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Introduction générale

Etant donné leur implication dans de nombreux processus biochimiques clés, les ARN sont maintenant

considérés comme des cibles thérapeutiques prometteuses. Toutefois, réussir à cibler spécifiquement un ARN

reste complexe en raison de leur diversité structurale et fonctionnelle. A ce jour, nos connaissances restent

donc limitées sur ce qui constitue un bon ligand d’ARN. En l’absence de toute approche rationnelle, une

stratégie de criblage pourrait permettre d’aboutir à l’élaboration de nouvelles molécules capables d’être spéci-

fiquement reconnues par des structures d’ARN, et d’interagir avec leurs fonctions biologiques.

Ce travail de thèse s’inscrit donc dans cette problématique. Pour y répondre, une méthode électrochimique

a été développée afin d’acquérir des informations qualitatives et quantitatives sur les interactions ARN/ligands,

et ce grâce à l’utilisation d’une molécule redox reporter. L’élaboration de la sonde utilisée pour cette méthode

tire parti de l’architecture d’une famille de ligands naturels des ARN: les aminoglycosides. Une fois cette mé-

thode développée, on peut imaginer l’utiliser pour cribler des bibliothèques de molécules et ainsi développer

de nouveaux ligands d’ARN. Ceci permettrait d’enrichir l’arsenal thérapeutique utilisé pour cibler les ARN,

mais également de contourner les phénomènes de résistance aux antibiotiques dont les aminoglycosides font

l’objet. En plus d’être adaptée pour du criblage haut débit, la méthode électrochimique peut s’avérer intéres-

sante pour développer des biocapteurs permettant de doser les aminoglycosides dans des milieux biologiques

complexes.

Le premier chapitre de ce manuscrit est consacré à une présentation générale des ARN et des aminogly-

cosides. Ce chapitre permettra de rappeler les notions essentielles à la bonne compréhension de la problé-

matique à laquelle nous tentons de répondre. Les différentes techniques analytiques généralement utilisées

pour détecter et quantifier les interactions ARN/aminoglycosides seront ensuite présentées. Après une brève

introduction à chacune de ces méthodes, une discussion critique tentera d’expliquer les raisons pour les-

quelles nous avons décidé de nous tourner vers une approche électroanalytique pour l’étude des interactions

ARN/aminoglycoside.

Le chapitre 2 présente les différentes stratégies employées pour la synthèse d’analogues des aminogly-

cosides. Après en avoir présenté certaines, nous montrerons comment nous sommes parvenus à synthétiser

différents analogues redox d’aminoglycosides. Nous nous attarderons ensuite sur l’étude d’une sonde, une

paromomycine marquée avec un groupement redox, et nous verrons comment celle-ci se comporte en pré-

sence d’ARN.
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Le chapitre 3 abordera la première étape de mise au point de la méthode de détection et de quantifica-

tion d’un complexe ARN/aminoglycoside en phase homogène par voie électrochimique. Nous introduirons la

preuve de concept en présentant les résultats obtenus pour la formation d’un complexe entre des ARN et un

aminoglycoside marqué par un groupement redox.

La chapitre 4 montre comment il est possible d’étendre ce concept à l’étude de molécules non marquées.

Pour cela, nous verrons comment l’analogue redox aminoglycoside est utilisé comme molécule reporter dans

des expériences de compétition. Ces expériences de compétition permettent de quantifier indirectement les

interactions entre un ARN et une molécule marquée. Egalement, des résultats préliminaires quant à l’applica-

tion de cette méthode électrochimique en vue d’expérience de criblage seront présentés.
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Chapitre I

Contexte scientifique

I - L’émergence des ARN comme nouvelle cible thérapeutique

Depuis ces dix dernières années, il a été démontré que les ARN possèdent un rôle central dans de nom-

breux processus de régulation cellulaire1 ce qui a amené la communauté scientifique à les considérer comme

de nouvelles cibles thérapeutiques très prometteuses.2,3 En effet, la diversité fonctionnelle des ARN est en lien

avec leur capacité à former des structures complexes. Ces différentes structures hautement organisées sont

capables d’interagir avec différents partenaires cellulaires (protéines, ARN, ADN, cations, métabolites). Dans

certains cas, ce sont de petites molécules exogènes qui vont interagir avec ces ARN et potentiellement interfé-

rer avec les mécanismes dans lesquels ils sont impliqués. Une connaissance incomplète de ces phénomènes

d’interaction nous a poussé à nous intéresser au développement d’une nouvelle méthode de détection et de

quantification de ces interactions. Ce premier chapitre se focalisera sur le contexte général dans lequel s’inscrit

ce projet. Après avoir présenté les caractéristiques physico-chimiques et fonctionnelles des ARN, nous verrons

pourquoi et comment les aminoglycosides ont été sélectionnés en tant que ligands d’ARN. Enfin, un état de

l’art des différentes techniques analytiques utilisées à ce jour dans ce contexte nous amènera à expliquer les

raisons d’une approche électrochimique pour cette étude.

I - 1) Généralités sur les ARN

a) Propriétés structurales des ARN

L’ARN ou acide ribonucléique, est une macromolécule biologique présente chez tous les êtres vivants.4 Il

provient de la séquence d’ADN (Acide Désoxyribonucléique) codant, obtenu après d’éventuelles modifications

post-transcriptionelles (épissage, méthylations, isomérisations,...). Sa structure repose sur un enchaînement

linéaire de nucléotides. Chacun de ces nucléotides est constitué d’un sucre, le ribose, d’un groupement phos-

phate et d’une base azotée. Il existe deux types de bases canoniques. Des bases purines, adénine (A) et

guanine (G) et des bases pyrimidines, cytosine (C) et uracile (U).4 Les nucléotides sont reliés entre eux par

une liaison phosphodiester impliquant l’oxygène du ribose en 3’ d’un premier nucléotide avec le phosphate en

5’ du nucléotide suivant formant ainsi une séquence linéaire (figure I.1).
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3. La structure tertiaire est un niveau d’organisation supérieur. Cette dernière correspond à un repliement

en trois dimensions. Cette structure est maintenue grâce aux liaisons hydrogènes entre nucléotides

plus ou moins éloignés dans la séquence ainsi qu’à des interactions d’empilement. De plus, il est im-

portant de souligner la contribution des cations monovalents (Na+) ou divalents (Mg2+) dans la stabilité

de ces structures tertiaires.11 En effet, les groupements phosphate chargés négativement à pH physio-

logique entraînent des forces de répulsion électrostatiques entre eux. Les cations présents en solution

permettent alors de stabiliser les structures d’ARN.

Contrairement à la structure primaire, les structures secondaire et tertiaire des ARN sont à l’origine de leur

diversité fonctionnelle. Dans ces conformations, les nucléotides peuvent soit remplir une fonction biologique

précise et/ou être capables de remplir un rôle structural dans l’architecture de l’ARN.

b) Fonctions biologiques des ARN

Les ARN sont capables de former des structures complexes et pré-organisées qui leur confèrent une

grande diversité fonctionnelle au sein des cellules. D’ailleurs, un type d’ARN donné peut remplir à lui seul dif-

férentes fonctions biologiques, ce qui traduit la richesse et la complexité de ces molécules. A titre d’exemple,

nous pouvons citer les ARN de transfert (ARNt) qui interviennent dans la traduction, servent d’amorce lors

de l’initiation de la transcription inverse des rétrovirus,12 jouent un rôle dans la synthèse de diverses molé-

cules,13,14. . . Une liste non exhaustive des différentes fonctions des ARN est rassemblée dans le tableau I.1.

Abréviation Nom complet Fonction

ARNm ARN messager code pour les protéines

ARNt ARN de transfert associe un codon de trois nucléotides à un acide aminé

ARNr ARN ribosomique décode l’information génétique

petits ARNnc petits ARN non codants

miARN micro ARN régulation de l’expression des gènes

siARN ARN interférent régulation de l’expression des gènes

ARNsn ARN nucléaire rôle dans l’épissage des introns

ARNsno ARN nucléolaire rôle dans la maturation de l’ARNr

longs ARNnc longs ARN non codants régulation de l’expression des gènes

TABLE I.1 – Les différents ARN et leurs fonctions.

Hormis l’ARNm qui conduit à la synthèse des protéines, tous les autres types d’ARN sont dits non-codants

(ARNnc). En effet, ils ne sont pas traduits en protéines mais interviennent dans plusieurs processus cellulaires.

Chez l’Homme, 98 % du génome est non codant.15 L’importance accordée aux 2 % restants pour leur capacité

à être traduits en protéines, a initialement conduit la communauté scientifique à considérer ces 98 % d’ADN

comme étant inutiles (junk DNA) car leur fonction biologique était mal connue. Il a fallu attendre 2007 et le

projet ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements) pour mettre en évidence l’importance de ces séquences

non codantes d’ADN. Il a été démontré que plus de 50 % de ces séquences sont malgré tout transcrites
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I - . L’ÉMERGENCE DES ARN COMME NOUVELLE CIBLE THÉRAPEUTIQUE

Le ribosome n’est pas seulement constitué d’ARN. Il compte également dans sa structure un nombre va-

riable de protéines ribosomiques suivant l’espèce. Il a été demontré que les ARNr n’avaient pas uniquement

un rôle structural, mais possédaient aussi une activité enzymatique: celle de catalyser la formation de la liai-

son peptidique. Le ribosome est donc une enzyme, parfois appelée ribozyme.28,29 Les propriétés catalytiques

des ribozymes sont en lien avec leur aptitude à se replier et ainsi former des structures tertiaires favorisant

la formation de cavités hydrophobes dans lesquelles peuvent venir se lier de petites molécules. Par ailleurs,

un des arguments permettant d’étayer l’hypothèse selon laquelle l’ARN ribosomique est porteur de la fonction

catalytique est d’ordre structural. Des études tridimensionnelles du ribosome ont permis de localiser le centre

actif qui permet la formation de la liaison peptidique. Celui-ci est proche de l’extrémité des deux ARNt pré-

sents dans les sites A et P du ribosome. Or, cette région du ribosome ne contient que de l’ARN ribosomique

et aucune protéine ribosomique. Par défaut, en l’absence de protéines, il a donc été admis que la catalyse ne

pouvait être effectuée que par l’ARN ribosomique lui-même. Aujourd’hui il est reconnu que c’est l’ARN riboso-

mique qui catalyse la formation de la liaison peptidique, et non les protéines qui n’ont apparemment qu’un rôle

de stabilisation structurale.4

Il existe d’autres exemples d’ARN pourvus d’une activité enzymatique tels que la RNase P qui catalyse la

maturation des ARNt,30 mais également certaines séquences d’ARN viral capables de coupure autocataly-

tique tel que le ribozyme "en tête de marteau"31 ("hammerhead").

