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Etant donné leur implication dans de nombreux processus biochimiques clés, les ARN sont maintenant
considérés comme des cibles thérapeutiques prometteuses. Toutefois, réussir a 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 I'absence de toute approche rationnelle, une
stratégie de criblage pourrait permettre d’aboutir a I'élaboration de nouvelles molécules capables d’étre spéci-

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

Ce travail de thése 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 grace a l'utilisation d’'une molécule redox reporter. L'élaboration de la sonde utilisée pour cette méthode
tire parti de I'architecture d’'une famille de ligands naturels des ARN: les aminoglycosides. Une fois cette mé-
thode développée, on peut imaginer I'utiliser pour cribler des bibliothéques de molécules et ainsi développer
de nouveaux ligands d’ARN. Ceci permettrait d’enrichir 'arsenal thérapeutique utilisé pour cibler les ARN,
mais également de contourner les phénomenes de résistance aux antibiotiques dont les aminoglycosides font
I'objet. En plus d’étre 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 a une présentation générale des ARN et des aminogly-
cosides. Ce chapitre permettra de rappeler les notions essentielles a la bonne compréhension de la problé-
matique a laquelle nous tentons de répondre. Les différentes techniques analytiques généralement utilisées
pour détecter et quantifier les interactions ARN/aminoglycosides seront ensuite présentées. Aprés une bréve
introduction a 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 I'étude des interactions

ARN/aminoglycoside.

Le chapitre 2 présente les différentes stratégies employées pour la synthése d’analogues des aminogly-
cosides. Aprés en avoir présenté certaines, nous montrerons comment nous sommes parvenus a synthétiser
différents analogues redox d’aminoglycosides. Nous nous attarderons ensuite sur I'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 premiére étape de mise au point de la méthode de détection et de quantifica-
tion d'un complexe ARN/aminoglycoside en phase homogene 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 a I'étude de molécules non marquées.
Pour cela, nous verrons comment I'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 a I'applica-

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

|- Lémergence des ARN comme nouvelle cible thérapeutique

Depuis ces dix derniéres années, il a été démontré que les ARN possédent un réle central dans de nom-
breux processus de régulation cellulaire ce qui a amené la communauté scientifique a les considérer comme
de nouvelles cibles thérapeutiques trés prometteuses.? En effet, la diversité fonctionnelle des ARN est en lien
avec leur capacité a 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 exogenes qui vont interagir avec ces ARN et potentiellement interfé-
rer avec les mécanismes dans lesquels ils sont impliqués. Une connaissance incompléte de ces phénomeénes
d’interaction nous a poussé a 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. Apres 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
I'art des différentes techniques analytiques utilisées a ce jour dans ce contexte nous aménera a expliquer les

raisons d’'une approche électrochimique pour cette étude.

I-1) Généralités sur les ARN

a) Propriétés structurales des ARN

LARN ou acide ribonucléique, est une macromolécule biologique présente chez tous les étres vivants. I
provient de la séquence d’ADN (Acide Désoxyribonucléique) codant, obtenu aprés d’éventuelles modifications
post-transcriptionelles (épissage, méthylations, isomérisations,...). Sa structure repose sur un enchainement
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).% Les nucléotides sont reliés entre eux par
une liaison phosphodiester impliquant I'oxygene du ribose en 3’ d’'un premier nucléotide avec le phosphate en

5’ du nucléotide suivant formant ainsi une séquence linéaire (figurel.1).

11



CHAPITRE |. CONTEXTE SCIENTIFIQUE

NH,
extrémité 5' déni
N N\, adeénine
$ I
cl) N N/NH2
XN cytosine

| N/KO

uanine
a9
>
NZ0 >NH,
INH uracile
o

extrémité 3'

FIGURE I.1 — Structure primaire de 'ARN

LARN est souvent comparé a I’ADN dont sa structure est trés proche:

— Comme 'ADN, 'ARN est un polyphosphate, chargé négativement a pH physiologique, ce qui lui confere
une nature polyanionique, souvent associée a des cations métalliques.®
— Les bases azotées sont capables de s’associer par formation de liaisons hydrogénes de fagon cano-

nique ou non.

Cependant, ces deux molécules se distinguent 'une de 'autre:

— Le sucre est un désoxyribose pour 'ADN alors que 'ARN comporte un ribose. Cette différence est
d’ailleurs la raison pour laquelle les ARN sont chimiquement moins stables que 'ADN et sont plus
enclins a étre hydrolysés en conditions alcalines® (figure .

— Les séquences d’ARN sont généralement plus courtes (quelques dizaines a quelques milliers de nu-
cléotides).

— LARN est généralement sous forme monocaténaire contrairement a '’ADN dont la structure est bicaté-
naire et organisée en double hélice.

— Dans I'ARN, le U remplace la thymine (T).

— La diversité chimique de 'ADN est moins complexe que celle de 'ARN, ce dernier étant capable de

compter beaucoup de nucléotides modifiés” dans sa séquence (comme par exemple la pseudouridine).

12



| -. LEMERGENCE DES ARN COMME NOUVELLE CIBLE THERAPEUTIQUE

" 5'nr0 o N NH,
AL —
N Z H H ' "
5'nwo o N NH, o_ 0 3'-phosphate cyclique
P
H H 7 \ O
H H NH o 0
(l) o
F [©) H _—
o=v|=—o | Y NH,
[¢] /K
4 N o Y

- y Ho N/J\o

? H H 5'-hydroxyle
3

FIGURE |.2 — Hydrolyse de 'ARN en conditions alcalines

Tout comme les protéines, les ARN possédent plusieurs niveaux d’organisation: une séquence primaire,

secondaire et tertaire.

1. La structure primaire d’'un acide nucléique équivaut a sa séquence linéaire de nucléotides, directement
obtenue apres transcription de 'ADN. Les bases A, U, C et G s’alternent et sont liées entre elles par
des liaisons phosphodiester. Notons que ces bases sont toutefois capables de subir des modifications
post-transcriptionnelles, induites par la machinerie cellulaire ce qui complexifie les séquences nucléoti-

diques.®

2. La structure secondaire correspond au repliement d'un brin d’ARN monocaténaire sur lui-méme grace
a des appariemments internes entre bases complémentaires. Les appariements canoniques de type
Watson-Crick permettent la formation de paires de bases entre A=U et C=G par le biais de liaisons
hydrogene entre nucléotides. Des appariements non-canoniques dits "bancals" (ou wobble en anglais
tel que G=U), des appariements de Hoogsteen et parfois méme des triplets de bases sont cependant
fréquemment observés.® Des structures comme les tiges-boucles, les boucles internes, les bulges (her-

nies), les pseudo-noeuds ou encore les tétrades de G (G quadruplex) sont alors obtenues (figure[l.3).

Stem-loop Internal Bulge Pseudo-knot G-quadruplex
loops

FIGURE 1.3 — Exemples de structures secondaires de I'ARN représentés A) schématiquement B) en trois

dimensions. Figure tirée de. 10

13



CHAPITRE I. CONTEXTE SCIENTIFIQUE

La structure tertiaire est un niveau d’organisation supérieur. Cette derniére correspond a un repliement
en trois dimensions. Cette structure est maintenue grace aux liaisons hydrogénes entre nucléotides
plus ou moins éloignés dans la séquence ainsi qu’a des interactions d’empilement. De plus, il est im-
portant de souligner la contribution des cations monovalents (Na*) ou divalents (Mg?*) dans la stabilité
de ces structures tertiaires.™' En effet, les groupements phosphate chargés négativement a pH physio-
logique entrainent des forces de répulsion électrostatiques entre eux. Les cations présents en solution

permettent alors de stabiliser les structures d’ARN.

Contrairement a la structure primaire, les structures secondaire et tertiaire des ARN sont a l'origine de leur
diversité fonctionnelle. Dans ces conformations, les nucléotides peuvent soit remplir une fonction biologique

précise et/ou étre capables de remplir un réle structural dans I'architecture de 'ARN.

b) Fonctions biologiques des ARN

Les ARN sont capables de former des structures complexes et pré-organisées qui leur conferent une
grande diversité fonctionnelle au sein des cellules. D’ailleurs, un type d’ARN donné peut remplir a 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,'? jouent un réle dans la synthése de diverses molé-

cules, ™14, | Une liste non exhaustive des différentes fonctions des ARN est rassemblée dans le tableau

Abréviation Nom complet Fonction
ARNm ARN messager code pour les protéines
ARNt ARN de transfert associe un codon de trois nucléotides a un acide aminé
ARNr ARN ribosomique décode l'information génétique

petits ARNnc | petits ARN non codants

miARN micro ARN régulation de I'expression des génes
siARN ARN interférent régulation de I'expression des génes
ARNsn ARN nucléaire r6le dans I'épissage des introns
ARNsno ARN nucléolaire réle dans la maturation de FARNr
longs ARNnc | longs ARN non codants régulation de I'expression des genes

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

Hormis ’ARNmM qui conduit a la synthése des protéines, tous les autres types d’ARN sont dits non-codants
(ARNnNC). En effet, ils ne sont pas traduits en protéines mais interviennent dans plusieurs processus cellulaires.
Chez 'Homme, 98 % du génome est non codant.™® Limportance accordée aux 2 % restants pour leur capacité
a étre traduits en protéines, a initialement conduit la communauté scientifique a 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 I'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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en ARN et qu'elles possedent des roles cruciaux dans des phénomenes de signalisation et de régulation.
Les ARN sont donc des molécules complexes d’un point de vue fonctionnel. Les paragraphes suivants vont
s’attarder sur la présentation de différents types d’ARN et des fonctions biologiques qui leurs sont associées,

afin de mieux comprendre leur réle en tant que potentielle cible thérapeutique.

1.  ARN messager et riboswitches

La totalité de I'information génétique d’'un organisme vivant est initialement contenue dans son ADN. Afin
de pouvoir exprimer les genes en une multitude de caractéres hérités, plusieurs étapes sont nécessaires.
LADN codant est initialement copié sous forme d’ARN pré-messager puis maturé en ARN messager (ARNm)
au cours des étapes de transcription et d’épissage (figure [[.4). Cette séquence d’ARNm est ensuite traduite en
protéines a I'aide du ribosome, de complexes ribonucléoprotéiques et ARN de transfert (ARNt).18 LARNm
possede donc un réle de support transitoire de l'information génétique lors de la traduction des genes en
protéines. LARN ribosomique (ARNr) et les ARNt sont également trés importants lors de la traduction. Ces

derniers seront plus amplement présentés dans les paragraphes qui leurs sont dédiés.

FIGURE |.4 — Schéma des étapes de transcription et de traduction. Source: National Human Genome Research

Institute, “Talking Glossary of Genetic Terms". www.genome.gov/glossary/

Une approche thérapeutique intéressante est d’inhiber sélectivement la traduction des protéines en ci-
blant TARNm. Ceci est notamment possible grace aux différents repliements présents sur un ARNm. Cette
séquence linéaire simple brin présente trois régions (figure [.5): la région 5’ non codante (appelée 5-UTR), la
région codante permettant la synthése des protéines lors de la traduction, et enfin la séquence 3’ non codante
(3-UTR). Les différentes structures secondaires présentes sur chacune de ces trois régions sont autant de
possibilités d’inhiber le mécanisme de traduction en faisant appel a de petites molécules capables de recon-
naitre spécifiquement ces conformations d’ARN. La partie 5-UTR, souvent impliquée dans des processus de

régulation de la traduction est la plus ciblée des trois régions.
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5-UTR Coding Region 3-UTR

Start Codon Stop Codon

FIGURE 1.5 — Les trois régions de 'ARNm. Tiré de™”

La région 5°-UTR contient en effet des riboswitches (riborégulateur, en frangais) et une fagon d’interférer
avec 'ARNm consiste a les cibler. Les riboswitches sont des séquences capables de fixer de petites molé-
cules. Elles sont situées en amont de la séquence codante de '’ARNm.T89 |eur fonction consiste a réguler la
traduction d’une protéine suite a une interaction avec une molécule. La synthése d’une protéine, placée sous
le contrble de ce type de mécanisme, est donc directement dépendante de I'interaction riboswitch-métabolite.
Les riboswitches possédent deux domaines.2% Le premier, appelé domaine aptamére permet la liaison avec
une molécule cible de fagon tres affine. Le second, connu sous le nom de domaine plateforme subit alors des
changements conformationnels des suites de I'interaction avec la molécule cible. En conséquence, I'équilibre
est déplacé pour stabiliser une des conformations de cet ARNm aboutissant a une activation ou une inhibition
de la traduction. ™ Un exemple de riboswitch est illustré figure En absence du métabolite cible, la séquence
Shine-Dalgarno (site de fixation du ribosome chez les procaryotes) est parfaitement accessible au ribosome et
celui-ci peut initier la synthése protéique. A l'inverse, la formation du complexe riboswitch-métabolite déplace
I'équilibre vers une forme stabilisée de '’ARNm dans laquelle la séquence Shine-Delgarno est inaccessible, ce

qui inhibe la traduction.

