexes of p50/p50
or p65/p65 homodimers with tik@ ODN duplex were found 2.3 and 3.0 nM, respecyivas
determined by direct titration experiments (data sbown). Figure Slshows typical
competition experiments for which ti&P-labeled duplex was mixed with different amounts
of the unlabeled duplexB ODN competitors, which were modified by cispladintransplatin
so that the molar ratio of the oligonucleotide dxgiPt was 1 on the average. Alternatively,
unplatinated duplexxB ODN was used as a self-competitor. As expecteditian of
unlabeleckB ODN duplex competed away the binding of p50/p&thbdimer to the probe as
indicated by the decrease of the fraction of DNAfmb to protein (migrating with reduced
electrophoretic mobility). Platinated duplexes wégss efficient in inhibiting binding of
p50/p50 homodimer to the probe, with the duplex ifmedl by cisplatin showing markedly
lower effect. Data from competition experiments ev@totted as the fractional binding of
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labeled duplexB ODN in the absence of competitor relative to bgadat various competitor
concentrations as a function of competitor DNA @nications as previously reported (2)
(Figure S1B). The concentration of competitor duptenecessary to reducB ODN binding

A

noPt transPt
f B

cisPt

|competitor

Icompetitor

1no
N0

C competitor

T .- - -wwe ———
12345 678910 1112131415 1617 1819 202122 23
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Figure S1: Relative affinities of p50/p50 homodimer binding to cisplatin- or transplatin modified DNA with respect
to unmodified DNA. A. A typical titration experiment with incubation of p50/p50 homodimer (12 nM) with mixtures
of **P-labeled kB ODN (2 nM) and varying concentrations of unlabeled competitor DNAs as indicated. B. Data
taken from Figure S1A are plotted as the fraction of bound radiolabeled probe in the absence of unlabeled
competitor divided by the fraction bound at the indicated concentrations of unlabeled competitor as a function of
the concentration of unlabeled competitor DNAs: kB ODN modified by cisplatin (solid squares), kB ODN modified
by translatin (open circles), and nonmodified kB ODN (self competition, solid triangles). Data points are means of
triplicate measurements with error bars showing standard deviations.

by 50% was used to determine the specificity fatotss competitors relative to unplatinated
DNA substrates. p50/p50 homodimer was found to geze kB site containing duplex
modified by cisplatin with a 6.5-fold lower affigitompared to the same unmodified duplex,
whereas modification with transplatin reduced bmgdaffinity of p50/p50 only by factor 1.3.

Similar results were obtained for p65/p65 homodifmet shown). Using this competition
approach, the relative affinities of p65/p65 honmmoeli to thekB ODN duplex modified by
cisplatin and transplatin were found 6.7 and Jegpectively.
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Conclusion générale et perspectives

Le travail présenté dans cette thése porte d’abarde développement d’'un nouveau
type de leurre moléculaire possédant une biostaksiins modification chimique nucléase
résistante et ouvrant la voie a un multiciblage metéines comme des facteurs de
transcription. Le développement d’'une stratégieosapt sur des minicercles dADN a
permis de répondre a cette problématique. Apres aéweloppé une méthode versatile de
production de minicercles d’ADN, nous avons mormfuéun minicercle vectorisé contenant
deux séquences de reconnaissance de NF-kB estéddtins le cytoplasme de la cellule et
inhibe ce facteur de transcription, probablememtrptention cytoplasmique de la cible, ce

qui montre qu’un minicercle peut étre utilisé dénstratégie leurre moléculaire.

L’étape suivante est de faire la preuve de condept multiciblage protéique par un
minicercle leurre moléculaire et de montrer seteffbiologiques d'abord au niveau

cellulaire.

Démontrerin cellulo que 3 protéines différentes interagissent en m@&mgg sur un
minicercle n’est pas simple et peut étre abordéedearx techniques complémentaires. On
vérifiera d’abord par RT-PCR que l'effet inhibitede la transcription par un minicercle est
proportionnel au nombre de sites de reconnaiss@mdacteur de transcription contenus dans
le minicercle. La méme approche pourra ensuite régeée avec un minicercle possédant 3
sites de reconnaissance pour 3 facteurs de trptieordifférents. La preuve d’une interaction
physique de plusieurs protéines sur un méme maieeans un extrait cellulaire, pourra étre
obtenue par une expérience croisée de pull-dowrt aes anticorps dirigés contre les

protéines candidates.

Pour démontrer un effet biologique, un miniceqbairra étre délivré dans une lignée
cellulaire cancéreuse ou la croissance est ligesidactivation concomitante de facteurs de
transcription comme par exemple dans des cellul®49Ade cancer pulmonaire a petites
cellules (Stat3, Etsl et NEB).

Afin d’améliorer la stratégie du leurre molécudgifa délivrance des minicercles dans
les cellules doit étre optimisée en recherchansysiéme de vectorisation permettant une
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délivrance si possible dans le noyau et surtoud daminution de la survie cellulaire. Dans la
mesure ou les minicercles peuvent étre fonctioséslichimiquement, I'ajout sur le

minicercle de groupements cholestérol ou peptaidusiogenes est aussi envisageé.