Interférer avec l’activité catalytique d’un ribozyme est donc une approche largement étudiée afin de déve-

lopper de nouvelles voies thérapeutiques. Dans notre contexte d’étude, un exemple marquant est l’utilisation

de l’ARNr 16S de la petite sous-unité du ribosome des bactéries comme cible thérapeutique. Cette stratégie

passe par l’utilisation d’une famille de molécules, les aminoglycosides. Leur mode d’action consiste à interagir

au niveau du site A de l’ARNr 16S de la sous-unité 30S du ribosome procaryote. En interférant avec les pro-

priétés de reconnaissance de ce site A, l’ARNr ne sera plus en mesure de distinguer un ARNt correct d’un

mauvais au cours de la traduction. En conséquence, une augmentation du taux d’erreur dans la synthèse des

protéines est observée aboutissant alors à la mort cellulaire. Les phénomènes d’interaction ainsi que le mode

d’action des aminoglycosides sur l’ARNr procaryote seront détaillés dans la partie II - de ce chapitre (page

21).

4. Petits et longs ARN non codants

Depuis le début des années 2000, de nouveaux ARN non codants (ARNnc) ont été découverts.1 La mise

en évidence de leur implication dans de nombreux processus cellulaires et dans certaines maladies en lien

avec le vieillissement a permis de grandes avancées dans le domaine du diagnostic et la question se pose de

savoir si on peut en faire de bonnes cibles thérapeutiques.

Les micros ARN (miARN), présents chez les eucaryotes, sont de courtes séquences dont la taille est com-

prise entre 20 et 25 nucléotides. Ils sont connus pour jouer un rôle de régulateur post-transcriptionnel en étant

capable d’éteindre l’expression d’un gène. Pour ce faire, ils s’apparient à une séquence complémentaire d’un

ARNm cible entraînant alors une répression de la traduction ou encore la dégradation de cet ARNm.32 Il a
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été démontré que ces miARN sont impliqués dans de nombreux processus de régulation cellulaire tels que la

prolifération, la différenciation et l’apoptose.33

D’autres exemples de courts ARN non codants existent, tels que les ARN nucléaires (ARNsn) et les ARN

nucléolaires (ARNsno). Les ARNsn possèdent une longueur comprise entre 100 et 150 nucléotides selon les

espèces. Ils sont impliqués dans la régulation de l’épissage des ARNm. Les ARNsno, quant à eux, ont une

longueur comprise entre 60 et 300 nucléotides et sont contenus dans le nucléole des cellules eucaryotes. Ils

jouent un rôle dans la maturation des ARNr. Ils facilitent leur repliement et leur stabilisation en participant à

l’incorporation de modifications chimiques, les deux principales étant la pseudouridylation et la méthylation en

position 2’ du ribose. Ces derniers interviennent également dans la maturation du ribosome.34

Les longs ARN non codants sont une autre classe d’ARN. Sont considérés comme longs ARN non co-

dants, tous les ARN dont la séquence est supérieure à 200 nucléotides. Ceux-ci apparaissent comme étant

d’importants régulateurs du remodelage de la chromatine35 et des questions se posent sur leur potentielle

implication dans des maladies en lien avec le vieillissement.

I - 2) L’ARN en chimie médicinale: pourquoi et comment les cibler ?

Les ARN sont impliqués dans de nombreux processus biologiques et possèdent des rôles aussi variés que

complexes du fait de leurs différentes structures secondaires et tertiaires. Hormis leur fonction d’intermédiaire

dans le transfert de l’information génétique, les ARN sont essentiels dans divers phénomènes de régulation,

de catalyse, de cascades de signalisation cellulaire ou encore d’épissage.1,36,37 Même si les protéines sont

principalement visées lors de l’élaboration de nouveaux médicaments, de nombreux efforts sont maintenant

mis en œuvre pour également cibler les ARNnc. Depuis plusieurs dizaines d’années, des stratégies permettant

d’atteindre ces cibles plus originales ont ainsi été développées. L’aptitude des ARN à être de bonnes cibles

pour l’action des antibiotiques38,39 et de petits métabolites17,40 a donc été mise à profit pour la conception de

nouvelles voies thérapeutiques. Une possibilité consiste à cibler les séquences d’ARN tandis qu’une autre à

pour but de cibler une structure d’ARN. Par l’action de ligands d’ARN, il est possible de déréguler les proces-

sus dans lesquels ces ARNnc sont impliqués, à la fois chez les procaryotes et les eucaryotes. Peu de choses

sont cependant maîtrisées à ce sujet et cibler les ARN reste encore compliqué. Pour concevoir de tels ligands,

il est toutefois nécessaire de tenir compte de certaines particularités de l’ARN.

Comme précédemment mentionné, les ARN sont capables d’adopter des structures tertiaires, comportant

des boucles et des cavités leur permettant de lier spécifiquement de petites molécules. Cependant, l’étude de

leurs propriétés biologiques et structurales est souvent compliquée par la difficulté à les produire en quantité

et pureté suffisante. Ceci ne constitue pas le seul frein dans la recherche de bons ligands d’ARN, puisqu’il

est également nécessaire de respecter les contraintes relatives à leurs caractéristiques physico-chimiques. Le

squelette central des ARN, constitué de groupements phosphate chargés négativement à pH physiologique,

leur confère une nature polyanionique. De ce fait, les molécules d’ARN se retrouvent souvent entourées de

cations métalliques multivalents (ex: Mg2+), essentiels pour leur structure.11 Egalement, lorsqu’ils sont libres

en solution, les ARN sont fortement solvatés grâce à la présence de nombreux groupements polaires au sein
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des bases azotées et grâce à leur capacité à interagir avec un réseau organisé de molécules d’eau. En prenant

en compte toutes ces caractéristiques, un bon ligand d’ARN devra donc être capable de perturber ce réseau

de molécules d’eau mais devra aussi posséder un caractère cationique et être fortement polaire. Tous ces

critères peuvent donc rendre la conception de ligands d’ARN assez complexe. Il a également été démontré

que les ARN étaient dotés d’une grande souplesse structurale et que cette nature dynamique est essentielle

à leur activité. L’interaction avec un ligand peut même induire un changement conformationnel de la macro-

molécule, privilégiant ainsi une conformation parmi toutes celles en équilibre afin d’optimiser les interactions

avec ce ligand.41 Les stratégies envisagées pour cibler un ARN ne doivent donc pas uniquement reposer sur

un modèle statique, mais doivent donc prendre en compte cet aspect dynamique.

Compte tenu de tous ces critères, on comprend bien que la conception originale de ligands visant spéci-

fiquement des structures élaborées d’ARN reste difficile. Même les tentatives de modélisation de structures

d’ARN et de criblage virtuel pour la recherche de bons ligands d’ARN restent complexes à réaliser. Il faut en

effet tenir compte de leur nature dynamique et de la destabilisation de leur cage de solvatation en réponse

à une interaction avec un ligand.42 Une stratégie employée afin de simplifier la conception de ligands d’ARN

consiste à s’inspirer des aminoglycosides. Ces molécules sont des ligands naturels des ARN, c’est pourquoi

de nombreuses approches tirent parti de leur structure afin de développer des molécules capables d’interagir

avec l’ARN.

II - Les aminoglycosides

II - 1) Une famille d’antibiotiques à l’architecture conservée

Les aminoglycosides sont une famille de produits naturels synthétisés par des bactéries de la famille des

Actinomycètes et largement connue pour son action antibactérienne.43 En effet, ces molécules possèdent un

large spectre d’action et sont notamment utilisées lors de graves infections par des bactéries à Gram-négatif

ou par des bactéries multi-résistantes.44 Cependant, des phénomènes de résistance et plusieurs effets se-

condaires45 (ototoxicité, toxicité rénale,...) limitent leur usage en grandes quantités et de façon systématique

en cas d’infection. Toutefois, avec une action rapide et dose-dépendante contrôlée, les aminoglycosides pré-

sentent de grands avantages thérapeutiques et sont couramment utilisés en tant qu’antibiotiques. De plus,

cette famille de molécules a été largement étudiée pour mieux comprendre les interactions ARN/ligands. En

effet, leur capacité à reconnaître des ARN de structure et de nature différentes leur a permis d’être considérés

comme des ligands universels d’ARN. Etudier leur comportement dans leur contexte d’action sur les ARNr

constitue donc un très bon point de départ pour mieux comprendre les caractéristiques de ce qui fait un bon

ligand d’ARN. Ceci pourrait ainsi contribuer à la conception de nouvelles molécules à visée thérapeutique.

Les molécules appartenant à cette famille d’antibiotiques possèdent un motif central aminocylitol, le plus

souvent la 2-deoxystreptamine (DOS, en bleu sur la figure I.9). D’autres aminoglycosides peuvent toutefois

provenir d’un motif central streptamine ou streptidine dans le cas de la streptomycine. Le motif DOS peut être

lié à un ou plusieurs sucres porteurs de nombreuses fonctions amines qui, selon leur position, aboutissent à

différents sous-groupes d’aminoglycosides. Comme indiqué sur la figure I.10, la DOS peut être monosubstitué
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16S/aminoglycosides a ici été mentionnée à titre d’exemple mais d’autres séquences d’ARN ont été analysées

par cette méthode, telles que la séquence TAR (pour Transactivation Responsive Element) de l’ARN du VIH-1.