Aptamer
Domain
Metabolite
e
Platform ‘ —_—
domain
5 w Ribosome 3 5
Shine Bnlgamo B 1
Sequence Platform Shine Delgamo
domain Sequence
Inactif Actif

FIGURE 1.6 — Un exemple de riboswitch. Tiré de?

Les riboswitches sont donc utilisés pour contréler de nombreuses voies métaboliques. Il a été démontré
qu'ils jouaient un rdle dans la biosynthése et le transport de cofacteurs enzymatiques,2! dans le contréle de
la terminaison de la transcription,® dans le contréle de la localisation cellulaire de 'ARN ainsi que dans sa
vitesse de dégradation.?? Les ARN sont capables de reconnaitre une large gamme de molécules comme des
acides aminés, des petites molécules organiques et méme des ions métalliques.23 Cette variété de métabolites

montre donc qu’il existe différentes possibilités pour cibler les ARN.
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2. ARN de transfert

Les ARNt sont principalement connus pour leur réle dans la synthése des protéines. lls possédent une
structure secondaire, formée de plusieurs tiges-boucles, qui comporte quatre régions: un bras accepteur, un
bras anticodon, un bras D et un bras T (figure [[.7). Les ARNt peuvent étre décrits comme étant des molé-
cules faisant le lien physique entre I'information génétique codée par ’ARNm et les protéines, codées par les
20 acides aminés naturels. Plusieurs dizaines d’ARNt existent dans les cellules, chacun correspondant a un
acide aminé spécifique qui est attaché a I'extrémité 3’-OH du bras accepteur. Les ARNt assurent la lecture des
codons de '’ARNm par l'intermédiaire de leur anticodon. lls permettent ainsi le transport des acides aminés au

niveau du ribosome pour la traduction des génes en protéines.@

tRNA
3

— Amino Acid
attachment site

T loo)
D loop P

Anticodon loop

Anticodon

FIGURE |.7 — LARNt dans I'étape de traduction. Source: National Human Genome Research Institute, “Talking

Glossary of Genetic Terms". www.genome.gov/glossary/

Une fagon de cibler les ARNt est d’inhiber la synthése des aminoacyl-ARNt synthétase (AaRS). Une ving-
taine de ces enzymes existent dans les cellules. Leur role est de catalyser le couplage entre le bras accepteur
de I'anticodon de '’ARNt et le bon acide aminé afin que celui-ci soit incorporé dans la séquence peptidique en
cours de formation. De ce fait, viser ces AaRS permettrait d’'inhiber la synthese des protéines et conduire in

fine a la mort cellulaire.25

Les ARNt possédent d’autres fonctions biologiques en dehors de la traduction. Certains aminoacides-ARNt
sont impliqués dans la synthése du peptidoglycane des bactéries & Gram positif2® tandis que d’autres inter-
viennent dans différentes voies de biosynthése (par exemple dans la biosynthése de la chlorophylle®™ ou
encore de diverses porphyrines™®). Les ARNt sont également trés connus pour servir de premiére amorce lors
de linitiation de la transcription inverse de rétrovirus. En effet, leur fonction premiere de transporteur d’acides
aminés est parfois détournée pour servir d’'amorce de polymérisation en vue de la synthése d’ADN viral. Un

exemple bien précis est le cas de 'ARNtYS3, cible étudiée au laboratoire pour lutter contre le VIH (virus de
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l'immunodéficience humaine). Le VIH est un rétrovirus et par définition, conserve son information génétique
sous forme d’ARN et non pas d’ADN. Afin de se répliquer, le VIH va détourner la machinerie de biosynthese
de son hoéte pour y intégrer son ARN génomique viral. Une enzyme, la transcriptase inverse, permettant la
synthése d’ADN a partir d’ARN, va entrer en action au cours d’une étape appelée rétrotranscription et utiliser

I'’ARNt-S3 comme amorce pour la polymérisation de désoxyribonucléotides.??

Au vu de leurs fonctions trés variées et de leur implication dans de nombreux processus cellulaires, les

ARNt offrent donc de nombreuses stratégies antibactériennes et antivirales.

3. ARN ribosomique et ribozymes

Dans tous les organismes vivants, les ARNm sont traduits en protéines par une machinerie cellulaire tres
conservée, le ribosome. Comme illustré en figure [l.8] le ribosome est constitué de deux sous-unités de taille

et de fonction différentes4:

— une grande sous-unité (60S chez les eucaryotes et 50S ches les procaryotes) dont le rble est de per-
mettre la synthése de la liaison peptidique. La formation de cette liaison s’effectue au niveau du site
catalytique du ribosome, le site P (pour peptidyl-transférase, en vert sur la figure [l.8), qui fixe la chaine
polypeptidique naissante. Chez la bactérie, la grande sous-unité contient deux ARN ribosomiques (5S
et 23S) contre trois pour les eucaryotes (5S, 5.8S et 28S).

— une petite sous-unité (40S chez les eucaryotes et 30 S chez les procaryotes) qui est responsable de
la lecture de TARNm et de la vérification de l'interaction entre le codon de '’ARNm et I'anticodon de
I’ARNt. Ceci se déroule au niveau du site A de la petite sous-unité ribosomique (en rouge sur la figure
[:8). Ainsi, le bon aminoacyl-ARNt correspondant au codon de I’ARNm en cours de lecture vient se fixer
au complexe ribosome-ARNm et additionner un nouvel acide aminé. La petite sous-unité contient un
seul ARN ribosomique (ARNr), appelé ARN 16S chez les bactéries et ARN 18S chez les eucaryotes,

dont la longueur peut varier de 1500 a 1800 nucléotides.

FIGURE .8 — Structure du ribosome procaryote.24
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Le ribosome n’est pas seulement constitué d’ARN. Il compte également dans sa structure un nombre va-
riable de protéines ribosomiques suivant I'espéce. Il a été demontré que les ARNr n’avaient pas uniquement
un role 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.?8% |es propriétés catalytiques
des ribozymes sont en lien avec leur aptitude a 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 I'hypothése selon laquelle '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 I'extrémité des deux ARNt pré-
sents dans les sites A et P du ribosome. Or, cette région du ribosome ne contient que de 'ARN ribosomique
et aucune protéine ribosomique. Par défaut, en I'absence de protéines, il a donc été admis que la catalyse ne
pouvait étre effectuée que par 'ARN ribosomique lui-méme. Aujourd’hui il est reconnu que c’est I'ARN riboso-
mique qui catalyse la formation de la liaison peptidique, et non les protéines qui n’ont apparemment qu’un role

de stabilisation structurale.*

Il existe d’autres exemples d’ARN pourvus d’une activité enzymatique tels que la RNase P qui catalyse la
maturation des ARNt,2% mais également certaines séquences d’ARN viral capables de coupure autocataly-

tique tel que le ribozyme "en téte de marteau™! ("hammerhead").

Interférer avec I'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 I'utilisation
de '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 a interagir
au niveau du site A de 'ARNr 16S de la sous-unité 30S du ribosome procaryote. En interférant avec les pro-
priétés de reconnaissance de ce site A, '’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 synthese des
protéines est observée aboutissant alors a la mort cellulaire. Les phénoménes d’interaction ainsi que le mode

d’action des aminoglycosides sur ’ARNr procaryote seront détaillés dans la partie [IT - | 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. 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. lls sont connus pour jouer un role de régulateur post-transcriptionnel en étant
capable d’éteindre I'expression d’un gene. Pour ce faire, ils s’apparient a une séquence complémentaire d’'un

ARNm cible entrainant alors une répression de la traduction ou encore la dégradation de cet ARNm.%? || 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 I'apoptose.=3

D’autres exemples de courts ARN non codants existent, tels que les ARN nucléaires (ARNsn) et les ARN
nucléolaires (ARNsno). Les ARNsn possedent une longueur comprise entre 100 et 150 nucléotides selon les
espéces. lls sont impliqués dans la régulation de I'épissage des ARNm. Les ARNsno, quant a eux, ont une
longueur comprise entre 60 et 300 nucléotides et sont contenus dans le nucléole des cellules eucaryotes. lIs
jouent un réle dans la maturation des ARNr. lIs facilitent leur repliement et leur stabilisation en participant a
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.4

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 a 200 nucléotides. Ceux-ci apparaissent comme étant
d’importants régulateurs du remodelage de la chromatine®® et des questions se posent sur leur potentielle

implication dans des maladies en lien avec le vieillissement.

1-2) L’ARN en chimie médicinale: pourquoi et comment les cibler ?

Les ARN sont impliqués dans de nombreux processus biologiques et possedent des roles 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 phénoménes de régulation,
de catalyse, de cascades de signalisation cellulaire ou encore d’épissage. %57 Méme si les protéines sont
principalement visées lors de I'élaboration de nouveaux médicaments, de nombreux efforts sont maintenant
mis en ceuvre pour également cibler les ARNNc. Depuis plusieurs dizaines d'années, des stratégies permettant
d’atteindre ces cibles plus originales ont ainsi été développées. Laptitude des ARN a étre de bonnes cibles
pour I'action des antibiotiques®8<Y et de petits métabolites74% a donc été mise a profit pour la conception de
nouvelles voies thérapeutiques. Une possibilité consiste a cibler les séquences d’ARN tandis qu’une autre a
pour but de cibler une structure d’ARN. Par I'action de ligands d’ARN, il est possible de déréguler les proces-
sus dans lesquels ces ARNnc sont impliqués, a la fois chez les procaryotes et les eucaryotes. Peu de choses
sont cependant maitrisées a 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 '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, I'étude de
leurs propriétés biologiques et structurales est souvent compliquée par la difficulté a 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 a leurs caractéristiques physico-chimiques. Le
squelette central des ARN, constitué de groupements phosphate chargés négativement a pH physiologique,
leur confere une nature polyanionique. De ce fait, les molécules d’ARN se retrouvent souvent entourées de
cations métalliques multivalents (ex: Mg?*), essentiels pour leur structure.™ Egalement, lorsqu'’ils sont libres

en solution, les ARN sont fortement solvatés grace a la présence de nombreux groupements polaires au sein
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des bases azotées et grace a leur capacité a interagir avec un réseau organisé de molécules d’eau. En prenant
en compte toutes ces caractéristiques, un bon ligand d’ARN devra donc étre capable de perturber ce réseau
de molécules d’eau mais devra aussi posséder un caractére cationique et étre fortement polaire. Tous ces
critéres 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
a leur activité. Linteraction avec un ligand peut méme 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.*!' Les stratégies envisagées pour cibler un ARN ne doivent donc pas uniquement reposer sur

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

Compte tenu de tous ces critéres, on comprend bien que la conception originale de ligands visant spéci-
fiqguement des structures élaborées d’ARN reste difficile. Méme les tentatives de modélisation de structures
d’ARN et de criblage virtuel pour la recherche de bons ligands d’ARN restent complexes a réaliser. |l faut en
effet tenir compte de leur nature dynamique et de la destabilisation de leur cage de solvatation en réponse
a une interaction avec un ligand.“? Une stratégie employée afin de simplifier la conception de ligands d’ARN
consiste a 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 'ARN.