Les minicercles produits dans ce travail préseénianntérét au niveau académique.
Actuellement, les interactions ADN-protéines sontdé&es en utilisant des ADN linéaires.
Or, dans la cellule, 'ADN est trés souvent coudognme dans la chromatine et lors de la
transcription. L'utilisation de minicercles possetiaifférentes séquences de nature et de
positions différentes pourrait permettre de « péeh@ans un extrait cellulaire des protéines
ou des complexes protéiqgues ne se formant pas IBAB& linéaire (« protéome » du
minicercle). Enfin, les minicercles présentés ieuyent aussi étre considérés comme des
nanoplasmides puisqu’ils sont circulaires et petngre surenroulés. lls pourraient donc
servir a mieux discerner les effets de taille dengafic intracellulaire d’acides nucléiques

circulaires en thérapie génique.

Dans une deuxieme partie, nous avons utilisérédégfie du leurre moléculaire pour
etudier I'effet de la fixation du cisplatine et thansplatine sur le site de reconnaissance de
facteurs de transcription. Ce systeme a permis ateéler les résultats obtenus vitro
concernant la liaison de NF-kB a des sites de mmiesance platinés avec les résultats
d’interaction in cellulo. La modification d’'un site de reconnaissance defameur de
transcription par le cisplatine provoque une infoii de la liaison, et ce, de facon plus

importante qu’avec le transplatine, isomére biajagiment inactif du cisplatine.

La comparaison de l'activité de dérives métallgjsear l'inhibition de la fixation de
différents facteurs de transcription pourra étrarpoiviein cellulo en utilisant notre stratégie
du leurre moléculaire chimiquement pré modifié caraécrit dans la deuxiéme partie de ma
thése. En effet, la plupart des sites reconnudgsafacteurs de transcription possédent des
bases qui réagissent avec les dérivés du platiette Gtratégie peut donc étre utilisée pour
élargir nos connaissances sur les mécanismes daciomement des dérivés du platine reliés

a la transcription.
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Thomas THIBAULT

Stratégie du leurre moléculaire en thérapie génique : ciblage de
facteurs de transcription par un minicercle d ADN m ultisites et étude de
I'interaction entre 'ADN platiné et NF- kB

En thérapie génique, la stratégie du leurre moléculaire consiste a utiliser un acide nucléique court
contenant une séquence spécifiquement reconnue par un facteur de transcription cible, ce qui permet
son piégeage intracellulaire et conduit a inhiber I'expression des genes sous sa dépendance.
L'efficacité thérapeutique de cette stratégie est notamment liée a la biostabilité de I'acide nucléique et
a la possibilité de multicibler des facteurs de transcription qui coopérent dans des dérégulations
cellulaires a l'origine de nombreuses pathologies. Nous avons développé une technologie de
production in vitro de minicercles d’ADN de moins de 250 paires de base pour interagir avec plusieurs
protéines, fonctionnalisables chimiquement et résistants aux exonucléases. Un double ciblage du
facteur de transcription NF-kB par un minicercle permet l'inhibition in cellulo d'un systéme rapporteur
de la transcription NF-kB dépendante, en faveur d’une activité leurre moléculaire du minicercle.

Le cisplatine est une molécule anticancéreuse dont la cible pharmacologique est 'ADN. Dans
plusieurs lignées cellulaires cancéreuses, la baisse d’'activité transcriptionnelle de NF-kB a été reliée a
une augmentation de la sensibilité des cellules au cisplatine. Nous avons étudié in cellulo si le
mécanisme d'inhibition de NF-kB par le cisplatine pouvait dépendre de la platination de son site
consensus a l'aide d'une application originale de la stratégie leurre moléculaire. Nous montrons que
les adduits du cisplatine contrairement a ceux du transplatine (isomere inactif) diminuent la
reconnaissance de NF-kB pour son site consensus in vitro et in cellulo.

La stratégie leurre moléculaire de multiciblage avec un minicercle d’ADN sera développée au niveau
cellulaire pour faire la preuve de concept de cette approche et démontrer son efficacité biologique.

Mots clés : leurre moléculaire, minicercle d’ADN, thérapie génique, multiciblage, facteur de
transcription NF-«xB, cisplatine.

Decoy strategy in gene therapy: targeting transcrip tion factors by multisite
DNA minicircle and study of the interaction between platinated DNA and NF- kB

In gene therapy, decoy strategy consists in using short nucleic acid containing a sequence specifically
recognized by a transcription factor in order to trap it and in turn to inhibit the expression of genes
under its control. The therapeutic efficacy of this strategy is related to the biostability of the nucleic
acid and the possibility to target several transcription factors that cooperate to induce cell
deregulations responsible in human diseases. We have developed a technology to product in vitro
DNA minicircle less than 250 base pairs which can interact with several proteins, chemically
functionalizable and resistant to exonucleases. A dual targeting of the transcription factor NF-xB by a
minicircle allows inhibition in cellulo of a NF-kB-dependent transcription reporter system consistent
with a decoy activity induced by the minicircle.

Cisplatin is an anticancer drug whose pharmacological target is DNA. In several cancer cell lines, the
decrease of transcriptional activity of NF-kB has been linked to an increase in the sensitivity of cells to
cisplatin. We studied in cellulo whether the mechanism of inhibition of NF-xB by cisplatin could depend
on the platination of its consensus sequence using a novel application of the decoy strategy. We show
that cisplatin adducts, unlike those of transplatin (inactive isomer), decreases recognition of NF-xB to
its consensus sequence in vitro and in cellulo.

Decoy strategy with minicircle DNA will be developed to make the proof of concept of this approach at
the cellular level and further to demonstrate its biological effectiveness.

Keywords: Decoy, DNA minicircle, gene therapy, transcription factor NF-«xB, cisplatin.
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