Nous l’avons mentionné, la séquence TAR est une tige-boucle comportant un bulge interne située près de

l’extrémité 5’ du transcrit du VIH et possède deux sites de liaison. L’un pour une protéine Tat et l’autre pour une

protéine cellulaire appelée cycline T.79 La fixation de la protéine Tat à la séquence TAR augmente de façon

importante le taux de transcription de l’ARN viral. Perturber cette interaction, notamment par l’usage des ami-

noglycosides, est une approche antivirale intéressante pour cibler le VIH. Les phénomènes de reconnaissance

avec la néomycine ont été étudiés par ESI-MS en présence soit, de la séquence TAR seule, soit du complexe

Tat-TAR. Il a été démontré que trois sites séquentiels capables de fixer la néomycine étaient présents sur la

séquence TAR alors que seulement deux sites étaient présents dans le cas du complexe tat-TAR pré-formé.80

L’ESI-MS permet de déterminer en phase gazeuse l’affinité d’un ligand pour sa cible ARN et la stœchio-

métrie de formation de ce complexe en suivant les modifications de poids moléculaire.81 Contrairement aux

autres technique de MS, l’ESI-MS est considérée comme étant une technique douce puisque l’ionisation des

molécules se déroule sous pression atmosphérique et à température ambiante ce qui permet aux échantillons

de ne pas être fragmentés. Elle permet l’analyse de molécules pouvant aller jusqu’à 500 kDa et nécessite

généralement de faibles quantités d’échantillon. Moins de 50 µL d’une solution d’acide nucléique à 1-10 µM

sont suffisants. L’ESI-MS permet une analyse rapide, automatisable et est considérée comme une méthode

très sensible puisqu’elle possède une limite de détection de l’ordre de la picomole.82

A l’inverse, un inconvénient majeur est son équipement coûteux et la nécessité de faire appel à un ex-

périmentateur qualifié. Ceci limite son utilisation en routine et la rend peu adaptée à une utilisation pour des

expériences de criblage. Plus important encore, l’ESI-MS ne permet pas l’utilisation de solutions apolaires ni de

solutions contenant de fortes concentrations en sels.71 Pour l’ESI-MS, la nature des espèces présentes dans

l’échantillon joue un rôle déterminant dans la sensibilité et la précision des mesures. Généralement, les ARN

nécessitent d’être solubilisés dans des solutions tampon contenant des cations métalliques afin d’empêcher

les phénomènes de répulsion entre les groupements phosphate et ainsi stabiliser leur structure secondaire

ou tertiaire. Comme mentionné précédemment, une analyse par ESI-MS peut donc être influencée par la pré-

sence de ces cations. Ils peuvent en effet influer sur l’abondance relative de l’échantillon, lui aussi, sous forme

ionisée. La formation de potentiels adduits peut également interférer avec la détection des molécules d’inté-

rêts. Cela complique la détermination et la précision de la masse moléculaire si certains adduits ne sont pas

séparés des ions de la molécule protonée. L’ESI-MS est donc une technique puissante en terme de détection

mais n’est pas la méthode de choix pour effectuer des mesures quantitatives impliquant les acides nucléiques.

De plus, l’utilisation de cette méthode nécessite de mélanger la solution d’échantillon à un solvant organique

(Acétonitrile, Méthanol ou Isopropanol le plus souvent), pouvant rendre les résultats peu représentatifs des

conditions physiologiques.
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virus du VIH. Les aminoglycosides ayant également la capacité de reconnaître la séquence RRE, leur fonction

antivirale a été largement étudiée. Hendrix et son équipe ont ainsi pu observer par SPR la présence de trois

sites de fixation de la néomycine sur une séquence d’ARN comportant le site RRE, chaque site possédant

une affinité submicromolaire (KD « 200 nM). La PRM a elle aussi été étudiée, et son affinité a été déterminée

comme étant 15 fois inférieure (KD « 3 mM) à celle de la néomycine.48

La SPR est une méthode rapide et automatisable qui donne accès en temps réel à des données ther-

modynamiques et cinétiques. Il est possible de détecter des constantes cinétiques comprises entre 103< kon

<106 M-1.s-1 pour les phénomènes d’association et 10-5< koff <10-1 s-1 pour les phénomènes de dissociation.85

Egalement, cette méthode est souvent utilisée dans des stratégies de criblage où les phénomènes de recon-

naissance de chaque molécule pour une même cible sont comparées. C’est une technique qui nécessite de

faibles quantités d’échantillon immobilisé86 (nanomoles) ce qui est un avantage majeur dans l’analyse de mo-

lécules telles que les acides nucléiques.

Cette technique présente malgré tout plusieurs inconvénients. Elle n’est pas adaptée aux molécules de pe-

tites taille (< 1000 g/mol) car elles génèrent de trop faibles variations de signal. Un autre paramètre important

lors d’une analyse par SPR est le RII (Refractive Index Increment) qui correspond à la variation de l’indice

de réfraction en fonction de la concentration d’un échantillon à une température, une longueur d’onde et un

type de solvant donnés. Les valeurs de RII ne sont généralement pas corrigées lorsqu’il s’agit de la forma-

tion d’un complexe équimolaire entre deux molécules de même nature (ex: protéine-protéine). Cependant, il

devient nécessaire d’appliquer un facteur de correction à ces RII dès lors que l’on étudie deux partenaires

moléculaires de nature différente et dont la stœchiométrie de formation du complexe est inconnue ou supé-

rieure à 1.89 En SPR, un traitement rigoureux de ces valeurs de RII est donc nécessaire pour la fiabilité des

études quantitatives. Il est également important de rappeler que la SPR est une technique mesurant les in-

teractions moléculaires au voisinage d’une interface, et qu’elle nécessite donc d’immobiliser une molécule sur

une surface. Cela nécessite de prendre en compte la position à fonctionnaliser sur le récepteur afin de ne pas

interférer dans les phénomènes de reconnaissance.90 Egalement, la nature et la longueur du bras espaceur

permettant le greffage est un autre facteur à prendre en considération. Une fois le récepteur immobilisé, celui-

ci doit conserver une mobilité et une flexibilité suffisante pour permettre l’interaction avec son ligand. Enfin, il

est important de souligner que les valeurs de KD obtenues par cette méthode sont représentatives de phéno-

mènes se produisant en phase hétérogène et ne sont pas si facilement comparables à celles déterminées en

solution.

III - 3) Spectroscopie de fluorescence

La spectroscopie de fluorescence est une technique courante en chimie analytique lorsqu’il s’agit d’étudier

des interactions. Son principe repose sur l’excitation d’une molécule à une longueur d’onde donnée. En ab-

sorbant ces photons, cette molécule va alors passer dans un état électroniquement excité.91 Cet état étant

instable, la molécule va restituer son excédent énergétique sous forme d’un rayonnement lumineux de plus

faible énergie appelé "fluorescence" et va ainsi revenir à son état fondamental (figure I.25). Plusieurs mé-

thodes de spectroscopie de fluorescence permettent d’étudier la reconnaissance entre un ARN et son ligand.
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une grande variabilité dans la valeur du KD reportée dans la littérature. Cette variabilité s’explique en partie par

la grande diversité des conditions expérimentales utilisées (tampon, force ionique, pH , température, . . . ) mais

aussi par un manque de fiabilité et de robustesse de certaines techniques. Une discussion s’ouvre alors au

sujet de la pertinence de la technique et des conditions réactionnelles à utiliser afin de réaliser une étude plus

représentative des phénomènes se déroulant en conditions physiologiques. Dans ce contexte l’utilisation de

l’électrochimie semble constituer une approche intéressante, à la fois par son aspect original (très peu d’études

font appel à cette technique pour détecter et quantifier les interactions ARN/ligand en phase homogène) mais

également pour des questions pratiques (technique simple, rapide et économique).

La suite de ce manuscrit de thèse va donc présenter la mise au point de la technique développée dans

le cadre de ce projet. Nous allons dans un premier temps décrire les sondes électrochimiques qui ont été

développées dans le cadre de cette thèse et ensuite montrer comment la formation de complexe en présence

d’ARN a été caractérisée (chapitre II). Le chapitre III portera sur l’utilisation de ces sondes pour une détection

et une quantification des phénomènes de reconnaissance entre les aminoglycosides et les ARN par voie

électrochimique. Le dernier chapitre (chapitre IV) portera sur des études de compétition entre notre sonde

électroactives et différents aminoglycosides en vue d’une stratégie de criblage de molécules pouvant constituer

de bons ligands d’ARN.
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Technique analytique KD Tampon Sensibilité Avantages Inconvénients

ESI-MS

Non destructive (aucune fragmentation) Equipement coûteux

110 nM77 (PRM) 50 mM NH4OAc/10 % isopropanol Aucun marquage Peu simple à utiliser

pM Peu d’échantillon Intolérance aux sels

52 nM76 (néomycine) 150 mM NH4OAc/50 % isopropanol Rapide

Automatisable

SPR

0.2 µM88 (PRM) HEPES 10 mM pH 7.4, 150 mM NaCl, 3 mM EDTA Informations thermodynamiques et cinétiques Mesure en phase hétérogène

7.8 µM88 (néamine) nM Rapide Taille des échantillons

19 nM88 (néomycine) Automatisable Modification chimique pour immobilisation

Fluorescence

0.132 µM97 (néomycine) 20 mM HEPES pH 7.4, 140 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM CaCl2 Simple Marquage des molécules

pM Rapide Artéfacts de mesures (photo-bleaching

1.85 µM97 (PRM) Très sensible Temps d’observation < 1 s

Microarray

Economie d’échantillon Equipement coûteux

1.9 µM121 (tobramycine) 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 4 mM MgCl2 nM Rapide Double modification (récepteur et ligand)

Mesure en phase hétérogène

Précision d’immobilisation de l’échantillon

ITC

Aucun marquage Grande quantité d’échantillon

27 nM46 (PRM) 10 mM cacodylate de sodium pH 5.5, 0.1 mM EDTA, 150 mM NaCl pM Aucune limite de taille Très sensible à l’environnement

Accès à tous les paramètres thermodynamiques

RMN

35 µM113 (néomycine) Equipement

36 µM113 (PRM) 10 mM KPO4 pH 6.5, 50 mM KCl Simple Grande quantité d’échantillon

55 µM113 (néamine) mM Taille de l’échantillon

125 µM113 (paromamine) Rapide Sensibilité

0.2 µM52 (PRM) 10 mM Na2HPO4 pH 6.452 Marquage isotopique

TABLE I.3 – Comparatif des techniques utilisées pour l’étude des interactions entre l’ARN 16S et les aminoglycosides.
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Chapitre II

Synthèse de sondes ferrocéniques et étude des phénomènes

de reconnaissance en présence d’ARN

I - Stratégies de synthèse d’analogues des aminoglycosides

En raison de leur capacité à reconnaître différentes structures d’ARN, les aminoglycosides ont été large-

ment utilisés pour l’étude des interactions ARN/ligands.44 Dès lors, ces molécules ont constitué un bon point

de départ pour la conception de nouveaux ligands d’ARN et de nombreuses stratégies de synthèse ont été en-

visagées à partir de leur structure. Certaines reposent sur la simplification de leur squelette, très fonctionnalisé,

afin de diminuer la toxicité des aminoglycosides et/ou de leur permettre d’échapper aux mécanismes enzy-

matiques aboutissant aux phénomènes de résistance.99 D’autres approches sont employées pour développer

des molécules plus affines et plus spécifiques des acides nucléiques.129,130

Les quelques exemples que nous allons mentionner ne fournissent qu’un bref aperçu des méthodes em-

ployées pour la synthèse d’analogues ou de molécules mimant les aminoglycosides. Après avoir abordé ces

différentes approches, nous verrons comment nous avons procédé pour synthétiser des sondes utilisables

pour des études électroanalytiques. Nous verrons ensuite comment l’une d’entre elle, la sonde ferrocène-

paromomycine, interagit avec l’ARN grâce à des résultats obtenus par RMN et par ITC.