Il - Les aminoglycosides

Il - 1) Une famille d’antibiotiques a I’architecture conservée

Les aminoglycosides sont une famille de produits naturels synthétisés par des bactéries de la famille des
Actinomyceétes et largement connue pour son action antibactérienne.“3 En effet, ces molécules possédent un
large spectre d’action et sont notamment utilisées lors de graves infections par des bactéries a Gram-négatif
ou par des bactéries multi-résistantes.“* Cependant, des phénoménes de résistance et plusieurs effets se-
condaires®® (ototoxicité, toxicité rénale,...) limitent leur usage en grandes quantités et de fagon systématique
en cas d'infection. Toutefois, avec une action rapide et dose-dépendante contrblée, 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 a reconnaitre des ARN de structure et de nature différentes leur a permis d’étre considérés
comme des ligands universels d’ARN. Etudier leur comportement dans leur contexte d’action sur les ARNr
constitue donc un trés bon point de départ pour mieux comprendre les caractéristiques de ce qui fait un bon

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

Les molécules appartenant a cette famille d’antibiotiques possédent un motif central aminocylitol, le plus
souvent la 2-deoxystreptamine (DOS, en bleu sur la figure [l.9). D’autres aminoglycosides peuvent toutefois
provenir d’'un motif central streptamine ou streptidine dans le cas de la streptomycine. Le motif DOS peut étre
lié a un ou plusieurs sucres porteurs de nombreuses fonctions amines qui, selon leur position, aboutissent a

différents sous-groupes d’aminoglycosides. Comme indiqué sur la figure[l.10] la DOS peut étre monosubstitué
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streptamine streptidine
Groupe des kanamycines Groupe des néomycines Groupe des streptomycines
(kanamycine, gentamicine, (néomycine et paromomycine) (streptomycine et
tobramycine, sisomicine et dihydrostreptomycine)

netilmicin)

FIGURE 1.9 — Classification générale des aminoglycosides.

en position 4 (comme c’est le cas pour la néamine, la paromamine ou encore I'apramycine), disubstituée en
positions 4 et 5 (comme pour la néomycine ou la paromomycine (PRM)), ou disubstituée en positions 4 et 6 (ka-
namycine, tobramycine,...). Les aminoglycosides sont des molécules trés fonctionnalisées et en conséquence,
leur chimie est connue pour étre relativement difficile notamment en raison de la présence de nombreuses
fonctions amine et alcool réactives (cf chapitre [l). En effet, les approches de synthése asymétrique sont lar-
gement compliquées par la nature du cycle central DOS qui est un composé méso. Les aminoglycosides sont
décrits comme étant des molécules polycycliques trés polaires, chargés positivement a pH physiologique du

fait de la présence de nombreux groupements amino protonés.

7 WNH,
O \\\6
HO *
]|
HO™ Y “oH
NH,
néamine (R = NHy) néomycine (R = NH,) kanamycine (R; = OH, R, = OH)

paromamine (R = OH) paromomycine (R = OH) tobramycine (R = H, R, = NH,)

FIGURE .10 — Exemples d’aminoglycosides.
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Il - 2) Caractéristiques physico-chimiques et modes d’action des aminoglycosides
a) Considérations générales de I'interaction avec I’ARN

Les aminoglycosides sont principalement connus pour étre capables d’interagir avec des régions particu-
lieres de ’ARN telles que les tiges-boucles ou les bulges. En effet, les cavités hydrophobes résultant de ces
interactions non canoniques sont un terrain propice a la fixation de petites molécules. Les aminoglycosides
sont polycationiques a pH physiologique (figure [I.11) et en raison de la nature polyanionique du squelette
phosphaté de 'ARN au méme pH, I'essentiel des forces d’interaction entre ces deux partenaires provient

d’interactions électrostatiques.42

pK,., = 8.04
pK, = 5.74
pK,, = 7.55
K, 4 = 8.60
pK, = 7.60
pK, - = 8.80

FIGURE |.11 — Structure de la néomycine et valeurs de pK, de ses groupements amines4®

Pilch et son équipe ont ainsi précédemment démontré I'importance de cette contribution électrostatique en
faisant varier la force ionique du tampon contenant des échantillons d’ARNr 16S.4Z Ainsi, en augmentant la
concentration en NaCl, il leur été possible de remarquer une diminution des constantes d’affinité (Ka) mesurées
lors de l'interaction avec différents aminoglycosides et ce, aussi bien en microcalorimétrie qu’en fluorescence.
En doublant la concentration en NaCl (de 150 a 300 mM), la constante d’affinité mesurée est diminuée d’'un
facteur dix. Ceci met en avant 'importance de ces interactions électrostatiques et les conséquences liées a
la force ionique du milieu puisqu’il est donc possible d’écranter plus ou moins fortement ces interactions. Ces
précédentes études ont ainsi démontré que les forces d’interaction entre ARN et aminoglycosides reposent
a plus de 50 % sur des interactions électrostatiques. Leur grande contribution est par ailleurs responsable
du manque de sélectivité des aminoglycosides. Une stoechiométrie généralement supérieure au ratio 1:1 est
régulierement observée, suggérant alors la présence de multiples sites de liaison selon les conditions de force

ionique utilisées.*8

D’autres types d’interactions, cette fois de nature non ioniques, participent également a la formation des
complexes ARN/aminoglycosides.“? Par exemple, I'effet hydrophobe causé par le repliement de 'ARN per-
met a de petites molécules de venir se fixer. Un autre type d’interaction est lié a la présence de nombreux
groupements polaires (OH et NHy) a la fois sur 'ARN et sur les aminoglycosides. En effet, ces groupements
assurent I'établissement de liaisons hydrogénes, a la fois entre ces deux partenaires mais également avec les
molécules d’eau environnantes. Ces liaisons hydrogene arrivent en deuxieme position par ordre d’importance
apres les interactions électrostatiques. Elles permettent aux aminoglycosides d’affiner leur position au sein de
la cavité hydrophobe mais aussi de médier la formation du complexe ARN/aminoglycoside en réorganisant la

position des molécules d’eau, ce qui stabilise la structure globale du complexe. A titre d’exemple, les traits en
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pointilliés verts sur la figure[l.12] illustrent la participation d’'un réseau organisé de molécules d’eau dans le cas
de Tinteraction entre '’ARNr et la paromomycine. Ce réseau d’interactions fait intervenir les atomes d’oxygene
des molécules d’eau du solvant, représentés par des sphéres rouges. Nous pouvons donc dire que les inter-
actions ARN/aminoglycosides sont décrites par une combinaison d’interactions électrostatiques, de liaisons

hydrogene et d’effet hydrophobe.

FIGURE 1.12 — Contribution des molécules d’eau dans la formation de liaisons hydrogéne entre le site A de

I'ARNTr et la paromomycine.59

A linstar des ARN, les aminoglycosides sont également dotés d’'une grande flexibilité conformationnelle
grace aux liaisons glycosidiques situées entre les différents aminosucres. De ce fait, les aminoglycosides

peuvent adopter différentes conformations afin de former des complexes stables avec les ARN.

b) Le ribosome: site d’interaction principal

La principale cible cellulaire des aminoglycosides est la petite sous-unité 30S du ribosome bactérien. Ces
molécules agissent en se liant spécifiquement au site de décodage de ’ARNt aminoacylé (site A) et plus pré-
cisément, au niveau du grand sillon de I'hélice H44 de 'ARNr 16S51 (figure . Ce site A est naturellement
constitué de trois appariemments canoniques G=C, d’'une paire U - U et d’un bulge formé par trois adénines
non appariées (A1408, A1492 et A1493, suivant la numérotation chez E.coli). Ces adénines possédent donc

une conformation flexible et les résidus A1492 et A1493 sont dirigés vers I'intérieur de I'hélice.

Le rble du site A de la petite sous-unité est de vérifier que '’ARNt correspondant au codon de '’ARNm en
lecture soit recruté. Ce faisant, la grande sous-unité du ribosome catalyse la formation de la liaison peptidique
aboutissant a I'incorporation du bon acide aminé dans la protéine en cours de synthése. En présence du bon
ARNt, un changement conformationnel s’opére et le site A passe d’'une conformation "fermée" a une confor-
mation "ouverte" grace a un mécanisme de bascule des deux adénines A1492 et A1493 vers I'extérieur du
bulge, signalant ainsi 'avancement dans le processus de traduction de TARNm en protéines.?® Inversement,

lorsqu’'un mauvais ARNt est recruté, aucun changement conformationnel ne s’opére et le ribosome est alors
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FIGURE 1.13 — a) Structure cristalline de la petite sous-unité 30S du ribosome de E.coli. LARN 16S et les

protéines ribosomales sont représentées en rouge et en gris respectivement.5! b) ARNr 16S de E.coli.5?

capable de différencier un bon acide aminé d’'un mauvais et peut décider ou non de poursuivre la traduction de
'ARNm. La présence de ce bulge et plus particulierement du mouvement de bascule des deux adénines, est
cruciale pour le bon déroulement de la traduction et souligne I'importance du site A. En effet, comme l'indique
la figure les antibiotiques de la famille des aminoglycosides possedent un mode d’action exploitant ce
mécanisme.?53 De la méme fagon que les ARNL, ils sont capables de se lier au site A et entrainent ce méme
changement extra-hélicoidal. LARN est stabilisé dans la conformation "ouverte" ou les adénines A1492 et
A1493 sont a I'extérieur du bulge. La barriere énergétique requise pour la fermeture du domaine ribosomique
permettant de discriminer les ARNt entre eux étant abaissée, la précision de reconnaissance entre codon et
anticodon est alors diminuée.5%55 |es aminoglycosides compromettent donc le bon déroulement de la tra-

duction: l'incorporation d’aminoacides erronés favorise la production de protéines anormales menant in fine a

iE i; Peptide
B ——

I'apoptose de la cellule.5657

QT

—
Noncognate Cognate tRNA synthesis
tRNA
1 D Aminoglycoside
i; Peptide
Noncognate synthesis
1RNA mutated
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FIGURE |.14 — Mode d’action des aminoglycosides. Figure extraite de.®

Tous ces résultats ont pu étre obtenus en développant un modele simplifié d’ARNr 16S procaryote, utilisé
afin de faciliter les analyses structurales. Afin de mieux comprendre les phénomenes d’interaction entre les
aminoglycosides et 'ARNr 16S, Yoshizawa et al. furent les premiers a adopter une approche faisant appel a

une tige boucle comme modéle pour représenter le site A.5258 Des études structurales par RMN sur un frag-
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ment d’ARNr 16S tronqué ne comportant que le site A, ont démontré que ce dernier conservait malgré tout
ses propriétés d’interaction avec les aminoglycosides.”® Cette courte séquence de 27 nucléotides (illustrée en
figure[[.15]- A) constituée des mémes appariements G=C, de la méme paire U - U et des trois adénines non
appariées formant un bulge, est donc un bon analogue du site A de la petite sous-unité ribosomique. Par des
expériences de mutagénese dirigée couplées a des études structurales par RMN, il leur a ainsi été possible
d’identifier les nucléotides indispensables a la formation du complexe ARN/aminoglycoside®* ainsi que la na-
ture des fonctions chimiques des aminoglycosides impliqués dans les interactions. Dés lors, cette séquence
modele fut utilisée dans diverses études faisant appel a différentes techniques analytiques (cf partie[llT - | de

ce chapitre).
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FIGURE I.15 — A) Modéle de ’ARNr 16S27 de E.coli utilisé par Fourmy et al.* Les nucléotides impliqués dans
la formation du complexe avec les aminoglycosides sont entourés en bleu. B) Représentation schématique de
I'ARNr 16S27 seul. C) ARNr 16S27 en présence de la paromomcyine (PRM). Ces deux schémas illustrent
bien le mouvemant de bascule des deux adénines A1492 et A1493.%Y D) Structure aux rayons X de I'ARNr
16S27 seul. E) Structure aux rayons X du complexe ARNr 16S27-PRM. La PRM est représentée en couleur

bronze.>?
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Les structures cristallines de complexes impliquant divers aminoglycosides en présence de ce mime du
site A (long de 27 ou de 23 nucléotides), isolées par Westhof et son équipe, contribuerent a une meilleure
compréhension des phénoménes de reconnaissance®¥51%1 et confirmérent la nature de ces interactions. Le
site d’interaction sur TARN 16S a été précisément identifié et il est communément admis que cet ARN utilise un
mécanisme identique pour tous les antibiotiques appartenant a la famille des aminoglycosides(figure. Il
a été démontré que le cycle central Il (motif de la DOS) était crucial pour les phénomeénes de reconnaissance
avec I'’ARN. 2858163 | 3 DOS s’insére et se lie aux paires de bases localisées a I'intérieur du grand sillon du site
A de I'hélice, par 'intermédiaire de ses deux fonctions amine en N1 et en N3. Le substituant situé en position
4 (cycle 1), quant a lui, vient se positionner au sein d’'une poche formée par la paire de bases non canonique
A1408 et A1493, et une base non appariée, 'adénine 1492 (figure [.16). En s'insérant dans cette poche, la
DOS est contrainte dans une conformation ou elle s’empile contre la base G1491 et forme ainsi une liaison
hydrogene avec le résidu A1408. Cette interaction se faisant, les deux adénines 1492 et 1493 changent de
conformation et sont alors expulsées du bulge, en dehors de I'hélice. Ces motifs sont essentiels pour assurer
la spécificité des aminoglycosides pour le site A. Des interactions supplémentaires impliquant les sucres en
position 5 ou 6 permettent d’augmenter I'affinité avec la cible mais ne contribuent pas a la spécificité. De plus,
la structure moléculaire des aminoglycosides, constituée de nombreux groupements basiques et donneurs de
liaison hydrogéne (fonctions amine), permet d’orienter la molécule et affine son positionnement dans 'ARN
16S. Il a également été démontré que les nucléotides A1408 et G1494 tendent a bouger Iégerement une fois

le complexe formé.
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FIGURE .16 — Interaction de la PRM avec les résidues spécifiques de la sous-unité 30S du ribosome.®? Les

interactions impliquant les molécules d’eau environnantes n’ont pas été illustrées pour plus de clarté.
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c) Autres cibles des aminoglycosides