I - 1) Approche par synthèse totale et hémisynthèse

Bien que complexe, la synthèse totale de certaines aminoglycosides a déjà été réalisée.131,132 Toutefois,

elle ne constitue pas l’approche préférentielle pour synthétiser des analogues d’aminoglycosides. Les nom-

breuses étapes de protection et de déprotection ainsi que la nécessité de contrôler la diastéréosélectivité à

chaque étape rendent le processus laborieux. Ces synthèses totales multi-étapes très complexes conduisent

généralement à de faibles rendements finaux et c’est pourquoi des méthodes d’hémisynthèse ont été déve-

loppées. Ainsi, de nombreux analogues ont pu être synthétisés à partir du composé naturel produit à l’échelle

industrielle par des souches optimisées de Streptomyces. Les approches par hémisynthèse démarrent gé-

néralement par une première étape d’hydrolyse en milieu acide où les motifs minimaux nécessaires à la

reconnaissance avec les ARN sont conservés, avant d’être modifiés chimiquement dans différentes étapes

de synthèse. Comme indiqué sur la figure II.1, ce sont généralement le motif central de la 2-déoxystreptamine

(2-DOS) ou encore les parties paromamine et néamine qui sont conservés en fonction de la force de l’acidité
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CHAPITRE II. SYNTHÈSE DE SONDES FERROCÉNIQUES ET ÉTUDE DES PHÉNOMÈNES DE
RECONNAISSANCE EN PRÉSENCE D’ARN

IV - Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons pu voir comment trois sondes électroactives ont pu être synthétisées en

faisant appel à une stratégie de synthèse simple. L’approche ici employée ne nécessite pas de passer par

de nombreuses étapes de protection et de déprotection succesives. Cependant, la principale difficulté quant

à l’obtention de ces composés réside dans leur mode de purification. Ce problème a pu être résolu grâce

à l’utilisation d’une chromatographie sur gel de silice, bien qu’elle ne constitue pas la meilleure méthode du

fait de la grande polarité des aminoglycosides. Parmi ces sondes, la FcPRM a été étudiée par RMN et par

ITC afin de caractériser son interaction avec l’ARNr 16S23, un analogue du site A de l’ARNr 16S. Grâce aux

études réalisées par RMN 1H, nous avons pu observer la formation d’un complexe entre la sonde FcPRM et

l’ARNr 16S. Une TOCSY 2D a ensuite été réalisée afin d’identifier clairement les nucléotides impliqués dans

la formation de ce complexe. Les résultats obtenus par cette expérience semblent démontrer que la sonde

FcPRM partage le même site de fixation que la paromomycine non marquée. Nous pouvons donc affirmer que

cette sonde n’influence pas les phénomènes de reconnaissance avec l’ARNr. Une valeur de KD de la sonde

FcPRM pour l’ARNr 16S à également été déterminée par ITC autour de 9 µM. Reste maintenant à savoir,

si cette valeur est correcte. Par manque de temps, le comportement des deux autres sondes électroactives,

Fc-néamine et Fc-DACP, n’a malheureusement pas été étudié en présence d’ARN. Il serait intéressant de

poursuivre ces travaux afin de les caractériser aussi bien par ITC que par voie électrochimique. C’est d’ailleurs

sur cet aspect que va se concentrer le chapitre qui suit.
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Chapitre III

Détection et quantification des interactions ARN/ligands par

voie électrochimique

Une comparaison des méthodes analytiques généralement utilisées pour la détection et la quantification

des interactions ARN/ligand a été faite dans le chapitre introductif (cf. partie III - 8) chapitre 1, en page 54). Au

vu des avantages et des inconvénients inhérents à chaque technique analytique, il est important de pouvoir

continuer à les faire évoluer en les rendant toujours plus simples, rapides, performantes . . . ou en propo-

sant de nouvelles approches. Dans ce contexte, les techniques électroanalytiques apparaissent comme étant

une alternative pertinente, d’autant que très peu d’exemples mentionnent leur utilisation pour le suivi d’une

reconnaissance entre un ARN et des aminoglycosides. Les quelques exemples123–125,167 décrits jusqu’alors

reposent exclusivement sur des méthodologies se déroulant à la surface d’une électrode et non pas en phase

homogène. La technique électrochimique développée dans le cadre de cette thèse constitue une approche

novatrice puisqu’elle ne nécessite pas de modification de l’ARN et permet d’étudier les phénomènes de recon-

naissance ARN/aminoglycosides en phase homogène.

I - Présentation des techniques électrochimiques et travaux antérieurs

Les méthodes électrochimiques peuvent être divisées en plusieurs catégories selon la nature de la gran-

deur physique contrôlée et de celle qui est mesurée.168 On distingue:

— la chronoampérométrie, où le courant est mesuré en fonction du temps à un potentiel fixe imposé.

— la voltamétrie linéaire ou cyclique, durant laquelle le potentiel est balayé linéairement en fonction du

temps et le courant mesuré.

— la potentiométrie, qui consiste à mesurer le potentiel en circuit ouvert (courant nul) à une électrode en

fonction du temps.

Le dispositif expérimental classique en électrochimie consiste en un montage à trois électrodes plongées

dans une solution électrolytique (figure III.1). L’électrode de travail (WE), où se déroule la transformation chi-

mique, est portée à un potentiel donné par rapport à une électrode de référence, appelée Ref (électrode au

calomel saturé, Ag/AgCl, . . . ). L’électrode de travail est chimiquement inerte et ne réagit donc ni avec la solution

électrolytique, ni ne se transforme par l’application d’un potentiel à l’interface électrode/solution. L’application

d’une surtension suffisante à la surface de la WE permet de déclencher un processus redox. Afin de mesurer
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CHAPITRE III. DÉTECTION ET QUANTIFICATION DES INTERACTIONS ARN/LIGANDS PAR VOIE
ÉLECTROCHIMIQUE

ipa (en nA) pour [FcPRM] = 33 µM

Albumine de sérum bovin (BSA) 90 ˘ 8,1 nA (sur 6 mesures)

Polyvinylpyrrolidone (PVP) 79 ˘ 27,1 nA (sur 10 mesures)

TABLE III.1 – Comparaison des courants selon l’utilisation de BSA ou de PVP pour une solution en sonde

FcPRM à 33 µM dans un tampon 10 mM KPO4 pH 6.5, 50 mM KCl.

Cette différence d’intensité de courant peut être expliquée par le fait que:

— le PVP passive partiellement l’électrode et donc a pour effet de réduire l’intensité du courant.

— la BSA est responsable d’un gain en courant en raison de son point isoéléctrique situé aux alentours

de 4.8 dans l’eau à 25°C. La BSA est donc chargée négativement et autorise, via des interactions

électrostatiques, une légère préconcentration de la sonde redox (chargée positivement) à la surface de

l’électrode.

En raison de la bonne reproductibilité des mesures et du léger gain de sensibilité par rapport au PVP, nous

avons décidé d’utiliser la BSA. Ainsi, toutes les mesures réalisées par la suite ont fait appel à cette étape de

pré-conditionnement des électrodes par la BSA.

De façon générale, les aminoglycosides possèdent une solubilité limitée, que ce soit en solvant organique

ou en solution aqueuse. Il est donc important de vérifier que les solutions mères de FcPRM sont stables dans

le temps. De plus, en raison des conditions d’élution utilisées pour la purification de la sonde FcPRM par chro-

matographie sur colonne (cf. chapitre II), il est probable le solide isolé contient de la silice. Une fois la sonde

FcPRM solubilisée, il est donc indispensable de s’assurer de la concentration exacte de la solution mère avant

d’entreprendre toute expérience électroanalytique. Une façon de s’assurer de la valeur de la concentration est

d’utiliser l’équation théorique 3 qui relie l’intensité de courant à la concentration. Cependant, une donnée reste

encore inconnue, le coefficient de diffusion D pour la sonde FcPRM.

Le coefficient de diffusion D de la sonde FcPRM a donc été déterminé à l’aide de la méthode qui suit. Les

voltamogrammes d’une même solution en FcPRM, ont été successivement enregistrés dans des conditions

stationnaires puis hydrodynamiques. Les mesures en conditions hydrodynamiques font appel à un dispositif

rotatif dont nous décrirons le principe en partie III - 1). En tirant parti des équations d’intensité de courant pour

chacun de ces deux régimes de diffusion, il a été possible d’en déduire une expression nous permettant d’avoir

accès à la valeur du coefficient de diffusion D sans avoir à connaître précisément la concentration de FcPRM

en solution. Rappelons que pour un voltamogramme en conditions stationnaires, l’intensité de courant de pic

est donné par la relation:

ip1 = 0.446 nFS Csol

Red

a

DRed

c

nFv

RT

Egalement, l’intensité de courant de pic dans des conditions hydrodynamiques de gouttelette tournante est

donnée par la relation suivante (équation de Levich corrigée, explicitée en partie III - 1), page 114):

ip2 = 0.465 nFS D
2{3
Red

v−1{6ω1/2Csol

Red
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II - . DÉTECTION ÉLECTROCHIMIQUE DE L’INTERACTION ARNR 16S23/SONDE ÉLECTROACTIVE

En enregistrant successivement des voltamogrammes dans les deux régimes de transport pour une même

solution de FcPRM et en faisant le rapport de ces deux équations, on obtient:

ip1

ip2
=

0.446 nFS Csol

Red

?
DRed

c

nFv

RT

0.465 nFS D
2{3
Red

v−1{6ω1/2 Csol

Red

=

0.446
?
DRed

c

nFv

RT

0.465 D
2{3
Red

v−1{6 ω1/2

= D
−1{6
Red

ˆ
0.446

c

nFv

RT

0.465 v−1{6ω1/2

en utilisant les paramètres suivants173: v la vitesse de balayage (à 0.1 V.s-1), v la viscosité de la solution (0.01

cm2.s-1 à 25°C), ω la vitesse de rotation de l’électrode tournante (2500 rpm, soit 262 rad.s-1), F la constante

de Faraday, R la constante des gaz parfaits et T la température (298 K).

On obtient alors l’expression suivante permettant de déterminer la constante de diffusion D:

DRed = -1/6

d

ip1

0.0543 ˆ ip2
(5)

La détermination de D a été effectuée dans le tampon 10 mM MES pH 5.5, contenant 150 mM de NaCl et 0.1

mM EDTA, à 25°C et en faisant tourner l’électrode à une vitesse de 2500 rpm. Nous avons ainsi pu déterminer

un coefficient de diffusion D pour la sonde FcPRM égal à D = 2 ˘ 1.10-6 cm2.s-1 (moyenne sur dix mesures).

Après avoir déterminé la valeur de D pour la sonde FcPRM, nous avons cherché à tirer parti d’une mesure

par chronoampérométrie sur une gouttelette tournante afin de connaître la concentration d’une solution mère

de FcPRM. A partir du courant stationnaire qui est mesuré à + 0.5 V vs. Ag/AgCl et en utilisant l’équation

théorique de la page 104 qui relie l’intensité de courant à la concentration en espèce électroactive en solution,

il devient alors possible de déterminer la concentration en solution FcPRM utilisée. La figure III.14 donne un

exemple de chronoampérogramme obtenu lors d’une expérience de vérification de la concentration.

En lisant la valeur du courant de plateau, il est possible de déterminer la concentration de la solution en

sonde FcPRM grâce à la relation rappelée ci-dessous:

ipl = 0.465 nFS D
2{3
Red

v-1/6 ω1/2 Csol

Red

d’où:

Csol

Red =
ipl

0.465 nFS D
2{3
Red

v-1/6 ω1/2
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II - . DÉTECTION ÉLECTROCHIMIQUE DE L’INTERACTION ARNR 16S23/SONDE ÉLECTROACTIVE

Nous avons pu voir au cours de cette partie que plusieurs ajustements ont été nécessaires afin de pou-

voir utiliser la sonde FcPRM. Son utilisation s’est accompagnée de plusieurs difficultés: irreproductibilité des

valeurs de courant, incertitude sur la concentration en sonde et faible stabilité de celle-ci en solution. En met-

tant au point un protocole de préparation des électrodes et de vérification des concentrations, nous sommes

parvenus à un meilleur contrôle des mesures. Malgré cela, des inconvénients inhérents à la préparation des

électrodes sérigraphiées apportent également de la variabilité dans les mesures. Ces électrodes sont sérigra-

phiées au sein du laboratoire et de ce fait chaque lot est différent selon l’expérimentateur, la qualité des encres

de sérigraphie utilisées, . . .

Toutes ces difficultés ont finalement pu être minimisées grâce à l’établissement du protocole suivant:

1. Nettoyage des électrodes sérigraphiées à l’éthanol absolu avant toute manipulation. En vue des ex-

périences à mener en présence d’ARN, un nettoyage des électrodes à l’éthanol absolu s’est avéré

indispensable afin de garantir une surface de travail libre de toutes traces de RNases, susceptibles de

dégrader l’ARN. Egalement, un matériel entièrement stérile et "RNase-free" (pipettes, cônes, paillasses,

. . . ) a été utilisé.

2. Préparation d’une solution mère fraîche de sonde FcPRM dans le tampon MES quotidiennement, suivi

de la vérification systématique de sa concentration par chronoampérométrie en conditions hydrodyna-

miques

3. Réalisation des expériences de titration dans une gouttelette déposée sur une cellule électrochimique

sérigraphiée et normalisation des courants mesurés par rapport à celui de départ. Ceci permet de ne

prendre en compte que l’amplitude de chute du signal lors des expériences de titration.

4. Répétition des expériences un grand nombre de fois avec différentes cellules électrochimiques sérigra-

phiées, afin de vérifier la validité des résultats.

Une fois les propriétés électrochimiques de la sonde FcPRM déterminées, nous avons pu envisager de

caractériser son interaction avec différentes structures d’ARN. A l’exception des études cinétiques, la totalité

des mesures électrochimiques présentées ont été réalisées par voltamétrie cyclique dans un tampon 10 mM

MES pH 5.5, contenant 150 mM de NaCl et 0.1 mM EDTA, en balayant de 0.1 à 0.7 V (vs. Ag/AgCl) à v = 0.1

V.s-1.

II - 2) Détermination de la constante de dissociation entre la sonde FcPRM et l’ARNr

16S23

Après avoir caractérisé la sonde FcPRM puis avoir élaboré un protocole permettant de contrôler les as-

pects quantitatifs de cette molécule libre en solution, nous nous sommes intéressés à son interaction avec

l’ARNr 16S23. Le premier objectif a été de vérifier que la molécule FcPRM interagit avec cet ARNr et que

cette interaction peut être détectée par voie électrochimique. En partant d’une concentration fixe en FcPRM

et en additionnant progressivement de l’ARN, on peut s’attendre à ce que le courant diminue en raison d’une

diminution du coefficient de diffusion de la sonde FcPRM, une fois liée à l’ARN.
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sonde FcPRM. Cette dilution de la concentration initiale en sonde FcPRM est corrigée lors de l’exploitation des

résultats. Pour cela, les valeurs de courants de pics anodiques mesurés sont multipliés par un facteur correctif

Dfactor = V0{V (après injection). On obtient alors des valeurs de courant, corrigées de la dilution grâce à l’opération

suivante: icorr = ipaˆDfactor. L’évolution des courants de pics non corrigés, puis corrigés des effets de la dilution

suivent un profil tels que ceux montrés sur la figure III.17 - b. Enfin, les courants de pics anodiques corrigés

ont été normalisés par rapport au courant de pic anodique initial de la sonde FcPRM seule en solution, afin de

rentre compte de l’amplitude de chute du signal lié à la formation du complexe ARNr 16S23/FcPRM. Notons

également qu’entre chaque addition d’ARN à la gouttelette, nous avons attendu quelques secondes pour que

le signal se stabilise de manière à être à l’équilibre.
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ia = 0.446 nFS

c

nFva

RT
︸ooooooooooomooooooooooo︸

α

CRed

a

DRed

= α CRed

a

DRed

L’expression de I s’écrit donc:

I = ilibre + iliée

= α
(

a

Dlibre Clibre +
a

Dliée Cliée

)

En utilisant les expressions des fractions molaires (χ) pour les formes libre et liée de la sonde FcPRM, χlibre =
Clibre
Ctot

et χliée =
Cliée
Ctot

, l’expression de I devient:

I = α
(

a

Dlibre χlibre Ctot +
a

Dliée χliée Ctot

)

= α Ctot

(

a

Dlibre χlibre +
a

Dliée χliée

)

= α Ctot

a

Dlibre
︸ooooooomooooooo︸

I0

(

χlibre +

d

Dliée

Dlibre
χliée

)

= I0

(

χlibre +

d

Dliée

Dlibre
χliée

)

I

I0
= χlibre +

d

Dliée

Dlibre
χliée

En posant,
b

Dliée
Dlibre

=
Iliée
Ilibre

, on a alors:

I

I0
= χlibre +

(

Iliée

Ilibre

)

(1− χlibre) (6)

Cette équation générale exprime la variation de courant due à une modification de la vitesse de diffusion d’une

sonde électrochimique en solution.

L’expression de la constante de dissociation K˚
D

pour l’équilibre de dissociation d’un complexe de stoechiome-

trie 1:1 entre l’ARNr 16S23 et la sonde FcPRM s’exprime de la façon suivante:

K˚
D

=
[FcPRM]libre ˆ [ARN]libre

[FcPRM{ARN]

avec [FcPRM] = [FcPRM]libre + [FcPRM{ARN]

et [ARN] = [ARN]libre + [FcPRM{ARN]

D’où:

K˚
D

=
([FcPRM] − [FcPRM{ARN]) ˆ ([ARN] − [FcPRM{ARN])

[FcPRM{ARN]

[FcPRM{ARN]2
︸ooooooooomooooooooo︸

x2

− (KD + [FcPRM] + [ARN])
︸ooooooooooooooomooooooooooooooo︸

b

.[FcPRM{ARN] + ([FcPRM].[ARN])
︸oooooooooomoooooooooo︸

c

= 0
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On reconnaît un polynome du second degrés que l’on peut alors résoudre:

∆ = (K˚
D
+ [FcPRM] + [ARN]) 2 − 4 ([FcPRM][ARN])

Ce polynome possède deux solutions, dont seulement une est possible:

[FcPRM{ARN] =
K˚
D
+ [FcPRM] + [ARN] −

?
∆

2

En introduisant cette expression dans l’équation 6, on peut alors en déduire l’expression finale 7 qui exprime

la valeur du courant en fonction des concentrations en espèces initialement présentes en solution lorsque l’on

se place dans le cas d’un équilibre statique:

I

Ilibre
=

(

1−
K˚
D
+ [FcPRM] + [ARN] −

a

(K˚
D
+ [FcPRM] + [ARN])2 − 4[FcPRM][ARN]

2[FcPRM]

)

(

1−

(

Iliée

Ilibre

))

(7)

avec I l’intensité de courant de pic de la sonde FcPRM enregistrée à une concentration donnée d’ARN, Ilibre

l’intensité de courant de pic obtenue pour la sonde FcPRM seule, Iliée l’intensité de courant de pic obtenue

pour une concentration infinie d’ARN, [FcPRM] et [ARN] les concentrations totales en sonde et en ARN dans

la gouttelette de mesure.

Compte tenu du schéma carré précédemment décrit, l’autre option est d’envisager un équilibre réactionnel

dynamique. Dans ce cas, le signal moyenné représentatif des formes libre et liée en solution doit être pris

en considération dans l’expression du K˚
D

. On peut le démontrer d’une façon similaire à l’équilibre statique

précédent, où I = ilibre + iliée. La différence ici, consiste à introduire une espèce "intermédiaire" illustrant

la réaction d’association et de dissociation très rapide se produisant en solution. De ce fait, cette espèce

possède un coefficient de diffusion apparent Dapp qui prend en compte les deux formes de la sonde: Dapp =

χlibreDlibre + χliéeDliée. L’expression du courant devient alors:

I = α Clibre
a

Dapp + α Cliée

a

Dapp

= α
a

Dapp (Clibre + Cliée)

= α
a

Dlibre χlibre + Dliée χliée (Clibre + Cliée)

= α
a

Dlibre χlibre + Dliée χliée (χlibreCtot + χliéeCtot)

= α Ctot

a

Dlibre

d

χlibre +
Dliée

Dlibre
χliée (χlibre + χliée)

= I0

d

χlibre +
Dliée

Dlibre
χliée (χlibre + χliée)

On obtient alors:
I

I0
=

a

χlibre + (1− χlibre) ˆ
(

Iliée

Ilibre

)2

(χlibre + χliée) (8)

On procède de façon similaire à la démonstration en conditions d’équilibre statique, en introduisant l’expression

du K˚
D

dans l’équation 8. Finalement, on parvient à l’équation 9) qui est valable pour des conditions d’équilibre

dynamique:
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Dans le cas de la gouttelette tournante, cette équation de Levich doit être corrigée d’un facteur lié à la

géométrie du système ce qui conduit à une expression où la constante dans le facteur δ est remplacé par

2.15. L’équation de Levich s’exprime alors de la façon suivante173:

ipl,corrigé =
nF DRed C

˝
Red

δcorrigé

avec δ = 2.15 D1{3v1{6ω−1{2

soit ipl,corrigé = 0.465 nFS D
2{3
Red

v-1/6 ω1/2 Csol

Red

Nous allons maintenant voir comment ce dispositif a été utilisé pour tenter de déterminer des constantes

cinétiques de formation du complexe FcPRM/ARnr 16S.