Nous avons pu le voir précédemment, la famille des aminoglycosides est principalement connue pour son
activité antibiotique. Cependant, le ribosome bactérien ne constitue pas leur seule cible et il a été démontré
que les aminoglycosides pouvaient étre utilisés pour interagir avec des ARN viraux. Cibler spécifiquement un
ARN viral en développant de petites molécules capables d’interférer avec les mécanismes lui permettant de
se multiplier pourrait constituer une voie thérapeutique intéressante.® Pour cela, la communauté scientifique
s’est intéressée a des éléments de régulation virale, situés dans des régions non codantes de ’TARNm. Nous

nous intéresserons ici aux éléments TAR et REV des ARNm du VIH.
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FIGURE 1.17 — Les ARNm du VIH comme cibles des aminoglycosides.4?

De nombreux travaux ont montré que les aminoglycosides pouvaient interférer avec certaines étapes de
la rétro-transcription du génome du VIH.4Y La protéine virale Tat joue le role d’activateur de la transcription
du virus du VIH. Cette protéine est capable de se fixer sur un élément de séquence de 'ARNm viral, appelé
TAR (pour Transactivation Responsive Element), long de 45 nucléotides et en forme de tige-boucle . En I'ab-
sence de l'interaction Tat-TAR, seuls de courts transcrits d’ARN non polyadénylés sont produits (figure [.18).
A l'inverse, la fixation de la protéine Tat permet le recrutement de nouvelles protéines telles que la cycline T1.
Cette derniére est une sous-unité de la protéine kinase TAK, et permet de jouer le réle d’intermédiaire dans les
processus d’interaction avec la machinerie cellulaire.®® Linteraction Tat-TAR permet ainsi d’augmenter drasti-
quement le taux de transcription et tout ’ARN est alors produit.®® De précédentes études se sont donc concen-
trées sur le développement de molécules capable d’inhiber I'interaction Tat-TAR. Tor et son équipe ont procédé
au criblage d’une librairie d’aminoglycosides et ont pu mettre en évidence que la néomycine est capable d’in-

terférer avec la formation de ce complexe avec une concentration inhibitrice médiane (ICsq) submicromolaire.”

Une fois la transcription du VIH réalisée, TARNm doit étre épissé puis transporté depuis le noyau vers
le cytoplasme pour I'étape de traduction. Lexportation de '’ARNm est rendue possible par la protéine virale
Rev.%8 Celle-ci agit en se fixant sur un domaine terminal en forme de tige boucle appelé séquence RRE (pour
Rev Responsive Element). Cette séquence est présente sur les transcrits d’ARN qui n’ont subi aucune ou
gu’une seule excision-épissage. Linteraction Rev-RRE favoriserait alors le passage de tous les ARNm conte-

nant cette séquence RRE du noyau vers le cytoplasme, aboutissant ainsi a la traduction de '’ARN en protéines
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FIGURE |.18 — Interaction Tat-TAR. Tiré de."/

de structure.®® Linhibition de I'interaction Rev-RRE empécherait donc la production de nouvelles protéines et
bloquerait la prolifération du virus. Il a été démontré que la néomycine était capable d’inhiber in vitro l'interac-
tion Rev-RRE avec un K; (constante d’inhibition) proche du micromolaire.4® Ces premiers résultats ont ainsi

pu ouvrir un nouveau champ d’étude relatif au ciblage des interactions Rev-RRE.

A linstar du VIH, le virus de I'hépatite C se réplique en détournant la machinerie cellulaire de son héte.
Pour cela, le virus vient directement recruter le ribosome eucaryote de maniere interne a I'aide de la séquence
IRES (pour Internal Ribosome Entry Site), située en amont de la séquence codante de '’ARN. Linteraction
IRES-ribosome va alors permettre l'initiation de la traduction du génome viral. Influer sur la formation de ce
complexe constitue donc une voie thérapeutique intéressante a explorer.%? De précédentes études menées
sur le complexe IRES-ribosome ont pu mettre en évidence que l'utilisation d’'une famille de ligands du type
benzimidazoles était capable d’interférer avec le démarrage de la traduction de 'ARN.®? Des lors, des ana-
logues de la DOS ont été développés et utilisés afin d’interférer avec la formation de ce complexe en induisant

un changement conformationnel de I'lRES."”0

Nous avons pu le voir tout au long de la premiere partie de ce chapitre, utiliser les aminoglycosides afin
de développer de nouvelles voies thérapeutiques visant des structures particulieres de 'ARN est une stratégie
tres répandue. Toutefois, ces composés sont surtout intéressants dans le cadre d’études in vitro, puisque leur
manque de spécificité, leur structure tres polaire et leur toxicité rendent leur optimisation difficile. lls ont permis
toutefois d’établir certains principes de base pour l'interaction entre des petites molécules et les ARN. La
partie qui suit est dédiée a une présentation des méthodes analytiques permettant de mesurer et ainsi mieux

comprendre ces phénoménes d’interactions.

lll- Méthodes analytiques pour I’'étude des interactions ARN/ligand:

les aminoglycosides comme cas d’étude

Les études d’interaction que nous allons présenter impliquent le complexe formé par différents aminoglyco-
sides et la structure en tige-boucle permettant de mimer le site A de ’ARNr. Pour I'étude d’'un méme complexe,
chaque méthode repose cependant sur une approche différente. Il est donc important de mentionner que les
résultats obtenus grace a ces différentes techniques ne sont pas si facilement comparables entre eux. Les
conditions expérimentales utilisées (pH, température, tampon, force ionique), le marquage ou non des molé-

cules étudiées, I'appareillage, I'environnement d’étude (en phase homogéne ou hétérogene),. . . constituent un
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ensemble de parametres importants qui influent sur la nature des résultats. Cette partie va donc étre dédiée a
une présentation critique des méthodes analytiques les plus souvent employées dans I'étude des interactions
ARNr 16S/aminoglycosides. Méme si nous avons décidé de nous focaliser sur I'étude du fragment 16S, ces
mémes méthodes ont parfois été utilisées pour I'étude d’autres fragments d’ARN qui seront mentionnés le
cas échéant. Nous aborderons le principe de fonctionnement de chaque technique et nous comparerons leurs
avantages et leurs inconvénients. Cette présentation générale nous permettra enfin d’expliquer pourquoi une
approche électrochimique pourrait compléter et peut-étre améliorer les études précédemment menées sur ce

méme systeme.

lll-1) Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse (MS: Mass Spectrometry) est une technique analytigue permettant de déter-
miner la masse moléculaire de composés présents dans un échantillon. Il est ainsi possible d’identifier ces

composés et méme de les quantifier. 7!

sample

Y
Ty

mass spectrometer

FIGURE |.19 — Schéma du fonctionnement d’'un spectromeétre de masse. Tiré de Analytical Methods in Supra-

molecular Chemistry 72

Un spectrometre de masse (figure [.19) comporte généralement quatre parties disposées en série. Cha-

cune possede un role bien précis:

1. lonisation de I'échantillon: les molécules sont introduites dans I'appareil sous forme liquide, gazeuse
ou méme solide et sont ensuite ionisées. Cette premiére étape est rendue possible par un élément
de I'appareil appelé source. Une source d’ionisation peut étre utilisée en mode positif ou négatif se-
lon la charge de l'ion que I'on souhaite détecter. Cette étape qui implique un changement d’état est

particulierement importante pour la quantification d’'une interaction.

2. Accélération des ions: une série de lentilles électroniques permet la convergence et I'accélération des

ions formés a la sortie de la source.

3. Séparation: les ions précédemment formés possédent des masses et des charges différentes. Sous
I'effet d’'un champ électrique et/ou magnétique, I'analyseur de masse est alors capable de les séparer

selon leur rapport masse sur charge (m/z).
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4. Détection et traitement des signaux: le détecteur traduit la quantité d’'ions observés en un signal élec-
trique d’intensité proportionnelle. Le détecteur amplifie le signal qui est ensuite traité informatiquement.
Les résultats sont finalement représentés sous forme d’'un spectre de masse illustrant 'abondance des

ions. Ceux-ci sont classés par ordre croissant de leur rapport m/z.

Plus particulierement ici, nous avons choisi de présenter 'ESI-MS (pour Electrospray lonization-Mass
Spectroscopy). Du fait de son étape d’ionisation caractéristique, cette technique de MS est communément
utilisée lorsqu’il s’agit d’analyser des biomolécules (peptides, protéines, acides nucléiques...). En effet, elle
présente I'avantage de pouvoir transférer I'échantillon ionisé depuis la solution jusqu’au détecteur avec une
fragmentation quasi-nulle. Ceci est particulierement intéressant lorsque I'on étudie des assemblages supra-
moléculaires, en particulier avec les acides nucléiques puisqu'il est ainsi possible d’observer les pics mo-
léculaires des formes complexées gardées intactes.”® LESI-MS fonctionne en deux étapes (figure . La
premiére consiste a former des goutelettes a partir de I'analyte en solution qui est injecté dans un capillaire.
Pour cela, I'extrémité de ce capillaire est soumise a un champ électrique. En mode négatif, ce champ élec-
trique entraine la migration des ions négatifs (mode utilisé pour les acides nucléiques) et inversement en mode
positif. Au bout du capillaire, des espéces chargées vont alors s’accumuler a la surface de la solution jusqu’a
atteindre un point de rupture ayant pour conséquence la dispersion de la solution sous forme de goutelettes.
Au cours de la deuxieme étape, les goutelettes contenant I'analyte ionisé s’évaporent progressivement sous
I'action combinée d’un gaz séchant et de la température appliquée. Leur taille diminue progressivement jus-
qu’a exploser. Les ions contenus dans ces goutelettes sont ainsi totalement désolvatés et se retrouvent en
phase gazeuse. Ces derniers sont alors détectés par le spectrometre de masse en fonction de leur rapport

m/z .4
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FIGURE 1.20 — Schéma du principe d’'ionisation par nébulisation. Figure extraite de Cech et al.’>