III - 2) Procédure de détermination des constantes cinétiques de reconnaissance

L’objectif de ces études est de suivre l’évolution du signal illustrant la consommation du réactif ou la forma-

tion du produit de la réaction au cours du temps. De ce fait, la notion de résolution temporelle est de première

importance puisqu’elle va déterminer la nature des phénomènes pouvant être observés ou non selon le dis-

positif utilisé. Afin de pouvoir mesurer une cinétique de réaction, il est nécessaire que la constante de temps

de la méthode soit inférieure au temps de demi-réaction (t1/2) ou d’être capable de déconvoluer le temps de

réponse global de l’appareillage du temps de réaction.

Pour tenter de déterminer la cinétique de la réaction ARNr/sonde FcPRM, nous avons utilisé le dispositif de

gouttelette tournante. Afin de contrôler de façon précise la position de l’électrode sérigraphiée située sous cet

embout rotatif, une platine de positionnement micrométrique a été utilisée. En fixant l’électrode sérigraphiée

sur cette platine, on peut contrôler son positionnement vis-à-vis de l’embout tournant selon les trois axes x, y

et z. Nous avons procédé comme suit:

1. L’électrode de travail, immobilisée sur le dispositif de micromanipulation, est positionnée en face de

l’embout tournant.

2. Une fois l’électrode bien positionnée, une gouttelette de 38 µL de tampon 10 mM KPO4 pH 6.5 contenant

50 mM de KCl est déposée à sa surface. La gouttelette est ensuite surélevée selon l’axe z grâce au

dispositif de micromanipulation, jusqu’à ce qu’elle entre en contact avec le dispositif rotatif. L’écart entre

cet embout et l’électrode sérigraphiée fixe, est d’environ 2.5 mm et permet à la gouttelette d’être prise

en sandwich entre l’électrode sérigraphiée et l’embout tournant.

3. L’embout tournant est mis en rotation à 2500 rpm, puis l’électrode de travail sérigraphiée est polarisée à

un potentiel constant de + 0.5 V (Vs Ag/AgCl) de manière à oxyder facilement le groupement ferrocène

en ferricinium, et ainsi enregistrer son courant au cours du temps par chronoampérométrie.

4. Une fois que le courant de l’électrode polarisée est bien stable, 2 µL d’une solution mère de FcPRM

à 40 µM sont injectés manuellement dans la goutellette en rotation (concentration finale en FcPRM: 2

µM dans la gouttelette). Après une augmentation rapide, le courant tend rapidement à se stabiliser. De

cette évolution rapide du courant, on peut extraire le temps caractéristique de la cinétique de mélange

de la sonde FcPRM dans la gouttelette.
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CHAPITRE III. DÉTECTION ET QUANTIFICATION DES INTERACTIONS ARN/LIGANDS PAR VOIE
ÉLECTROCHIMIQUE

mesure stationnaires.

IV - Extraction des grandeurs thermodynamiques ∆H

La méthode employée pour déterminer les KD étant validée par différentes conditions de mesures, nous

avons ensuite décidé d’approfondir les aspects thermodynamiques de la reconnaissance ARN/FcPRM. Pour

cela, des expériences de titrage électrochimiques ont été réalisées à différentes températures de manière à

extraire les valeurs d’enthalpie ∆H en faisant appel à la relation de Van’t Hoff. Pour réaliser les expériences à

différentes températures, les électrodes sérigraphiées ont été maintenues à plat sur la surface d’une plaque

chauffante à effet Peltier. Ainsi, les gouttelettes déposées à la surface des électrodes sont maintenues à la

température souhaitée pour les expériences de titrage. Des expériences de titrage à 5°C et 15°C ont ainsi été

réalisées. Celles-ci ont été réalisées dans le tampon 10 mM MES pH 5.5, contenant 150 mM de NaCl et 0.1

mM EDTA afin de se placer dans des conditions expérimentales identiques à celles des expériences réalisées

par ITC et ainsi comparer ces résultats avec les KD obtenus à 25°C.

Le protocole pour ces expériences de dosage reste le même que celui décrit tout au long de ce cha-

pitre. En partant d’une concentration en sonde FcPRM fixe (à 34 ou 32 µM, selon l’expérience), des quantités

croissantes d’ARNr 16S23 sont additionnées et l’évolution des pics de courant est suivie par CV. Les volta-

mogrammes et les courbes de titrage obtenus à 5°C et 15°C sont reportés en figureIII.27 et proviennent de

duplicata d’expérience. Les valeurs de K˚
D

à 5°C et 15°C sont de 30 µM et 15 µM respectivement.

La figure III.28 - a) rassemble les courbes de titration obtenues par CV à 5°C, 15°C et 25°C. Nous pouvons

tout d’abord observer que les courbes de titrages ne diffèrent pas significativement les unes des autres, et ce

malgré la différence de température appliquée au cours de la réaction de titration. Nous avons ensuite tracé

à partir de ces trois valeurs de KD, le graphe Ln(KD) = f( 1
T

), illustré en figure III.28 - b. Les données indiquent

une relation linéaire décroissante dont la pente permet d’extraire une valeur d’enthalpie ∆H. Selon la loi de

Van’t Hoff, la pente de cette droite et exprimée par −∆H

R
. Par le calcul on abouti alors à une valeur d’enthapie

∆H = + 41.5 kJ.mol. De façon surprenante, la réaction est ici endothermique ce qui va à l’encontre des valeurs

d’enthalpie négatives mesurées en ITC. A ce jour, nous n’avons malheureusement aucune interprétation quant

à cette valeur incohérente d’enthalpie.

V - Détection électrochimique de l’interaction entre un aptamère/sonde

électroactive: application à un autre système

V - 1) Determination de la constante de dissociation entre l’aptamère à la néomycine

et la sonde FcPRM

La méthode de détection et de quantification électrochimique de la formation d’un complexe ARN/sonde

FcPRM a ensuite été appliquée à l’étude d’un aptamère à la néomycine qui à été développé par l’équipe du

Prof. B. Suess.176,177 Nous avons déjà présenté et caractérisé cet aptamère dans le chapitre II. En effet, nous
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Chapitre IV

Compétition et parallélisation: vers un criblage électrochimique

I - Principe des expériences de dosage compétitif en phase homo-

gène

La méthodologie développée dans le chapitre précédent a permis de déterminer le KD d’un aminoglycoside

marqué avec un groupement ferrocène vis à vis d’un ARN, en phase homogène. A partir de là, on peut étendre

l’approche à la détection d’aminoglycosides non marqués via des expériences de compétition en phase homo-

gène. Les méthodes dites "compétitives" consistent à déplacer une cible marquée de son récepteur par ajout

de cible non marquée en solution (figure IV.1). Ces stratégies de dosage compétitif permettent non seulement

de mesurer indirectement l’affinité de ligands non marqués vis-à-vis d’un récepteur, mais aussi de quantifier

analytiquement la concentration d’un ligand dans un échantillon. Développer une stratégie de dosage compé-

titif par voie électrochimique peut s’avérer particulièrement intéressant pour deux raisons. Premièrement, on

peut espérer tirer parti de cette approche pour développer une méthode analytique afin de détecter les ami-

noglycosides dans des fluides biologiques, environnementaux ou agroalimentaires (lait, plasma, urines,. . . ).

La deuxième raison, concerne des perspectives d’utilisation de la méthode pour du criblage haut-débit d’ana-

logues d’aminoglycosides ou de tout autre ligand susceptible de cibler l’ARNr 16S ou d’autres ARN. Cela

pourrait permettre d’évaluer simultanément des molécules les unes par rapport aux autres et ainsi conduire à

la découverte de nouveaux ligands d’ARN.178

Les expériences de dosage compétitif que nous allons présenter fonctionnent selon le schéma de principe

illustré en figure IV.1. Puisque la molécule compétitrice possède des propriétés d’interaction avec l’ARN simi-

laires à celles de la sonde redox, elle pourra donc la remplacer au niveau de son site de fixation sur l’ARN et

ainsi libérer la sonde redox en solution. En relevant les valeurs de courant de pics obtenus après des addi-

tions successives d’aminoglycoside non marqué sur le complexe FcPRM/ARNr 16S23, il sera ainsi possible

d’obtenir une valeur de constante de dissociation pour cette molécule non marquée. Cette valeur est donc une

valeur de KD relative, obtenue à partir de la valeur de K˚
D

(constante de dissociation obtenue pour la sonde

électroactive).
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II - . DOSAGES COMPÉTITIFS D’AMINOGLYCOSIDES NON MARQUÉS

avec

a = KD + K˚
D
+ C0

T + C0

T˚ − C0

A

b = KD(C
0

T˚ − C0

A) + K˚
D
(C0

T − C0

A) + KD.K
˚
D

c = KD.K
˚
D
.C0

A

L’équation 1 possède trois solutions possibles. Cependant, seule une solution est acceptable:

CA = −
a

3
+

2

3

b

(a2 − 3b) ˆ cos
θ

3

avec θ = arccos
−2a3 + 9ab− 27c

2
a

(a2 − 3b)3

Si bien qu’à l’équilibre:

CAT =
C0

T
(2

a

(a2 − 3b)cosθ

3
− a)

3KD + (2
a

(a2 − 3b)cosθ

3
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CAT˚ =
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a
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3
− a)

3K˚
D
+ (2

a

(a2 − 3b)cosθ

3
− a)

En définissant la fraction libre de la sonde en solution:

χL˚ =
CT˚ − CAT˚

C0

T˚

et en considérant que le dosage compétitif repose sur une différence de mobilité entre la sonde sous forme

libre et sous forme liée, il est alors possible d’écrire l’expression du courant normalisé à partir de l’équation 2

suivante:

I

Ilibre
=

g

f

f

f

f

e

1−







2
?
a2 − 3b cos(

θ

3
) − a

3KD + 2
?
a2 − 3b cos(

θ

3
) − a







(

1−

(

Iliée

Ilibre

)2
)

(2)

où Ilibre est la valeur du courant de pic enregistrée pour la sonde sonde FcPRM initialement seule en début

d’expérience (sans ARN, ni compétiteur) et Iliée est la valeur du courant de pic obtenue pour une concentration

en ARN à l’infini.

L’équation 2 est générale pour la description d’un dosage compétitif électrochimique basé sur la différence

de mobilité entre la sonde libre et liée à l’ARN. Afin d’ajuster par régression non-linéaire les données expéri-

mentales de la figure IV.3 - b et ainsi en extraire le KD de la paromomycine, il est nécessaire d’injecter dans

l’équation la valeur de la constante de dissociation de la sonde FcPRM. Compte tenu des résultats obtenus

dans le chapitre 3, K˚
D

a été pris comme égal à 7.8 µM (cf. chapitre 3). [FcPRM] et [ARN] sont également

considérés comme des valeurs connues, fixées par les conditions expérimentales utilisées. Un KD de 1.5 µM a

pu ainsi pu être déterminé pour la paromomycine vis-à-vis de l’ARNr 16S23. Cette valeur est légèrement plus

basse que celle de K˚
D

. Ceci peut en partie s’expliquer par la présence du groupement ferrocène qui, en sub-

stituant un ammonium de la paromomycine, entraîne la disparition d’une charge positive pouvant contribuer

129

























IV - . CONCLUSION

Aminoglycoside compétiteur Remontée de courant (%)

paromomycine 33 ˘ 4

neomycine 23 ˘ 2

neamine free-base 22 ˘ 5

streptomycine 25 ˘ 12

kanamycine 30 ˘ 4

gentamycine 25 ˘ 2

TABLE IV.1 – Remontée du courant suivant l’addition de 24 µM de ligand compétiteur à un complexe 1:1 de

sonde FcPRM/ARNr 16S23.

A l’exception de la paromomycine qui fournit le meilleur gain de courant, les autres valeurs sont globale-

ment similaires. Nous n’avons pas été en mesure de différencier spécifiquement les aminoglycosides testés.

En effet, les six aminoglycosides permettent tous de faire remonter le courant d’environ 25 %. De plus, la

paromomycine apparaît comme étant la molécule la plus efficace pour déplacer l’équilibre thermodynamique

du complexe FcPRM/ARN, ce qui va à l’encontre des résultats obtenus sur électrodes sérigraphiées. Ces ré-

sultats peuvent en partie être expliqués par le fait que les aminoglycosides s’adsorbent parfois sur les parois

du puits et donc que les résultats tendent à varier d’un puits à l’autre. Le grand rapport surface/volume de

ces puits pourrait accentuer l’adsorption de la sonde marquée et de l’ARN, et pourrait expliquer l’obtention de

signaux de faible amplitude et traduire un manque de reproductibilité. Les plaques sont composées de polypro-

pylène. Des phénomènes d’adsorption non spécifiques peuvent être observés en présence de ce matériau182

qui dans ce dispositif, compose les rebords des puits. Ceci peut donc expliquer l’obtention des ces résultats

anormaux, et ce malgré un pré-conditionnement des puits de la microplaque à la BSA mais également au PVP.

Nous n’avons pas encore eu l’occasion d’explorer toutes les solutions qui pourraient contribuer à contourner

ces difficultés. Rappelons aussi que le classement des aminoglycosides n’a été effectué que sur une seule

valeur de concentration (contrairement aux expériences décrites dans le paragraphe précédent) ce qui est

moins discriminant pour élaborer un classement. Ce dispositif permet toutefois d’enregistrer rapidement et

simultanément le contenu de 48 solutions par voltamétrie cyclique à vague carrée avec une bonne sensibilité

(micromolaire).

IV - Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons mis en place et validé une méthodologie permettant de détecter et de quan-

tifier des interactions ARN/molécules non marquées en milieu homogène grâce à l’utilisation de la sonde

FcPRM comme molécule reporter. Cette méthode peut être appliquée à la détection de très faibles quantités

d’aminoglycoside en solution, ce qui ouvre une perspective d’application intéressante dans le domaine du cri-

blage à haut débit de ligands dirigés contre des ARN.

Bien que prometteuses, les expériences de criblage automatisés sur microplaque n’ont pour le moment
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pas fourni de résultats concluants. A l’heure actuelle, ces expériences devraient être répétées afin de trouver

les conditions optimales d’enregistrement. Il faudrait améliorer la reproductibilité en essayant de résoudre le

problème d’adsorption dans les microplaques. Toutefois, ce dispositif présente des perspectives d’utilisation

intéressantes telles que:

— des expériences de dosage: en remplissant une série de puits par une même solution en FcPRM de

concentration connue, on peut alors additionner à chaque puits des quantités différentes d’ARN afin

d’aboutir rapidement à une courbe de titrage.

— tester différents milieux (tampon, force ionique) et observer leurs effets lors de mesures de KD.

— cribler différents ligands en présence d’une même séquence d’ARN (l’inverse est également possible).

— appliquer ce dispositif pour réaliser des tests à réponse positive ou négative comme dans le cas des

biocapteurs (par exemple pour déceler la présence ou l’absence d’aminoglycosides dans des biofluides.

Même si les expériences de compétition réalisées sur microplaques demandent à être optimisées, tous

les résultats présentés dans ce chapitre montrent que la méthode développée est simple, rapide et adaptée

à des mesures parallélisables. Tous ces arguments sont prometteurs et tendent à faire de l’électrochimie une

méthode de choix pour l’étude des interactions ARN/ligand.
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Conclusion générale et perspectives

Au cours de ces travaux de thèse, une approche électrochimique permettant de détecter et de quantifier

des interactions ARN/ligands a été élaborée. Cette méthode présente comme avantage d’être originale car

contrairement aux autres approches électroanalytiques, elle se déroule en phase homogène. Ses autres in-

térêts reposent sur sa simplicité et sa rapidité d’utilisation. Elle est également peu coûteuse et sa capacité à

être miniaturisable en fait une technique de choix pour l’adapter à des méthodes de criblage. Cette méthode

a pu être élaborée grâce à la combinaison de connaissances pluridisciplinaires mêlant synthèse organique,

biologie des ARN et chimie analytique.

Des molécules marquées par un groupement redox ont tout d’abord été synthétisées. Pour cela, nous

avons tiré parti de l’architecture des aminoglycosides qui sont des ligands naturels des ARN. La stratégie de

synthèse que nous avons proposée présente comme avantage d’être simple, puisqu’elle ne nécessite pas de

passer par une stratégie de synthèse multi-étapes (sauf dans le cas de la sonde Fc-DACP). Egalement, notre

approche s’est tournée vers la fonctionnalisation d’une position connue comme n’ayant que peu d’implication

dans les phénomènes de reconnaissance avec les ARN. Trois sondes marquées par un groupement ferrocène

ont ainsi pu être obtenues.

Par la suite nous nous sommes plus amplement intéressés à la caractérisation d’un complexe formé entre

un ARN (ARNr 16S23 ou aptamère à la néomycine) et une des trois sondes synthétisées, la sonde FcPRM.

Le complexe formé a été caractérisé par RMN 1H 1D et par des expériences 2D TOCSY. Ces dernières ont

mis en évidence que la sonde FcPRM était capable d’être reconnue par ces deux ARN. Plus précisément pour

l’ARNr 16S23, il a été montré que la sonde FcPRM se fixait sur cet ARN au même endroit que son analogue

non marqué, la paromomycine. Ce complexe FcPRM/ARNr 16S23 a ensuite été étudié par ITC et un KD égal

à 9.3 µM a été déterminé. Ces premiers résultats ont permis d’envisager l’utilisation de cette molécule comme

sonde permettant de détecter les interactions ARN/aminoglycosides par voie électrochimique.

L’élaboration d’une méthodologie de détection par voie électrochimique s’est déroulée en deux étapes. La

première a consisté à fournir la preuve de concept de la méthode en démontrant qu’il était possible de détecter

et de mesurer l’interaction entre un ARN et la sonde FcPRM en phase homogène. Pour cela, des expériences

de titration entre la sonde FcPRM et l’ARNr 16S23 ont été réalisées et un KD proche de 8 µM a été obtenu.

Les résultats électrochimiques permettant de corroborer ceux précédemment obtenus par ITC, la méthode a

pu être validée puis élargie à l’étude du complexe FcPRM/aptamère à la néomycine. Cette fois, un KD submi-
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cromolaire à été déterminé.

La méthode de mesure d’interaction ligand/ARN par voie électrochimique a ensuite été élargie à l’étude

d’aminoglycosides non marqués. Pour cela, des expériences de compétition ont été réalisées et les KD de six

aminoglycosides non marqués ont été indirectement déterminées grâce à l’utilisation de la FcPRM comme

sonde reporter. Ces réactions de compétition ont ensuite été appliquées à des essais de criblage à l’aide

de microplaques électrochimiques et d’un appareillage de détection électrochimique automatisé et multiplexé.

Les études préliminaires étant peu concluantes, des travaux complémentaires doivent être menés afin de so-

lutionner les problèmes rencontrés.

Il serait également intéressant d’autres sondes électroactives telles que celles qui ont été synthétisées au

cours de ces travaux de thèse. La sonde Fc-néamine et la sonde Fc-DACP devraient posséder des KD diffé-

rents de celui de la FcPRM. On pourrait alors imaginer tirer profit de ces différentes sondes afin de caractériser

un plus large éventail de ligands dont les affinités se situent dans des gammes différentes.
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Chapitre V

Partie expérimentale

I - Synthèse Organique

I - 1) Généralités

Tous les réactifs ont été achetés chez Sigma-Aldrich et ont été utilisés sans purification préalable. Lors des

étapes de synthèse nécessitant des conditions anhydres, les solvants utilisés ont été achetés anhydres ou

distillés sur sodium-benzophénone (THF). Les chromatographies sur couche mince (CCM) ont été réalisées

sur des plaques de gel silice 60F254 et révélées sous lampe UV ou à l’aide d’acide phosphomolybdique (PMA)

ou de ninhydrine.

Les purifications sur silice ont été réalisées selon des techniques de chromatographie éclair, sous moyenne

pression, avec de la silice SDS 60 (35-70 µm d’épaisseur). L’ammoniaque utilisé pour les purifications par chro-

matographie est à 28 % en solution aqueuse.