Sannes-Lowery et al’® ont mesuré I'affinité de la paromomycine pour 'ARNr 16527 en réalisant des ex-
périences de dosage par ESI-MS (figure [.27). Ces expériences de dosage ont été réalisées en additionnant
des quantités croissantes de paromomycine (de 10 a 200 nM) a 50 nM d’ARN 16S dans un mélange 150

mM NH4OAc/50 % isopropanol. Une valeur de Kp égale a 52 nM + 4 nM a été déterminée pour la forma-
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tion quasi-majoritaire d’'un complexe équimolaire ARN 16S27/PRM. Le spectre ESI-MS illustré sur la figure
[.21FA montre bien la distinction entre la forme libre de 'ARN 16S27 et la forme liée a la PRM (abréviée PM).
Egalement, un complexe 1:2 (Iégendé par une fleche sur la méme figure) n’a été détecté qu’a I'état de traces
confirmant bien la forme majoritaire 1:1 déja mentionnée dans la littérature par d’autres méthodes analytiques.
Certains points restent toutefois a préciser concernant cette étude. Les acides nucléiques ne sont pas si facile-
ment analysables en ESI-MS. Ceci est di aux interactions électrostatiques se déroulant entre les groupements
phosphate des acides nucléiques et des cations métalliques tels que Na* ou K*. La présence de ces especes
cationiques est alors a prendre en compte lors de la détermination de la masse moléculaire d’'une espéce
et peut réduire la précision de cette mesure. Une fagon courante pour contourner ce probleme est I'addition
d’ammonium dans I'échantillon dans le but de substituer ces cations métalliques lors de la fixation avec les
groupements phosphodiester. Lammonium sera ensuite relargué sans I'oligonucléotide sous forme d’ammo-
niac gazeux au moment de I'étape de nébulisation. C’est précisément ce qui a été réalisé dans I'exemple cité
ici. Ces mesures par ESI-MS ont préalablement nécessité la désolvatation de ces espéces cationiques puis
I'addition de NH4OAc. Labsence de cations métalliques peut donc nous pousser a nous questionner sur la
bonne pré-organisation de ’ARN et donc sur la précision de ces analyses quantitatives d’interaction avec les
aminoglycosides.
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FIGURE |.21 — A) Spectre ESI-MS obtenu lors du dosage de I’ARNr 16S par la PRM. B) Détermination du Kp

par régression linéaire des données obtenues lors de la titration de 'ARN 16S par la PRM. Figure extraite
de. 78

Griffey et al. ont également utilisé 'ESI-MS pour étudier ce systeme mais cette fois, par une approche
qui s’apparente a une stratégie de criblage.”278 Une solution ARN & 5 uM a été analysée par ESI-MS en

présence de six aminoglycosides différents, chacun a une concentration de 0.5 uM sur I'exemple de spectre
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illustré en figure La solution d’ARN ici utilisée correspondait a un mélange équimolaire de deux types

d’ARN longs de 27 bases: un ARN 16S et un ARN 18S, ce dernier étant marqué par une chaine polyéthyléne
a son extrémité 5’ afin de séparer son signal de celui de 'ARN 16S sur le spectre de masse. Cette expérience
de dosage simultanée et en parallele a été répétée pour un méme mélange d’aminoglycosides en proportions
égales mais a différentes concentrations. Chaque aminoglycoside étant présent en proportion égale dans
cette solution, les expériences de dosage ont été répétées en faisant varier la concentration de ce mélange
de 0 2 0.6 uM dans une solution & pH 7 contenant 50 mM NH4OAc/10 % isopropanol. Par comparaison des
abondances relatives de chaque espéce ionique et par régression linéaire de ces points expérimentaux les Kp
(constante de dissociation) de chaque aminoglycoside ont ainsi pu étre déterminés (figure [.22}B). Dans ces
conditions de pH et de tampon, la PRM posséde donc un Kp égal & 110 + 2 nM.”Z Contrairement & I'exemple
cité précédemment, les mesures n'ont pas été réalisées dans les mémes gammes de concentrations et la
solution d’échantillon est moins concentrée en sels. Avec une méme technique, les valeurs de Kp déterminées
d’une étude a l'autre différent du simple au double, signe que chaque valeur de Kp est "unique" car liée aux

conditions expérimentales.
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FIGURE |.22 — A) Spectre ESI-MS obtenu lors du dosage des ARN 16S et 18S en présence de six aminogly-
cosides. AP: apramycine, RM: ribostamycine, TB: tobramycine, BK: kanamycine B, PM: paromomcyine, LV:
lividomycine. La région du spectre correspondant a m/z entre 1820 et 1950 a été agrandie. B) Kp (en uM)

obtenus pour chacun des aminoglycosides. Figure extraite de.””

Nous avons choisi de nous focaliser sur 'ESI-MS car elle est bien adaptée a I'étude des acides nucléiques
mais il existe d’autres approches de spéctrométrie de masse. Une autre méthode plus destructive, la dissocia-
tion induite par collision, peut également étre utilisée. Par fragmentation du complexe ARN/ligand formé, il est

alors possible d’identifier le site de fixation de petites molécules sur TARN.7Z78 ’étude des complexes ARNr
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16S/aminoglycosides a ici été mentionnée a 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 'ARN du VIH-1.
Nous I'avons mentionné, la séquence TAR est une tige-boucle comportant un bulge interne située pres de
I'extrémité 5’ du transcrit du VIH et posséde deux sites de liaison. Lun pour une protéine Tat et I'autre pour une
protéine cellulaire appelée cycline T.”? La fixation de la protéine Tat & la séquence TAR augmente de fagon
importante le taux de transcription de 'ARN viral. Perturber cette interaction, notamment par 'usage des ami-
noglycosides, est une approche antivirale intéressante pour cibler le VIH. Les phénoménes 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.©9

LESI-MS permet de déterminer en phase gazeuse I'affinité d'un ligand pour sa cible ARN et la stoechio-
métrie de formation de ce complexe en suivant les modifications de poids moléculaire.®!' Contrairement aux
autres technique de MS, 'ESI-MS est considérée comme étant une technique douce puisque l'ionisation des
molécules se déroule sous pression atmosphérique et a température ambiante ce qui permet aux échantillons
de ne pas étre fragmentés. Elle permet I'analyse de molécules pouvant aller jusqu’a 500 kDa et nécessite
généralement de faibles quantités d’échantillon. Moins de 50 uL d’'une solution d’acide nucléique a 1-10 uM
sont suffisants. LESI-MS permet une analyse rapide, automatisable et est considérée comme une méthode

trés sensible puisqu’elle posséde une limite de détection de I'ordre de la picomole. 2

A Tlinverse, un inconvénient majeur est son équipement colteux et la nécessité de faire appel a un ex-
périmentateur qualifié. Ceci limite son utilisation en routine et la rend peu adaptée a une utilisation pour des
expériences de criblage. Plus important encore, 'ESI-MS ne permet pas I'utilisation de solutions apolaires ni de
solutions contenant de fortes concentrations en sels.””! Pour 'ESI-MS, la nature des espéces présentes dans
I’échantillon joue un réle déterminant dans la sensibilité et la précision des mesures. Généralement, les ARN
nécessitent d’étre solubilisés dans des solutions tampon contenant des cations métalliques afin d’empécher
les phénomenes de répulsion entre les groupements phosphate et ainsi stabiliser leur structure secondaire
ou tertiaire. Comme mentionné précédemment, une analyse par ESI-MS peut donc étre influencée par la pré-
sence de ces cations. lls peuvent en effet influer sur 'abondance relative de I'échantillon, lui aussi, sous forme
ionisée. La formation de potentiels adduits peut également interférer avec la détection des molécules d’inté-
réts. Cela complique la détermination et la précision de la masse moléculaire si certains adduits ne sont pas
séparés des ions de la molécule protonée. LESI-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, I'utilisation de cette méthode nécessite de mélanger la solution d’échantillon a un solvant organique
(Acétonitrile, Méthanol ou Isopropanol le plus souvent), pouvant rendre les résultats peu représentatifs des

conditions physiologiques.
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lll -2) Résonance plasmonique de surface

La technique SPR (Surface Plasmon Resonance en anglais) est une autre méthode de mesure permettant
de détecter et de suivre en temps réel les interactions entre des biomolécules et leur ligands. Elle est souvent
utilisée pour étudier les phénomenes de reconnaissance impliquant des protéines, des polysaccharides, des
lipides ou des acides nucléiques. Au cours d’une expérience SPR, le récepteur se trouve immobilisé sur une
surface métallique: le sensor chip (pour biocapteur). Une solution tampon contenant le ligand est alors ap-
portée en flux continu a la surface du capteur au moyen d’un dispositif de microfluidique. Comme indiqué en

figure [[.23]le capteur est constitué de plusieurs éléments:

1. Labase est constituée d’un support en verre.
2. Celui-ci est surmonté d’une fine couche métallique, généralement faite d’or.

3. Les éléments précédents sont finalement recouverts d’un substrat permettant le greffage spécifique du
récepteur a la surface du capteur. Il est possible d'utiliser différentes surfaces (Dextran, chaines alipha-

tiques C18, streptavidine...) selon la nature du récepteur a immobiliser.

Lumiére polarisée

. Lumiére réfléchie
monochromatique

1. Plaque de verre
Biocapteur 2. Fimdor —
3. Dextran
Récepteur greffé *
Ligand —,Q 0 Q

FIGURE 1.23 - Principe de la SPR.53

En SPR, la détection des interactions entre biomolécules repose sur le principe suivant: un rayon mono-
chromatique va venir irradier la surface du biocapteur qui sépare deux milieux d’indice de réfraction différents.
Selon son angle d’incidence, le faisceau peut évoluer de deux fagons. Dans un premier cas, il peut étre to-
talement réfléchi. Dans I'autre, une partie du rayon incident est réfléchie tandis que l'autre est réfractée. Ce
deuxieme cas de figure, plus fréquent, est celui qui nous intéresse dans le cadre de la SPR. En effet, lorsque
les photons du rayon incident entrent en résonance avec les électrons libres situés a la surface du métal
conducteur, des ondes évanescentes se forment a l'interface entre le métal et le diélectrique. Ce phénoméne
d’oscillation porte le nom de résonnance de plasmons de surface.®? Or, la propagation de cette onde est
modifiée par toute perturbation se produisant a l'interface ou elle est formée. Lorsque des phénomenes d’as-
sociation ou de dissociation se produisent au niveau de cette interface, I'indice de réfraction au voisinage de la

surface est modifié et va perturber I'onde tant au niveau de sa phase que de son amplitude. Ceci va alors se
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traduire par un changement de I'angle de résonance (angle 6 sur la figure [[:23). Lenregistrement de la varia-
tion de cet angle de résonance en fonction du temps permet de suivre en temps réel la fixation des molécules
injectées sur le biocapteur. Les phénomenes d’interaction sont représentés sur un sensorgramme ou le signal
de résonance est exprimé en unités de résonance (RU) en fonction du temps. La différence entre la valeur
de RU obtenue en fin de mesure avec la valeur de RU mesurée avant injection (désignée par RUaniibody SUr
I'exemple de la figure permet d’obtenir la quantité de molécule immobilisée. Une variation de 1000 RU
correspond a une déviation de I'angle de résonance de 0.1 degré, ainsi qu’a une fixation de 1 ng de protéine

ou 0.8 ng d’acide nucléique par mm? de surface.®®
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FIGURE |.24 — Exemple de sensorgramme obtenu pour une reconnaissance antigene/anticorps. Source:

www.bio-rad.com/fr-fr/applications-technologies/proteon-surface-plasmon-resonance-detection-system#1

Laccumulation de I'analyte en surface au cours du temps permet de mesurer en temps réel les phéno-
menes de reconnaissance et leur cinétique, sans avoir recours a un marquage des molécules. La SPR donne
acces a des informations cinétiques et thermodynamiques telles que: la constante cinétique d’association
(kon), la constante cinétique de dissociation (k), I'affinité (Kp) ainsi que la concentration en molécules fonc-

tionnelles.

Pour I'étude des complexes ARN 16S/aminoglycosides, une méthode souvent employée est I'utilisation
d’un ARN biotinylé a I'une de ses extrémités.® En utilisant un sensor chip recouvert de streptavidine, '’ARN
est immobilisé grace a une interaction biotine/streptavidine. Avec cette méthode, plusieurs molécules de la
famille des aminoglycosides ont été caractérisées dont la paromomycine, la néomycine et la néamine.28 | 3
formation d’'un complexe 1:1 entre 'ARN 16S et la paromomycine a été observée par SPR dans un tampon 10
mM HEPES pH 7.4, contenant 150 mM NaCl et 3 mM EDTA. Dans ces conditions, un Kp de 0.2 uM a pu étre
déterminé pour la paromomycine. De la méme fagon, les Kp de la néamine et de la néomycine ont été mesu-
rés autour d’'une valeur de 7.8 uM et 19 nM respectivement. Ces expériences de dosage ont été réalisées en
présence d’une solution a 0.1 uM d’ARN 168 biotinylé, et en faisant varier la concentration en aminoglycoside
de 0.01 2 100 pM.