Les spectres RMN 1H ont été enregistrés sur un appareil Bruker Avance 250, 400 ou 500 MHz. Les dé-

placements chimiques δ sont exprimés en ppm par rapport au pic de solvant résiduel de D2O (δ = 4.79 ppm),

du CDCl3 (δ = 7.26 ppm) et du MeOD-d4 (δ = 3.31 ppm). Les déplacements chimiques pour les spectres de

RMN 13C sont exprimés par rapport au pic de solvant résiduel du CDCl3 (δ = 77.16) et MeOH-d4 (δ = 49.00).

Les constantes de couplage J sont reportées en Hertz (Hz). Les multiplicités des signaux RMN sont reportées

en utilisant les abréviations suivantes: s (singulet), br (large), d (doublet), dd (doublet de doublet), t (triplet), q

(quadruplet), quint (quintuplet), m (multiplet). Sauf indication contraire, les spectres RMN ont été enregistrés à

300 K.

Les spectres de masse (MS) ont été réalisés sur un appareil (LCQ Advantage, ThermoFischer Scientific)

équipé d’une trappe ionique en utilisant une source d’ionisation par électronébulisation (ESI) en mode de dé-

tection positive.

Quelques réactions ont été suivies par Chromatographie en Phase Liquide à Haute Performance (HPLC).

Les analyses ont été réalisées sur un appareil Shimadzu LC 10 AD en utilisant une colonne C18 Stability

100/5 µM (Cluzeau). Les solvants utilisés sont:
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Sauf indication contraire, toutes les expériences ont été réalisées à température ambiante dans un tampon

10 mM MES pH 5.5, 0.1 mM EDTA, 150 mM NaCl. Ces électrodes ont été utilisées dans des expériences de

voltammétrie cyclique balayant à une vitesse de 0.1 V.s-1 entre 0.1 et 0.7 V (vs. Ag/AgCl). Tous les votammo-

grammes ont été traités en utilisant OriginPro 9.0 (OriginLab).

V - 1) Expériences de titrage - Détermination des constantes de dissociation KD

Les variations du courant de pic de la sonde électroactive ont été suivies par voltamétrie cyclique, à la suite

d’ajouts croissants de quantités d’ARN à température ambiante. Un exemple de protocole de titrage est décrit

ci-dessous (ce protocole a été adapté selon les concentrations en sonde FcPRM utilisées):

Pour l’exemple d’expérience de titration illustré en figure V.21, nous avons suivi l’évolution des courants de

pics à la suite d’additions successives d’ARNr 16S23 (de 0.07 à 8.3 éq) Une gouttelette de 38.5 µL (V0) de

tampon MES contenant 15 µM de sonde FcPRM est déposée sur une cellule sérigraphiée puis des injections

successives de solutions mères d’ARNr 16S23 ont été réalisées comme suit:

— une première injection de 0.2 µL d’une solution mère d’ARNr 16S23 à 202 µM, afin d’additionner 1 µM

d’ARN dans la gouttelette.

— suivie d’injections à 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.8 µL à partir d’une solution mère d’ARNr 16S23 à 840 µM,

afin d’additionner 4.3, 6.3, 8.4, 10, 12 and 15 µM d’ARN respectivement.

Ces ajouts aboutissent respectivement à des concentrations finales en ARNr 16S23 de 1, 5.4, 10, 14, 18,

25, 33, 43, 55, 67, 79, 95 et 109 µM dans la gouttelette. Ce qui correspond à 0.07, 0.4, 0.7, 1.0, 1.2, 1.7, 2.3,

3.0, 4.0, 4.9, 5.8, 7.1 et 8.3 eq., comme illustré sur les voltammogrammes de la figure V.21 - a.

Chaque injection est réalisée à l’aide d’une pipette et de cônes de pipette RNase-free. La solution injectée

est homogénéisée par des pipetages allers-retours dans la gouttelette. Après chaque injection, une série de

voltamogrammes est enregistrée jusqu’à stabilisation complète des courants de pic anodique et cathodique.

L’injection suivante ne s’effectue qu’après nous être assurés de la stabilité du voltamogramme.

La valeur du courant de pic anodique du voltamogramme stabilisé, est ensuite extraite et corrigée de

manière à prendre en compte une diminution du courant liée à la dilution. Pour cela, les valeurs de courant

sont multipliées par le facteur correctif Dfactor suivant:

Dfactor = V0{V (après injection)

Les valeurs de courant de pics sont ensuite normalisées par rapport au courant de pic initialement mesuré

en absence d’ARN, puis reportés en fonction de la concentration corrigée d’ARN. A l’aide du logiciel Mathe-

matica (Wolfram), une régression non linéaire des points expérimentaux selon un modèle à un site de fixation

est réalisée, aboutissant ainsi à une valeur de KD.
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Electrochimie

L’électrochimie est une discipline permettant d’étudier les réactions chimiques se déroulant aux interfaces

entre un conducteur électronique et un conducteur ionique. Le conducteur électronique (un métal conduc-

teur, un semi-conducteur ou encore un polymère conducteur) assure le transport de charge (déplacement

d’électrons) sous l’application d’un courant électrique. Le conducteur ionique quant à lui, peut être constitué

de sels fondus ou d’une solution d’électrolytes supports, et permet le transport du courant en solution par le

mouvement des ions. En réponse à ces transferts de charges, les espèces électroactives présentes en solu-

tion subissent un changement d’état d’oxydation. Ces phénomènes d’oxydation ou de réduction, définis par

l’équation suivante, peuvent entraîner une modification de leur nature physico-chimique.

Ox+ ne- kredé
kox

Red

avec Ox et Red les formes oxydée et réduite de l’espèce électroactive, e- un électron, n le nombre d’élec-

trons échangés lors de la réaction et enfin kred et kox les constantes cinétiques de transfert électronique pour

la réduction et l’oxydation du couple oxydant/réducteur.

La relation de Nernst permet de définir le potentiel d’une électrode Eeq en équilibre thermodynamique avec

une solution électrolytique:

Eeq = E˝ +
RT

nF
Ln

[Ox]sol

[Red]sol

avec E˝ le potentiel standard du couple Ox/Red, R la constante des gaz parfaits (8.314 J.mol-1.K-1), T la

température (en K), F la constante de Faraday (96485 C.mol-1) et [Ox]sol et [Red]sol les concentrations en

solution de l’oxydant et du réducteur. Le potentiel d’un couple redox correspond à la mesure de la différence

de potentiel entre deux électrodes plongées dans le même électrolyte (ou dans deux électrolytes reliés par

un pont salin). Ainsi, le potentiel de l’électrode où à lieu la réaction (électrode de travail: WE) se détermine

par rapport à une seconde électrode (électrode de référence: Ref) dont le potentiel est stable. Sa valeur a été

mesurée au préalable par rapport à l’électrode normale à hydrogène (ENH) dont le potentiel est fixé à zéro par

convention.

Une réaction d’oxydo-réduction peut se décomposer en une série d’étapes élémentaires consécutives dont

la plus lente déterminera la vitesse globale de la réaction. Pour une espèce en solution, un modèle de réaction

simple implique seulement trois étapes: le transport de matière de l’espèce électroactive de la solution vers

l’électrode, suivi du transfert d’électrons (sans adsorption des espèces à la surface de l’électrode) et enfin le

transport de matière du produit de la réaction vers la solution (figure V.26).

Le signal enregistré au cours d’une expérience électrochimique correspond généralement à une mesure

de courant en fonction d’une variation de potentiel. Ceci est notamment le cas pour la voltammétrie cyclique,

dont les détails sont abordés dans le paragraphe I - 2) du chapitre III. D’après la loi de Faraday, la quantité

de molécules oxydées ou réduites à une électrode est proportionnelle au courant électrique mesuré à chaque

instant et au temps de la mesure (et donc à la charge):
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Résumé de la thèse

Etant donné leur implication dans de nombreux processus biochimiques, les ARN sont maintenant considé-

rés comme des cibles thérapeutiques très prometteuses. Cependant, nos connaissances limitées concernant

les phénomènes d’interaction entre les ARN et de petites molécules, compliquent l’élaboration de nouveaux

ligands (ou médicaments), capables de reconnaître sélectivement une structure complexe d’ARN. En absence

de toute approche rationnelle, une stratégie de criblage pourrait permettre de mieux comprendre ces phéno-

mènes de reconnaissance. Cette thèse porte sur la mise au point d’une méthode électrochimique, simple,

adaptée pour du criblage haut-débit et permettant de détecter et de quantifier les interactions ARN/ligands. Le

principe de la méthode repose sur la différence de coefficient de diffusion qui existe entre la forme libre d’un

ligand possédant des propriétés redox et sa forme complexée à l’ARN. Cette stratégie de détection par voie

électrochimique présente comme avantages d’être peu coûteuse, rapide, simple d’utilisation, adaptée pour du

criblage haut-débit de molécules et utilisable dans de faibles volumes. Cette méthodologie a été utilisée pour

caractériser la formation d’un complexe entre un analogue d’aminoglycoside porteur d’un groupe ferrocène

et une séquence d’ARNr 16S23. De plus, des expériences de compétition entre le complexe ARN/ligand re-

dox et des aminoglycosides non modifiées permettent d’étendre la méthode à la détermination de constantes

de dissociation (KD) pour des molécules non marquées en phase homogène. Ces expériences de compéti-

tion pourront être généralisées pour mesurer le KD de librairies de molécules, permettant ainsi de trouver de

meilleurs ligands d’ARN.

RNA molecules play a major role in various biochemical processes and they are now considered as an im-

portant drug target. However, our limited understanding of the interactions occurring between small molecules

and RNA complicate the search for new ligands (or drugs) with improved specific interaction and binding to

elaborated RNA structures. In the absence of any rational approach, a screening strategy could shed light on

the ligand/RNA interactions. In this thesis, we describe a simple electrochemical approach allowing for high-

throughput detection and quantification of small molecule/RNA interactions. The principle of the method relies

on the difference of diffusion rates between a redox molecular probe free or bound to its RNA target and thus

to the ability to more easily electrochemically detect the former over the latter in a homogenous solution. This

electrochemical detection strategy has the advantages of being affordable, fast, easy to use, sensitive and

well-adapted to a high-throughput screening strategy in small volume samples. This methodology was used to

characterize the binding of an aminoglycoside anaog bearing a ferocenyl group to the ribosomal RNA fragment

(rRNA 16S23). Furthermore, competitive binding of unlabelled aminoglycosides on the RNA/electrochemical

probe complex allowed us to evaluate their dissociation constants (KD). These competitive experiments could

further be generalized to measure KD values for libraries of molecules, which could help to find better RNA

ligands.
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