D’autres séquences d’ARN ont également été étudiées par SPR, telles que le site RRE (pour Rev Res-
ponsive Element), présent dans ’ARNm du virus du VIH de type 1.48 Nous I'avons déja mentionné dans la
partie I1{c)| de ce chapitre, ce site RRE est normalement dédié & la reconnaissance de la protéine Rev qui, s’y
fixant, permet a '’ARNm viral d’étre exporté depuis le noyau vers le cytoplasme permettant ainsi la synthese de

protéines structurales du virus.” Toute interruption de I'interaction Rev-RRE compromet alors la réplication du
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virus du VIH. Les aminoglycosides ayant également la capacité de reconnaitre 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 (Kp ~ 200 nM). La PRM a elle aussi été étudiée, et son affinité a été déterminée

comme étant 15 fois inférieure (Kp ~ 3 mM) a celle de la néomycine.4®

La SPR est une méthode rapide et automatisable qui donne accés en temps réel a des données ther-
modynamiques et cinétiques. Il est possible de détecter des constantes cinétiques comprises entre 10°< ko,
<108 M'.s" pour les phénoménes d’association et 10°< ko <107 s pour les phénomeénes de dissociation.&
Egalement, cette méthode est souvent utilisée dans des stratégies de criblage ou les phénoménes de recon-
naissance de chaque molécule pour une méme cible sont comparées. C’est une technique qui nécessite de
faibles quantités d’échantillon immobilisé®® (nanomoles) ce qui est un avantage majeur dans I'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 génerent de trop faibles variations de signal. Un autre paramétre important
lors d’une analyse par SPR est le RIl (Refractive Index Increment) qui correspond a la variation de l'indice
de réfraction en fonction de la concentration d’un échantillon a une température, une longueur d’onde et un
type de solvant donnés. Les valeurs de RIl ne sont généralement pas corrigées lorsqu’il s’agit de la forma-
tion d’'un complexe équimolaire entre deux molécules de méme nature (ex: protéine-protéine). Cependant, il
devient nécessaire d’appliquer un facteur de correction a ces RIll dés lors que I'on étudie deux partenaires
moléculaires de nature différente et dont la stoechiométrie de formation du complexe est inconnue ou supé-
rieure & 1.%% En SPR, un traitement rigoureux de ces valeurs de Rll est donc nécessaire pour la fiabilité des
études quantitatives. |l 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 a fonctionnaliser sur le récepteur afin de ne pas
interférer dans les phénoménes de reconnaissance.®? Egalement, la nature et la longueur du bras espaceur
permettant le greffage est un autre facteur a 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 Kp obtenues par cette méthode sont représentatives de phéno-
menes se produisant en phase hétérogene et ne sont pas si facilement comparables a celles déterminées en

solution.

lll - 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 I'excitation d’'une molécule a une longueur d’onde donnée. En ab-
sorbant ces photons, cette molécule va alors passer dans un état électroniquement excité.®! 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 a son état fondamental (figure [[.25). Plusieurs mé-

thodes de spectroscopie de fluorescence permettent d’étudier la reconnaissance entre un ARN et son ligand.
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Nous nous focaliserons surtout sur les méthodologies faisant intervenir le quenching de fluorescence et la

polarisation de fluorescence.
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FIGURE 1.25 — Diagramme de Jablonski illustrant la désexcitation moléculaire sous forme de fluorescence ou

de phosphorescence. Tiré de®

La polarisation de fluorescence (figure [.26) consiste a exciter une molécule avec une lumiére polarisée
linéairement. Aprés excitation, on remarque que dans certains cas la fluorescence qui en résulte est également
polarisée dans la direction du dip6le d’émission de la molécule. Dans ce type d’expérience, on se repose sur
une grandeur appelée, polarisation de fluorescence. Cette valeur notée r est synonyme des degrés de liberté
d’'une molécule fluorescente. En d’autres termes, cela illustre la facilité avec laquelle le fluorophore tourne sur
lui-méme. Dans une expérience de polarisation de fluorescence, on cherche a observer si une molécule voit
ses degrés de liberté modifiés. Si c’est le cas, alors une variation de polarisation de fluorescence traduira un
changement d’environnement moléculaire. De fagon générale, il faut savoir que la polarisation de fluorescence:

— augmente si le poids moléculaire augmente

— augmente si la viscosité du solvant augmente

— diminue si le temps de vie a I'état excité augmente
Les mesures de polarisation de fluorescence peuvent donc fournir des informations sur la mobilité, la taille, la
forme et la flexibilité des molécules. Cette méthode est souvent employée pour I'étude des interactions entre
les acides nucléiques et de petites molécules.®324 Pour I'étude des interactions ARNr 16S/aminoglycosides,

deux stratégies peuvent étre employées. Le fluorophore peut étre soit sur I’ARN,®5 soit sur le ligand. 2697

Fluorophore seul Rotation rapide
Lumié(e ; ; Lumiere t:émise
polarisée dépolarisée
Lumi_é(e \ Lumiére. émise
polarisée ‘ \ \ polarisée
Complexe de grande taille Rotation lente
FIGURE 1.26 — Schéma llustrant le principe de la polarisation de fluorescence. Adapté

de Technical Resource Guide Fluorescence Polarization Fourth  Edition, disponible sur

https://tools.thermofisher.com/downloads/FP1.pdf
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Léquipe de Rando a déja utilisé la polarisation de fluorescence pour étudier la reconnaissance entre '’ARNr
16S et les aminoglycosides.®”®¢ Ce mime du site A de ’ARNTr a été mis en présence d’un analogue fluorescent
de la paromomycine, fonctionnalisé par une 5-carboxytetramethylrhodamine (appelée CRP, cf. figure [I.27) au

niveau de son amine primaire.

N*(CH3),

Paromomycine (R =H) )
CRP (R =TR) TR- = 5-carboxytetramethylrhodamine

FIGURE |.27 — La CRP, sonde fluorescente utilisée dans I'étude de Rando®” par polarisation de fluorescence.

Une fois ce fluorophore mis en présence de 'ARN, une augmentation de la polarisation de fluorescence
a pu étre observée. Cette augmentation est synonyme d’un changement dans la liberté de rotation du fluo-
rophore entrainant une déviation du rayonnement fluorescent émis. La réponse fluorescente enregistrée est
donc synonyme de la formation du complexe ARNr 16S/aminoglycoside. A partir des expériences de titrage
en phase homogene de la CRP (10 nM) par 'ARNr 16S (additions de 0 a 500 nM), le Kp de cette sonde a
été déterminé a 165 nM. Des expériences de compétition ont ensuite été menées dans les mémes conditions
réactionnelles que les mesures de Kp (Aexcitation = 550 NM, Agmission = 580 nm, tampon 20 mM HEPES pH 7.4,
140 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM CacCl,). Par addition d’aminoglycosides non marqués sur le complexe ARNr
16S/CRP pré-formé (300 nM d’ARN pour 10 nM de sonde), ils ont pu observer une diminution de la polarisation
de fluorescence. La CRP est déplacée de son site de fixation sur ’ARN et remplacée par la molécule compéti-
trice. Plusieurs aminoglycosides ont été testés par cette méthode, dont la néomycine et la paromomycine. Par
une régression non-linéaire des points expérimentaux faisant appel a un modele 1:1 de complexation, des Kp

de 132 nM et 1.85 uM ont été respectivement déterminés.

La méme approche a été utilisée, mais cette fois par détection de I'extinction (ou quenching) de la fluores-
cence.®® Pour cela, une série d’analogues de la paromomycine fonctionnalisés a I'aide de dérivés du pyréne
ont été développés (figure [.28). Ils ont tout d’abord été utilisés dans des expériences de dosage en présence
du 27-mer d’ARN afin de déterminer leur Kp respectifs. Les mesures de fluorescence ont été réalisées dans
les conditions suivantes Aexcitation = 340 NM, Agmission = 380 nm, tampon 20 mM HEPES pH 7.5, 140 mM NaCl,
5 mM KCI, 1 mM MgCl,, 1 mM CaCl,. Ces molécules ont ensuite joué le réle de sondes rapportrices dans
des expériences de compétition avec la paromomycine non marquée. Laddition de 2 mM de paromomycine
sur un complexe fluorophore (10 nM)/ ARNr 16S (1 uM) a permis de déterminer un Kp de la paromomycine
autour de 2 uM et ce, quelque que soit le dérivé pyrene utilisé. Ces interactions compétitives ont ensuite été

mesurées avec d’autres aminoglycosides, testés en paralléle sur plaque de 96 puits avec pour objectif de
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classer ces molécules selon le pourcentage de rétablissement de la fluorescence dés I'ajout du compétiteur.
Une fois encore, la néomycine a été identifiée comme étant 'aminoglycoside ayant la meilleure affinité pour
I’ARNr 16S parmi tous ceux testés puisqu’elle a permis de regagner 60 % de la fluorescence initiale. Notons
cependant que cette méthode ne permet pas de différencier significativement les autres aminoglycosides les
uns des autres. En effet, la paromomycine, la gentamycine C, la kanamycine B et la tobramycine ont rétabilit la

fluorescence a hauteur de 30 % environ.
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FIGURE 1.28 — Paromomycine fonctionnalisée avec différents dérivés du pyrene, utilisés par Hamasaki et

Rando.6

Notons que la sonde pyrene-PRM possede un Kp environ 8 fois inférieur a celle de la PRM non marquée.
De par sa structure plane polyaromatique, le pyréne est capable de s’intercaler entre les bases de 'ARN. Les
interactions de type m-stacking avec les bases nucléotidiques sont responsables de cette meilleure affinité
pour 'ARN.®¥ Une grande quantité de PRM a donc di étre utilisée pour déplacer I'équilibre vers la forme non
complexée du fluorophore. Ce résultat illustre les éventuelles difficultés que I'on peut rencontrer avec le mar-
quage du ligand, lequel ne doit pas trop perturber les propriétés de reconnaissance entre molécules. Un effort
constant doit étre fait sur I'utilisation d’'un marquage conservant les propriétés structurales et fonctionnelles

des molécules natives. Cette sonde fluorescente au pyréne en est un parfait exemple.

Plutét que de marquer le ligand, une autre stratégie consiste a marquer 'ARN avec un fluorophore. Les
équipes de Pilch®? et Hermann®> ont publié des travaux dans lesquels I'adénine 1492 de I'’ARN 16S est sub-
stituée par un isomeére fluorescent. Ladénine modifiée, appelée 2-aminopurine (2-AP), voit sa fonction amine
maintenant portée par le carbone en position 2 (figure [.29). Ces deux exemples d’étude ont principalement
fourni des informations structurales sur les changements conformationnels liés a la reconnaissance entre

'ARNr 16S et la paromomycine mais ne mentionnent pas la détermination directe de Kp par fluorescence.
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Les résultats font essentiellement allusion a la formation d’'un complexe entre 'ARN portant la 2-AP et la pa-

romomycine. Linteraction entre cet ARN fluorescent et son ligand paromomycine a entrainé une exaltation
de la fluorescence diie a I'expulsion physique de la 2-AP en dehors du bulge. Etant davantage exposée au
solvant, la désexcitation par émission de fluorescence est donc réduite puisque la 2-AP n’est plus capable
d’interagir avec les autres nucléotides du bulge. A l'inverse, en absence d’aminoglycoside, aucun changement
conformationnel ne se produit et la fluorescence de '’ARN 2-AP reste stable. Shandrick et son équipe® ont
réalisé leurs expériences de fluorescence dans les conditions réactionnelles suivantes: Agygitation = 310 nm,
Asmission = 370 nm dans un tampon 30 mM cacodylate pH 6.8. Le second exemple que nous avons cité a été
réalisé par I'équipe de Pilch®Y ou les mesures par fluorescence ont été réalisées a Aeysitation = 337 NM, Aémission
=370 nm et dans un tampon 10 mM cacodylate pH 5.5 en présence de 0.1 mM EDTA et 60 mM NaCl. Méme
si aucune valeur de Kp n'a été déterminée par cette approche, les deux exemples mentionnés ont confirmé
les informations structurales déja acquises par d’autres méthodes telles que la RMN®2 (abordé en partie |E|
Lanalyse par fluorescence a permis de confirmer le r6le clé de 'A1492 dans la reconnaissance avec les

aminoglycosides.
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FIGURE 1.29 — ARN 16S27 modifié par une 2-AP en position 1492.

Les phénomenes de reconnaissance entre les aminoglycosides et la séquence RRE du VIH ont également
fait I'objet d’'une étude par polarisation de fluorescence.®® Comme précédemment mentionné, les aminoglyco-
sides sont aussi capable de se fixer au niveau de la séquence RRE de 'ARNm du VIH et d’ainsi empécher
la fixation de la protéine Rev. En se fixant de cette fagcon, les aminoglycosides entrainent Iinterruption de la
transcription du virus du VIH. Dans cette étude, la sonde fluorescente utilisée est un analogue de la protéine
Rev, fonctionnalisée par une fluorescéine a son extrémité N-ter grace a une liaison peptidigue. Comme indi-
qué sur la figure .30} la séquence d’ARN RRE correspond a une tige boucle contenant un bulge central et sur
lequel la protéine Rev vient se fixer. Dans cette étude, un court peptide de 16 acides aminés capable de se lier
a RRE a été utilisé. De méme, son analogue fluorescent, appelé FI-REV34.50 a été synthétisé et utilisé comme
sonde rapportrice. Par des études de compétition réalisées dans les mémes conditions®® que pour '’ARNr 16S
(mentionnées précédemment en page [39), la néomycine et la tobramycine reconnaissent la séquence RRE
du VIH avec des Kp de 1.18 + 0.24 uM et 2.29 + 0.12 uM respectivement.
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FIGURE 1.30 — Structures de la séquence RRE, du peptide Rev et de son analogue fluorescent utilisés dans
I'étude de Rando.®®

Nous I'avons vu, I'utilisation de cette technique analytique nécessite le marquage de l'une des deux mo-
lécules par un fluorophore. Les modifications apportées ne doivent pas perturber leur intégrité structurale ni
influencer les phénoménes de reconnaissance entre molécules. Ceci est d’autant plus important lorsque I'on
travaille avec des ARN qui peuvent étre difficiles a fonctionnaliser et fragiles a manipuler. Quelques subtilités
sont également a prendre en compte afin de garantir la fiabilité des mesures car il est parfois possible d’ob-
server des artéfacts comme des phénoménes de photo-bleaching. De plus, les mesures de fluorescence sont
trés sensibles a I'environnement (température, pH, nature du solvant, concentration en échantillon). Le choix
de cette technique doit également se faire en adéquation avec la durée de vie de la fluorescence émise (4 ns
est suffisant pour des molécules de petites tailles < 10 kDa mais insuffisant pour des molécules > 30 kDa). 109
Indépendamment de ces quelques inconvénients, la fluorescence est une technique relativement facile et
rapide a utiliser. Elle a permis de déduire des informations structurales mais aussi de quantifier les interactions
entre '’ARNr 16S et les aminoglycosides. La spectrométrie de fluorescence posséde également une excellente
sensibilité conduisant a des limites de détection 100 a 1000 fois meilleure que la spectrophotométrie UV-visible

d’absorption (de I'ordre du picomolaire®Y).

lll - 4) Titration calorimétrique isotherme

La titration calorimétrique isotherme (ou ITC pour Isothermal Titration Calorimetry) est une technigue ana-
lytique elle aussi dédiée a I'étude des interactions moléculaires. Elle constitue la seule technique permettant
un acces direct a la mesure de la constante d’association en solution, sans avoir besoin de marquer les molé-

cules. Elle permet de détecter des affinités pouvant aller jusqu’au nanomolaire.

Son principe repose sur la mesure de la différence de chaleur provenant de l'interaction entre deux mo-
lécules. Toute interaction est généralement liée a un échange de chaleur. Au cours de linteraction, I'énergie
thermique est soit dégagée vers le milieu extérieur (elle est alors définie comme étant exothermique), soit
absorbée depuis le milieu extérieur (elle est alors dite endothermique).’® LITC permet la mesure de ces
variations de chaleur et fournit, en une seule expérience, le profil thermodynamique complet de cette transfor-
mation (enthalpie AH, entropie AS, constante d’association Ka et staechiometrie). Cette technique est utilisée

dans de nombreux cas. Le plus courant est I'étude des interactions biomoléculaires (par exemple entre pro-
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téines, entre protéine/ligand, entre protéine/acide nucléique, ou méme entre polysaccharides®®), mais peut
également étre employée dans des études cinétiques. %3 Afin d’effectuer ces mesures, un microcalorimétre est
utilisé. Il est constitué d’'une cellule de référence (maintenue a température constante) et d’'une cellule de me-
sure, toutes deux entourées d'un caisson adiabatique (figure[[.:37). La cellule de mesure contient généralement
le récepteur en solution. Le ligand y est alors injecté progressivement (I'inverse est également possible) afin
de réaliser des expériences de titrage dans des conditions de température et d’agitation constantes. Chaque
addition de ligand dans la cellule de mesure entraine une perturbation de la chaleur, jusqu’alors stable, en
raison de l'interaction entre le ligand et la biomolécule. Les signaux enregistrés correspondent donc a la puis-
sance calorifique fournie par le microcalorimétre pour revenir a la différence de chaleur initiale séparant les
deux cellules de I'appareil. Il est alors nécessaire d’'intégrer cette puissance calorifique pour obtenir la variation
d’enthalpie liée a l'interaction entre les deux molécules. En fin de dosage, le récepteur est saturé et aucune

variation d’enthalpie dle a l'interaction n’est alors observable. Seule I'énergie de dilution est alors mesurée.
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FIGURE 1.31 — a) Schéma d’'un microcalorimétre. b) Exemple de profil ITC. ¢c) Données thermodynamiques
obtenues & partir d’un profil ITC. Adapté de™4

La figure[l:3T]illustre un exemple de mesure ITC ou I'anhydrase carbonique Il est titrée par le 4-carboxybenzene-
sulfonamide.™® Les pics négatifs obtenus sont synonymes d’une interaction entre le ligand et sa cible (AH <
0). Ces pics sont intégrés pour obtenir la quantité de chaleur dégagée a chaque ajout du ligand dans la solu-
tion contenant la biomolécule. Depuis un profil ITC, la pente de la courbe d’intégration des pics nous permet
d’obtenir la valeur de la constante d’association (Ka) (que I'on traduit ensuite en constante de dissociation Kp
puisque Kp = %A)- On obtient également la variation globale d’enthalpie de l'interaction par la différence entre

les deux plateaux de la courbe. Enfin, la stoechiometrie est obtenue a la moitié de la pente.
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Léquipe de Pilch a été la premiére a étudier le profil thermodynamique de la reconnaissance entre 'ARNr
16S et les aminoglycosides en faisant appel & I'I'TC. 4647105 | ’¢tude de ce systéme dans différentes conditions
de température, tampon, pH et force ionique a permis de mieux comprendre les interactions mises en jeu lors
de cette interaction. Un résultat important concerne la force ionique du tampon dans lequel les mesures sont
effectuées. En faisant varier la concentration en Na* de 60 mM a 147 mM, ils ont pu observer une diminution
de I'affinité de I'aminoglycoside pour '’ARNr 16S (table [[.2). Cette observation indique alors que les interac-
tions électrostatiques jouent un réle primordial dans les phénoménes de reconnaissance. En effet, plus la
force ionique du tampon est élevée, plus les charges présentes en solution vont venir écranter les interactions
électrostatiques qui permettent a ’ARNr 16S et aux aminoglycosides de se lier entre eux. Une fois encore,
cela confirme le fait que chaque valeur de Kp ne reflete I'affinité que dans des conditions réactionnelles tres
précises. Par cette méthode, le Kp de la PRM pour 'ARN 16S a été déterminé autour de 27 nM (a 25°C dans
un tampon 10 mM cacodylate de sodium pH 5.5, en présence de 0.1 mM EDTA et 150 mM NaCl). Dans les
conditions réactionnelles utilisées,®? il leur a été possible de déterminer de trés bonnes valeurs de Kp (nano-

molaires) pour les aminoglycosides testés.

[Na*] (mM) Two (°C)* I (°C) Kz MYy
Neomycin
60 688 808 (94 +£40) x 10°
81 702 80.7 (56+22)x 10°
109 15 796 (21+08) x 10°
129 724 787 (10+03) x 10°
147 729 783 (71+24) x 108
Paromomycin
60 6838 785 (93 +42) x 108
81 702 773 (33+14)x 108
109 715 76.1 (12+05) x 108
129 724 759 (68 +£27) x 107
147 729 752 (3.6 +15) x 107

TABLE 1.2 — Effets de la concentration en Na* sur la Ty, (température de fusion) et I'affinité des aminoglycosides
pour I'’ARN 16S. Tiré de“®

Latout principal de I''TC réside dans le fait qu’elle ne nécessite aucun marquage des échantillons et permet
pourtant d’avoir un profil thermodynamique complet de l'interaction. C’est un avantage majeur puisqu’aucun
artefact lié au marquage n’influence alors les mesures ni l'interaction entre les deux partenaires, comme c’est
le cas pour la fluorescence par exemple. Un autre avantage est que cette technique n’est en aucun cas limitée
par la taille des échantillons.

Cependant, un inconvénient majeur est la nécessité d’utiliser de grandes quantités d’échantillon (200 uL de
solution de biomolécule et 50 pL de solution de ligand devant étre idéalement 10 fois plus concentrée que la

molécule cible). De plus, elle est trés sensible a la température et a la force ionique.

lll - 5) Résonance magnétique nucléaire

Pour déterminer la structure tridimensionnelle d’'une macromolécule biologique, une technique souvent em-
ployée est la cristallographie aux rayons X. Elle est cependant moins facile a mettre en ceuvre dans le cas des

ARN qui peuvent étre difficiles a cristalliser. De plus, les ARN sont capables d’adopter des structures com-
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plexes et d’étre pourvus d’une grande flexibilité conformationnelle (cf. partie page [T1). Ceci complique

donc leur analyse par cristallographie aux rayons X. Une alternative est I'utilisation de la résonance magné-
tique nucléaire (RMN). En effet, 'analyse de I'échantillon se faisant en solution, il est alors possible d’obtenir
des informations sur la structure et la dynamique des ARN.1% Cette technique spectroscopique permet d’ob-
tenir des données structurales telles que les distances inter-atomiques, les changements conformationnels
d’une molécule et permet méme d’étudier la reconnaissance entre un ligand et sa cible.1979%! poyr cela, on

s’intéresse aux valeurs de déplacement chimique ().
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FIGURE 1.32 — Déplacements chimiques en 'H RMN des bases de I'ARN et des protons du ribose. 1%

Afin d’obtenir des informations structurales sur les interactions entre les acides nucléiques et leurs ligands,
on peut suivre les variations de déplacements chimiques par le biais de deux expériences RMN.1% |a pre-
miére consiste a enregistrer un spectre '"H RMN 1D dans I'eau. Lorsqu’un ligand vient se fixer sur 'ARN, les
nucléotides impliqués dans l'interaction voient leurs signaux modifiés et il est ainsi possible de cartographier
la zone de 'ARN concernée. On s’intéresse plus précisément aux variations de déplacement chimique (5) des
protons iminos qui sont localisés a trés bas champ entre 10 ppm et 15 ppm (en bleu sur la figure [.32). En
regardant cette zone du spectre, on observe la variation des liaisons hydrogénes entre les bases de 'ARN
et/ou les liaisons se formant entre les bases et un ligand. Les protons iminos sont portés par l'uracile (U),
la guanine (G) et la thymine (dans le cas de 'ADN). Toutefois, il n’est possible de réaliser cette mesure qu’a
condition d'utiliser des séquences qui permettent d’éliminer sélectivement les signaux des protons de I'eau.
Il est nécessaire d’utiliser une séquence "Watergate" permettant de supprimer le pic de I'eau si I'on veut
pouvoir visualiser ces signaux. La TOCSY constitue une deuxieme expérience permettant de localiser les mo-
difications structurales résultant de la reconnaissance entre un acide nucléique et son ligand. Un spectre 2D
TOCSY dans D,O permet d’observer une corrélation 'H-"H a travers les liaisons chimiques. On peut alors

dégager des informations sur les interactions impliquant les protons H5-H6 des C et U et méme obtenir des
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informations sur le repliement de 'ARN.

Le groupe de Puglisi a largement contribué a I'étude des complexes ARNr 16S27/aminoglycosides par
RMN et a été le premier a fournir des informations structurales a ce sujet.52%4111 | g5 structures publiées
permettent de définir le site de fixation de la PRM®8 et de la gentamycine™2 au niveau du site A. Les amino-
glycosides viennent se fixer spécifiquement au niveau du bulge de 'ARN formé par I'expulsion de ’A1492 et
de la paire de bases A1408-A1493. Des liaisons hydrogénes impliquant les cycles | et Il des aminoglycosides
avec les nucléotides 1405 a 1409 et 1491 a 1495 de I'’ARN permettent de stabiliser le complexe formé. Des

expériences de dosage par RMN leur ont également permis de déterminer un Kp de 0.2 pM®259 pour la PRM.

Précédemment au laboratoire, une stratégie employant la RMN '°F a été utilisée pour I'étude des inter-
actions ARN/aminoglycosides. Lintérét du '°F réside dans son abondance naturelle relative de 100 % et de
son tres fort rapport gyromagnétique. De plus, 'atome de fluor posséde une plage de déplacement chimique
environ 20 fois plus large que celle du proton ce qui en fait un isotope de choix pour analyser des structures par
RMN. Un mime du site A de 'ARNr, plus court que ceux reportés dans la littérature jusqu’alors, a été utilisé.
Comme indiqué en figure [.33] ce fragment long de 23 nucléotides a été mis en présence d’'une sonde fluorée
externe afin d’étudier les phénomenes de reconnaissance avec les aminoglycosides par le biais d’expériences
de compétition. 13 La sonde fluorée utilisée a été développée en s’inspirant du cycle central DOS, le but étant
de I'utiliser en tant que composé modele des aminoglycosides. Dans un tampon 10 mM KPO,4 pH 6.5 en pré-
sence de 50 mM de KClI, il a ainsi été possible de déterminer les valeurs de Kp pour la néomycine, paromamine
et néamine respectivement égales a 35 uM, 125 uM et 55 uM. Concernant la paromomycine, son Kp serait
proche de 36 1M dans ces conditions réactionnelles. Le classement général de ces aminoglycoside par ordre

d’'affinité est le méme que ceux reportés dans la littérature, confirmant ainsi la validité de cette méthode.
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FIGURE 1.33 — a) Séquence de I'’ARN 16S23. b) Principe des expériences de compétition réalisées par '°F

aminoglycoside

RMN. Létoile verte symbolise la sonde fluorée tandis que I'hexagone rouge illustre la molécule compétitrice

non marquée.3
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La RMN est la méthode généralement employée pour avoir acces a des informations structurales et pour

observer les changements conformationnels résultant d’'interactions moléculaires. Toutefois, un inconvénient
majeur est son codt. Lutilisation de cette technique spectroscopique est également limitée par la taille des
acides nucléiques pouvant étre analysés (moins de 150 nucléotides environs)." 4 Elle est également peu
sensible et nécessite donc I'utilisation de grandes quantités d’échantillon (et parfois méme [I'utilisation de mar-
quages isotopiques) afin de mener des études structurales. En effet, la RMN n’est capable de mesurer des Kp
que de I'ordre du mM.1% Pour I'étude de la formation de complexes par RMN, un autre inconvénient que I'on
peut rencontrer est lié a la cinétique d’échange de la formation du complexe étudié."*> La vitesse d’échange
entre les deux états libre et lié d’'une molécule est déterminante pour le type de signal obtenu. Pour une ré-
action A* = A*B, plusieurs cas de figures sont envisageables et ceux-ci sont illustrés en sur la figure [.34]
En situation d’échange lent, les résonnances de la forme libre et liée sont parfaitement discernables.™® A I'in-
verse, lorsque le passage de la forme libre a la forme liée de la molécule est trop rapide par rapport a I'échelle
de temps de la mesure par RMN, un signal moyenné représentatif des deux formes est observé. Dans ces

conditions I'étude et la quantification de la formation de complexes par RMN peut s’avérer plus délicate.

_ N

1

FIGURE 1.34 — Influence des cinétiques d’échange dans I'interprétation de signaux par RMN. Adapté de.11/

lll - 6) Couplage des techniques analytiques a du criblage: microarray

Le terme microarray, désigne un assemblage de molécules (identiques ou différentes) greffées de fa-
con organisée sur un support solide a I'échelle de dépots micrométriques (figure [.35). Cette configuration
est combinée a une autre méthode d’analyse (fluorescence, radioactivité, chemiluminescence, colorimétrie...)
pour détecter les phénoménes d’interaction se produisant en surface et permet ainsi d’analyser en parallele
une grande variété de molécules. Par cette méthode, il est possible de cribler des bibliothéques de composés
ou encore d’analyser et de quantifier des phénoménes de reconnaissance intermoléculaires en une seule et

méme expérience de facon rapide et simultanée et a partir de faibles volumes d’échantillons.
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FIGURE 1.35 — Principe d'utilisation de microarray. Tiré de 18

La technologie microarray peut étre utilisée pour immobiliser de petites molécules organiques, des pro-
téines, des acides nucléiques et méme des organismes biologiques plus complexes tels que des cellules
ou des virus. Les microarrays sont généralement préparés par dépéts robotisés de gouttelettes (volumes de
I'ordre du nanolitre) d’une solution d’échantillon a la surface d’'une lame en verre. Comme indiqué sur la figure
[36] les ligands étudiés sont immobilisés (de fagon covalente ou non) au moyen de groupements fonctionnels
dans une configuration la plus organisée possible. 19 Une fois les dépots effectués, le microarray est incubé en
présence d’ARN. Aprés incubation, la surface est rincée pour retirer 'excédent d’ARN. Les interactions avec le

ligands sont ensuite analysées et quantifiées pour détermination de Kp ou de nouveaux hits pharmaceutiques.
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FIGURE .36 — Stratégies d'immobilisation utilisées pour le criblage d’ARN.Tiré de

Léquipe de Disney a publié un premier exemple d’utilisation des microarrays pour I'étude des interactions
entre ARN et aminoglycosides au moyen d’une détection par fluorescence.’2 Les ARN utilisés dans cet
exemple sont deux 27-mer mimant le site A des ARNr chez les bactéries (16S) et chez 'Homme (18S). Comme
indiqué en figure ces deux oligonucléotides ont été marqués a leur extrémité 3’ par un groupement

fluorescent afin de révéler les phénomenes d’interaction avec les aminoglycosides. LARN 16S a été marqué
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avec une 5-carboxytetramethylrhodamine alors que 'ARN 18S a été marqué avec une fluorescéine. Ces ARN

ont été préparés dans un tampon 20 mM HEPES pH 7.4 contenant 200 mM de NaCl et une solution concentrée

a 10 uM a été utilisée pour les mesures.
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FIGURE 1.37 — ARN fluorescents utilisés dans I'étude de Disney par microarray. Adapté de20

La reconnaissance entre une série d’aminoglycosides immobilisées a premierement été testée en pré-
sence d’ARN 16S avant d’étre répétée avec 'ARN 18S. Les intensités de fluorescence émises a la suite de
la formation du complexe ARN/ligand ont été comparées afin de procéder a un classement illustrant I'affinité
de I'aminoglycoside pour I’ARN. Pour 'ARN bactérien, I'amikacine a montré la meilleure réponse fluorescente
et se distingue des autres molécules de facon significative. Suivent ensuite la lividomycine, la PRM, la néo-
mycine et la tobramycine qui possédent des intensités de fluorescence comparables (figure[[.38). Concernant
'’ARN 18S humain, une fois encore I'amikacine posséde la fluorescence la plus intense. Viennent ensuite la
kanamycine, la néomycine puis la tobramycine qui ont été classées par ordre décroissant d’intensité de fluo-
rescence. Le fait que I'amikacine possede ici la réponse fluorescente la plus intense n’est pas en accord avec
les classements obtenus par d’autres méthodes analytiques dans lesquelles la néomycine est la molécule la
plus affine pour ’ARN 16S. Ce résultat pourrait probablement s’expliquer par le fait que la méthode employée
pour immobiliser les aminoglycosides affecte les propriétés d’interaction avec 'ARN. En effet, les composés
sont immobilisés grace a une réaction de couplage entre les fonctions amine des aminoglycosides et les grou-
pements succinimide recouvrant le support en verre. Ce premier exemple d’analyse par microarray démontre
néanmoins qu'’il est possible et facile de cribler un grand nombre de molécules dans le but de découvrir de

nouveaux ligands d’ARN.
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FIGURE 1.38 — Immobilisation d’aminoglycosides sous forme de microarray en présence d’ARN et analyse
de leur réponse par fluorescence. a) Microarray d’aminoglycosides en présence d’ARN 168S. b) Intensité de

fluorescence observée pour chaque aminoglycoside en présence d’ARN 16S ou 18S.Tiré del<0

Léquipe de Wong a également utilisé cette technique pour I'étude du complexe tobramycine/ARN 16S.1!1
Afin de procéder a 'immobilisation de la tobramycine, la fonction -OH portée par le carbone en position 6’ du
cycle Il a été remplacée par une amine (la substitution est encadrée en rouge sur la figure [[.39). Cet ana-
logue de la tobramycine a ensuite été modifié par I'addition d’un bras espaceur long de 15 atomes de carbone
permettant son immobilisation sous forme de microarray (linker désigné par R = CysH1s, encadré en vert sur
la figure [.39). La tobramycine immobilisée a été mise en présence de différentes concentrations d’ARN 16S
dans un tampon 50 mM Tris-HCI pH 7.5 contenant 150 mM NaCl et 4 mM MgCl,. Ces expériences de dosage
ont permis de déterminer un Kp égal a 1.9 + 0.3 uM pour la tobramycine par lecture de l'intensité de fluores-

cence émise a A = 535 nm.

Lintérét principal de cette technique repose sur sa capacité a fournir une analyse rapide et en parallele
d'une grande variété de molécules puisqu’il est possible d’immobiliser plus de 10 000 molécules différentes
sur une méme surface.® Cette approche est particuliérement attractive pour cribler de grandes bibliothéques
de molécules dans le but de trouver de bons ligands d’ARN. C’est également une technique permettant une
trés grande économie d’échantillon. Des concentrations en ARN autour du nM dans des volumes de I'ordre du
nL suffisent pour utiliser la technologie microarray. Ceci est un avantage majeur lorsque I'on travaille avec les

ARN qui sont difficiles a manipuler et a synthétiser en grande quantité.

Cette technique sensible (Kp autour du nM) comporte cependant plusieurs inconvénients. Tout d’abord, les
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lIl-. METHODES ANALYTIQUES POUR LETUDE DES INTERACTIONS ARN/LIGAND: LES
AMINOGLYCOSIDES COMME CAS D’ETUDE
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FIGURE 1.39 — a) tobramycine. b) Analogue de la tobramycine utilisé pour cette étude, R = CisH1g. ¢) ARN
16S27 marqué en 5 par une Fluorescéine. d) Dosage de la tobramycine par 'ARN 16S27-Fluorescéine.
Adapté de'21

équipements et le matériel d’analyse nécessaires a son utilisation en font une méthode colteuse. De plus,
I'utilisation de microarray nécessite un "double-marquage": un premier pour immobiliser le ligand sur la lame
en verre et un second sur I'ARN afin d’analyser les réponses résultant de l'interaction. Nous I'avons déja
mentionné, le marquage de molécules peut s’avérer parfois difficile a mettre en ceuvre mais doit surtout étre
réalisé en gardant a I'esprit qu’il ne faut pas modifier les propriétés intrinseques des molécules. Ceci est encore
plus complexe lorsqu’un double marquage est nécessaire, comme c’est le cas ici. Rappelons <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>